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Caligmanin birinci kisminda 13 Anadolu yerli koyun irki (154 birey), Anadolu Yaban Koyunu (Ovis
gmelinii anatolica,16 birey) ve kokeni Avrupa’dan olan evcil koyun Merinos irkina (12 birey) ait
bireyler Y kromozomunda bulunan SRY 5’ promotor ve SRYMI18 bolgeleri DNA dizi analizi
yontemiyle incelenmistir. Elde edilen sonuglar birlikte degerlendirilip bireylerin Y kromozomuna
bagli haplotipleri belirlenmistir. Bireylerde sirayla en fazla H6, H4, H8 ve H12 haplotipleri olmak
iizere 4 farkli haplotip tespit edilmistir. Bu haplotiplerden H4 ve HS yayilim bigiminde Tiirkiye’de
dogudan batiya dogru bir azalis gdzlenmektedir. Caligmanin ikinci kisminda yine kékeni Avrupa’dan
olan evcil koyun Merinos wrkina ait 19 bireyde mtDNA D-loop gen boélgesi dizi analizi yapilarak
haplogruplar belirlenmistir. Bu sonuglara gére Merinos irkina ait 15 bireyin haplogrup B, 4 bireyin ise
haplogrup A oldugu tespit edilmistir. Calismanin ii¢lincii kisminda ise otozomal kromozomlardaki
mikrosatellit belirtegleri ile 10 yerli Tiirk koyun 1rkina ait toplam 199 bireyde 8 mikrosatellit bolgesi
aragtirillmistir. Mikrosatellit lokuslarinin allel sayilar1 bakimindan en ¢ok polimorfizm OarFCB304
lokusunda, en az polimorfizm ise OarCP34 lokusunda gézlenmistir. Elde edilen verilerden Yapi
(Structure) Analizinde K=2 ile K=13 arasinda sirasiyla uygulanmistir. Calisilan Tiirk koyun irklarina
bakildig1 zaman bu programda gorsellestirilmesi sonucu neredeyse biitiin irk 6rnekleri renk karigimlari
ile temsil edilmis ve bdylece wrklarin karigik olduklari tespit edilmistir. Tim K’larda Sakiz irki
digerlerinden ayrilmakta olup en az karisimin bu irkta oldugu goriilmektedir. Temel Koordinat
Analizinde eksenlerden 1. eksende Sakiz ki diger irklardan bariz bir sekilde ayrilmaktadir. 2.
eksende ise Karayaka, Kivircik, Gok¢eada ve Sakiz wrklari diger irklardan ayrilmaktadir. Komsu
Birlestirme Agacinda genel olarak Sakiz ile diger irklar arasindaki uzakligin diger ikili dal
uzunluklarindan daha fazla oldugu tespit edilmistir. Sunulan bu g¢alisma sonuglarinin Tiirkiye yerli
koyun irklarinin gen kaynagi olarak korunmasi ¢aligmalarina katkida bulunmasi beklenmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: SRY, SRYM18, mtDNA, mikrosatellit, evcillestirme
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In the first part of study, male individuals of 13 Anatolian domestic sheep breeds (154 individuals),
Anatolian Wild Sheep (Ovis gmelinii anatolica, 16 individuals ) and Merino domestic sheep breed (12
individuals) which has an European origin, were examined by DNA sequence analysis at SRY
5'promotor region of Y chromosome and SRYM18 which is a specific microsatellite region for Y
chromosome. The results were evaluated together and haplotypes of individuals were identified based
on Y chromosome. 4 different haplotypes were identified and The most frequent haplotypes can be
given in order as: H6, H4, H8 and H12 haplotypes. When the distribution of H4 and H8 haplotypes
are considered a gradual decrease has been observed in the direction of west. In the second part of
study, mtDNA D-loop of 19 individuals of European originated Merinos breed have been sequenced.
Consequently, 15 individuals haplogroup B and 4 individuals haplogroup A have been identified. In
the third part of study, 8 microsatellites loci which are located on autosomal chromosomes were
analyzed in 10 Turkish sheep breeds (totally 199 individuals) were examined. OarFCB304 (23 alleles)
and OarCP34 (8 alleles) have been determined as the most polymorphic and least polymorphic
microsatellite loci respectively, in terms of allele number. Structure analysis has been applied ranging
from K=2 to K=13. When the studied Turkish breeds are considered, structure results are very blended
which indicates that these breeds are highly admixed. For all of the K values (2-13) Sakiz breed is
separated from the other breeds and it is the least admixed breed. Principal Coordinates Analysis
showed that In the 1st axis only Sakiz, and in the 2nd axis Karayaka, Kivircik, Gok¢eada and Sakiz
breeds are significantly separated from other breeds. In general Neighbor Joining (NJ) tree analysis
shows that the distances between Sakiz and other breeds are significantly longer than the other dual
branches. The results of this study are expected to contribute to the studies which are related to
conservation of Turkish native sheep breeds as a genetic resource.

KEY WORDS: SRY, SRYM18, mtDNA, microsatellite, domestication
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1. GiRiS Arif PARMAKSIZ

1. GIRIS

Ciftlik hayvanlarinin ¢ogunun ilk olarak Anadolu ve civarinda evcillestirildigi
anlasilmistir (Zeder, 2008). Bu ilk evcillesmis gen havuzlarinin iriinleri zaman
icinde Asya, Afrika ve Avrupa’ya yayilmislardir. Bu yayillma esnasinda kaynak
varyasyonun ancak bir alt kiimesi gotiiriilebildiginden kaynak gen havuzunun
bugiinkii akrabalari, diinyada baska hi¢ bir evcil hayvan populasyonunda
bulunmayan genetik varyasyonlar icermekte olabilitler. Ilk evcillesme merkezinde ya
da yakininda bulunan yerli evcil hayvan gen kaynaklarimizin en azindan bir kismi
Orta Dogu’daki diger irklarla beraber bu 6zglin genetik varyasyonlari igeriyor

olabileceginden 6zel bir degere sahiptir (Bruford ve ark., 2003).

Ciftlik hayvanlarinin verimliligini arttirmak i¢in uygulanan calismalar istenilen
Ozelliklerde artislara neden olurken, ¢evre kosullarina olan adaptasyon ve
hastaliklara kars1 dayanikli olma gibi 6zelliklerinde ise gerilemeye yol agmaktadir.
Yerli rklarimiz zor gevre kosullaria (Ornek; ug sicakliklarda ve kalitesiz yem ile
yagsamlarin1 siirdiirebilmek, otlamak i¢in uzun yol yiiriime gerekliligini yerine
getirebilmek, parazitlerden fazla etkilenmemek) gosterdigi dayaniklilik (Soysal ve

ark., 2005) nedenleri ile de korunmalidirlar.

Ayrica hi¢ bir zaman yogun seleksiyon baskist yasamamis olan yerli irklar
yiiksek genetik ¢esitlilik gostermektedir ki bu nedenle yepyeni segilimler i¢in dnemli
bir genetik potansiyel tasimaktadirlar. Ancak, bu yiiksek genetik ¢esitlilik sadece
evcillesme kaynagina yakinliklar1 ve yiiksek seleksiyon baskisi yasamadiklari i¢in
degil, wrklar arasinda izolasyonun olmamasi ve irklarin yiiksek siklikla melezleme
yagsamalarindan ve gdclerle gelen karismalarin varligindan da kaynaklaniyor olabilir.
Eger irk 6zgiin bir gen kombinasyonuna sahipse bu kombinasyonun bozulmamasi
icin melezlemenin de az (bir generasyonda % 2.5 den, toplamda % 12.5 den az)

olmasi istenmektedir (Alderson, 2010). Ulkemizde 1rk kavramiin olusmamis oldugu
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bilinmektedir. Yetistirici bazinda verimliligi arttirdig1 genel anlayisi ile yerli rklar
arasinda 1rkina dikkat etmeden ko¢ degisimi siklikla uygulanmaktadir. Belki ¢evreye
uyum gosteren bu irklar birbirlerinin 6zgiin gen kombinasyonlarina ¢ok fazla
olumsuz etki yapmamaktadir. Fakat yerli irklardan farkli olmalar1 beklenen egzotik
irklarin yerli wrklara katilimi devlet politikast olarak tesvik edilmekte ya da
engellenmemektedir. Ornegin sigirda Holstein melezlemesinin tesvik edildigi
bilinmektedir. Ayni1 sekilde, koyunda da giiniimiizde Kivircik koyun irkina ait saf
birey neredeyse kalmamistir, Kivircik irk1 gibi Gokgeada irki da Merinos ki ile
melezlenmektedir. O halde genetik cesitlilik Slgiitii irklarda korunma 6nciiliigiiniin

saptanmasinda tek basina yeterli olmayabilir.

Melezlenme ile gen kombinasyonlarini kaybetmekte ve sayilarinda azalma olan
irklarimizin 1980’lerde sayilarinda % 40’lara varan diisiislerle (Longworth, 2005)
biiyiik genetik kayiplar yasadiklar1 bir gergektir. Koruma i¢in canli hayvanlar, halk
elinde ve devlet enstitillerinde korumaya alabilir. Ayrica ilgili enstitiilerde
hayvanlarin doku ya da sperma ve embriyolar1 gen bankalarinda saklanabilir. Bu
koruma big¢imlerinin hepsini genetik cesitlilik diizeyindeki kaybi en az diizeyde
tutacak ve her irki kapsayacak bir bicimde siirdirmek hi¢ bir iilkenin
gerceklestiremeyecegi bir ¢abadir. Korumanin akilci ve siirdiiriilebilir olmasi igin
korumada &nceliklendirme yapilmalidir (Boettcher, 2010). Onceliklendirme igin ise
wrklarin genetik olarak karakterizasyonunun yapilmasi gerekmektedir. Molekiiler
tabanli bilgiler, hem 1rklarin evrimlesme siirecini ortaya ¢ikararak hem de genetik

icerik acisindan bilgi vererek korumada 6nceliklendirmeye katkida bulunacaktir.

Ciftlik hayvanlart icerisinde ilk evcillestirilenlerden biri koyunlardir (Kijas ve
ark., 2012). Koyunlarimn evcillestirilmesi yaklasik olarak 10.000 ile 11.000 y1l énce i¢
Anadolu’nun Dogusu ile Kuzey Zagros Daglar1 arasinda oldugu, arkeolojik verilere
dayali1 olarak kabul edilmektedir (Zeder, 2008). Arkeolojik ¢aligmalara ek olarak
evcil koyunlarin Y kromozomu (Meadows ve ark., 2009), mitokondrial DNA
(mtDNA) (Bruford ve Towsend, 2006; Meadows ve ark., 2007; Tapio ve ark.,
2010), otozomal kromozom (Peter ve ark., 2007; Kijas ve ark., 2012) lokuslarina ait

cesitli genetik belirtecler kullanilmakta ve bdylece irkin genomunun farkli yerlerinde
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birikmis farkli evrimsel tarih bilgilerine 151k tutulmak istenmektedir. Bu ¢aligsmalarla
evcil koyunlarin global diizeyde evrimsel tarihleri ile ilgili bilgiler oldukca
birikmistir (Bruford ve Towsend, 2006; Peter ve ark., 2007; Chessa ve ark., 2009;
Tapio ve ark., 2010; Kijas ve ark. 2012). Diger taraftan evcillesmenin Ovis gmelinii
tiri yaban koyunundan kaynaklandigi genel olarak kabul edilmis olsa bile
(Hiendleder ve ark., 2002) yaban koyunlari ile evcillesme bagi konusundaki

calismalar heniiz ¢ok siirlidir (Bruford ve Towsend, 2006).

Ulkemiz koyun irklari igin yapilan calismalar da oldukg¢a c¢oktur. Bunlar
agirlikli olarak mtDNA (Pedrosa ve ark., 2005; Meadows ve ark., 2007) iizerinedir.
Yerli irklarimizda Y kromozomu belirtecleri ile yapilan bir tarama yakin zamanda
yaymlanmistir (Oner ve ark., 2011). Mikrosatellitlerle yapilan galigmalar agirlikl
olarak yerli koyunlarda (Uzun ve ark., 2006) oldugu gibi yerli koyunlarimizi da
kapsayan daha genis cografyada yapilmis calismalar da mevcuttur (Peter ve ark.,
2007). Bu calismalardan Oner (2010)’in ¢alismasi harig hig biri genetik varyasyonun
irklarin tizerindeki ve cografi dagilimi hakkinda ve dolayisiyla hangi irkin korunmasi

gerekliligi ile ilgili soru sormamaktadir.

Ulkemizde 2007 yilinda baslatilan bir ulusal proje (Tiirkiye Yerli Evcil Hayvan
Genetik Kaynaklarindan Bazilarimin In vitro Korunmasi ve On Molekiiler
Tanimlanmasi-I; www.turkhaygen.gov.tr) gergevesinde belli bash koyun irklarindan
13 tanesi calisilmistir. Bu c¢alismada irklar 20 mikrosatellit belirteci ve mtDNA
kontrol bolgesi belirtegleri ile incelenmistir. Ancak, bu ¢alismayr tamamlayacak Y
kromozom belirtegleri eksik kalmistir. Yine ¢alismalarda o6zellikle Kivircik ve
Gokgeada koyununda melezlemeye katilan Bandirma Merinosu daha Once hig
calistimamistir. Ayrica lilkemizde, Konya Bozdag havzasinda yasayan Anadolu
Yaban Koyunu (Ovis gmelinii anatolica) erkekleri Y kromozomu agisindan da

incelenmemistir.


http://www.turkhaygen.gov.tr/
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Sunulan ¢alismanin amaglari su sekilde 6zetlenebilir;

Tiirkiye’den Qvis aries tiiriine ait 13 yerli koyun irkim1 (Gokgeada, Kivircik,
Sakiz, Karayaka, Dagli¢, Norduz, Akkaraman, Morkaraman, Hemsin, Ivesi,
Cinecapari, Herik, Karagiil) genetik olarak tanimlamayir amaglayan
TURKHAYGEN-I projesi sonuglarindaki énemli eksiklikleri tamamlayarak
yerli koyun 1rklarinin durumunun Y kromozomu bakimindan tanimlanmasini

saglamak,

TURKHAYGEN-I c¢ercevesinde yapilmis mikrosatellit okumalarindan
OarVH72 ve OarFCB226 lokuslarimin ikisini tekrarlayarak, okumalarin daha
dogru oldugu bilinen 6 lokusla birlikte toplam 8 mikrosatellit lokusta
analizleri yapmak boylece irklarin karakterizasyonu i¢in 8 lokusun ne

derecede bilgi verdigini gozlemek,

Ovis gmelinii anatolica nn Y kromozomu agisindan koyunlarin atast olup

olamayacagini sorgulamak,

Yurdumuzda 6zellikle Kuzey ve Bati irklarinda melezleme yoluyla katilmis
olarak bulunan Bandirma (Karacabey) Merinosunun mtDNA, Y kromozomu
icin karakterizasyonunu yaparak yerli irklara ne dl¢lide katilmis olabilecegi

ile ilgili yorumlar yapmak,

Y kromozomu ile otozomal kromozomlardan mikrosatellit ve yine Y
kromozomu ile mtDNA’dan DNA dizi analizi (sekanslama) ¢aligarak farkli

belirteclerin kullanimini 6grenmek,

Mikrosatellit, DNA dizi analizi ve farkli DNA bolgelerinden elde edilmis

verilerin istatistiksel analizlerini 6grenmek.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Evcillestirme ve Evcillestirme Merkezleri

Evcillestirme, hayvan ya da bitkinin insan yararina kullanilmasini ve bunun
yant sira insan ile yakin bir iliski icerisinde yasamaya da adapte olmasini
saglamaktir. Ancak bu iligki, evcillesen organizmanin yaban hayatinda yasama
kabiliyetinin yok olmasma yol agacak diizeyde bagimlilik olusturabilir. Ayrica,
kurttan tiiremis olan c¢esitli kopeklerde oldugu gibi evcil hayvanlar morfolojik olarak

yabanlardan farklidir (VonHoldt ve ark., 2010).

Gilinlimiizden yaklagik 12.000 yil 6ncesinde, Sekil 2.1°deki haritada goriildiigii
gibi Sanlurfa’nin 15 km giineydogusunda yer alan ve Gobekli Tepe olarak bilinen
arkeolojik bolgede avcr toplayicilar monolitler dikmislerdir (Schmidt, 2007).
Herhangi bir alet kullanmaksizin kesilen, siiriiklenen ve dikilen tonlarca agirliktaki
kiregtas1 levhalarinin yas1 tarimin ilk defa yapilmasindan, hayvan evcillestirmesinden
ve insanlarin yerlesik yasama gegislerinden daha onceye denk gelmekte olup, bu
alanin bilinen en eski tapinak oldugu diisiiniilmektedir (Schmidt, 2007). Bu alanda
ayinlerin yapildig1 ve ayinlerde hayvanlarin kurban edildigi, alanda bulunan hayvan
kalintilarinin fazlaligr ile sdylenebilir (Curry, 2008). Ayinlerde kullanilan yaban
hayvanlarin yakalanmasi, toren yerine getirilmesi ve bekletilirken beslenmesi belki

de evcillesmenin ilk adimlariyda.
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Sekil. 2.1. Gobekli Tepe’nin harita tizerinde gosterilmesi (http://www.smithsonianmag.com/history-
archaeology/gobekli-tepe.html)

Arkeolojik kalintilardaki hayvanlarin cinsiyet oraninin disiler yoniinde artmasi,
kemiklerdeki bulgularda disilerin yasl, erkeklerin gen¢ olmasi gibi kriterler hayvan
evcillestirilmesinin ilk isaretleri olarak kabul edilmektedir (Zeder, 2008). Bu kriterler
stiriiniin kontrol edildiginin bir gostergesi oldugundan evcillesmenin basladiginin bir

kanit1 oldugu sdylenebilir.

Eskiden morfolojik degisim evcillestirilmenin kaniti olarak diisiiniilmekteydi.
Arkaeozoolojik ¢aligmalarda yukarida belirlenen kistaslar dogrultusunda elde edilen
sonuglardan yola ¢ikarak hayvan evcillesmesi Zeder (2008) tarafindan caligilmistir.
Bu calismada koyun, sigir, ke¢i ve domuzlarin evcillesme merkezleri yeniden
belirlenmistir (Sekil 2.2). Sekil 2.2 ile Sekil 2.1 karsilastirildiginda Gobekli Tepe’nin
koyun, sigir, ke¢i ve domuz tiirlerinin evcillestirme alanlarinin kesisiminde oldugu
gozlenmektedir. Bu durum Gobekli Tepe’nin hayvan evcillestirmesinin ilk bagladigi

bolge oldugunu dogrulamaktadir (Agan, 2012).
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Sekil 2.2. Koyun, keci, domuz ve sigirlarin evcillestirme alanlari (Zeder, 2008 ve Oner, 2010)

Sekil 2.2°de renkli bolgelerin ig¢indeki kisimlar evcillestirmenin gliniimiizden
ka¢ yil 6nce olustugunu yansitan tahmini rakamlardir. Renkli bolgelerin disindaki
alanlar evcillesmenin yayillma zamanimi gostermektedir. Mavi alan koyun, turuncu
alan ke¢i, kirmizi alan domuz ve yesil alan ise sigir tiirlerinin evcillestirildigi

bolgeleri gostermektedir.

2.2. Tiirkiye’de Yasayan Koyunlarin Genel Ozellikleri

Glniimiizde Giineydogu Anadolu’da ilk evcillestirilen koyunlarla ilkel
koyunlar arasindaki iliski heniiz kurulmamistir. Ozellikle eti icin, belki de adak igin
kullanildig1 diistintilen bu ilk ilkel evcil koyunlar 6nce biiylik bir ihtimalle eski
kitalara yayilmistir. Daha sonra, yaklasik 5000 yil 6nce, biiyiik bir olasilikla modern
Irak ve Bat1 iran topraklarinda bulunan ilk koyunlardan yeni bir grup koyun, yapagi
gibi ikincil iriinler i¢in 6zel olarak iiretilmeye baglanmistir. Bu yapag i¢in iiretilen
koyunlarin, Asya’da biitlin ilkel koyunlarin, Avrupa’da ise ¢eperler haric ilk ilkel
koyunlarin yerini aldig1 onerilmektedir (Chessa ve ark., 2009).
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Anadolu koyun 1rklarindaki 6nemli bir olay da hayvancilikla yagayan gocebe
Tiirklerin Orta Asya’dan Anadolu’ya gelmesidir. Ortalama 1.000 yil 6nce gdgebe
Tirkler Dogu ve Giineydogu’dan Anadolu’ya girmislerdir (Roux, 1997).

Tiim gocebe kiiltiirlerde oldugu gibi yerlesimin ve ¢ift¢iligin olmamasi ¢iftlik
hayvanlarin1 gocebe Tirkler icin 6zel olarak degerli kilmaktadir. Gogebe Tiirklerin
en az 78.000.000 koyunu beraberlerinde getirdikleri tahmin edilmektedir (Togan ve
ark., 2007). Bu say1 bu tarihten 4.000 yil 6nce gerceklesmis olup ikincil iiriint
acisindan Onemli koyun goclinlin etkilerinin {istiine eklenmis oldugu tahmin

edilmektedir (Agan, 2012).

Tiirkiye’de yasayan koyunlarin biiylik bir kism1 yerli irklardan olugmaktadir
(Dogan, 2009). Tiirk yerli irklar1 ekonomik olarak 6nemli olan irklar arasinda
bulunmamaktadir. Ancak bu yerli irklar Tiirkiye’nin bir¢ok yerinde gézlemlenen ug
cevre kosullarinda yasama kabiliyetleri, parazitlere kars1 dayanikli olmalari, diisiik
yem kalitesi ile yasayabilmeleri, uzun yol yiirliiyebilme ve tirmanabilme 6zelliklerine
sahiptir (Acan, 2012). Ayrica, uzun iireme donemleri ve bitkisel liretime uygun
olmayan c¢evrelerde c¢ok diisiik maliyetlerle varliklarini siirdiirebilmeleri gibi
ozelliklerinden dolayr Tiirkiye i¢in ve degisebilecek g¢evre ile iiretim kosullarinda

diinya icin ¢ok 6nemlidirler (Ag¢an, 2012).

Tiirkiye’deki yerli koyun wrklariin, once ilk evcillesme yoresine, daha sonra
ikinci koyun genlesme bolgesine yakinliklar1 nedeniyle ve baska hicbir yerde
bulunmayan 6zgiin genler igeriyor olmalart olasiligiyla da korunmalar1 diinyadaki
bir¢ok koyun irkindan daha 6nemlidir. Nitekim, karsilastirmali genetik ¢alismalarda,
yerli koyunlarimiz genel olarak genetik cesitliligi yiiksek (Lawson Handley ve ark.,
2007; Peter ve ark., 2007; Tapio ve ark., 2010) olduklarindan koyun genetik
cesitliligi icin sicak bolge (hot spot) ilan edilmistir (Tapio ve ark., 2010). Ancak,
bunun sadece evcillesme bolgesine yakinlik ile ortaya ¢ikmadigi, izole edilmemis ve
yapay secilime maruz kalmamis olmalariin da yiiksek cesitlilige katkisinin oldugu

hatirlanmalidir.
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Ekonomik agidan gelistirilen irklar, yerel olarak uyum saglamis olan irklarin
varligini iki sekilde tehdit eder; bunlardan birincisi melezleme yapilmasi, ikincisi ise

mevcut irklarin tamamen yerlerini almaktir (Agan, 2012).

Gelismis tilkelerde ekonomik olarak onemli olan wrklar (genetik cesitlilik
bakimindan sicak noktalardan uzakta agir seleksiyon altinda bulunan ekstansif
yetistiriciligi yapilan 1rklar) ¢esitlilik, buna bagli olarak da farkli ¢evre kosullarina
uyum saglama kabiliyetlerinden yoksundurlar. Ancak 6zellikle yetistiricilerin yogun

bakimu altinda iyi iiretim verebilirler (Acan, 2012).

Tiirk koyun irklar1 melezlemenin yani sira, dar bogaz (bottleneck) etkisinden
de gecmektedir. Tiirkiye’deki koyun sayisinda 1980 ve 2000 yillar1 arasinda % 47.4,
2000 ve 2004 arasinda ise % 10.7 oraninda diigiis gozlenmistir (Longworth, 2005).
Oranlardaki bu diisiis hem piyasada koyun eti yerine sigir veya tavuk etinin tercih
edilmesi, hem de baz1 bolgelerde yasanan sosyal sorunlar nedeni ile ortaya

cikmaktadir (Sarigedik, 2004).

Ciftgiler, evcillestirmenin basindan giiniimiize kadar evcil hayvanlart farkl
cevre kosullarinda bulundurmus ve farkli Ozellikleri i¢in de yapay seleksiyon
uygulamislardir. Bu nedenle farkli kosullara adapte olmus farkli 6zellikte (verim,
davranig ya da biiylikliigli farkli) hayvan gruplar ortaya ¢ikmustir. Kisaca 10.000
yullik bir siire i¢inde evcil hayvanlarin gen havuzlarinin sekillenmesinde goc,
mutasyon, genetik siiriiklenme olmasinin yaninda dogal ve yapay secilim de rol

oynamuistir.

Herhangi bir genetik bilgi kaybolursa onu geri getirmek neredeyse imkansizdir.
Bu yiizden genetik erozyonu durdurmak ve hayvanciligin gelecegini korumak ig¢in
gerekli onlemler alinmalidir (FAO, 2006). Sigirlarin yaban atasi yok olmusken evcil
koyunlarin yaban atas1 (Ovis gmelinii) Orta Dogu’da ayr1 populasyonlar halinde
bulunmaktadir (Rezaei ve ark., 2010). Anadolu’da, genetik olarak tanimi hig
yapilmamis ve yakin tarihlerde (1960’larda) biiyiik bir dar bogazdan ge¢mis (Arihan,

2000) olan Anadolu Yaban Koyunu (Ovis gmelinii anatolica) populasyonu
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mevcuttur. Bu populasyon I¢ Anadolu’da Konya Bozdag’da bulunmakta olup Milli
Parklar ve Av-Yaban Hayati Genel Miidiirliigii tarafindan korunmaktadir.

2.3. Y Kromozomunun Tarihgesi ve Ozellikleri

Bilim insanlar1 190014 yillarda, bazi tiirlerde cinsiyetin kromozomlar
tarafindan belirlendigini tespit etmis ve daha sonra memelilerde de cinsiyetin
embriyonik gelisim sirasinda kromozomlar tarafindan belirledigini anlamislardir
(Taga, 2008). Ayni yillarda X ve Y kromozomlarinin gegmiste tek bir atadan koken
aldigt ve birbirleriyle uyumlu olan bir ¢ift otozomdan evrimlestikleri ileri
stiriilmiistiir (Taga, 2008). X ve Y kromozomlarinin gegmiste benzer olmalariyla
alakali diger bir kanit ise, Y kromozomunun X ile rekombine olan bdlgesindeki

bir¢ok genin, X kromozomu {iizerindeki eslerinin hala bulunuyor olmasidir (Taga,

2008).

Evrim siirecinin ve rklarin dagilimlarinin arastirilmasinda, yakin zamana kadar
sadece anneden gecis gosteren mitokondrial DNA’lar calisilmistir. Son yillarda
yapilan arastirmalar, Y kromozomunun da evrimlesme tarihi agisindan oldukca
bilgilendirici oldugunu ortaya koymustur. Ciinkii Y kromozomu, babadan ogula,
oguldan erkek toruna gegerken biiylik dl¢iide korunmus olur. Her nesilde yapisina
katilan zararli ya da zararsiz mutasyonlar tiirin babasal atasini ve cografi dagilimini

arastirmada onu cazip kilmaktadir (Jobling, 2004).

Y kromozomunda bulunan genlerin bir kismmin X kromozomu iizerinde
homologu olmadigi igin paternal gecisinden dolay1r babasal (paternal) tarihi
izlememize olanak wverir. Y kromozomu polimorfizm c¢aligmalarinda, babalik
tayininde, populasyonlarin tarihinde, cografik dagilimda ve irklarin koken
aragtirmasinda, erkek soy agacinin belirlenmesinde ve tarihsel donemlerde go¢
yollarinin aragtiritlmasinda kullanilmaktadir. Y kromozomu haplotip analizi 6zellikle
mikrosatellit ¢esitliligi ile haplogruplar i¢indeki varyasyonu (haplotipler) tanimlar ve
populasyon ayriminda Onem arz eder. Yasamakta olan canlilarn ve fosilleri

inceleyerek bir tiiriin evrimini ¢alisan paleontologlar gibi molekiiler biyologlar da

10
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DNA dizilerini inceleyerek kromozomlarin ve genlerin evrimini incelemektedirler

(Taga, 2008).

Memeli hayvanlarin ¢ogunda oldugu gibi koyunlarda da disilik veya erkeklik
heteromorfik bir kromozom sistemi tarafindan belirlenmektedir (Aasen ve ark.,
1990). Erkek bireyler heteromorfiktir yani cinsiyetin belirlenmesi Y kromozomunun

bulunup bulunmamasina baglidir (Welshons ve ark., 1959).

Evcil koyunlardaki 54 kromozomun son ¢ifti olan cinsiyet kromozomlari, disi
bireylerde XX, erkeklerde ise XY bi¢imindedir. X kromozomu, Y kromozomundan

daha biiyiik olup daha fazla genetik bilgi icermektedir.

Y kromozomu iki temel bolgeye sahiptir. Birinci bolge psddootozomal bdlge
(PAR, pseudoautosomal region) admi alir ve X kromozomu ile rekombinasyona
girer. Ikinci bélge ise erkege 6zgii bolge ( male- spesific region of Y, MSY) olup X
ve Y kromozomu arasinda bir rekombinasyon olaymin gergeklesmedigi bolgedir

(Oner, 2010).

Psddootozomal bolgede X ve Y kromozomlari arasinda rekombinasyonun
gerceklesmesi ve bunun sonucunda bu bolgenin X kromozomuna ait genlerin
kopyalarin1 bulundurmasi sebebiyle sadece erkek bireylerin dollere yaptigi katkinin
dogru bir gostergesi olarak kabul edilmemektedir (Burgoyne, 1998; Lahn ve ark.,
1999). Y kromozomunun % 5’ini olusturan bu bdlge kromozomun kisa kolundaki
(Yp) telomer ucta bulunan PAR 1 ve uzun kolundaki (Yq) telomer ugta bulunan PAR
2 bolgelerinin toplamindan olusmaktadir (Skaletsky ve ark., 2003).

Erkege 0zgii bolge (MSY) kromozom uzunlugunun % 95’ini olusturur. Bu
bolgede X ve Y kromozomlar1 arasinda herhangi bir rekombinasyonun olmamasi ve
genlerin rekombinasyonla karigma ihtimalinin bulunmamasindan dolay1 Y

kromozomu ile ilgili yapilan ¢aligmalarda bu bolgeye agirlik verilmistir.

11
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Sekil 2. 3. Y kromozomun temel bolgelerinin sematize edilmesi (http://www.genbilim.com’dan
uyarlanmigtir.)

Sekil 2.3’te Y kromozomun sekli sematize edilmis olup c¢alismamizda

arastirtlan SRY bolgesinin MSY icinde oldugu goriilmektedir.

2.4. SRY (Sex Determinating Region of Y) Bolgesi

Y kromozomunun kisa kolundaki SRY, MSY bélgesinde bulunur ve erkege
ozgii bir belirtectir. Insandaki SRY intron icermeyen ve yalmzca bir tek exona sahip
204 aminoasitlik bir protein kodlayan bir gendir. SRY’nin erkek cinsiyetini
belirlenmesindeki 6zelligini kazandiran DNA baglayan (DNA-binding) ve DNA
esneten (DNA-bending) adi verilen iki bolgeden olusmasidir (Giese ve ark., 1994;
Pontiggia ve ark., 1994).

2.5. SRYM18 Mikrosatellit Bolgesi
Mikrosatellitler, genom igerisinde  mono-di-tri-tetra-penta  niikleotid

uzunluktaki dizilimlerden biri seklinde ardisik olarak tekrarlanabilirler. Okaryotlarin

genomunda oldukca yiiksek sayida bu tekrarlardan bulunurken, prokaryotlarda daha
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az frekanslarda bulunurlar. Bu tekrarlar her organizmada kendine 6zgiidiir (Hoelzel,

1998).

SRYM18 mikrosatelit bolgesi ise sadece Y kromozomuna spesifik olup, Y
kromozomu iizerinde MSY bélgesinde bulunur. Koyunlardaki bu bolgede TTTTG ve
TG tekrarli motifler tespit edilmis olup, erkek bireyler arasinda polimorfizm

gostermektedir.

2.6. Koyunlarda Y Kromozomu fle flgili Calismalar

Y kromozomuyla ilgili polimorfizm ilk defa 1985 yilinda Casanova ve
arkadaslar1 tarafindan Dbildirilmistir. insanda Y kromozomuna ait iki RFLP
varyantinin  belirlenmesi, Y kromozomundaki genetik belirteclerin  evrimsel

calismalardaki potansiyeli hakkinda biiyiik umutlara yol agmistir (Oner, 2010).

Koyunlarda Y kromozomundan hesaplanan genetik cesitlilik oldukca diistiktiir.
Etkin populasyon biiyiikliigii, gen bolgelerindeki genetik ¢esitliligi etkileyen 6nemli
faktorlerden birisi olup erkek bireylerdeki Y kromozomu bakimindan niikleotid
cesitliligini kisitlayan bir kriterdir. Populasyondaki genetik ¢esitliligi etkileyen diger
faktor ise seleksiyondur (Oner, 2010). Evcillestirilen hayvanlarda, evcillestirilme
stirecinde kontrollii giftlestirme yapilmakta ve bu nedenle de erkeklerin bir sonraki
generasyonlara yapmis oldugu genetik katki esit olmamaktadir. Bunun sonucunda da
cok sayida dolii olan erkek bireyler yoniinden etkin populasyon biiyiikliigii olduk¢a
daralmakta ve Y kromozomu agisindan genetik g¢esitliligin azalmasina neden

olmaktadir (Jobling ve ark., 1995).

Meadows ve arkadaglar1 (2004) koyunlarin Y kromozomundaki niikleotid
cesitliligini caligmislardir. Bu calismada koyunun evrimi sirasinda erkek bireylerin
katkisini bulabilmek i¢in, Y kromozomunun homologu olmayan (MSY) kismina ait
tek niikleotid polimorfizmi (Single Nucleotid Polymorphism=SNP) icin dizi analizi
yontemini kullanmiglardir. 7 1irka ait 14 bireyi karsilastirmak i¢in, Y kromozomunun

MSY bolgesindeki toplamda 4380 bp’lik, 5 gene ait 9 fragmenti DNA dizi analizi

13



2. ONCEKIi CALISMALAR Arif PARMAKSIZ

yaparak incelemislerdir. Dizi eslestirmelerinde, SRY geninde bir A/G’li SNP
bolgesi tespit edilmis ve beklenilen niikleotid ¢esitliliginin diger tiirlere gore daha az

oldugu goriilmiistiir (Meadows ve ark., 2004).

Paiva ve arkadaslar1 (2006) Brezilya koyunlarinda SRY bdlgesinde SNP
noktalarini arastirmislar ve A-0Y1 ve G-oY1 allellerinin her ikisini de gézlemis olup
A-0Y1 allelini populasyonunlarda yaygin oldugunu fakat yapagi verimleri bakimdan
yiiksek olan ticari irklarda G-oY1 allel frekansinin daha yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir (Paiva ve ark., 2000).

Meadows ve arkadaslari (2006) koyunlarda Y kromozomu ig¢in genetik
belirtecler kullanarak evcil ve yaban koyunlarin analizini yapmislardir. Analizlerinde
SRY bolgesindeki SNP-oY1 alleli bakimindan bazi koyun tiir ve alttiirlerini
incelemiglerdir. Farkli ilkelere ait 458 birey evcil koyunu ve 61 birey yaban
koyununda A-oY1 alleline rastlanmis ve % 71.4 frekansta oldugunu tespit
etmiglerdir. A-oY1 allelinin atasal allel oldugunu ve G-0Y1 allelinin ise mutasyonla
olustugunu bildirmislerdir. Analizi yapilan diger lokus ise SRYMI18 mikrosatellit
bolgesidir. Bu lokus Ovis canadensis ve Ovis dalli’nin diger evcil koyunlardan ve
Ovis musimon’dan farkli oldugunu ortaya ¢ikarmistir. SRY ve SRYM18 verilerine
dayanarak erkek bireylere ait 11 haplotip belirtmislerdir. Her bir haplotipin cografik
dagilimlarini arastiripp H6 nin ¢ok yaygin bir sekilde evcil koyun 1rklarinda oldugunu
aci8a cikarmiglardir. Diger haplotiplerin dagiliminin ise daha sinirli oldugu ve daha

az yayilis gosterdigi sonucuna varmiglardir (Meadows ve ark., 2006).

Ouna ve arkadaslar1 (2006) Afrika kokenli ¢esitli koyun 1rklarina ait bireyleri
kullanarak yaptiklar1 ¢alismanin sonucu Meadows ve arkadaslarinin (2006) 6nerileri
ile uyumlu bulunmustur. Ciinkii Ouna ve arkadaslar1 2006’da sadece A —0Y1 alleline

rastlamislardir (Ouna ve ark., 2006).
Meadows ve arkadaslar1 (2009) Ovis canadensis, Ovis dalli, Ovis vignei, Ovis

ammon, Ovis musimon gibi yaban tiirlerin yani sira evcil tiir olan Ovis aries’te

bulunan SRY genindeki 5° promotor bolgesini sekanslanmislardir. Bu calismada 7
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adet yeni SNP (0Y2 - 0Y8 ) bolgesi ilk defa gézlemlenmis olup, bu bolgelerin tiirler
arasinda polimorfik oldugu fakat tiir icinde polimorfik olmadig1 tespit edilmistir.
Sekans ve fragment analizinde SRYMI18 adli mikrosatellit bolgesinin karmasik
tekrarlanan (TTTTG, TG) kisimlara sahip olup, 2 niikleotidli TG motifinin tiirler
arasinda varyasyon gosterdigi anlasilmistir. Ayrica SNP ve mikrosatellit verilerinden
onceden tespit edilmeyen 6 haplotip daha tanimlanmistir. Analizler Ovis musimon
tiiriniin tek bir haplotipe sahip oldugunu bunu da evcil koyunlarla paylastigini ve
Ovis aries tiiriiniin diger yaban koyunlarindan serbest gelistigini ortaya ¢ikarmistir
(Meadows ve ark., 2009).

Oner (2010) ¢alismasinda, Tiirkiye’deki 10 yerli koyun wkinda Y
kromozomundaki genetik cesitliligi calismistir. Bu calismada SRY, DBY ve
AMELY bolgeleri dizi analizi yontemiyle, SRYM18 mikrosatellit bolgesinin ise
fragment uzunluklarini tespit ederek inceleme yapmistir. SRY, DBY ve AMELY
bolgelerinde baz degisikligi olmamasina ragmen, SRYM18 mikrosatellit bolgesinde
genetik varyasyon tespit etmistir. Boylece 3 farkli SRYM18 alleli bulmus (141, 143
ve 145 bg) ve bu l¢ allel dagilimmin ise yagli kuyruklu koyun irklari ile ince
kuyruklu koyun 1rklar1 arasinda farkli oldugunu tespit etmistir. Ayrica irklar arasinda
en yaygin olan allelin 143 b¢ oldugu, 145 bg allelinin ise sadece yagli kuyruklu
koyun 1rklarinda ve diisiik frekansl oldugunu tespit etmistir (Oner, 2010).

Ferencakovic ve arkadaslar1 (2012) Dogu Adriyatik koyun 1rkina ait 159 evcil
koyun ve 21 Mouflon bireylerinde yaptiklar1 ¢alismada SRY bolgesinde iki allel
tespit etmislerdir. Bu allellerden A-oY1 allelinin daha yiiksek frekansta oldugunu ve
G-oY1 allelinin ise diisiik frekansta oldugunu bulmuslardir. Diger taraftan SRYM18
bolgesi analizlerini de yaparak 5 farkli haplotip gdzlemlemisler ve sirasiyla H6
haplotipinin % 89,3 ile en yiiksek frekansta oldugunu; H8 haplotipinin % 5; H18
haplotipinin % 3,1; H7 haplotipinin % 1,3 ve H5 haplotipinin ise % 1,3 oldugunu
tespit etmislerdir. SRY ve SRYMI18 bolgelerinin dizi analizleri sonuglarina gore
Ferencakovic ve arkadaslari (2012) bilinen 17 haplotipe ek olarak yeni bir haplotip
(H18) daha tespit etmislerdir (Ferencakovic ve ark., 2012).
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2.7. Mitokondriyal DNA ve Ozellikleri

Mitokondriyal DNA (mtDNA), evcillestirme tarihini takip etmede kullanilan
onemli bir belirtectir. Ozellikle mtDNA kontrol bolgesi yiiksek evrimlesme hizina
sahip oldugundan dolayr yakin zamanda birbirlerinden ayrilmig tiirlerin
karsilagtirmasinda kullanilabilir. Ayrica mtDNA rekombinasyona ugramadigi igin
mitokondriyal diziler arasindaki farklar sadece mutasyonlar sonucu ortaya
cikmaktadir. Ancak, anneden kalitildigi i¢cin, mtDNA’nin sadece annesel kokenin
tarihi hakkinda bilgi elde edilir. Bununla beraber bu belirtegten elde edilen veriler
biitiin genomik ¢esitliligin evrimini yorumlamakta ¢ok fazla kullanilmaz. Ciinki
mtDNA tek bir gen gibi davranir ve kendi evrimsel dinamiklerine sahiptir (Bruford

ve ark., 2003).

Koyun mtDNA’s1 yaklagik olarak 16. 616 baz ¢ifti uzunlugunda olup, bireyden
bireye farkli sayida olabilen 75 baz ¢ifti uzunlugundaki bitisik tekrarlarin varlig
nedeniyle degisiklik gosterebilir (Hiendleder ve ark., 1998a).

2.8. Koyunlarda mtDNA {le Ilgili Baz1 Cahsmalar

Gilinlimiize kadar koyun mtDNA’s1 iizerinde yapilan caligmalar 5 farkl
mitokondriyal haplogrubun varligini ortaya koymustur. Bunlar A, B (Wood ve ark.,
1996; Hiendleder ve ark., 1998b), C (Guo ve ark., 2005; Pedrosa ve ark., 2005;
Bruford ve ark., 2006), D (Tapio ve ark., 2006) ve E (Meadows ve ark., 2007)
haplogruplaridir. Bunlardan A, B ve C (Guo ve ark., 2005; Bruford ve ark., 2006)
evcil koyunlarda genel olarak ¢ok goézlenen haplogruplardir. Bu ii¢ haplogrubun
cografik olarak yayilislar1 degisiklik gostermektedir. A haplogrubu Asya’da
yetistirilen koyun irklar1 arasinda yaygmn bir sekilde goézlemlenirken, B
haplogrubunun Avrupa’daki koyunlarda, C haplogrubunun ise Ortadogu ve
Asya’daki koyun 1rklarinda yaygin oldugu tespit edilmistir (Guo ve ark. 2005).

Oner, (2010) Tiirk koyunlarindan 9 1k icin mtDNA kontrol bdlgesinin dizi
analizlerini gerceklestirmis ve yerli koyun irklarinda yiiksek bir haplotip cesitliligi
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tespit etmistir. Bu calismada yerli koyun irklarinda en ¢ok gozlenen A,.B ve C
haplogruplarinin yaninda tek bir bireyde gozlenen E haplogrubun varligini da

gozlemlemistir (Oner, 2010).

Demirci, (2012) 13 Tiirk koyun iwrklarindan 628 bireyin mtDNA’ya dayali
haplogruplar1 (HPG), ve bu bireylerin arasindan se¢ilmis 240 bireyin mtDNA kontrol
bolgesi (CR) sekanslarini kullanarak arastirmistir. Ayrica, koyunun ilk evcillestirme
sathalar1 senaryosuna katki saglamak i¢in 30 Anadolu Yaban Koyunu (Ovis gmelinii
anatolica) mtDNA CR dizilimini de elde etmistir. Bu ¢alismada Tiirk koyun
irklarmin biitiin haplogruplart (HPG A-E) igerdigini gostermistir. Ovis gmelinii
anatolica orneklerinde ise iki haplotip gozlemlemistir. Gozlemis oldugu bu sinirl
cesitliligin, izolasyon, parcalanma, parcalarin yok olmasi ve darbogazin sonucu
olabildigini savunmustur. Ovis gmelinii anatolica, evcil koyunu meydana getiren
yaban koyunlarinin evrimlesmis soylarin bir parcasi olabildigi ile ilgili bir fikir

ortaya ¢ikarmistir (Demirci, 2012).

2.9. Mikrosatellit Belirtecleri

Genomda 1-6 baz uzunlugunda, ¢ogunlukla 10-30 kopya olarak tekrar eden
bolgelere kisa bitigsik tekrarlar (short tandem repeats-STR) veya mikrosatellit
bolgeleri denir. Mikrosatellit bolgeleri, Mendel kalitimi gosterirler ve DNA’nin gen
kodlayan bolgelerine ¢cok yakin olmadiklar: slirece secilime ugramazlar. Bu nedenle
genomun genetik ¢esitliligi hakkinda sadece zamana ve genetik siiriiklenmeye bagl

tarafsiz bilgi verirler (Jobling ve ark., 2004).

Bir tiire ait populasyonlar1 ya da evrimsel olarak birbirine yakin olan canli
gruplarinin karsilastirilmasinda mikrosatellitler kullanilmaktadir. Ayrica irklara ait
populasyonlarda yakin zamanda meydana gelmis bir olaymn izlerinin aranacagi

durumda en fazla kullanilan genetik isaretlerden biri mikrosatellitlerdir ( Bruford ve
ark., 2003).
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2.10. Koyunlarda Otozomal Mikrosatellit fle Tlgili Baz1 Cahsmalar

Koban (2004) ¢alismasinda 11 Tiirk koyun 1rki ve yabanci bir rki temsil eden
Hamdani’ye ait orneklerle toplam 423 bireyde 5 mikrosatellitle calisarak mevcut
genetik cesitliligi tespit etmistir. Avrupa wrklarinin ¢oguna genetik agidan en yakin
bulunan 1rkin Kivircik oldugunu ve ayrica Tiirk irklarinda Avrupa irklarindan farkl

ve yiiksek bir genetik ¢esitliligin olmadigini tespit etmistir (Koban, 2004).

Bulut (2004) c¢alismasinda 9 irka ait toplam 226 bireyde 3 mikrosatellit
lokusunu ¢aligmistir. Bu ¢alismada Kivircik ve Dagli¢c populasyonlarinda populasyon
ici ve populasyonlar arasi1 genetik cesitliliginin yliksek oldugunu tespit etmistir

(Bulut, 2004).

Lawson-Handley ve arkadaslar1 (2007) ¢alismasinda 29 evcil Avrupa koyun
irk1 ve 1 yaban koyunu (O. gmelini musimon) olmak tizere toplam 820 bireyde 23
mikrosatellit lokusu kullanarak Avrupa koyun irklarinin genetik yapisinm
calismiglardir. Bu koyunlarda cografik ve diger nedenlerden dolayr bir izolasyon
gerceklesmesi nedeniyle heterozigot oraninin diisiik oldugunu tespit etmislerdir

(Lawson-Handley ve ark., 2007).

Peter ve arkadaslar1 (2007) calismasinda 12 Avrupa iilkesi ve 3 Orta Dogu
tilkesinden topladig1 57 koyun 1rkina ait toplam 1748 6rnekte 31 mikrosatellit lokusu
calismiglardir. Tiirkiye’den Morkaraman, Akkaraman, Daglic ve Karayaka
orneklerini almiglardir. Caligmada Morkaraman ve Akkaraman irklarinin Orta Dogu
irklarina, Daglic ve Karayaka irklarinin ise Avrupa irklarina daha yakin oldugunu

tespit etmislerdir (Peter ve ark., 2007).

Budak Yildiran (2009) ¢alismasinda Tiirkiye’de yasayan 6 yerli koyun irkinda
toplam 86 bireyde 1rk ici ve wrklar arasindaki genetik polimorfizm 6 mikrosatellit
lokusu ile analiz etmistir. Sonug¢ olarak, diinyadaki bircok koyun irkinin atasinin
anavatani olan Anadolu’nun mevcut koyun irklariin 6ncelikli olarak korunmasinin

gerekli oldugunu vurgulamistir (Budak Yildiran, 2009).
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Dogan (2009) calismasinda 7 yerli Tirk koyun irki arasindaki ve irklar
icerisindeki genetik ¢esitliligi 20 mikrosatellit lokusu ile ¢aligmis ve bu ¢alismanin
sonucunda Tiirk irklart icerisinde yiiksek genetik cesitlilik gozlemlemistir. Diger
taraftan 1rklarin gen havuzlarini da tespit ederek birbirleriyle oldukca kesistiklerini
ve bunun nedenlerinden biri olarak ta irklar arasindaki genetik alig-verisin oldugunu

onermistir (Dogan, 2009).

Acar (2010) ¢alismasinda 13 Tiirk koyun wrkinin 1rk igi ve irklar arasi genetik
cesitliligi, 20 mikrosatellit lokusu kullanilarak incelemistir. Gergeklestirdigi analizler
temel biiyiik irklardan Dagli¢, Karayaka ve Morkaraman irklarinin yiiksek derecede
karismis oldugunu ancak Kivircik, Akkaraman ve Ivesi irklarinin géreceli olarak bu
irklardan ayrilmis oldugunu gostermistir. Diger taraftan kiigiik irklardan Hemsin,
Sakiz, Cine Capar1, Gokgeada ve Karagiil irklarinin farkliliklar digerlerine gore daha

¢ok oldugunu tespit etmistir (Acar, 2010).

Acan (2012) galismasinda 13 Tirk Koyun irkinin Orneklerini, tek tek ve
kargilagtirmali olarak, 19 mikrosatellit lokusunu baz alarak incelemis ve cesitli
istatistiksel yontemler uygulayarak karakterize etmistir. Diigiik Fst degerleri, yiikksek
ortalama allel sayisi, allelik zenginlik, FCA ve Structure analizleri yerli Tiirk koyun
irklar arasindaki karisim derecesini gostermistir. Ivesi ve Sakiz irklari en farkli irklar
olarak 6ne ¢ikmis ve diger irklarda muhtemel digsaridan gen katkist oldugunu tespit
etmistir. Calismasinin ikinci boliimiinde ise genetik karakterleri temel alarak, koruma
calismalarinda onceliklendirme yapmustir. Dort farkli yaklasim kullanarak, Ivesi,
Sakiz, Karayaka, Kivircik, Hemsin ve Orta Anadolu’dan bir irkin korunmasi ile ideal
genetik cesitliligin korunabilecegi kararina varmistir. Calismanin son kisminda,
irklarin goreceli soyu tiikenme tehlikeleri ve degerlerini de tanimlamis ve bunlar
kullanilarak faydalarin1 degerlendirmistir. Verim 0Ozellikleri, saha uzmanlan
tarafindan cevaplanan anketlerle toplamis ve genetik etmenlerle birlikte, degisik
senaryolarda 1rklarin faydalarmi 6lgmekte kullanmistir. Bu yaklasimda Norduz,
Akkaraman, Sakiz, ivesi ve Hemsin irklarinin korunan irklar kiimesinde olmasina

karar vermistir (Acan, 2012).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Sunulan bu doktora tezinin deneysel asamasi, analizlerin yapilmasi ve
sonuglarin yorumlanmas1 Orta Dogu Teknik Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi
Biyolojik Bilimler Boliimii Populasyon Genetigi Laboratuvarinda (147 numaral

Laboratuvar) gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

Calismamizda Tiirkiye’nin g¢esitli bolgelerinde yetistirilen 2n=54 kromozoma
sahip Ovis aries koyun tiiriine ait irklarin (Gokgeada, Kivircik, Merinos, Sakiz,
Karayaka, Dagli¢, Norduz, Akkaraman, Morkaraman, Hemsin, Ivesi, Cinecapari,
Herik, Karagiil) ve Anadolu Yaban Koyunu (Ovis gmelinii anatolica) bireylerinden
alman kan Orneklerinden izole edilen DNA’lar materyal olarak kullanilmistir.
Irklarm  ve Ovis gmelinii anatolica’nin  6rneklendigi yerler harita tizerinde
gosterilmistir (Sekil 3.1). Gokgeada, Kivircik, Sakiz, Karayaka, Dagli¢c, Norduz,
Akkaraman, Morkaraman, Hemsin, Ivesi, Cinecapari, Herik, Karagiil irklarmmn
hayvan orneklerinin se¢imi, kan alinmas1 ve DNA izolasyonu ulusal bir proje olan ve
kisaltilmis adi TURKHAYGEN-I (http://www.turkhaygen.gov.tr) olan proje
cercevesinde toplanmistir. Projede calisilmayan, Bandirma Koyunculuk Arastirma
Enstitlisii’nden gelen Karacabey Merinos 6rneklerinin de DNA izolasyonu sunulan
tez gergevesinde gergeklestirilmistir. Ayrica Anadolu Yaban Koyun (Ovis gmelinii
anatolica) bireylerinden kan &rnekleri T.C. Orman ve Su Isleri Bakanligi, Doga
Koruma ve Milli Parklar Genel Miidiirliigi tarafindan 2009°da 1 erkek bireyden ve
2010°da ise 3 erkek bireyden alinmis ve DNA’lart ODTU Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyolojik Bilimler Béliimii Laboratuvar 147°de Sevgin DEMIRCI tarafindan izole
edilmistir. 2013 Mart ayinda ise 12 erkek bireye ait DNA’lar daha ¢alismamiza dahil
edilmistir. Bu drnekler ise TUBITAK Marmara Arastirma Merkezinde gorevli olan

Dr. Evren KOBAN tarafindan laboratuvarimiza gonderilmistir.
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Sekil 3.1. Ornekleme yapilan koyun rklarinm ve Ovis gmelinii anatolica nin Srnekleme yerlerinin
Tiirkiye haritasinda gosterilmesi
Irklarla 1ilgili asagidaki bilgiler Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel
Midiirligii  tarafindan  hazirlanmis  olan  Aralik 2009  katalogundan
(http://www.tagem.gov.tr/yayin/tagem_ehgk katalog.pdf) 6zet seklinde sunulmustur.

3.1.1. Karayaka koyunu

Karadeniz bélgesinin kiy1 ve daglik kesimleri ve Orta Karadeniz'in I¢ Anadolu
ile kesisen Tokat ve Amasya ¢evresinde yetistirilmektedir. Bu koyun irkinin viicudu
kiiclik yapili olup beyaz renklidir. Bag ve boyun bdlgesinde ¢esitli biiytikliiklerde
kahverengi ve siyah lekelere rastlanmaktadir. Ince olan kuyruklar1 yagsiz ve
uzundur. Tirnak ve bacak yapisi saglam oldugu icin engebeli ve egimli meralarda

oldukca hizl hareket edebilirler (Anonim 2009).

3.1.2. Gokg¢eada koyunu

Yetistirildigi yerler basta Gok¢eada olmak iizere, Canakkale ve Kuzey Bati
Anadolu’dur. Viicutlart kii¢iik yapili ve beyaz olmasinin yanisira goz, agiz, burun
ucu, kulak ve ayaklarinda siyah lekeler goriilmektedir. Kuyruklari ince, uzun ve
yagsizdir. Erkekler bireyler kuvvetli spiral boynuzlu, disiler bireyler ise
boynuzsuzdur. Yasama giicii oldukca yiiksek oldugundan sert iklimli bolgelerde de
yetistirilebilir (Anonim 2009).
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3.1.3. Kivircik koyunu

Trakya, Marmara ve Kuzey Ege Bolgesi’nde yetistirilen bu irkin et ve siit
verimi oldukca iyidir. Viicut yapilar1 genellikle beyaz olup, siyah ve alacalikta
goriilebilir. Erkekler bireyler 6ne dogru spiral boynuzlu, disi bireyler ise
boynuzsuzdur. Kuyruk yagsiz, uzun ve ince olup, iizeri uzun killarla ortiiliidiir. Stirti
icglidiisii ve engebeli arazilerde uzun mesafeleri yiirime yetenekleri iyidir.
Adaptasyon yetenegi oldukga yiiksektir. Saglam yapili ve kanaatkar olmasindan
dolay1 kotii cevre kosullarina dayaniklidir (Anonim 2009).

3.1.4. Karacabey merinosu

Marmara Bolgesi, agirlikli olarak da Giliney Marmara’da yetistirilen bu 1rk,
Kivircik ile Alman Yapagi Et Merinosu melezlenmesiyle elde edilmis olup % 90
lizerinde Merinos genotipi tagimaktadir. Viicut; beyaz renkte, genis, derin, yuvarlak
yapili, orta uzunlukta, sirt diizglin ve genis, sagr1 genis ve az diisiik, bacaklar orta
uzunlukta ve iriliktedir. Erkek bireyler % 10-15 boynuzlu, disi bireyler ise
boynuzsuzdur. Kuyruklar1 yagsiz, uzun ve incedir. Bulundugu bolge sartlarina

uyumlu ve hastaliklara direnglidir (Anonim 2009).

3.1.5. Sakiz koyunu

Cesme, Izmir, Aydin, Marmara ve Ege Sahilleri yetistirilmektedir. Viicutlari
dar ve yiiksek olup beyaz renktedir. Fakat goz, agiz, burun ucu, kulak ve ayaklarda
siyah lekeler bulunmaktadir. Kuyruklarinin dip kism1 az yagli, liggen goriiniimli, ug
kismi ise yagsiz, ince ve uzundur. Erkek bireyleri kuvvetli spiral boynuzlu olup disi
bireylerinde boynuz bulunmamaktadir. Erken gelisen bir ik olmasina ragmen

adaptasyon yetenekleri diistiktiir (Anonim 2009).
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3.1.6. Hemsin koyunu

Yetistirildigi yerler Artvin ve Rize illeridir. Viicutlar1 renk olarak siyah,
kahverengi ve kirli beyaz olabilmektedir. Beyaz renkli olanlarda goz kenarlari, alin
ve bacaklarda siyah lekeler bulunmaktadir. Cogunlukla boynuz bulunmaz. Kuyruk
yapisi tek parca olup dip kismi genis, tarsal bolgesine dogru daralir ve u¢ kisminda
ince bir par¢a bulunmaktadir. Yerli irklar iginde en uzun kuyruk yapisina sahiptirler.
Engebeli ve kayalik bolgelerde yliriime ve tirmanma yetenekleri olduk¢a geligmistir.

Dayaniklilik ve kotii ¢evre kosullarina adaptasyon yetenekleri de yiiksektir (Anonim
2009).

3.1.7. Herik koyunu

Amasya ili ve ilgelerinde yetistirilmektedir. Akkaraman ve Morkaraman
koyunlarinin, Karayaka koglariyla melezlenmesiyle elde edilmis yarim yagh
kuyruklu ve kaba yapagili bir wrktir. Viicut ve bas orta biiyiikliikte olup, boyun ve
bacaklar orta uzunluktadir. Viicudun yapagisiz kisimlar1 olan; bas ve bacaklarda
siyah-kahverengi leke ya da benekler goriiliir. Kuyruk viicuda baglanti noktasinda
genis, asagiya indik¢e daralir. Kuyrugun genis kismi genel olarak diiz olup,
bazilarinda iki pargali yapiy1 andiran oluk goriiliir. Kuyruk ucu genel olarak yaghdir.
Genel olarak erkekler boynuzlu disiler boynuzsuzdur. Sicaga karsi duyarl olup,

yagish ve nemli hava sartlarina uyum saglamistir (Anonim 2009).

3.1.8. Akkaraman koyunu

Orta Anadolu ve komsu bolgeleriyle kesistigi yerlerde yetistirilmektedir. Yerli
wrklarimiz ig¢inde ir1 yapili olarak tanimlanmaktadir. Viicut renkleri genel olarak
beyazdir. Bas, burun, kulak ve ayaklarda siyah lekeler bulunur. Kuyruk arkadan
bakildiginda {ist liste oturmus li¢ par¢a goriiniimiindedir. Dipte genis ve biiyiik bir
yag kitlesi, onun iizerinde kalp seklinde daha kiigiik ve yagl ikinci bir parca, en iistte
ise yagsiz, killi ve asagiya sarkan uzun kisim bulunmaktadir. Erkek bireylerinde

kiicik yapilh ya da tam gelismemis boynuz bulunabilir. Disi bireyler ise
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boynuzsuzdur. Kotii ¢evre sartlarina ve hastaliklara dayaniklhidir. Farkli ve degisken

iklim kosullarinda yasayabilme yetenegine sahiptir (Anonim 2009).

3.1.9. Dagh¢ koyunu

Ic Bati Anadolu Bolgesinde yetistirilmekte olan bu wrkin viicut yapis1 kiiciik
yapilidir. Genellikle beyaz renkte olup gbéz ve agiz etrafinda, kulaklarda ve
bacaklarda siyah veya koyu kahverengi lekeler goriilebilir. Govde de siyah veya
koyu lekeler goriilebilir Erkek bireyler genellikle boynuzlu, disi bireyler ise
boynuzsuzdur. Kuyruk yagl, yassi, genis ve kalp seklinde asagi dogru sarkar.
Elverissiz bakim ve besleme kosullarinda yasama giicii yiiksek olup adaptasyon

yetenegi iyidir (Anonim 2009).

3.1.10. Cinecapari koyunu

Yetistirildigi yerler Aydin ili, Cine ve Bozdogan ilceleri ve Madran Dagi’dur.
Viicut yapilar1 orta biiyiikliikte olup, bas viicuda gore biraz kiiciik, kulaklar orta
biiyiikliikte ve sarkiktir. Viicut genellikle bej veya acik gri renkte, bas, kulaklar,
bacaklar ve karin alt1 kahverengiden siyaha kadar farkli tonlardaki renkle ya da bu
renkleri iceren lekelerle kaplidir. Erkek bireyler giiclii spiral boynuzlu, disi bireyler
ise ¢ogunlukla boynuzsuzdur. Yagl kuyruklu olup diger yagh kuyruklu yerli koyun
irklarindan daha toplu bir kuyruk yapisina sahiptir. Kuyruk ucu ince ve i¢e kivriktir.

Oldukga kanaatkar, hastaliklara ve kotii ¢evre kosullarina direncglidir (Anonim 2009).

3.1.11. ivesi koyunu

Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde yetistirilen bir irktir. Viicutlar1 saglam ve
orta yapilt olup beyaz krem renklidir. Bas, kirli sari-kahverengi, siyah ve beyaz
olmak iizere li¢ farkli renkte olabilir. Erkek bireylerde boynuzlar geriye, asagiya
dogru ve helezoni yapidadir. Boynuzsuz ve hilal seklinde boynuzlulara da rastlanir.
Disi bireylerde %10 oraninda zayif boynuz ve kog¢ boynuzluluk goriiliir. Yagh

kuyrukludurlar. Sicak ve kurak iklim kosullarina ¢ok iyi uyum saglamislardir. Bu
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kosullarda bile uzun mesafeleri yiiriiyebilirler. Degisik ¢evrelere uyum yeteneginin
yiiksek ve siirii i¢giidiisiiniin gelismis olmasi, Ivesi'lerin diger siit¢ii 1rklara {istiinliigii

olarak kabul edilmektedir (Anonim 2009).

3.1.12. Morkaraman koyunu

Dogu Anadolu Bolgesi’nde yetistirilen bu 1rkin viicut yapisi saglam ve iridir.
Viicut rengi kizildan mora kadar degismekte olup goz, agiz ve burun etrafi daha agik,
bas ve ayaklar viicuda nazaran daha koyu renklidir. Boyun uzun, gogiis dar ve
bacaklar yiiksektir. Kulak biiyiik, enli, sarkik ve yana dogru yatiktir. Bas viicuda
nazaran uzun ve One dogru incelmistir. Erkek bireyler genellikle boynuzludur.
Boynuzlar biiyiik ve helezonidir, disi bireyler ise zayif boynuzlu veya boynuzsuz
olabilir. Yagli kuyrukludur. Yasama giicii ve kotii ¢evre kosullarina adaptasyon
yetenekleri yiiksektir. Soguga karsi dayaniklidir. Yagl kuyruk, uzun ve yetersiz kis
besleme doneminde enerji kaynagi olarak kullanilmakta, bu kosullarda yasam

garantisi saglamaktadir (Anonim 2009).

3.1.13. Norduz koyunu

Yayilis alan1 Van ili Giirpmar ilgesi Norduz Bdlgesi’dir. Viicutlar1 yiiksek
yapilt olup renkleri beyazdir. Beyazdan sonra kil rengi ¢ogunlukta olup az miktarda
gri beyaz ve kahverengi beyaz renkli olanlarina da rastlanmaktadir. Viicudun ¢esitli
yerlerinde Ozellikle basta siyah lekeler goriiliir. Erkek bireyler boynuzlu, disi
bireylerin ise yaklasik yarisi boynuzludur. Yagli kuyrukludur. Kuyruk ii¢ parcali
olup tliglincli parga, birinci par¢adan uzun ve asagiya dogru sarkar. Yetistirildigi

bolgede dayaniklilik, yasama giicii ve adaptasyon yetenegi yiiksektir (Anonim 2009).
3.1.14. Karagiil koyunu
Tokat ili ve g¢evresinde yetistirilen bu rkin viicut yapisi kiigiik olup, bas orta

bliytikliikte, boyun kisa ve kalin, bacaklar orta uzunluktadir. Genellikle viicut rengi

siyahtir. Siyah disinda kahverengi, gri ve beyaz olanlar1 da goriilebilir. Erkek bireyler
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boynuzlu disi bireyler ise genel olarak boynuzsuzdur. Yagh kuyrukludur. Yetersiz
cevre sartlarina dayaniklidir. Hastaliklara direnglidir. Bozkir iklimi ve kurak sartlara

1yi adapte olmustur (Anonim 2009).

Deney asamalarinda belirteglerin irklarin kuyruk tipleri ile iliskilendirilmesi
sorgulanacagi i¢in calismada kullanilan irklar ve kuyruk tiplerini 6zetleyen bilgiler

Cizelge 3.1’de verilmektedir.

Cizelge 3.1. Y kromozomu ¢aligmasinda materyal olarak kullanilan evcil koyunlarin kuyruk sekline
gore siniflandirilmasi ve birey sayist
ince kuyruklu koyun irklar

Irklar Birey Sayis1
Karayaka 15
Gokgeada 16
Krvircik 16
Merinos 12

Yar1 yagh kuyruklu koyun irklari

Sakiz 15
Hemsin 14
Herik 11

Yagh kuyruklu koyun irklari

Akkaraman 11
Daglig 10
Cinegapart 12
Ivesi 7
Morkaraman 9
Norduz 7
Karagiil 11
Toplam 166

Cizelge 3.1°de materyal olarak kullanilan evcil koyunlarin sayisi belirtilmis
olup, buna ilaveten 16 adet Anadolu Yaban Koyunu (Ovis gmelinii anatolica ) 6rnegi

de kullanilmistir.
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3.2. DNA izolasyonu

Evcil koyun wklarina ve Ovis gmelinii anatolica’ya ait erkek bireylerden

aliman kandan DNA izolasyonu Sambrook ve ark. (1989)’a gore gergeklestirilmis

olup, DNA kandan fenol kloroform izoamilalkol (25:24:1) ekstraksiyon yontemi ile

izole edilmistir. Bu yontemde asagidaki yol izlenmistir.

10.

Ortalama 10 ml olarak alinan kan 6rnekleri K3 EDTA’l1 (0,5 ml 0,5 M’lik —
EDTA pH: 8.0) tiiplere konulup, kullanilincaya kadar -20 °C’de saklanmuistir.
10 ml olarak alinan kan 6rnekleri, 50 ml’lik falkon tiiplere konulur, sonra
kirmiz1 kan hiicrelerinin parcalanmasi i¢in (2X) Lizis ¢ozeltisi ile 50 ml’ye
tamamlanir.

Tiipler ters diiz edilmek kosuluyla 10 dakika karistirilir ve daha sonra tiipler
3000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifuj edilir.

Daha sonra siipernatant dokiiliir ve sonra pelet 3 ml NaCl / EDTA solusyonu
ile vorteks cihazinda karistirilir.

Uzerine 0,3 ml % 10’luk SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) ve 150 pl Proteinaz
K (10 mg / ml) konulduktan sonra 55 °C’de 3 saat inkiibasyona birakilir.
Inkiibasyondan sonra tiiplere 3 ml fenol konulur ve 3000 rpm’de (devir /
dakika) +4 °C’de 10 dakika santrifuj edilir.

Ust faz bir baska tiipiin igerisine alimir ve iizerine 3 ml fenol:kloroform
izoamil alkol (25:24:1) eklenerek 3000 rpm’de +4 °C’de 10 dakika santrifuy
edilir.

Daha sonra iist faz alinarak yeni bir cam tiipiin igerisine aktarilir. Uzerine 1
ml 3 M Sodyum Asetat (pH: 5.2) ve 2 kat1 kadar saf alkol eklenir.

DNA elde edilmis olur. Igerisinde 500 pl Tris — EDTA (pH: 8.0) solusyonu
bulunan 1,5 mI’lik ependorf tiiplere konulur ve -20 °C’de muhafaza edilir.
DNA izolasyonu asamasindan sonra DNA c¢dozeltisinin kullanilacak olan
miktart +4 °C’de tutulurken geri kalan kismi -20 °C’de saklanir (Ozkan,
2005).
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% 0,8’lik agaroz jeldeki kuyulara 20 ng/ul ve 50 ng/ul Lamda () DNA’lar ile
izolasyonda elde edilen DNA’lar konularak 100 V elektrik akiminda 30 dakika
yiritilmistir. Etidyum Bromid (Etidium Bromide) ile boyama yapildiktan sonra
DNA molekiilleri ultraviyole (UV) 1s1k veren Vilber Lourmat CN-3000 goriintiileme
cihazinda goriintiilenerek karsilagtirma yapilmistir.  DNA’lar1  yogun olanlar

sulandirilarak ayarlanmistir.

Sekil 3.2. Morkaraman irkina ait bireylerin genomik DNA 6rnekleri (A 1 =20ng/ul, A ,=-50 ng/pul)

Sekil 3.2°de Morkaraman 1rkina ait bireylerin genomik DNA jel fotografi
goriilmektedir. Tim 1irklara ait 6rnekler bu sekilde Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) yapilmadan 6nce A DNA’lar ile karsilastirilmis ve yogunluk kriterleri dikkate
alinarak her birey i¢in ayr1 bir DNA miktar1 ile PZR yapilmustir.

3.3. Genetik Belirtecler
3.3.1. Y kromozomu belirtecleri
Sunulan ¢alismada Y kromozomunda bulunan SRY ve SRYMI8 lokuslar
calisilmigtir. Lokuslarin NCBI erisim numaralar1 ve allel uzunluk araliklar1 Cizelge

3.2’de goriilmektedir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan Y kromozomundaki lokuslara ait bilgiler

GeneBank Allellik
Lokus Ads Erisim Numaralan Uzunluk Arahg:
SRY AY604734 549
SRYM18 EU980105.1 139-147

28



3. MATERYAL ve YONTEM Arif PARMAKSIZ

3.3.1.1. SRY bélgesi

Koyun Y kromozomunda erkege 6zgii (MSY =Male Specific Region of Y)
kisminda yer alan SRY 3F/3R 5’promotor bolgesi 549 baz cifti (b¢) uzunlugunda olup
PZR ile cogaltilmigtir. Bu bolgenin cogaltilmas: i¢in kullanilan primer dizileri

asagida verilmistir:

Ileri: 5>-TCAGTAGCTTAGGTACATTCA-3’
Geri: 5°- GTGCTACATAAATATGATCTGC-3’

Bu primerlerle yapilan DNA’daki hedef bolgenin ylikseltgenmesi i¢in
uygulanan PZR kosullar1 Cizelge 3.3’de, PZR i¢in kullanilan karisimlar ise Cizelge
3.4’ de verilmistir. Kimyasallara ait kisaltmalar Kisaltmalar Listesinde, tamponlarin

icerikleri ise Ek 1 de sunulmustur.

Cizelge 3.3. SRY bolgesinin yiikseltgenmesinde uygulanan PZR kosullar1

Basamak Sicaklik Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 94°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 25 saniye
Baglanma 56°C 35 saniye 40
Uzama 72°C 50 saniye
Final Uzama 72°C 10 dakika 1

Cizelge 3.3°deki kosullardan 6nce 55°C - 60°C arasinda, dongii sayisinin ise
35-40 arasinda optimizasyonu yapilarak primerin en iyi baglandigi ve iriiniin en
fazla olustugu baglanma sicaklikliginin 56 °C ve dongii sayisinin ise 40 oldugu

gozlemlenmistir.
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Cizelge 3.4. SRY bolgesinin yiikseltgenmesinde kullanilan PZR karigimi

Kimyasallar Konsantrasyon | 1x
dH,O - 15,9 ul
Tampon (Taq buffer) 1x 2,5l
MgCl, 2,5mM 2,0 ul
dNTP 0,2 mM 0,5ul
Primer (I+G) 10 pmol/ul 1,0 ul
DNA 30 ng/pl 3ul
Taq polimeraz enzimi 1i/plL 0,1 ul
Toplam - 25 ul

Cizelge 3.4’deki karisimlar kullanilirken MgCl, miktari (0,8 — 2,0 ul), Primer
miktar1 (0,5 — 1,5 pl) ve DNA miktar1 (30 — 90 ng/ul) farkli konsantrasyonlarda
optimizasyon yapilarak en iyi iriiniin olustugu karisimlar ¢izelgedeki gibi oldugu

gbzlemlenmistir.

3.3.1.2. SRYM18 mikrosatellit bolgesi

Koyun Y kromozomundaki erkege 6zgii (MSY =Male Specific Region of Y)
bolgesinde bulunan SRYMI18 mikrosatellit bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan

primer dizileri asagida verilmistir:

lleri: 5>- GGCATCACAAACAGGATCAGCAAT -3’
Geri: 5’-GTGATGGCAGTTCTCACAATCTCCT- 3’

Bu boélgenin yiikseltgenmesinde kullanilan PZR kosullar1 Cizelge 3.5’de ve

PZR igin kullanilan karigimlar ise Cizelge 3.6 de sunulmustur.

Cizelge 3.5. SRYM18 mikrosatelit bolgesinin yiikseltgenmesinde uygulanan PZR kosullari

Basamak Sicakhik Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 94°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 25 saniye
Baglanma 56°C 35 saniye 35
Uzama 72°C 50 saniye
Final Uzama 72°C 10 dakika 1
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Cizelge 3.5’deki kosullardan 6nce baglanma sicakligi 55°C - 60°C arasinda,
dongli sayisinin ise 30 - 40 arasinda optimizasyonu yapilarak primerin en iyi
baglandigr ve iriiniin en fazla olustugu baglanma sicakliginin 56°C ve dongi

sayisinin ise 35 oldugu gozlemlenmistir.

Cizelge 3.6. SRY bolgesinin yiikseltgenmesinde kullanilan PZR karigimi

Kimyasallar Konsantrasyon | 1x
dH,O - 15,9 ul
Tampon (Taq buffer) 1x 2,5ul
MgCl, 25mM 2,0 ul
dNTP 0,2mM 0,5 ul
Primer (i+G) 10 pmol/pl 1,0 pl
DNA 30 ng/ul 3ul
Taq polimeraz enzimi 14/uL 0,1
Toplam - 25 ul

Cizelge 3.6’daki karigimlar kullanilirken MgCl, miktar1 (0,8 — 2,0 ul), Primer
miktart (0,5 — 1,5 ul) ve DNA miktar1 (30 — 90 ng/ul) farkli konsantrasyonlarda

optimizasyon yapilarak en iyi iiriiniin olustugu konsantrasyonlarin ¢izelgedeki gibi

oldugu gozlemlenmistir.

B

Sekil 3.3. SRY ve SRYM18 lokuslarinin yiikseltgenmesinde kullanilan PZR cihazi
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Y kromozomuna ait SRY ve SRYM18 lokuslarinin PZR ile yiikseltgenmesinde
Sekil 3.3’deki Techne TC-5000 cihazi kullanilmistir.

3.3.2. Mitokondriyal belirtec

Merinos 1rkina ait 19 birey icin, mtDNA genomuna ait D-loop gen bdlgesine
ait 144 be¢’lik kismi PZR ile ¢ogaltilmistir. Bu bdlgenin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan

primer dizisi soyledir:

fleri: 5>-CCACTATCAACACCCAAAG-3
Geri: 5’-AAGTCCGTGTTGTATGTTTG-3

Bu bolgenin yiikseltgenmesinde kullanilan PZR kosullar1 Cizelge 3.7°de ve

PZR i¢in kullanilan karigimlar ise Cizelge 3.8’ de sunulmustur.

Cizelge 3.7. mtDNA D-loop gen bolgesinin yiikseltgenmesinde uygulanan PZR kosullar

Basamak Sicakhik Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 95°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 30 saniye
Baglanma 52°C 45 saniye 35
Uzama 72°C 90 saniye
Final Uzama 72°C 15 dakika 1

Cizelge 3.7°deki kosullardan 6nce baglanma sicakliginin 50°C - 60°C arasinda,
dongli sayisinin ise 30-40 arasinda optimizasyonu yapilarak primerin en iyi
baglandig1 ve iirliniin en fazla olustugu baglanma sicakliginin 52 °C ve dongi

sayismin ise 35 oldugu gozlemlenmistir.
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Cizelge 3.8. mtDNA D-loop

gen bolgesinin yiikseltgenmesinde kullanilan PZR karigimi

Kimyasallar Konsantrasyon 1x
dH,0 - 14,9 ul
Buffer (Taq buffer) 1x 2,5 ul
MgCl, 2,5 mM 2,0 pl
dNTP 0,2 mM 0,5 ul
Primer (I+G) 10 pmol/ul 2,0 pl
DNA 30 ng/pl 3ul
Taq polimeraz enzimi 1i/plL 0,1 ul
Toplam - 25 pl

Cizelge 3.8’deki karisimlar kullanilirken MgCl, miktar1 (0,8 — 2,0 ul), Primer
miktart (0,5 — 2,5 ul) ve DNA miktar1 (30 — 90 ng/ul) farkli konsantrasyonlarda

optimizasyon yapilarak en iyi triiniin olustugu konsantrasyonlarin ¢izelgedeki gibi

oldugu gozlemlenmistir.

MtDNA D-loop lokusunun PZR ile yiikseltgenmesinde Sekil 3.3’deki Techne
TC-5000 cihazi kullanilmistir.

3.3.3. Otozomal kromozomlardaki mikrosatellit belirtecler

Sunulan c¢alismada kullanilan lokuslarin adlari, NCBI erisim numaralari,

allellik uzunluk araliklari, kékenleri ve bulunduklar1 kromozomlar Cizelge 3.9°da

goriilmektedir.

Cizelge 3.9. Calismada kullanilan mikrosatellit lokuslara ait bilgiler

GeneBank Allellik .
Lokus Ads Erisim Numaralan Uzunluk Arahg: Koken Kromozom
OarVH72 112548 121 - 145 Ovine 25
OarFCB226 L20006 118 - 160 Ovine 2

Cizelge 3.9°da bilgileri verilen mikrosatellitlerin analizinde materyal olarak

kullandigimiz toplam 199 bireyin irklara gore dagilimi Cizelge 3.10°da belirtilmistir.
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Cizelge 3.10. OarVH72 ve OarFCB226 adli mikrosatellit lokuslarinin taranmasinda materyal olarak
kullanilan evcil koyunlarin kuyruk sekline gore siniflandirilmasi ve kullanilan birey sayist
ince kuyruklu koyun irklari

Irklar Birey Sayisi
Karayaka 20
Gokgeada 20
Kivireik 20

Yar1 yagh kuyruklu koyun 1rklar:

Sakiz 20

Hemsin 20

Yagh kuyruklu keyun wrklari

Akkaraman 20
Daglic 19
Ivesi 20
Morkaraman 20
Norduz 20
Toplam 199

Cizelge 3.10°da otozomal kromozomlardaki mikrosatellit lokuslarinin hayvan
materyalini olusturan Anadolu evcil koyunlardan 10 1rka ait birey sayilar

gorilmektedir.

3.3.3.1. OarVH72 isimli mikrosatellit bolgesi

Koyun 25. kromozomunda bulunan bu bélge PZR ile c¢ogaltilmis olup

kullanilan primer dizileri agagida verilmistir:

fleri: 5°- GGCCTCTCAAGGGGCAAGAGCAGG -3’ (HEX boyasi ile isaretlenmistir)
Geri: 5°- CTCTAGAGGATCTGGAATGCAAAGCTC -3°

Bu primerlerle yapilan DNA’daki bolgenin yiikseltgenmesi i¢in uygulanan
PZR kosullar1 Cizelge 3.11°de, PZR i¢in kullanilan karigimlar ise Cizelge 3.12°de
verilmistir. Kimyasallara ait kisaltmalar Kisaltmalar Listesinde, tamponlarin

icerikleri ise Ek 1 de sunulmustur.
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Cizelge 3.11. OarVH72 mikrosatellit bolgesinin yiikseltgenmesinde uygulanan PZR kosullar1

Basamak Sicakhk Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 94°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma 56°C 30 saniye 35
Uzama 72°C 45 saniye
Final Uzama 72°C 10 dakika 1

Cizelge 3.11°deki kosullardan 6nce baglanma sicakliginin 52°C - 60°C
arasinda dongii sayisinin ise 35 - 40 arasinda optimizasyonu yapilarak primerin en iyi
baglandig1 ve {riiniin en fazla olustugu baglanma sicakliginin 56°C ve dongi

sayisinin ise 35 oldugu gézlemlenmistir.

Cizelge 3.12. OarVH72 mikrosatellit bolgesinin yiikseltgenmesinde kullanilan PZR karisimi

Kimyasallar Konsantrasyon 1x

dH,O - 10 pl
Tampon (Taq buffer) 1x 1,5 ul
MgCl, 2,5mM 1,0 ul
dNTP 0,2mM 0,3 ul
Primer (I+G) 10 pmol/ul 0,6 ul
DNA 30 ng/ul 1,5 ul
Taq polimeraz enzimi 1i4/pL 0,1 wl
Toplam - 15 pl

Cizelge 3.12°deki karisimlar kullanilirken MgCl, miktar1 (0,8 — 2,0 ul), Primer
miktar1 (0,3 — 1,5 pl) ve DNA miktar1 (30 — 60 ng/ul) farkli konsantrasyonlarda
optimizasyon yapilarak en iyi {irtiniin olustugu karisimlarin gizelgedeki gibi oldugu

gozlemlenmistir.

3.3.3.2. OarFCB226 isimli mikrosatellit bolgesi

Koyun 2. kromozomunda bulunan bu lokus PZR ile ¢ogaltilmis olup kullanilan

primer dizileri asagida verilmistir:

fleri: 5>-CTATATGTTGCCTTTCCCTTCCTGC-3’ (FAM boyast ile isaretlenmistir)
Geri: 5’>-GTGAGTCCCATAGAGCATAAGCTC-3’

35



3. MATERYAL ve YONTEM Arif PARMAKSIZ

Bu primerle yapilan DNA’daki gen bolgesinin yiikseltgemesi i¢in uygulanan
PZR kosullar1 Cizelge 3.13’de, PZR i¢in kullanilan karigimlar ise Cizelge 3.14’de
verilmistir. Kimyasallara ait kisaltmalar Kisaltmalar Listesinde, tamponlarin

igerikleri ise Ek 1 de sunulmustur.

Cizelge 3.13. OarFCB226 mikrosatellit bolgesinin yiikseltgenmesinde uygulanan PZR kosullar

Basamak Sicakhik Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 94°C 3 dakika 1
Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Baglanma 56°C 30 saniye 35
Uzama 72°C 45 saniye
Final Uzama 72°C 10 dakika 1

Cizelge 3.13’deki kosullardan 6nce baglanma sicakliginin 52°C - 60°C
arasinda dongii sayisinin ise 35 - 40 arasinda optimizasyonu yapilarak primerin en iyi
baglandigr ve iriiniin en fazla olustugu baglanma sicakliinin 56°C ve dongi

sayisinin ise 35 oldugu gozlemlenmistir.

Cizelge 3.14. OarFCB226 mikrosatellit bolgesinin yiikseltgenmesinde kullanilan PZR karigimi

Kimyasallar Konsantrasyon 1x

dH,0O - 10 ul
Tampon (Taq buffer) 1x 1,5 ul
MgCl, 2,5mM 1,0 pl
dNTP 0,2mM 0,3 ul
Primer (I+G) 10 pmol/ul 0,6 ul
DNA 30 ng/ul 1,5 ul
Taq polimeraz enzimi li/pL 0,1 ul
Toplam - 15 pl

Cizelge 3.14’deki karisimlar kullanilirken MgCl, miktar1 (0,8 — 2,0 ul), Primer
miktar1 (0,3 — 1,5ul) ve DNA miktar1 (30 — 60 ng/ul) farkli konsantrasyonlarda
optimizasyon yapilarak en iyi iriiniin olustugu karisimlar ¢izelgedeki gibi oldugu

gozlemlenmistir.
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Sekil 3.4. OarVH72 ve OarFCB226 adli mikrosatellit lokuslarinin yiikseltgenmesinde kullanilan PZR
cihaz1

OarVH72 ve OarFCB226 adli mikrosatellit lokuslarinin yiikseltgenmesinde
Sekil 3.4’deki Biometra Thermocycler isimli PZR cihazi kullanilmistir.

Ayni bireye ait OarVH72 primeriyle ylikseltgenen PZR iriinleri ve
OarFCB226 primerleriyle yiikseltgenen PZR firtinleri tek tiip (PCR-strip) igerisinde

karisimi saglanarak allel biiylikligii tespiti i¢in ticari firmaya gonderilmistir.
3.4. Dizi Analizleri

SRY, SRYM18 ve mtDNA D-loop bolgelerine ait elde edilen PZR iiriinlerinin,
dizi analizi i¢in temizlenmesinde Favorgen markasina ait FavorPrep Gel/PCR
saflagtirma (purification) kiti kullanilmistir. Bu kit ile asagidaki protokol izlenerek

DNA temizlenmistir.
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PCR Uriinleri Saflastirma Asamast;

1. 20ul PCR iiriinii tizerine 100ul FADF tamponu ekledikten sonra
vortekslenir.

2. Karisim filtreli tiiplere konularak 30 saniye 10.000 rpm de santrifiij edilir
ve Ust kism1 dokiiliir.

3. 125ul yikama tamponu (Wash buffer) eklenir ve yine 10.000 rpm de
santrifiij edilir ve tekrardan tist kismi dokiiliir.

4. Sonra herhangi bir sey eklemeden 3 dakika 10.000 rpm de santrifiij edilir.

5. 40ul eliisyon tamponu (elution buffer) eklenerek 2 dakika 10.000 rpm de

santrifiij ettikten sonra dizi analiz cihazina gonderilir.

Elde edilen iiriinler, ABI Prism 3100™ dizileme cihaz ile ticari bir firmada

dizi analizi yapilmistir.

Daha sonra bu firma tarafindan gonderilen her bir gen bolgesine ait ileri ve geri
primer sekans sonuglari her birey icin ayr1 ayri ChromasPro version 1.5
(www.technelysium.com.au/ChromasPro.html)  programi  kullanilarak  sekanslarin

siralanmasti yapildiktan sonra dizilerin yazimi Fasta formatina doniistiirilmiistiir.

Fasta formatindaki verileri ise ‘Bioedit version 7.1.3” programi kullanilarak
bireylerin sekanslar1 hem referans sekanslarla hem de birbirleriyle karsilastirilarak

gerekli analizler yapilmustir.

3.5. Fragment Analizi

Otozomal kromozomlardaki mikrosatellit belirteclerinin allellerini tespit etmek
amacityla, PZR sonucunda olusan friinler ticari bir firmaya gonderilmis olup
analizlerde kapiller elektroforezi (ABI 3100 Genetic Analyzer) kullanilmistir.
Elektroferogramlardan data analizi ve diizeltmesi i¢in Applied Biosystems Peak
Scanner™ Software v1.0 (www.appliedbiosystems.com) programi kullanilmis ve

bireylerin allelleri tespit edilmistir.
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3.6. istatistik Veri Analizleri

Elde edilen sonuglarin analiz edilmesinde kullanilan istatistik analizlerin adi,

amaclar1 ve uygulanan programlar ¢izelge 3.15°de sunulmustur.

Cizelge 3.15. Calismada kullanilan analizlerin adi, amaci ve uygulanan programlar

(Median Joining Network)

oOlgiitlerini dikkate alarak baglantili olacak sekilde

Analiz ad1 Amaci Uygulanan
program
Fst Fst, alt populasyonlar arasinda bulunan genetik | Arlequin 3.11
farkliliklarin 6l¢limii i¢in belirlenen bir degerdir.
Mantel Test Mantel test esit boyutlu olan iki matrisin | Arlequin 3.11
benzerliginin karsilastirildig1 bir analiz metodudur.
Medyan Birlestirme Ag1 Birbirine yakin olan haplotipleri mutasyon | Network 4.6.1.0

Analizi gosterilmesini  saglayan  bir  iligkiler  ag1
olusturmaktadir.
Cok Degiskenli Olgekleme | Irklar arasindaki ikili uzakliklar —matriksinin | R 2.14
(Multidimensional Scaling | bilgileri bagimsiz eksenler iizerinde incelenebilir
=MDS) Analizi hale getirilmesini saglar Boylece tim rklar
arasindaki farkliliklari iligkileri en iyi 6zetleyen iki
eksende gorsellestirilebilmektedir.
Temel Bilesenler Analizi Verilerin birbirleri ile iligkilerinin ¢esitli faktorler | Genalex
(PCoA: Principal acisindan 2 boyutlu  diizlemsel ortamda
Component Analysis) gorsellestirir.
Fis degerleri Bir 1wk iginde Hardy-Weinberg dengesinden | Genetix
sapmanin Olgiisiidiir.
Genetik Yap1 Testi Yap1 testi analizi ile populasyonlarin mevcut | Structure
(Structure Test) genetik yapisi incelenmektedir.
Clummp Yapt testi analizi sonuglarmin benzerliklerini | clummp
calistirir.
Distruct Clmmp ¢iktisini gorsellestirir. Distruct
Komgsu Birlestirme Agaci Genetik uzakliklarin  gorsel olarak belirtilmesi | Populations
(Neighbour Joining Tree) amaci ile gizilebilmektedir. v1.2.30
TreeView Agacin gorsellestirilmesini saglar. TreeView
v1.6.6

3.6.1.Y kromozomu belirteclerinin sonug¢larina ait analizler

3.6.1.1. Frekanslar

Dizi analizleri sonucunda Y kromozomuna ait haplotipler belirlenmis olup, her

irkin bireylerine ait haplotip sayisit toplam bireylerin haplotip sayisina bdliinerek

irklarin haplotip frekanslart ayr1 ayr1 hesaplanmustir.
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3.6.1.2. Fst

Fsr, alt populasyonlardan gelisi giizel ele alinan iki gametin ortak atadan gelme
thtimali olup, alt populasyonlar arasinda bulunan genetik farkliliklarin belirtilmesi
icin kullanilan bir kriterdir (Wright, 1978). 0 ila 1 arasinda bir deger almaktadir.
Belirlenen degerin 1’e¢ yakinligi alt populasyonlarin genetik olarak uzakligimni
belirtmektedir. Bir lokus bakimindan toplumlari karsilastirmak i¢in kullanilabilmekle
beraber mikrosatellitlerde oldugu gibi bir¢ok lokus igin tek bir deger olarak da
verilebilir (Ozkan, 2005). Birimler (calismamizda genellikle irklar) arasindaki
genetik uzakliklar Fsr araciligiyla ikili olarak karsilastirilir. Bir de tlim birimler

arasindaki farkin ortalamasini belirten Fst degeri elde edilebilir.
Fst degeri;

0 - 0.05 arasinda ise kiiclik bir genetik farklilasma;

0.05 - 0.15 arasinda ise orta diizeyde farklilasma;

0.15 — 0.25 arasinda ise biiyiik bir genetik farklilagsma;
0.25’ten biiyiik ise ¢ok biiyiik bir genetik farklilagmanin
gecerli oldugu soylenebilir (Ozkan, 2005).

Fstdegerinin hesaplanmasinda kullanilan formiil s6yledir:

(Hr—Hs)
Fsr :TH_TS

Hs= Alt populasyonlarda beklenilen heterozigotluk ortalamasi

Hr= Toplam populasyonlardaki heterozigotluk ortalamasi ( Nei, 1987)
Fst degeri kiiciik oldugu zaman iki populasyon birbirine genetik olarak

benziyor demektir. Bu ¢alismada Fsr degerleri Arlequin 3.11 programinda kullanilarak

elde edilmistir (Excoffier, 2005).
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3.6.1.3. Mantel test analizi

Mantel Test Analizi iki farkli uzaklik matriksi arasindaki korelasyonun
hesaplanmasini ve Onemlilik derecesinin test edilmesini saglar (Mantel, 1967;
Rousset ve ark., 1997). Yani mantel testi esit boyutlu olan iki matriksin benzerliginin

karsilastirildig: bir analiz metodudur.

Calismada genetik uzakliklardan olusan matriks irklar arasi ikili Fsr degerleri
ile olusturulmustur ve cografi uzaklik matriksi ile karsilastirilmistir. Mantel test
analizinde iki matriks elemanlar1 arasindaki iliskilerin belirlenebilmesi miimkiin
olabildigi gibi permiitasyon testi kullanilarak sonuglarin o6nemlilik testlerinin
yapilabilmesi de miimkiindiir. Genetik uzaklik ve cografi uzaklik arasindaki uyumu
karsilastirtp sonuglarin 6nemlilik testlerini incelemede 1000 kez permiitasyon

yapilmuistir.

3.6.1.4. Medyan birlestirme ag1 (Median joining network) analizi

Medyan Birlestirme Ag (Bandelt ve ark., 1999) yontemi, genel olarak
birbirine yakin olan haplotipleri mutasyon 6l¢iitlerini dikkate alarak baglantili olacak
sekilde gosterilmesini saglayan bir iliskiler ag1 olusturmaktadir. Bu calismada
Medyan Birlestirme Agi; NETWORK 4.6.1.0 (http://www.fluxus-engineering.com)

programi yardimiyla ¢izilmistir.

3.6.1.5. Cok degiskenli 6lcekleme (Multidimensional scaling=MDS)

analizi

Caligmamizda materyal olarak kullandigimiz irklardaki haplotiplerin arasindaki
farklardan yola ¢ikarak yapilan karsilastirmalari Cok Degiskenli Olcekleme Analizi
yardimiyla wrklar arasindaki ikili uzakliklar matriksinin bilgileri bagimsiz eksenler
tizerinde incelenebilir hale getirilmektedir. Boylece tiim 1rklar arasindaki farkliliklar
iligkileri en 1yi 6zetleyen iki eksende gorsellestirilebilmektedir. MDS analizi R 2.14

(http://www.r-project.org/) programi kullanarak gergeklestirilmistir.
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3.6.2. Otozomal kromozomlardaki mikrosatellit belirteclerinin sonu¢larina

ait analizler

3.6.2.1. Fisdegerleri

Ik defa Wright (1978) tarafindan tamimlanmis ve Nei (1987) tarafindan
kapsam1 daha da genisletilen F-istatistikleri, alt boliimlere ayrilan populasyonlarda
beklenen gen frekanslarindan sapmayi1 Fis, Fit ve Fst adli verilen ¢ terim ile

6lgmektedir. Bu ii¢ terimin birbirleri ile iligkileri agagidaki gibi tanimlanmaktadir.
1-Fr = (1-F|S)X(1-FST)

Bu formiilde Fs iki birlesen gametin alt populasyona gore korelasyonunu, Ft
iki birlesen gametin biitiin populasyona goére korelasyonunu ve Fsr her alt
populasyondan rastgele secilen iki gametin korelasyonunu ve alt populasyonlar

arasindaki genetik uzakliklarin derecesini vermektedir (Acan, 2012).

Genelde dogada bulunan populasyonlar Hardy-Weinberg dengesinde degildir
ve F istatistikleri bu sapmalar1 kullanarak populasyon ic¢indeki fenomenleri 6rnegin
populasyondaki akrabali yetistirme derecesini belirler. Fis bir ik iginde Hardy-
Weinberg dengesinden sapmanin dl¢iisiidiir ve asagidaki formiil ile hesaplanir (Agan,
2012).

HO

Fo=1-—2
IS HS

Bu formiilde Hp biitiin alt populasyonlardaki ortalama gozlenen heterozigotluk
ve Hs biitlin alt populasyonlardaki ortalama beklenen heterozigotlugu ifade

etmektedir.
Pozitif Fis degerleri alt populasyondaki heterozigot azligini (6rnegin

kendilesme nedeniyle) negatif Fis degerleri ise heterozigot fazlaligin1 gostermektedir

(0rnegin rasgele olmayan ¢iftlesme nedeniyle).
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Bu calismada Fs degerleri Genetix paket programinda (Belkhir ve ark., 1996-
2004) hesaplanmugtir.

3.6.2.2. Yapi (Structure) analizi

Bu analizde programa tiim bireyler i¢in mikrosatellitler bazinda genotipler
verilir ve yine programa bu bireylerin ka¢ ana kiimenin (K) Ornekleri olarak
diistiniilmesi istendigi ayr1 modeller (farkli K’lar) olarak bildirilir. Program, irklar
bilgisini hi¢ kullanmaksizin, K sayidaki ana kiimeyi olusturduktan sonra her bireyin
bu gruplar agisindan tek bir ana kiimeye mi yoksa karisimlarina mi1 sahip oldugunu,
eger karisimlara sahip ise hangi ana kiimeden hangi oranlarda karisima sahip
oldugunu saptar. Son olarak programdan, genotipleri analiz edilmis bireyleri irklar
bazinda yan yana koymasi istenir. Cikt1 iki ayr1 sekilde elde edilir. Gorsel olan
ciktida 1rklarin tek renk olmasi irkin birbirine benzeyen bireylerden olustugu aksi
durumda 1rkin bireylerinin karisim sergiledigi diisiiniiliir. Tablodaki agirliklardan da
her wkin farkli ana kiimelerin hangi oranda karisimi oldugu sayisal olarak
saptanabilir. Bu metotta, birbirinden farkli genetik belirteglerden elde edilen genotip
verileri analiz edilerek populasyonlarin mevcut genetik yapilari incelenmekte ve
populasyon i¢i benzerlikler ve populasyonlar arasi karisimlar saptanabilmektedir

(Agan, 2012).

Yap1 Analizi ile “K (K bilinmiyor olabilir) tane atasal populasyon (ana kiime)
varsa buna gore populasyonlarin bireyleri nasil dagilmis olabilir?” sorusuna cevap
vermektedir. Bu sorunun cevabi STRUCTURE (Pritchard, 2000) programi
kullanilarak belirlenmistir (Agan, 2012).

Yakisama gerceklesene kadar tekrarlanan iterasyon sayisi simulasyonun
simiilasyonda veri toplanmadan 6nceki ¢aligma uzunlugudur (burn in period). Bu
stire baslangic konfigiirasyonun yaniltic etkisini en aza indirmek i¢in gereklidir
(Agan, 2012). G6z oOniinde bulundurulmasi1 gereken diger bir parametre en iyi K
degerinin tahmin edilmesidir. En iyi K degerini tahmin etmek i¢in birden ¢ok yontem

vardir. Bu yontemlerden biri Evanno ve arkadaslar1 (2005) tarafindan 6nerilmistir.
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Bu yontemde K’ya gore olasilik fonksiyonunun degisiminin ikinci derece
oraninin (AK = m|L”(K)|/s[L(K)]) maksimum degeri en iyi K degerini vermektedir.

Sunulan bu ¢alismada Evanno yontemi kullanilmistir.

Kullanilan programlar; http://pritch.bsd.uchicago.edu/software (Structure) ve
http://www.stanford.edu/group/rosenberglab/software.ntml (Clumpp ve Distruct)

adreslerinde mevcuttur.

3.6.2.3. Temel koordinat analizi (Principal coordinates analysis)

Mikrosatellit analizleri sonucunda 1rklara ait elde edilen genetik
benzerliklerinin ve farkliliklarin gorsellestirilmesi ig¢in temel koordinat analizi
kullanilabilir. Boylece gruplar gorsel olarak az sayida eksende ayirmak ve mevcut
varyasyonlart Onem siralarina gore aciklayan degisken kombinasyonlar
gozlemlemek mimkiin hale gelmektedir. Temel koordinat analizi (Principal
coordinates analysis=PCoA) ile bireylerden elde edilen bilgiler 1s181nda
populasyonlar tek bir nokta olarak dogrusal (linear) degisken kombinasyonlar ile
olusturulmus bagimsiz eksenler iizerinde gosterilmistir. Bu analizde irklarin yakinlik

derecesi 1k i¢i varyasyonlardan arindirilmis olarak gozlenebilmektedir.

Farkli irklara ait bireylerin genetik degerlerinin ortalamasi, irk merkezleri
kullanilarak, GenAlEx (Genetic Analysis in Excel) software v.6.4. (Peakall ve Smouse,

2006) programi (http://biology.anu.edu.au/GenAlEx) kullanilarak PCoA yapilmistir.
3.6.2.4. Komsu birlestirme agaci (Neighbour joining tree)
Mikrosatellit sonuglarinin analizinde 1rklar arasi genetik uzakliklar belirlemek
icin farkli metodlar kullanilabilmekte ve bu metodlara gére komsu birlestirme
dendogramlar ¢izilebilmektedir. Komsu Birlestirme Agaci (Neighbour Joining Tree)

genetik uzakliklarin gorsel olarak belirtilmesi amaciyla ¢izilmektedir

Sunulan ¢aligmada mikrosatellit verileri i¢in Nj agaglar1 mikrosatellit verileri

i¢in en uygun Reynold’un uzakligi ile Populations v1.2.30 (Langella, 1999) programi
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kullanilarak 1000 ¢6z-bagla degeri ile cizilmistir. Analiz sonucu olusan agaclar

TreeView v1.6.6 (Page, 1996) kullanilarak gorsellestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Y Kromozomuna Ait Bulgular

4.1.1. SRY bolgesinden elde edilen bulgular

SRY 5’ promotor (3F/3R) boélgesine ait 549 bg¢’lik bolge PZR kosullari
optimize edildikten sonra Cizelge 3.3. kosullarinda gogaltilmistir. PZR sonucunda
yiikseltgenen SRY bdlgesine ait bantlarin gozlenmesi i¢in % 2’lik agaroz jeller
kullanilmistir. Agaroz jel 0,5x TBE soliisyonunun bulundugu tank igerisine
konulduktan sonra agaroz jeldeki kuyulara PZR sonucu olusan iiriinler yiiklenerek
120 V elektrik akiminda 30 dakika yiritiilmistiir. Etidyum Bromid (Etidium
Bromide) ile boyanmis olan DNA molekiilleri ultraviyole (UV) 1s1k veren Vilber

Lourmat CN-3000 goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir.

500 be

Sekil 4.1. SRY bolgesinin PZR sonrasinin agaroz jel goriintiisii (M: Marker 100 bg, KRY: Karayaka)

Sekil 4.1°de Karayaka (KRY) koyun irkina ait drnekler PZR sonrasi agaroz
jelde marker ile birlikte yiiriitilmiis olup, marker sayesinde olusan iriinlerin

uzunlugu tahmin edilmistir. Hedef bolge 549 bg¢ uzunlugunda oldugu i¢in dogru
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bolgenin yiikseltgenmis olduguna karar verilmistir. Ayrica Karayaka irkina ait disi

bireyde PZR sonras1 herhangi bir iiriin olusmamistir (Sekil 4.1 disi yazilan kuyu).

Jel goriintiileme isleminden PZR iiriinleri yeterli olan bireyler segilerek PZR

iirlinlerinin purification kitleriyle saflastirma asamasina gecilmistir.

Daha sonra ornekler dizi analizine gonderilmistir. Dizi analizinden gelen
sonuglara ait bir 6rnek Sekil 4.2°de sunulmustur. Bu ¢iktilar Chromas Pro bilgisayar
programi yardimiyla baz cinsinden dizilere donistiirilmiistir. Chromas Pro
programiyla ileri ve geri gen dizileri hizalanarak (alignment) her bireyin dizi analizi
karsilastirmaya hazir hale getirilmistir (Sekil 4.3). Bioedit bilgisayar programi
yardimiyla da bu diziler gen bankasindan indirilen referans diziyle (AY604734)
karsilastirilmistir (Sekil 4.4). Yapilan karsilastirma sonucu SRY 5’ promotor (3F/3R)
bolgesine ait 549 bg’lik bolgedeki 88. niikleotidin A/G allellerinden referans dizide
G-oY1 alleli fakat sunulan ¢alismada tiim bireylerde bu noktada A-0Y1 alleli tespit
edilmistir (Sekil 4.5).

[ File Edit Analysis Options View Window Help _ =[x
FH B SE HErE R %

VNN ‘-A&‘m . S L‘l&‘i\“l‘lg ‘Q\ Jay A,.ul_li e 0, LA\ mlc-“.ah@

Sekil 4.2. SRY bolgesine ait dizi analizi sonucunun Chromas-Pro’daki goriintiisii

Sekil 4.2°de Herik 13 numarali bireyin gen dizi analizi sonucunun Chromas-
Pro bilgisayar programindaki goriintiisii goriilmektedir. Bu program aracilifiyla baz

dizilerine ait pikler dikkatlice incelenmistir.
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& ChromasPro - [Contigl] &
A File Edit Analysis Options View Window Help
= R P % X — -
0 70 20 = 30 100 110
k622 TRATTTITCACTGACCTR2RGARRAGRARARCCTGRA|CRAGCTTIAGCATTITRACTTITCCCRTGCTCCC
& I F H * )3 R K K T * Tl rs * H L L )3 M L )3
R i T S T N L T T T S i I I |
RK13—S‘I’R5GR G AATATTTCACT GACCT AGARAAGARARRACCT GRI|IAICAGCTTAGCATITTACTTC CCCAT O GCTOCCC
dRK13SYRG-3FRlc AT AT T T c A cT G ACCTAIGARAGAARRACCTIGARCAGSCTTIAGCATTITACTTICCCRATGCTCCC
&0 70 &0 a0 100 110
L ] LN BN BN BN BN BN | | N " EEE - n " 0 5 B N = § N|=|NEEENER | ] " E EEEEE =N " EE R
kR GAATATITTTICACTIGACCT 2 AAAGAARARACCIGRRBRCAGCTIAGCARATITACTTICCCRATGCTOCCC
RK13-5YR53R]
10 20 40 50 &0
RS B EREReh BN BN BN BN BN BN BN B R | B B B = = % _ = - = mum B0 v 0 g 0N g0 =« RRNROR
R GARTATTTITCRACTGACCTR2GAZRZE CTGRAICAGCTTAGCATTTACTTCCCRATGCTOCCHC
HRK13-5YRS-3F]

Sekil 4.3. SRY bolgesine ait SNP oY1 noktasinin Chromas-Pro’daki goriintiisti

Sekil 4.3’te Herik 13 numarali bireyin ileri ve geri dizi analizi sonucu
Chromas-Pro bilgisayar programinda hizalanmis sekli goriilmekte olup, SRY
bolgesindeki SNP (Single nucleotide polimorphism) oY1 (A/G) bolgesi isaretlenmis

ve bu noktada A niikleotidinin oldugu tespit edilmistir.

$ Biokdit Sequence Alignment Editor - [DADOKTORA\DENEY DATA\SRY GEN BOLGESN\SEKANSLANANLAR BIOEDIT&: FASTA\BIOEDIT\kiv bivedit.bic]
5 File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web  Options  Window  Help

=0
Q& e < =B
Mode:[Edt <] [ovmwite o] Selecton 33

osition:

12 tolal sequences

Sequence Mask: None
Numbering Mask: None

Shart
nier at:

Seroll LT =)

i

& 1D IT §eco+ =R MEETI R o larat Sl g qn

T L e R it e S e S S e

20 30 40 50 60 70 80 50 100 110 120 130

AY604734 0.aCATTCARATGTTGTATAATCAACAATTGCATGTAGCTCCAGRATATTTCACTGACCT, CTGAGCAGCTTAGCATTTACTICCCATGCTCCCTCCCTCTTATICATTITCTGGGECAGCT
EIV 1 ATTCAAATGTTGTATAATCAACAATTGCATGTAGCTCCAGAATATTTCACTGACCT. CTGAACAGCTTAGCATTTACTICCCATGCTCCCTCCCTCTTATICATTITCTGGGCAGCT
EIV 3 CATTCAAATGTTGTATAATCAACAATTGCATGTAGCTCCAGAATATTTCACTGACCT. CTGAACAGCTTAGCATTTACTICCCATGCTCCCTCCCTCTTATICATTITCTGGGCAGCT
EIV 4 CATTCAAATGTTGTATAATCAACAATTGCATGTAGCTCCAGAATATTTCACTGACCT. CTGAACAGCTTAGCATTTACTICCCATGCTCCCTCCCTCTTATICATTITCTGGGCAGCT
EIV & CATTCAAATGTTGTATAATCAACAATTGCATGTAGCTCCAGAATATTTCACTGACCT, CTGAACAGCTTAGCATTTACTTCCCATGCTCCCTCCCTCTTATTCATTTCTGGGCAGCC
KIV 7 CATTCAAATGTTGTATAATCAACAATTGCATGTAGCTCCAGAATATTTCACTGACCT, CTGAACAGCTTAGCATTTACTTCCCATGCTCCCTCCCTCTTATTCATTTCTGGGCAGCC
EIV 9 CATTCAAATGTTGTATAATCAACAATTGCATGTAGCTCCAGAATATTTCACTGACCT, CTGAACAGCTTAGCATTTACTTCCCATGCTCCCTCCCTCTTATTCATTTCTGGGCAGCC
EIV 11 CATTCAAATGTTGTATAATCAACAATTGCATGTAGCTCCAGAATATTTCACTGACCT, CTGAACAGCTTAGCATTTACTTCCCATGCTCCCTCCCTCTTATTCATTTCTGGGCAGCC
KIV 12 CATTCAAATGTTGTATAATCAACAATTGCATGTAGCTCCAGAATATTTCACTGACCT, CTGAACAGCTTAGCATTTACTTCCCATGCTCCCTCCCTCTTATTCATTTCTGGGCAGCT
EIV 13 CATTCAAATGTTGTATAATCAACAATTGCATGTAGCTCCAGAATATTTCACTGACCT, CTGAACAGCTTAGCATTTACTTCCCATGCTCCCTCCCTCTTATTCATTTCTGGGCAGCT
RIV 17 CATTCAAATGTTGTATAATCAACAATTGCATGTAGCTCCAGAATATTTCACTGACCT, CTGAACAGCTTAGCATTTACTTCCCATGCTCCCTCCCTCTTATTCATTTCTGGGCAGCT
EKIV 18 CATTCAAATGTTGTATAATCAACAATTGCATGTAGCTCCAGAATATTTCACTGACCT, CTGAACAGCTTAGCATTTACTTCCCATGCTCCCTCCCTCTTATTCATTTCTGGGCAGCT
| s [ |

Fdincloms

Sekil 4.4. Kivircik irki bireylerine ait SRY bolgesinin bir kistminin referans diziyle beraber Bioedit
programindaki goriintiisi.
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Sekil 4.4’te oldugu gibi, sunulan c¢aligmada dizi analizi yapilan SRY
bolgesindeki SNP oY1 (A/G) noktasina yogunlasmanin yani sira tiim dizi analizi

incelenmis fakat herhangi bir niikleotid degisimi gézlenmemistir.

% BioEdit Sequence Alignment Editor - [D:\DOKTORA\DENEY DATA\SRY GEN BOLGESHSEKANSLANANLAR BIOEDIT& FASTA\BIOEDIT\kiv bioedit. bio] [E=0[E=R )|
3 File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web  Options Window  Help HER

=0
B Courier Mew - ’—u -m 12 total sequences
Mode: [Edi | [Ovenits + gelenlmn 9 Sequence Mask: None s

'osition: Numbering Mask: None Tuler at;
— R: = olaa et ] Seroll L. TEa]
g 10 IT §eo+ =EFEE wwenl o Sl g ame
Crrrirrra e e e e e e e )
20 30 40 50 &0 70 80 90 100 110 120 130 140
[AY604732 0.2 CATTCAAATGTTGTATAATCARCAATTGCATGTAGCTCCAGAATATTTCACTGACCTAGARAGARRACCTGAGCAGCTITAGCATTTACTTCCCATGCTCCCTCCCTCTTATTCATTTCTGGGCAGCT
a

K1 | {3 T i o

Setene le swgsimrel

Sekil 4.5. SRY bolgesinde SNP oY1 noktasinin Kivircik irki bireylerinin ve referans dizinin Bioedit
programinda goriintiilenmesi

Sekil 4.5’te referans dizideki SNP oY1 (A/G) bolgesinde G-0Y1 alleli
gozlemlenirken Kivircik 1rkina ait bireylerin A-oY1 alleline sahip oldugu

goriilmektedir.
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[5+ Bickdit Sequence Alignm
)

3 Fle Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window Help _[=]x
I
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Sekil 4.6. SRY bolgesinde SNP oY 1 noktasimin Ovis gmelinii anatolica (OGA) bireylerinin ve
referans dizinin Bioedit programinda goriintiilenmesi

Sekil 4.6’da Anadolu Yaban Koyunu (Ovis gmelinii anatolica)’na ait 16 erkek
bireyin referans dizi ile karsilastirilmast Bioedit programi kullanilarak yapilmis olup,

yaban koyunlarinin referans diziden farkli olarak diger Anadolu evcil koyunlarda

oldugu gibi oY1 SNP (A/G) noktasinda A niikleotidine sahip oldugu tespit edilmistir.
Meadows ve arkadaslar1 (2009) makalesinde SRY gen bolgesine ait 549 bg¢’lik

bolge icin degisik koyun tiirlerinde farkli SNP bolgeleri tespit edilmistir. Bu SNP’ler
asagidaki ¢izelgede yer almaktadir.
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Cizelge 4.1. SRY bolgesi AY604734 referansindaki SNP bolgeleri;oY 1:88. niikleotidi ,0Y2:99.
niikleotidi, 0Y3: 103. niikleotidi, 0Y4: 122. niikleotidi, 0Y5: 157. niikleotidi, 0Y6: 393. niikleotidi,
0Y7:397. niikleotidi ve 0Y8: 399. niikleotidi ifade etmektedir (Meadows ve ark., 2009).

Sequence variant oY oY oY oY oY oY oY oY
1 2 3 4 5 6 7 8
Species
O. aries_1 A T C C C G G A
O.aries_2 G
O. musimon . . . . . . . .
O. vignei . . . . . A T G
O. ammon . . . . . . G
O. dalli . . . . T A T
O. canadensis . . . . T A T
Ammontragus lervia : G T T T A

Cizelge 4.1’de Meadows ve arkadaslar1 (2009) calismalarindaki 2 evcil koyun
(Ovis aries) ornegi ve 6 yaban koyun tiiriinden 6rneklerde SRY bolgesine ait 549
b¢’lik bolgede yer alan niikleotid degisimleri gosterilmistir. Cizelgede Ovis aries
tiiriinde polimorfizm sadece oY1 kisminda goriilmekte olup, calismamizda materyal
olarak kullandigimiz evcil koyunlarin Ovis aries tiirii oldugu i¢in 6zellikle oY1
bolgesinde polimorfizm beklenmistir. Fakat analiz ettigimiz bireylerin tamami SNP
oY1 (A/G) bakimindan A alleline sahip oldugu gozlemlenmistir. oY1 dahil tiim
bolge dikkatle incelenmis fakat herhangi bir polimorfizm tespit edilmemistir. Ayrica
sunulan calismada materyal olarak da kullandigimiz ve tiim evcil koyunlarin atasi
olan (Akgapinar, 2000) Anadolu Yaban Koyunu (Ovis gmelinii anatolica) bu
cizelgede yer almamistir. Anadolu Yaban Koyunu ilk defa ¢alismamizda dizi analizi
yapilarak incelenmis olup 16 Anadolu Yaban Koyunu bireyinde de diger evcil
koyunlardaki gibi SNP oY1 (A/G) noktasinda A alleli goriilmiis ve diger bolgelerde

de herhangi bir polimorfizme rastlanmamagtir.

Ovis orientalis musimon (Avrupa Muflonu) 2n=54 kromozoma sahip yaban
goriiniimlii bir koyun grubudur. Bu koyunlarin Neolitik dénemde (M.O. 8000)
evcillestirilmis olan koyunlardan tekrar dogal hayata kacan bireylerin giiniimiiz
temsilcileri oldugu diisiiniilmektedir. Bu koyunlara Corsika ve Sardunya Adalarinda
rastlanmaktadir (Poplin, 1979; Vigne, 1999; Hiendleder ve ark., 2002). Cizelge
4.1°deki yaban koyun tiirlerinin evcil koyunlarla genetik, morfolojik ya da
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kromozom sayist benzerligi olmadigindan onlarin evcil koyunlarin atast olmadigi

kabul edilmektedir.

Ovis gmelinii anatolica diinyadaki Ovis gmelinii yaban koyun tiiriiniin alt
tiirlerinden biri olup, Tiirkiye’de Konya sinirlar1 icerisinde yer alan Bozdag Koruma
sahasinda yasayan bir yaban koyunu populasyonudur. 1996 yilinda koruma sahasi
olarak ilan edilen bu bolge, gee¢misteki yayilisindan geriye kalan son bdlgedir
(Arthan, 2000). Ovis gmelinii anatolica alttiirii evcil koyunlar gibi 2n=54
kromozomu sahip olup, mtDNA RFLP c¢alismalart bu koyunlar hi¢ c¢aligiimamis
oldugu halde bu alt tiiriin evcil koyunlarin atasi oldugu fikrini ortaya g¢ikarmigtir

(Hiendleder ve ark., 1998a).

4.1.2. SRYM18 mikrosatellit bolgesinden elde edilen bulgular

SRYM18 mikrosatelit bolgesine ait bolge Cizelge 3.5 PZR kosullarinda
cogaltilmigtir. PZR sonucunda yiikseltgenen SRYMI18 bolgesine ait bantlarin
gozlenmesi icin %2’lik agaroz jeller kullanilmistir. Agaroz jel 0.5x TBE
solusyonunun bulundugu tank icerisinde PZR iiriinleri kuyulara yiiklendikten sonra
110 V elektrik akiminda 30 dakika boyunca yiiriitiilmistiir. Etidyum Bromid
(Etidium Bromide) ile boyanmis olan DNA molekiilleri ultraviyole (UV) 1s1k veren

Vilber Lourmat CN-3000 goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir.

Cic1 Cic3 cic4 Cics CIC7 Cics

Sekil 4.7. SRYM18 bdlgesinin PZR sonras1 agaroz jel goriintiisii (M:Marker)
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Sekil 4.7°de Cinecapar1 (CIC) wrkina ait erkek bireyler PZR sonrasi agaroz
jelde marker ile birlikte yiiriitiilmiistiir. Hedef bolgenin 139-145 bg olmasi

beklenmekte olup, marker sayesinde olusan iirtinlerin uzunlugu tahmin edilmistir.

Jel gorilintiileme isleminden PZR iiriinleri yeterli olan bireyler secilerek PZR

tiriinlerinin temizleme kitleriyle temizleme asamasina gegilmistir.

Daha sonra ornekler dizi analizine gonderilmistir. Dizi analizinden gelen
sonuglar Chromas Pro bilgisayar programi yardimiyla dizi analizleri incelenmis ve
Bioedit bilgisayar programinda gen bankasindaki referans diziyle (EU980105.1)

karsilastirma yapilmistir.

& ChiomasPro - [DAGI9R] =& e
File Edit Anslysic Options View Window Help
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Sekil 4.8. SRYM 18 mikrosatellit bolgesine ait tekrarli bolgenin dizi analizi sonucunun Chromas-
Pro’daki goriintiisii.

)i

SIrICIO S YIS Ek

Sekil 4.8’de Daglic 39 numarali bireyin geri primeri dizi analizi sonucunun
Chromas-Pro bilgisayar programindaki goriintlisii goriilmektedir. Bu program

aracilifiyla baz dizilerine ait pikler dikkatlice incelenmistir.
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File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World WideWeb Options Window Help B
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DAG32 GTCATCACARACAGCATCAGCAATACATACGATCATCTTCATTTTGTTTTGTTTTGCTGTGTGTGTGTGT TGTGTGTGTGTGTG - TTTCTTATTGGCATGC]
KRY44 GTCATCACARACAGCATCAGCAATACATACATCATCTTCATTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTGTGTGT! T TGTGTGTGTG  TTTCTTATTGGCATGC
KRY42 GTCATCACARRACAGCATCAGCRATACATAC, S TTCATTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTGTGTG TGTGTGTGTG TTTCTTATTGGCATGC]
KRY39 GTCATCACRAAACAGCATCAGCAATACATAG GA‘CMCAx.uu““buubb GTGTGTGTGTG GTGTGTGTGTGTTTTCTTATTGGCATG
KRY31 GTCATCACAAACAGGATCAGCRAATACATAGATGATCTTCA! TTTTGTTTTGGTGTGTGTGTGTGTGT GTGTGTG TTTCTTATTGGCATGC
DAG49 GTCATCACAAACAGCATCAGCRATACATAGATGATCTTCA! TGTTTTGT GTGTGTGTGT GTGTGTGTG- TTTCTTATTGGCATGC
DAG48 GTCATCACDDACAGGATCAGCDATACATAGATGATCTTCAi:lxb:LLLbiL.;bbxbtb,b.bAbA TGT TGTGTGTGTG - TTTCTTATTGGCATGC]
DAG43 GTCATCACARRACAGCATCAGCRATACATAGATGATCTTCATTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTGTGTGTGT TGTGTGTGTG TTTCTTATTGGCATGC
DAG39 GTCATCACAAACAGCATCAGCAATACATACATCATCTTCATTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTGTG TTTCTTATTGGCATGC
DAG38 GTCATCACARACAGCGATCAGCRAATACATAGATCATCTTCATTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTGTG TTTCTTATTGGCATGC|
DAG34 GTCATCACARRCAGCATCAGCAATACATAGATCATCTTCATTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTGTGT TTTCTTATTGGCATGC]
DAG33 GTCATCACARACAGCATCAGCRAATACATAGATCATCTTCATTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTGTG TTTCTTATTGGCATGC|
DAG32 GTCATCACARACAGCGATCAGCRATACATAC TTCATTTTGTTTTGTTTTGGTG' GTGTG TTTCTTATTGGCATGC
sAxl GTCATCACARACAGCATCAGCA TAC. CTTCATTTTGTTTTGTTTTGGTGT TG TTTCTTATTGGCATGC

AK6E GTCATCACARACAGCATCAGCAAT ACA“ACA"CA"C*'CAT;TTG;TTxGTT”TGG”G GTGTG TTTCTTATTGGCATGC
EU980105 1 GGCATCACAAACAGCATCAGCAATACATAGATCATCTTCATTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTGTGT TTTCTTATTGGCATGC]
Tekrarh Bolge

| i3 1 | =)

Sekil 4.9. Farkli irklara ait bireylerin SRYM 18 mikrosatellit bolgesi dizi analizi sonucunun Bioedit
programinda referans diziyle goriintiilenmesi

Sekil 4.9°da farkli irklara ait bireylerin SRYM 18 mikrosatellit bolgesi referans
dizisiyle karsilagtirilmistir. Bireylerin referans diziyle (EU980105.1) ve birbirleriyle
olan farklarina bakildiginda tiim sekansta sadece tekrarli bolgede farkliliklarin

oldugu gozlemlenmektedir.

BioEdit Sequence.

yFMa Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web  Options  Window  Help mmm
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ga IWIWB 16 total sequences
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DAG32 TTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG

KRY44 TTTTGTTTTGTTTTGGTGCTGTGTCTGTGTGTGTGTGTGCTGTGTGTG

KRY42 TTTTGTTTTGTTTTGCTCTGTGTCTGTGTGTGTGTGTCTCTGTGTG

KRY39 TTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG

KRY31 TTTTGTTTTGTTTTGGTCTGTGTCTGTGTGCTGTGTGTGTGTGTG

DAG49 TTTTGTTTIGTTTTGGTGTGIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG

DAG48 TTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTCTGTGTCTGTGTGTGCTGTGTGTG

DAG43 TTTTGTTTTCTTTTGCTCTGTGTCTGTCTGCTGTGTCTGCTCTGTGTG

DAG39 TTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG

DAG38 TTTTGTTTTGTTTTGGTGCTGTGTCTGTGTGTGTGTGTGCTGTGTGTG

DAG34 TTTTGTTTTCTTTTGCTCTGTGTCTGTCTGCTGTGTCTGCTCTGTGTG

DAG33 TTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG

DAG32 TTTTGTTTTGTTTTGGTGCTGTGTCTGTGTGTGTGTGTGCTGTGTGTG

SAK1 TTTTGTTTTGTTTTGCTCTGTGTCTGCTGTGTCTGTGTCTGTG

SAK6 TTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTCTGTGTGTGTGTGTGTGTG

EU980105.1 TTTTGTTTTGTTTTGGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG

21 =]

éﬂ

Sekil 4.10. SRYM18 bolgesine ait degisik sayidaki mikrosatellit tekrarlarinin referans diziyle birlikte
Bioedit programindaki goriintiisii
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Sekil 4.10°da SRYM18 mikrosatelit bolgesinde yer alan TTTTG tekrarlari,
bireyler arasinda polimorfizm gosteren TG tekrarlar1 ve bu tekrarlar arasinda bir G
niikleotidi goriilmektedir. Calismamizdaki bireyler arasinda TTTTG tekrar sayisi
bakimindan bir polimorfizm goriilmemistir. Ayrica TTTTG ve TG tekrarlar1 arasinda
G niikleotidinin varligi da yine tiim bireylerde aynidir. TG tekrarlarma bakildig:
zaman; Referans dizi ve SAK (Sakiz) bireyleri 13 TG, KRY (Karayaka) 31 bireyi 14
TG, DAG (Daglig) 32 bireyi 15 TG ve KRY (Karayaka) 39 bireyi ise 16 TG tekrari

icermektedir.

Sunulan ¢alismada TG tekrarlar1 ve SRY bdlgesindeki SNP’e gore bireylerin
haplotipleri Cizelge 4.2 ¢ergcevesinde belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Haplotiplerin belirlenmesinde SRYM 18 mikrosatelit kombinasyonlar1 ve SRY-SNP
bolgeleri ve haplotipler (m:tekrar sayisi; Meadows ve ark., 2009)

SRYM18 SRY SNPs
Haploti | (TTTTG) | Inde | (TG) | Allele | oY oY | oY | oY
p m | G/- m (bp) | 1 | oY5 | 6 7 8 Species
H1 4 - 14 145 A T A G T Ovis dalli
Ovis dalli/ Ovis
H2 4 - 13 143 | A T A| G| T canadensis
Ovis dalli/ Ovis
H3 4 - 11 139 | A T A| G| T canadensis
H4 3 G 16 145 | A C G| G| A Ovis aries
H5 3 G 16 145 | G C G| G| A Ovis aries
Ovis aries/ Ovis
H6 3 G 15 143 | A C G| G| A musimon
H7 3 G 15 143 | G C G| G| A Ovis aries
H8 3 G 14 141 | A C G| G| A Ovis aries
H9 3 G 9 131 | A C G| G| A Ovis aries
H10 - - - 110 | A C G| G| A Ovis aries
H11 - - - 106 | A T A | G | A | Ammontragus lervia
H12 3 G 13 139 | A C G| G| A Ovis aries
H13 3 G 18 149 | A C A|lT]|G Ovis vignei
H14 3 G 17 147 | A C Al T]|G Ovis vignei
H15 3 G 20 153 | A C G G G Ovis ammon
H16 3 G 17 147 | A C G G G Ovis ammon
H17 3 G 15 143 | A C G G G Ovis ammon

Cizelge 4.2’de Meadows ve arkadaslart (2009) calismasinda; haplotiplerde
SRYM18 mikrosatellit bolgesinin kombinasyonlarim1 ve allel uzunluklarini, SRY-

SNP bolgelerindeki niikleotidlerin tiirlere gére degisimleri géstermekterilmistir. Bu
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cizelgeden faydalanilarak calismamizdaki bireylerin Y kromozom haplotipleri

belirlenmistir.

Sunulan calismada H4, H6, H8 ve H12 haplotipleri tespit edilmis olup, bu
haplotiplerinde hepsinin Ovis aries tiirlinde goriilmesi beklenen bir sonugtur. Ayrica
tabloda gosterilmeyen Ovis gmelinii anatolica yaban koyunu bireylerinin (n=16)

tiimiinde H6 haplotipi belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Sunulan calismada Y kromozomuna ait haplotiplerin irklara gére dagilimi
ince kuyruklu koyun wrklar

Irklar H4 H6 H8 H12 Toplam
Karayaka 1 10 4 - 15
Gokgeada 1 14 1 - 16
Kivircik - 16 - - 16

Yar1 yagh kuyruklu koyun irklari

Sakiz - 12 - 3 15
Hemsin 6 8 - - 14
Herik 1 9 1 - 11

Yagh kuyruklu koyun irklari

Akkaraman 1 10 - - 11
Daglig - 8 2 - 10
Cinegapart - 9 3 - 12
Ivesi - 6 1 - 7
Morkaraman 1 8 - - 9
Norduz 2 5 - - 7
Karagiil 4 5 2 - 11
Toplam 17 120 14 3 154

Cizelge 4.3’te ¢aligmamizda toplam 154 bireye ait SRY ve SRYMI18 gen
bolgelerinin dizi analizleri sonucu Meadows ve arkadaslar1 (2009)’na gore tespit
edilen haplotiplerden en fazla rastlanan haplotipin 120 bireyde H6 oldugu
goriilmektedir. H12 haplotipi ise Sakiz irkina ait 3 bireyde gozlenirken diger irklara
ait bireylerde rastlanmamistir. H4 ve HS8 haplotipleri ise sirayla 17 ve 14 bireyde

gbzlemlenmistir.
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Cizelge 4.4. Ovis gmelinii anatolica (Anadolu Yaban Koyunu)’da SRYM18 ve SRY bdlgelerinin dizi
analizleri sonucu tespit edilen haplotip
Irklar H4 H6 H8 H12 Toplam

Ovis gmelinii anatolica - 16 - - 16

Cizelge 4.4 te goriildiigii gibi Ovis gmelinii anatolica alt tiiriine ait 16 bireyde
de Tiirkiye’de yasayan evcil koyunlarda en ¢ok rastlanan H6 haplotipi gézlenmistir.

Tartismada bu haplotipin diinya bazinda gozlenme siklig tekrar ele alinacaktir.

Hiendleder ve arkadaslarmin (2002) yapmis olduklari calismada mtDNA
haplogruplarindan Haplogrup B’nin Avrupa’da baskin oldugunu ve bu haplogrubun
atasinin Ovis gmelinii anatolica oldugunu savunmaktadirlar. Ayrica Meadows ve
arkadaslar1 (2009) Y kromozomu ile yaptiklari ¢alismada da H6 haplotipinin sadece
Ovis aries ve Ovis musimon bireylerinde oldugunu tespit etmis olup, diger yaban
koyunlarinda ise H6 haplotipine rastlamamigslardir. Sunulan bu c¢aligmada ise Ovis
gmelinii anatolica alt tiirine ait 16 bireyinde H6 haplotipinde olmasi evcil
koyunlarin atasinin oldugu fikrini dogrulamaktadir.

Cizelge 4. 5. Merinos koyun irkina ait bireylerde SRYM18 ve SRY bélgelerinin dizi analizleri sonucu

tespit edilen haplotip
Irklar H4 H6 H8 H12 Toplam

Merinos - 12 - - 12

Cizelge 4. 5’te Merinos koyun 1rkina ait tiim bireylerin yine H6 haplotipinde
oldugu goriilmekte olup, Avrupa irklarina 6zgii olan HS ve H7 haplotipleri
gbézlemlenmemistir. Meadows ve arkadaslarinin (2006) yaptigir calismada Merinos
irkia ait Avrupa Orneklerinde hem HS5 hem de H6 haplotipleri gézlemlenmistir.
Fakat Tiirkiye’de yasayan merinos 1rkina ait 12 bireyde yapilan ¢alismamizda sadece
H6 haplotipi tespit edilmistir. Boylece Tiirkiye’deki Merinos irkina ait bireylerin
Avrupa wrklarinin 6zelliklerinden ¢ok evcil koyun irklarimiza ait 6zellikler gosterdigi
sdylenebilir. Ciinkii TIGEM Altinova Isletmelerinde iiremesi saglanan Merinos
irkinin cografik olarak yakininda bulunan Gokgeada ve Kivircik irkiyla karigmis

oldugu TIGEM vyetkilileri tarafindan tescil edilmistir.

57




4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Arif PARMAKSIZ

VRO

e oacuse

AXKARAMAN
‘i... camas e iin

-::-f}‘\.\,,\\/\[‘-“\

\ A
SNt

Sekil 4.11. Tiirkiye’de yasayan koyun wrklarinin Y kromozomuna ait haplotipleri haritada
Y yasay yu plotip
gorsellestirilmesi (OGA= Ovis gmelinii anatolica).

Sekil 4.11’de ¢alisgmamizda tespit ettigimiz Y kromozomuna ait haplotipler
Tiirkiye haritas1 tizerinde her haplotip farkli bir renk kullanilarak goérsellestirilmistir.
Boylece H6 haplotipinin tiim irklarda ve tim bdlgelerde en fazla bulunan haplotip
oldugu ve HI12 haplotipinin ise sadece Sakiz wkinda bulundugu agikca

goriilmektedir.
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Sekil 4.12. Farkli arastiricilarin (Meadows ve ark., 2009; Oner, 2010) Tiirkiye’de yasayan koyun
irklarinda tespit ettikleri Y kromozomuna ait haplotiplerinin haritada gorsellestirilmesi

Sekil 4.12°de Tirkiye’de yasayan koyun irklarinda SRYMI18 ve SRY
bolgelerinin analizleri sonucu yapilan ¢alismalarin sonuglarina ait (Meadows ve ark.
2009; Oner, 2010) haplotipler harita {izerinde gdsterilmistir. Bdylece tiim sonuglarda
(Sekil 4.11 ve Sekil 4.12) H6 haplotipinin tiim 1rklarda yaygin oldugunu, H4
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haplotipinin dogudan batiya dogru gidildik¢ce frekansinin azaldigini sdylemek

mimkindiir.

Cizelge 4.6. Tiirkiye’de yapilan tiim calismalardan elde edilen Y kromozomu haplotip sonuclarinin
karsilastirilmasi

ince kuyruklu koyun rklar

Irklar H4 H6 H8 H12 Toplam
Karayaka ( Meadows ve ark., 2009) - 4 4 - 8
Karayaka (Oner, 2010) - 5 4 - 9
Karayaka (Parmaksiz, 2013) 1 10 4 - 15
Gokgeada (Oner, 2010) - 18 1 - 19
Gokgeada (Parmaksiz, 2013) 1 14 1 - 16
Kivireik (Oner, 2010) - 22 - - 22
Kivircik (Parmaksiz, 2013) - 16 - - 16
Yar1 yagh kuyruklu koyun irklari
Sakiz (Meadows ve ark., 2009) - 5 - 6 11
Sakiz (Oner, 2010) - 17 - - 17
Sakiz (Parmaksiz, 2013) - 12 - 3 15
Hemsin (Oner, 2010) 2 13 - - 15
Hemsin (Parmaksiz, 2013) 6 8 > e 14
Herik (Parmaksiz, 2013) 1 9 1 - 11
Yagh kuyruklu koyun irklari

Akkaraman (Oner, 2010) 2 13 - - 15
Akkaraman (Parmaksiz, 2013) 1 10 - - 11
Daglig (Oner, 2010) 1 12 - - 13
Dagli¢ (Parmaksiz, 2013) - 8 2 - 10
Cinegapar1 (Meadows ve ark., 2009) - 6 2 - 8
Cinegapari (Oner, 2010) 1 5 6 - 12
Cinegapar1 (Parmaksiz, 2013) - 9 3 - 12
Ivesi (Oner, 2010) 1 14 - - 15
Ivesi (Parmaksiz, 2013) - 6 1 - 7
Morkaraman (Meadows ve ark., 2009) 1 4 - - 5
Morkaraman (Oner, 2010) 3 2 5 - 10
Morkaraman (Parmaksiz, 2013) 1 8 - - 9
Norduz (Meadows ve ark., 2009) - 10 - - 10
Norduz (Parmaksiz, 2013) 2 5 - - 7
Karagiil (Parmaksiz, 2013) 4 5 2 - 11
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Cizelge 4.6'da SRYM18 ve SRY bolgelerine gore tanimlanmis Y-kromozomu
icin Tirkiye’de yapilan tim caligmalardan elde edilen Y kromozom haplotip
sonuglarinin karsilastirilmas1 goriilmektedir. Buna gore tim calismalarda H6
haplotipinin en fazla rastlanan haplotip oldugu, H4 haplotipinin genel olarak yaglh
kuyruklu koyunlarda daha yaygin oldugu ve H12 haplotipinin ise sadece Sakiz
irkinda oldugu goriilmektedir.

Calismamizda ince kuyruklu koyun irklarindan olan Karayaka ve Gokgeada
rklarina ait 1’er birey H4 haplotipine sahip olmasina ragmen diger calismalarda ince
kuyruklu koyun irklarinda H4 haplotipine rastlanmamaktadir. Kivircik irkina ait
bulmus oldugumuz haplotip sadece H6 olarak Oner (2010) ile tamamen uyum
saglamaktadir. Herik ve Karagiil irklar ilk defa ¢alismamizda arastirilmis olup H4,

H6 ve H8 haplotipleri tespit edilmistir.

Yar1 yagh kuyruklu irklardan biri olan Sakiz irkinda Oner (2010) sadece H6
tespit etmis fakat bizim ¢alismamizda ve Meadows (2009) ¢alismasinda H6 ve H12
haplotipleri goriilmektedir. Hemsin 1rkina ait haplotipler Oner (2010) ile uyumlu

bulunmus olup bizim buldugumuz H4 ve H6 haplotipleri ortak olarak goriilmektedir.

Yaglh kuyruklu koyun irklarindan biri olan Akkaraman irkina ait haplotipler
Oner (2010) galismasindaki haplotipler ile uyum gdstermekte olup H4 ve H6
haplotipler goriilmektedir. Daglic irkinda Oner (2010) calismasinda H4 ve H6
haplotipleri gozlemlemis olup, calismamizda ise H6 ve HS8 haplotipleri tespit
edilmistir. Cinegapari irkinda Oner (2010) ¢alismasinda H4, H6 ve HS haplotiplerini
gbzlemlemis, Meadows (2009) ve ¢alismamizda ise H6 ve HS tespit edilmistir. Ivesi
irkinda Oner (2010) calismasinda H4 ve H6 haplotiplerini tespit etmis olup,
calismamizda ise H6 ve HS8 haplotipleri goriilmiistiir. Morkaraman irkinda bizim
calismamiz ile Meadows (2009)’un c¢alismasinda benzer sekilde H4 ve H6
haplotipleri goriiliirken, Oner (2010)’in ¢aligmasinda bu haplotiplerin yamisira H8
haplotipi de goriilmiistiir. Norduz irkinda ise Meadows (2009)’un ¢aligmasinda
sadece H6 haplotipini gozlemlemis olmasina karsin bizim c¢alismamizda H6

haplotipinin yaninda H4 haplotipi de goriilmiistiir. Gortildiigii gibi frekans1 goéreceli
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olarak diisiik olan H4, H8 ve H12 haplotiplerinin goriilmesi drnekleme farki nedeni
ile caligmalar arasinda fark yaratmaktadir. Ancak izole saf bir 1k olarak yetistiriciligi
yapilmayan yerli irklarimizda Ornekleme etkisinin frekans1 diisiik haplotiplerde

goriilmesi beklenir bir durumdur.

H DOEEN

Sekil 4.13. Tiirkiye, Asya ve Avrupa yelpazesinde Y kromozomu haplotip dagilimlar1 (Meadows ve
ark., 2006; Meadows ve ark., 2009; Ferencakovic ve ark., 2012; Parmaksiz, 2013)

Sekil 4.13’de Avrupa ve Asya’da yapilan Y kromozomu ile ilgili ¢caligsmalar
(Meadows ve ark., 2006; Meadows ve ark., 2009; Ferencakovic ve ark., 2012;
Parmaksiz, 2013) sonucu elde edilen haplotip dagilimlart harita iizerinde gosterilmis
olup, H5 ve H7 haplotiplerinin Avrupa’da, H4 haplotipinin Asya’da, H6 haplotipinin

ise hem Avrupa hem de Asya’da yaygin oldugu goriilmektedir.

Tiirkiye, cografik olarak Asya ile Avrupa arasinda bir geg¢is bolgesinde yer

aldig1 i¢in koyunlarin gb¢ yollarinda 6nemli bir merkez halini almistir. Clinkii 'Y
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kromozomu haplotiplerine bakildigi zaman H8 haplotipinin Tiirkiye’de, Asya’da ve
Avrupa’da oldugunu Sekil 4.13’deki haritadan gozlemlenmektedir. Bu 6zellik agikca
Tirkiye’nin bir gecis bolgesi oldugunun gostergesidir. H4 haplotipininde Tiirkiye’ye
Asya’dan goglerle geldigini fakat Avrupa’ya heniiz gegmemis oldugunu soylemek

mimkindiir.

4.2. mtDNA D-loop gen bolgesinden elde edilen bulgular

Bu bolge cok hizli evrimlesme gosterdigi i¢in gesitliligin cografi desenlerini
belirleme calismalar1 ve evrimsel ¢aligmalar i¢in siklikla kullanilir (Bruford ve ark.,

2003).

MtDNA D-loop gen bolgesine ait elde edilen 144 b¢’lik bolge PZR ile Cizelge
3.7 kosullarinda ¢ogaltilmistir.

PZR sonucunda yiikseltgenen mtDNA D-loop gen bdlgesine ait bantlarin
gozlenmesi icin %2’lik agaroz jeller kullanilmistir. Agaroz jel 0.5x TBE
soliisyonunun bulundugu tank icerisinde PZR iiriinleri kuyulara yiiklendikten sonra
120 V elektrik akiminda 30 dakika boyunca yiiritilmistir. Etidyum Bromid
(Etidium Bromide) ile boyanmis olan DNA molekiilleri ultraviyole (UV) 151k veren

Vilber Lourmat CN-3000 goriintiileme cihazinda goriintiilenmistir.

M MER1 MER2MER3 MER4 MERS MER 6 MER 7 MER S8

100 be

Sekil 4.14. Merinos 1rkina ait bireylerin mtDNA D-loop gen bolgesinin PZR sonrasi agaroz jelde
goriintiilenmesi (M=Marker 100 bg)
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Sekil 4.14’de Merinos (MER) 1rkina ait bireylerde PZR sonrasi agaroz jelde
marker ile birlikte yiiriitilmiis olup, hedef bolgenin 144 b¢ oldugunu marker

sayesinde dogru oldugu tahmin edilmistir.

Jel goriintiileme isleminden sonra PZR firiinleri yeterli olan bireyler secilerek

PZR iiriinlerinin temizleme kitleriyle saflagtirma asamasina gec¢ilmistir.

Daha sonra ornekler dizi analizine gonderilmistir. Dizi analizinden gelen
sonuglar Chromas Pro bilgisayar programi yardimiyla incelenmis, Bioedit bilgisayar
programinda gen bankasindaki referans (AF010406) diziyle karsilastirma yapilmastir.

§ Chromssero - Nudeotide Sequence MERZ-DLCOPL1 T - 1=}
& ¥

[ File Edit Analysic Options View Window Help N
B B S LR T *
20 30 40 50 [ 70

n LI | | | |

vy -

® H 0 S O00F B ®EE B W H C = ® = 0 = = Es w0 =5 N N = W 2Q CO ] " [ | ERE |
cC T 6 A TCAET TAT C 2 c6 2TX2CT TAT CRA TATOSRZT T T CCAA 2 R2ATATRZRADRAGAZGCTCTTCTTCTCLE 6

Il “hl‘k‘hw h

Sekil.4.15. mtDNA D-loop gen bélgesinin dizi analizi sonucunun Chromas-Pro’daki goriintiisii

Sekil 4.15’de Merinos 2 numarali bireyin dizi analizi sonucunun Chromas-Pro
bilgisayar programindaki gorlintiisii goriilmektedir. Bu program araciligiyla baz

dizilerine ait pikler dikkatlice incelenmistir.
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Sekil 4.16. Merinos irkina ait 4 nolu bireyin D-loop gen bdlgesinin dizi analizi sonucunun bir
kisminin Chromas-Pro’daki goriintiisii.

Sekil 4.16’da Merinos 4 numarali bireyin dizi analizi sonucu Chromas-Pro
bilgisayar programinda hizalanmis sekli goriilmekte olup dizi analizleri hizalanarak

niikleotid dizilimleri incelenmistir.
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Sekil 4.17. mtDNA D-loop gen bolgesinin dizi analizi sonucunun Bioedit programinda referans
diziyle goriintiilenmesi
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Sekil 4.17°de haplogrup B olan AF010406.1 referans diziyle Merinos bireyleri
karsilastirilmis olup haplogrup tayini yapilmustir.

Cizelge 4.7 mtDNA D-loop gen bolgesinin dizi analizi sonucunda haplogruplarin belirlenmesinde
kullanilan niikleotid degisimleri (Meadows ve ark., 2011)

Haplogrup 69.niikleotid | 86.niikleotid | 95.niikleotid | 120.niikleotid | 123.niikleotid
HaplogrupA | T T A A T
HaplogrupB | C G

HaplogrupC | C G G C
HaplogrupD | C G

HaplogrupE | C C G G

Calismamizda Cizelge 4.7 dikkate alinarak, Merinos 1rkina ait 15 bireyin

haplogrup B oldugu ve 4 bireyin ise haplogrup A oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.18. Demirci (2012)’ye gére mtDNA haploguplariin irk diizeyinde gosterilmesi (¥ Merinos
k1 bu g¢alismada haritaya katilmuistir)

Sekil 4.18’de Demirci (2012) calismasindaki haritasina Merinos irkina ait
haplogruplar eklenmistir. Merinos 1rkinin yakininda bulunan Gokgeada irkina benzer

haplogruplar (sadece B ve A haplogruplari) icerdigi gézlenmistir.
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Ayrica Merinos wrkinin Tiirkiye haritasindaki haplotip dagilimina bakildigi
zaman Demirci (2012) calismasiyla parelellik gostermekte oldugu goriilmektedir.
Ciinkii Avrupa’ya dogru gidildik¢e haplogrup B’nin daha yaygin oldugu ve Merinos

irkinin da Avrupa kokenli bir irk oldugu bilinmektedir.

A haplogrubu Asya koyunu irklari arasinda yaygin olarak bulunurken
(Heindleder ve ark., 2002), Avrupa koyun irklarinda ise yalnizca B haplogrup
bulundugu ve bu grubun yayginliginin Avrasya’da bulunan irklarda gozlenenden
diisiik oldugu bildirilmistir (Heindleder ve ark., 2002; Guo ve ark., 2005; Meadows
ve ark., 2005).

Merinos koyun 1rk1 Tiirkiye’ye Avrupa’dan getirildigi bilindigi i¢cin normalde
tiim bireylerin haplogrup B olmasi beklenirdi. Fakat 4 bireyin haplogrup A ¢ikmasi,
Merinos 1rkinin Tiirk yerli koyun irklarindan biiytik bir olasilikla Sakiz ve Gokgeada

wrklartyla karistigini séylemek miimkiindiir.

4.3. Otozomal Kromozomlardaki Mikrosatellit Lokuslarina Ait Bulgular

4.3.1 OarVH?72 isimli mikrosatellit bolgesine ait bulgular

OarVH72 adli mikrosatellit bolgesi PZR kosullart optimize edildikten sonra
Cizelge 3.11. kosullarinda ¢ogaltilmistir. PZR sonucunda yiikseltgenen bu bdlgeye
ait bantlarin gozlenmesi icin % 2’lik agaroz jeller kullamilmistir. Agaroz jel 0.5x
TBE soliisyonunun bulundugu tank igerisine konulduktan sonra agaroz jeldeki
kuyulara PZR sonucu olusan iiriinler yiiklenerek 110 V elektrik akiminda 40 dakika
yiritilmistir. Etidyum Bromid (Etidium Bromide) ile boyanmis olan DNA
molekiilleri ultraviyole (UV) 1sik veren Vilber Lourmat CN-3000 goriintiileme

cihazinda goriintlilenmistir.
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Sekil 4.19. OarVH72 mikrosatellit bolgesinin PZR sonras1 agaroz jelde goriintiilenmesi (M=Marker)

Sekil 4.19°da Morkaraman koyun 1rkina ait 6rnekler PZR sonrasi agaroz jelde
markor ile birlikte yiiriitiilmiis olup hedef bolgenin uzunlugu 121 — 145 bg arasinda
oldugu i¢in, markor sayesinde olusan iiriinlerin uzunlugu tahmin edilmis olup hedef

bolgenin yiikseltgendigi sonucuna varilmistir.

4.3.2. OarFCB226 isimli mikrosatellit bolgesine ait bulgular

OarFCB226 adli mikrosatellit bolgesi PZR kosullar1 optimize edildikten sonra
cizelge 3.13. kosullarinda ¢ogaltilmistir. PZR sonucunda yiikseltgenen bu bolgeye ait
bantlarin gbézlenmesi icin % 2’lik agaroz jeller kullanilmistir. Agaroz jel 0.5x TBE
soliisyonunun bulundugu tank igerisine konulduktan sonra agaroz jeldeki kuyulara
PZR sonucu olusan iriinler yiiklenerek 110 V elektrik akiminda 40 dakika
yirlitilmisttir. Etidyum Bromid (Etidium Bromide) ile boyanmis olan DNA
molekiilleri ultraviyole (UV) 151k veren Vilber Lourmat CN-3000 goriintiileme

cihazinda goriintiilenmistir.

-—
R —————

200bp

Sekil 4.20. OarFCB226 mikrosatellit bolgesinin PZR sonrasi agaroz jelde goriintiilenmesi
(M=Marker)
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Sekil 4.20°de Morkaraman koyun 1rkina ait 6rnekler PZR sonrasi agaroz jelde
marker ile birlikte yiiriitiilmiis olup, hedef bolgenin uzunlugu 118 — 160 bg oldugu
bilinmekte ve marker sayesinde olusan iirlinlerin uzunlugu tahmin edilmis, bu

bolgenin yiikseltgendigi sonucuna varilmistir.

4.3.3. Mikrosatellit lokuslarindan elde edilen verilerin bant uzunluklarimin

hesaplanmasi

PZR sonucunda ¢ogaltilmis bolgelerin uzunluklarinin belirlenmesinde kapiller
elektroforezi (ABI 3100 Genetic Analyzer) kullanilmis olup, genotipleme icin
gerekli ham veriler ticari firmadan tarafimiza gonderilmistir. Her bir mikrosatellit
bolgesi degisik renkte (FAM ve HEX) isaretlenmis ve uzunluklar1 TAMRA
(Tagman® TAMRA™ Probe) isimli standart isaretleyici yardimi ile belirlenmistir. Bu
standart isaretleyiciye gore belirlenen uzunluk degerleri bilgisayara kaydedilmistir.
Asagidaki sekilde ABI 3100™ kapiller elektroforezinde okumasi yapilan bireylerden
alinan piklere ait goriintiiler verilmistir. Elektroferogramlardan data analizi ve
diizeltmesi i¢in  Applied Biosystems Peak Scanner™  Software v1.0

(www.appliedbiosystems.com) programi kullanilmistir.
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Sekil 4.21. OarVH72 mikrosatellit bolgesine ait Karayaka 28 nolu bireyde heterozigot piklerin
elektrofenogrami
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Sekil 4.21°de Hex ile isaretlenmis KRY 28 nolu bireyin iki pik olusturdugu
icin heterozigot allele sahip oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.22. OarFCB226 mikrosatellit bolgesine ait Morkaraman 5 nolu bireyde heterozigot piklerin
elektrofenogrami

Sekil 4.22°de Fam ile isaretlenmis KRY 28 nolu bireyin heterozigot allele
sahip oldugu goriilmektedir.

Bu analizler sonucunda OarVVH72 mikrosatellit lokusunda 9 allel, OarFCB226
da ise 17 allel tespit edilmistir. Bu alleller Cizelge 4.8’de verilmistir
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Cizelge 4.8. Calismada genotiplendirilen mikrosatellit lokuslarinda goriilen allel uzunluklari

Allel sayisi OarVH72 OarFCB226
1 119 108
2 121 116
3 123 120
4 125 128
5 127 130
6 129 132
7 131 134
8 133 136
9 135 138
10 140
11 142
12 144
13 146
14 148
15 150
16 152
17 154

Cizelge 4.8’de Otozomal kromozomlardaki OarVH72 ve OarFCB226

mikrosatellitlerine ait allel uzunluklar1 goriilmektedir.

4.4. Istatistiksel Analizler Sonucu Elde Edilen Bulgular

Analizlerde kullanilan koyun 1rklar1 c¢izelge ve sekillerde kisaltilarak

yazilmistir. Bu kisaltmalar ve agiklamalar1 Cizelge 4. 9°de verilmistir.
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Cizelge 4.9. Analizlerde kullanilan irk kisaltmalarini agiklamalari

Kisaltma Irk ada
Sak Sakiz
Hem Hemsin
Nor Norduz
Dag Daglic
Mor Morkaraman
Kiv Kivircik
Kry Karayaka
Ive Ivesi
Gok Gokgeada
Akk Akkaraman
Krg Karagiil
Cig Cinegapart1
Her Herik
Mer Merinos

4.4.1. Y kromozomu belirteclerinin sonuclarina ait analizlerde elde edilen

istatiksel bulgular

4.4.1.1. Fstdegeri
Populasyonlar arasi farkin 6nemli olup olmadigini gérmek igin Fst degerleri
hesaplanmistir. Biitiin populasyonlar i¢in hesaplanan ikili irklar aras1 Fsr degerleri

Cizelge 4.10°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.10. Y Kromozom haplotip frekanslarina gore irklar arasindaki Fsr degerleri
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Cizelge 4. 10 sonuglarina bakilarak en biiylik Fst degerlerinin 0,60247 olarak
KRG (Karagiil) ve KIV (Kivircik) irklart arasinda oldugu tespit edilmis olup bu iki
ikin karsilastirilanlar arasinda birbirine genetik olarak en uzak irklar oldugu
anlasilmaktadir. Fst degerleri 0,5’ten biiylik ise biiyiikk bir genetik farklilagmanin
gecerli oldugu soylenebilir (Wright, 1978; Ozkan, 2005).

4.4.1.2. Mantel test analizi

Bu analiz agsamasinda Tiirkiye’deki koyun 1rklar1 arasinda cografik uzaklik ile
genetik uzaklik (Fst) arasinda onemli bir korelasyonun olup olmadigi 1000 kez

permiitasyon ile test edilmistir.

Mantel testi sonucuna gore hesaplanan korelasyon katsayisi (r= 0,08688)
kiiciiktiir ve istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,216>0,05). O halde wrklarin Y
haplogrup ferakans dagilimlar1 uzaklikla benzesmenin azaldigi bir gé¢ modeline

uymamaktadir.

4.4.1.3. Medyan birlestirme ag1 (Median joining network) analizi

Medyan Birlestirme Ag1 (Bandelt ve ark., 1999) analizi Y kromozomunda
bulunan SRY ve SRYMIS8 bolgelerinin dizi analizi yapildiktan sonra elde edilen
haplotiplerin yakinliklar1 molekiiler yakinliklarina (aralarindaki mutasyon farklarina)
gore NETWORK 4.6.1.0 (www.fluxus-engineering.com) programi kullanilmasiyla Sekil
4.24° te gorsellestirilmistir. Bu sekilde haplotipler arasindaki iligki ve her haplotipi
sergileyen koyunlarin tipi (yagl kuyruklu, yarim yagl ve ince kuyruklu) ve irklar

goriilmektedir.
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Yagh kuyrukiuirklar .
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Sekil 4.23. Medyan birlestirme ag1 analizi ile haplotiplerin koyunlardaki kuyruk tipine gére durumu

Sekil 4.23°de H4, H6 ve HS8 haplotiplerinin yaglh kuyruklu, ince kuyruklu ve
yar1 yagl kuyruklu koyun irklarinda bulundugunu fakat H12 haplotipinin sadece yar1
yaglt kuyruklu koyun irkinda (sadece Sakiz irkinda bulundugu Cizelge 4.4’te
sunulmakta) bulundugu goriilmektedir. Ayrica H4 ve HS8 haplotiplerinin; H6
haplotipiyle genetik olarak iligkili oldugu ve birbirlerinden bagimsiz olarak H6’dan
evrimlestigini sOylemek miimkiindiir. Benzer sekilde H12 6zgiin haplotipinin de

H8den tiiredigi goriilmektedir.

4.4.1.4. Cok degiskenli 6lcekleme (Multidimensional scaling =MDS)

analizi

Cok Degiskenli Olgekleme Analizi yardimiyla irklar arasindaki ikili uzakliklar

matriksinin bilgileri bagimsiz eksenler lizerinde incelenebilir hale gelmektedir.
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Sekil 4.24. Cok degiskenli 6l¢gekleme analizi sonucu olusturulan iki eksen tizerinde gézlenen irklar
arasi farklar. (Irk kisaltmalar1 Cizelge 4.9’ da verilmistir)

Y kromozomu haplotipleri agisindan Kivircik-Karagiil irklarmin birbirine
olduk¢a uzakta konumlandiklari i¢in bu irklarin genetik olarak birbirinden farkli
oldugu sodylenebilir. Bu durum daha once Fst ile saptanmisti. Cok degiskenli analiz
de Fst’lere gore yapilmistir. Karagiil iilkemize 1929 yilinda Rusya’dan getirilen yagh
kuyruklu bir wrktir. Kivircik ise Avrupa irklaria en yakin irktir. En biiytlik farkin bu
iki 1tk arasinda gozlenmesi ve hemen ardindan da karismis durumda bile olsa
Merinos ile Karagiil arasinda yine oldukga biiytlik bir fark gozlenmesi beklenen bir
durumdur. Karagiil irkinin bir “dis grup” gibi referans noktasi olusturmasi dikkat
¢ekicidir. Ayrica, Y kromozomu haplotipleri agisinda Akkaraman ve Norduz irklar
ise birbirine yakin konumlandigi i¢in bu iki irkin genetik olarak birbirine yakin irklar
oldugu soylenebilir. Norduz irki, Akkaraman irkini’in bir varyetesi olduguna
inanilmaktadir (Ocak ve ark., 2009). Sunulan g¢alismadaki sonuglar da bu inanisi
desteklemektedir. Irklar arasinda sergilenen bu iligkiler sonug¢larin giivenilirligini

arttirmaktadir.
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4.4.2. Otozomal kromozomdaki mikrosatellit verilerin istatistiksel

analizleri sonucu elde edilen bulgular

Sunulan g¢alismada istatiksel analizlerin tiimii “Tiirkiye Yerli Evcil Hayvan
Genetik Kaynaklarindan Bazilarmin In Vitro Korunmasi ve On Molekiiler
Tanimlanmasi-I (TURKHAYGEN-I, www.turkhaygen.gov.tr) adli projesine ait 8
mikrosatellit lokus ve 199 birey i¢in gergeklestirilmistir. Bu lokuslardan OarCP34,
DYMSL1, OarHH47, OarFCB20, OarFCB304 ve ILST11 adl lokuslar Acar (2010)
tarafindan calisilmis, OarVH72 ve OarFCB226 adli lokuslar ise tarafimizca tekrar
calisilmigtir. Ciinkii bu son iki lokus daha 6nce bagka bir makina ile ¢alisilmisti ve bu
sonuglarin gilivenirligi ile ilgili soru isareti mevcuttu. Tim bu lokuslara ait allel

sayilar1 asagidaki cizelge 4.11°de belirtilmistir.

Cizelge 4.11. Analizleri yapilan otozomal mikrosatellit lokuslarina ait allel say1si

Lokus Ad1 Allel Sayisi
OarCP34 8

DYMS1 17
OarHH47 14
OarFCB20 16
OarFCB304 23
ILSTSO11 10
OarVH72 9
OarFCB226 17

4.4.2.1. Otozomal kromozomlardaki mikrosatellit sonuclarinin F s

degerleri

Tiim lokuslara ait beklenen, gozlenen heterozigotluklar aralarindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli olup olmadigi (Hardy-Weinberg dengesinden anlamli
olarak sapip sapmadigi) Fis istatistigi ile ve permiitasyon testleri ile gozlenmis olup

Cizelge 4.12° de sunulmustur.
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katsayilar1 (Fis )

Cizelge 4.12. Analiz edilen lokuslarda beklenen (He), gbzlenen heterozigotlar (Ho) ve saf yetistirme
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Cizelge 4.12°de 8 farkli mikrosatellit bolgesi arastirilmis olup, bu bolgelerin
hepsi bir arada diislintildiiglinde irklarin Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadigi
Fis degerleri ile gozlemlemek miimkiindiir. Calisilan populasyonlar i¢in hesaplanan
Fis degerlerinin -0.264 ile 0.376 arasinda degistigi belirlenmistir. Negatif olarak
belirlenen populasyonlarda énemsiz diizeyde heterozigot fazlaliginin mevcut oldugu
sOylenebilir. Fis degerleri sifira yakin ve 6nemsiz diizeyde pozitif degerde olanlar ise
Hardy-Weinberg dengesinin populasyonlarda mevcut oldugunun gostergesidir. Fis
degerlerinin “Onemli olmadig1 (nonsignificant =NS)” goriilmiistiir. Bu sonuglardan
yola ¢ikilarak populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesine sahip oldugu sdylenebilir.
Fakat Akkaraman irkinin OarFCB304 lokusunda Fis degeri significant ¢iktig1 i¢in bu
allel icin Hardy-Weinberg dengesinden saptig1 goriilmektedir. 1/20 oraninda sapma
bekleniyor olmasina ragmen sapmanin 1/80 oraninda oldugu tespit edilmistir. Bunun
sonucunda da kullanilan lokuslarin  uygunlugunu Ornegin  bir allelin

yiikseltgenememe durumunun olmadigima (allelic drop out) ve okumalarin glivenilir

olduguna isaret etmektedir.

4.4.2.2. Yapi (Structure) analizi ve ana kiime (k) sayis1

Yapt (Structure) Analizi igin; Structure Console v 2.3.3 (Pritchard, 2000)
programi kullanilmistir. Burn-in uzunlugu 30.000 ve bunu takip eden 100.000
MCMC basamagiyla Program 2-13 arast K degeri icin 5 kere tekrar edilmistir.
Benzerlik katsayilarn CLUMPP v1.1.2 (Jakobsson ve Rosenberg, 2007) ile

hesaplanmustir.
Yap1 (Structure)-Konsol sonuglarini  goriintiilenmesi  i¢in  Distruct 1.1

(Rosenberg, 2004) yazilimi kullanilmistir. K=2, K=6 ve K=9 degerleri i¢in alinan
sonuclar Sekil 4. 25-26-27’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.25. Yap1 Analizi sonug grafigi, K=2 degerinde populasyonlarin genetik yapisinin
goriintiilenmesi

Sekil 4.25’te K=2 degeri, diger bir deyisle 2 atasal populasyon varlig
varsaylldiginda 1rklarin  benzerliklerini ve karisma oranlarmmi goérsel olarak
yorumlamamizi saglamaktadir. Tek bir renk gézlenmesi irktaki karigimin olmadigini

gosterir.

Cizelge 4.13 K=2 degerinde, 6nceden tanimlanmis kiimelere gore irklarin tiyelik katsayilari

Irk Kiime 1
0.46399

0.49385

Nor 0.49564
0.492305

0.46965

Kiv 0.48059
Kry 0.49031
i 0.48656

0.49468
0.46017

Cizelge 4.13’te K=2 degerinde 2 kiime (atasal populasyon) var sayildiginda
golgelenmis kutular 1k icin en yiiksek {yelik katsayisint veren kiimeleri

gostermektedir.
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Sekil 4.26. Yap1 Analizi sonug grafigi, K=6 degerinde populasyonlarin genetik yapisinin
goriintiilenmesi

Sekil 4.26’da K=6 degeri ile 6 kiime varliginda irklarin birbirlerine

benzemeleri ve karisma oranlarini gorsel olarak yorum yapmamizi saglamaktadir.

Buna gore diger irklara oranla en az karisimin oldugu irk Sakiz irkadir.

Cizelge 4.14 K=6 degerinde, 6nceden tanimlanmig kiimelere gore irklarin tiyelik katsayilari

Irk | Kiime1 Kiime 2 Kiime 3 Kiime 4 Kiime 5 Kiime 6
Sak [0.07822 0.0747 0.0876 0.08267 0.597595 0.07921
Hem | 0.193045 0.19262 0.18114 0.19114 0.04135 0.200725
Nor |0.16954 0.170235 0.18089 0.177925 0.119465 0.18195
Dag |0.170705 0.163447 0.192137 0.185484 0.118874 0.169389
Mor |0.17478 0.179185 0.18123 0.18577 0.087055 0.192
Kwv |0.182085 0.177995 0.17249 0.16537 0.143155 0.1589
Kry |0.194825 0.180265 0.188905 0.180505 0.051715 0.203745
ive [0.17741 0.163905 0.20064 0.177205 0.108575 0.17227
Gok |0.194605 0.21329 0.151885 0.175765 0.105795 0.158665
Akk |0.17446 0.18568 0.16818 0.183835 0.087565 0.20035

Cizelge 4.14’de K=6 degerinde 6 kiime (atasoy) olarak goriilmekte olup,
golgelenmis kutular 1k i¢in en yiiksek {yelik katsayisim veren kiimeleri
gostermektedir. Sayisal olarak bakildiginda en az karisim gosteren ve saf olan 1tk %
60 iyelik katsayisina sahip olan Sakiz (Sak) irkidir. Biitiin wrklar karisik olmakla
beraber K=6 da Sakiz (Sak)’dan sonra Gokg¢eada (Gok) diger irklara gore daha saf
gibi goriilmektedir.
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Sekil 4.27. Yap1 Analizi sonug grafigi, K=9 degerinde populasyonlarin genetik yapisinin
goriintiilenmesi

Sekil 4.27°de K=9 degeri 9 kiimenin varliginda irklarin karisma oranlarin
gorsel olarak yorum yapmamizi saglamaktadir. Buna gore digerler irklara oranla en

az karigimin oldugu 1rk yine Sakiz irkidir.

Cizelge 4.15 K=9 degerinde, 6nceden tanimlanmis kiimelere gore irklarin iiyelik katsayilar

Irk |Kiimel |Kiime2 |[Kiime3 |Kiime4 |Kiime5 |Kiime6 |Kiime?7 |Kiime8 |Kiime9

Sak |0.518655 | 0.05771 |0.05628 |0.06237 |0.06043 |0.06429 |0.06256 |0.0589 0.05882

Hem | 0.02335 |0.12481 |0.12384 |0.12125 |0.122195 | 0.119765 | 0.119765 | 0.12215 |0.12292

Nor |0.073785 | 0.118495 | 0.11056 |0.117975 |0.11381 |0.117065 | 0.12091 |0.11675 |0.11066

Dag |0.059811 | 0.111758 | 0.116168 | 0.120905 | 0.116795 | 0.124763 | 0.117653 | 0.114484 | 0.117658

Mor | 0.046975 | 0.12938 |0.11283 |0.11832 |0.114115 | 0.116225 | 0.126115 | 0.12244 |0.11359

Kiv | 0.074775 | 0.107415 | 0.12403 |0.116425 | 0.119615 | 0.11569 |0.10892 |0.111375 |0.121775

Kry [0.02997 |0.122 0.11327 [0.12022 |0.126675 | 0.125415 | 0.12152 |0.122475 |0.11843

Ive |0.06021 |0.112485 |0.107635 | 0.12254 |0.11849 |0.129345 |0.12118 |0.114785 | 0.113395

Gok [0.05464 [0.111975 [0.15169 |0.11174 [0.11971 |0.10102 |0.101775 |0.114675 |0.13281

Akk ]0.04495 [0.137175 | 0.119905 | 0.11177 |0.11294 |0.10539 |0.1262 0.1271 0.1146

Cizelge 4.15’de K=9 degerinde 9 kiime (atasoy) olarak goriilmekte olup,
golgelenmis kutular 1k icin en yiiksek {yelik katsayisint veren kiimeleri
gostermektedir. Sayisal olarak bakildiginda en az karisim gosteren irklar sirayla
yaklasik % 52 iiyelik katsayisina sahip olan Sakiz ve % 15 ile Gokgeada irklaridir.
Fakat tiim K’larda Sakiz irkinin daha az olmakla beraber tiim irklarimizin melezlik
gosterdiklerini sdylemek miimkiindiir. Eger irklarimiz saf irklar olsaydi her biri net

ayri1 bir renkle temsil edilecekti.
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4.4.2.3. Temel koordinat analizi (Principal coordinates analysis =PCo0A)

Farkli irklara ait bireylerin genetik degerlerinin ortalamasi, irk merkezleri
kullanilarak, GenAIEX (Peakall ve Smouse, 2006) programi ile PCoA yapilmustir.
Sonug grafigi Sekil 4.28’de sunulmaktadir.

Principal Coordinates (PCoA)

@ gokceada
@ sakiz
3\ @ kivircik
c -
o ¢ daglc
4 “nporduz
w
€ hemsin € akkaraman
¢ karayaka . © morkaraman
@ |ivesi
Eksen 1

Sekil 4.28. Irk merkezleri i¢in olusan PCoA goriintiisii

Sekil 4.28’de itk merkezleri i¢in PCoA’da 1. eksen varyasyonun % 28.04’{inii,
2. eksen ise varyasyonun % 26.42’sini kapsadig1 belirlenmistir. Boylece ilk iki eksen
irklar aras1 varyasyonun yaklasik % 54’ iinii sergilemektedir.

Eksenlerden 1. eksende Sakiz ki diger irklardan bariz bir sekilde
ayrilmaktadir. Bu ayrimi Yapr Analizinde de goriilmiistii. Ayni sekilde Sakiz kadar

olmasa da Karayaka ve Gokgeada 1rki da diger irklar toplulugundan ayrilmaktadir.

Diger taraftan 2. eksende Kivircik, Gokgeada ve Sakiz irklarimi diger irklardan
ayirmaktadir. Bu ayirimin nedeninin bu wrklarin Avrupa irklarina benzemeleri oldugu
Onerilebilir. Bu wrklar, ince kuyruklu ya da muhtemelen ince kuyruklu bireylerle ile
melezlenmis yarim yagli kuyruklu ozellige sahiptirler. Bu eksende oObeklenen
Tiirkiye’nin dogu 1rklari icinde Akkaraman ile Morkaraman irklarinin yakinligi goéze

carpmaktadir. Yine Hemsin her ne kadar uylugu yagh bir irk olarak yagl kuyruklu
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irklar arasinda yer almaktaysa da Karadeniz’deki komsusu Karayaka’ya da

benzemekte ona da yakinlasmaktadir.

Bu analizin sonuglarinda da Yapi1 Analizinde gozlendigi gibi oncelikle Sakiz
daha sonra da Karayaka ve Gokc¢eada’nin diger koyun irklariin olusturdugu 6begin
dis ceperinde kalarak farkli olduklari goériilmektedir. Yapi1 analizi ise bu irklarin

goreceli olarak daha saf oldugunu gostermektedir

4.4.2.4. Komsu birlestirme (Neighbor joining-NJ) agaci

Mikrosatellit verilerine ait dosya genopop dosyasina doniistiiriiliip uzaklik
matriksleri kullanilarak yapilan Komsu Birlestirme (Neigbour Joining-NJ) agaclari
ve bu agaglarin ¢oz-bagla degerleri Populations 1.2.30 (Langella, 1999) ile
olusturulmus ve Treeview (Page, 1996) ile goriintiilenmistir. Cizilen agacin
giivenilirligini belirlemek i¢in yapilan “¢c6z bagla (bootsrap)” testi sonucunda ayni
gruplanmanin verildigi degerler yiizdelik cinsinden agacin iizerinde belirtilmistir.
Yani agacin c¢izim islemi 1000 defa tekrar edildiginde yiizde kagmin ayni
gruplanmay1 verdigi agacin lizerindeki dallanma noktalarinda belirtilmistir. Sonugta
ortaya ¢ikan aga¢ Sekil 4.29°da sunulmaktadir. Agag¢ ¢iziminde Reynold’un genetik
uzakligi mikrostellitler i¢in kullanilmasi tavsiye edildiginden kullanilmistir (Agan,
2012).
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GOKCEADA

KARAYAKA

KIVIRCIK

HEMSIN

DAGLIG

NORDUZ

AKKARAMAN
MORKARAMAN

SAKIZ

Sekil 4.29. Reynold’un uzakliklari kullanilarak ¢izilen Komsu Birlestirme agaci ve 1000 tekrarla
olusturulmus ¢6z-bagla degerleri

Sekil 4.29°da genel olarak Sakiz ile diger irklar arasindaki uzakligin (agactaki
dal uzunlugunun) diger ikili dal uzunluklarindan daha fazla oldugu gozlenmektedir.
Bu durum bu irkin en azindan kullanilan 6rnekleri ve lokuslari bazinda diger
irklardan daha fazla genetik kayma gosterdigini isaret etmektedir. Genetik kayma
etkin populasyon sayisinin goreceli olarak diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu
da izolasyondan ve erkek sayisinin azligindan kaynaklanmaktadir. Sakiz irki bu
irklardan izole bir cografyada yasamakta oldugu i¢in bu sekilde bir ayrilma olmasi
beklenen bir sonucgtur. Karayaka ve Gokgeada irklari da Yapi Analizi sonuglarinda,
Temel Bilesenler Analizinde ve simdi de Komsu Birlestirme Agacinda oldugu gibi
saf, digerlerinden ayri, kendilesme katsayilar1 yiiksek irklar olarak gozlenmektedir.
Yine yagl kuyruklu koyun irklarindan olan Norduz, Morkaraman, Akkaraman ve
Dagli¢ wrklarimin birbirine yakin bulunmalar1 da beklenen sonuglardan biridir.

Ozellikle Akkaraman Morkaraman yakinlig1 goreceli olarak yiiksek ¢6z bagla degeri
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(61) sergilemektedir. Ivesi ise ¢aliymamizda bu yagl kuyruklu koyunlardan genetik
olarak ayrilmaktadir. Yine Gokgeada ve Kivircik bir arada olarak tiim diger irklardan
% 64 oraninda ayrilmaktadir. Bu arada olmasinin Temel Bilesenler Analizinde de var
olmasi ortak atadan gelmeleri kadar Merinos katkisi almis olmalarindan olabilir. Ne
yazik ki Merinos orneklerinde 8 mikrosatellit lokusu ¢aligilarak Merinos 1rkini

analizlere karsilastirma amacl yerlestirmek miimkiin olmamuistir.

4.5. Tartisma

4.5.1. SRY bolgesi

Evcil koyunlarin atasi olabilecegi Onerilen ve ilk kez galisilan Ovis gmelinii
anatolica bireylerinden elde ettigimiz sonuglardan yola ¢ikilarak, evcillerde en ¢ok
bulunan haplotipin (H6) ata haplotip olabilecegi savi desteklenmistir. Bu sav ayrica

Medyan Birlestirme Aginda H6’nin merkez konumu ile de desteklenmektedir.

Ayrica mtDNA ve Y kromozomu belirtegleri kullanarak karigmakta oldugu
sOylenen daha Once hig¢ ¢alisilmamis bir 1rk olan Bandirma Koyunculuk Enstitiisiinde
bulunan Merinos 1rki ve Anadolu evcil koyun irklarindan olan Herik ve Karagiil

irklart da 'Y kromozomu polimorfizmi agisindan ilk defa ¢aligilmistir.

Meadows ve arkadaslar1 (2006) ¢esitli evcil koyun irkina ait 458 bireyi SRY
oY1 SNP’1 bakimindan genotiplendirmislerdir. Bireyler bu SNP bakimindan biallel
olup, % 71.4 oraninda A-oY1 allelinde ve irklarin genelinde gézlemlemisler, G-0Y1
allenin ise daha nadir oldugunu tespit etmislerdir. Meadows ve Kijas (2009)’da 5 tiir
yabani koyun 1rk1 ve daha fazla evcil koyun ile yaptiklar: ¢alismada A-0Y'1 allelinin
yaygin oldugunu da bulmuslardir. Koyunlarda SRY gen bdlgesinin arastirilmasi
sonucunda evcil koyun irklarinda sadece iki allel olmasina ragmen (A-0Y1 ve G-
oY1) yaban koyunlarda 7 adet allel (0Y2-0Y8) tespit edilmis ve bu 7 allel higbir
evcil koyunda bulunmazken, evcil koyunlardaki alleller de yabani koyunlarda
gozlemlenmemistir (Meadows ve ark.,2006). Ancak, yaban koyunlar arasinda evcil

koyunlara atalik ettigi diigiiniilen Ovis gmelinii anatolica daha once ¢aligilmamustir.
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Diger yaban koyunlarinda goriilen allellerin evcil koyunlarda da gdriilmemesi evcil

koyunlarin bu yaban koyunlarindan tiiremediginin gostergesi olarak diisiiniilebilir.

Oner ve arkadaslar1 (2011) Tiirkiye’deki 10 yerli koyun irklar1 {izerine
yaptiklar1 calismada SRY gen bdlgesinde sadece A-oY1 alleline rastlamislardir
(Oner ve ark., 2011).

Ferencakovic ve arkadaslari. 2012°de Dogu Adriyatik koyun irkina ait 159
evcil koyun ve 21 mouflon bireylerinde yaptiklari calismada da SRY gen bolgesinde
iki allel tespit etmislerdir. Ayni sekilde A-oY1 allelinin daha yiiksek frekansta
oldugunu ve G-oY1 allelinin ise diisiik frekansta (% 2.6 ) oldugunu bulmuslardir

(Ferencakovic ve ark.,. 2012).

Cesitli aragtiricilar tarafindan Tiirkiye’den yapilan calismalarda (Cizelge 4.6.)
343 birey Anadolu evcil koyunlarda, Anadolu Yaban Koyunu (Ovis gmelinii
anatolica)’na ait 16 bireyde (Cizelge 4.4.), Avrupa’dan getirilen Merinos irkina ait
12 bireyde (Cizelge 4.5.) olmak tizere biitiin bireylerde SRY geninin 5’ promotor gen
bolgesinin (549 bg) sekanslanmasi sonucu 88. Niikleotidin (SNP bolgesinin) A-0Y'1
alleli ¢ikmistir. Biiylik bir olasilikla G-oY1 alleli Avrupa’da ortaya ¢ikmis ve
ekonomik olarak Onemi olan bireylerde secilim esnasinda frekansim
yiikseltgeyebilmistir. Bunu destekleyen bir ¢alisma da bulunmaktadir. Paiva ve
arkadaslar1 (2006) Brezilya koyunlarinda SRY bolgesini SNP agisindan arastirmis ve
A-0Y1 ve G-oY1l allellerinin her ikisini de gozlemis olup A-oY1 allelini
populasyonunlarda yaygin oldugunu fakat yapagi verimleri bakimdan yiiksek olan
ticari rklarda G-oY1 allel frekansinin daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. O
halde bu allel verim yoniinden giiclii seleksiyon baskisi altinda bulunan irklarin
igerildigi Avrupa’da orta ¢ikmis olabilir. Ayrica Ouna ve arkadaslar1 (2006) Afrika

koyun wrklarinda yaptiklari calismada da sadece A —0Y1 alleline rastlamislardir.
Normalde gen cesitligi fazla olan evcil koyunlar Anadolu’dan yayilmakta

oldugu halde Anadolu’da G-oY1 alleline rastlanmamis olmasi da allelin Avrupa’da

ortaya ¢ikmis oldugu savi ile uyusmaktadir.
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Sunulan bu g¢alismada SRY boélgesindeki hem oY1 hem de diger allelerde
ozellikle Avrupa kokenli olan Merinos 1rkinda ve MDS analizinde (Sekil 4.18) diger
irklardan ayrilan Kivircik irkinda polimorfizm beklenmekteydi fakat hem oY1 hem
de gen bolgesindeki diger kisimlarda herhangi bir polimorfizm tespit edilmemistir.
Belki bu gozlemler Avrupa’da frekansimi arttirmis olan G-0Y1 mutasyonun
Tiirkiye’ye gelmedigi (yeteri oranda gelmedigi/ gelse bile kayboldugu) seklinde

yorumlanabilir.

Y kromozomu agisindan polimorfizm oraninin az olmasi biiyilik bir olasilikla
etkin populasyon biiyiikligiiniin diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir. Etkin
populasyon (erkek) biiyiikliigliniin diisiik olmas1 varyasyonun diismesine neden
olmaktadir. Bir baska olasilik ise Y kromozomunun seleksiyon baskisinda kalmis
olmasidir. Ancak ¢ok az gene sahip bir kromozom olan Y kromozomunun seleksiyon
baskisinda kalmis olma ihtimali zayiftir. Ayrica lireme bicimleri nedeniyle etkin
populasyon biiyiikliigliniin goéreceli olarak az oldugu bilindiginden polimorfizm

gbzlenmemesinin asil nedeninin bu durum oldugu kabul edilebilir.

4.5.2 SRYM18 bolgesi ve haplotipler

Sunulan caligmada irklar igerisinde sadece H6 haplotipe sahip olan Kivircik
irk1, Anadolu Yaban Koyunu ve Merinos 1rki olup, H12 haplotipi ise sadece Sakiz
irkinda goriilmiistiir. Ayrica Gokgeada, Karayaka, ve Herik irklarinda ise 3 farkh
haplotip (H4,H6, H8) tespit edilmistir.

Ayrica bu ¢alismada; Anadolu Yaban Koyunu, Bandirma’da bulunan Merinos
irk1 ve Herik ile Karagiil irklar1 Y kromozomal polimorfizimler acisindan ilk defa
incelenmigstir. Turkiye’de bulunan koyun irklarinin tiimii i¢in, elde edilen sonuglar
daha once evcil koyun 1rklarindaki Y kromozomuna ait gen bolgelerinin incelenmesi

sonucu ortaya ¢ikan sonuglarla uyumlu oldugu tespit edilmistir.
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Haplotipler arasinda en yaygin ve genellikle irklarda sik goriilen H6 haplotip
frekansinin en yiiksek oldugu irklar; Kivircik, Merinos, Gokgeada 1rklar1 ve Anadolu

Yaban Koyunu olup en diisiik oldugu irk ise Karagiil’diir.

Ouna ve arkadaslar1 (2006) Afrika kokenli gesitli koyun irklarina ait bireyleri
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada SRYMI18 mikrosatellitinden fragment analizi
yaparak 5 farkli haplotip (H3, H4, H6, H8, H9) belirlemislerdir. Bu haplotiplerden
frekans1 % 72.9 olan ve en yaygin haplotipin H6 oldugunu tespit etmislerdir.

Meadows ve Kijas (2009) SRYM18 mikrosatellit bolgesinin hem fragment
analizi hem de DNA dizi analizini yaparak 6 adet yeni haplotip (H12, H13, H14,
H15, H16, H17) daha belirlemislerdir. Tiirkiye’de bazi1 yerli koyunlara ait
haplotiplerin H4, H6, H7, H8 ve HI2 olmak iizere 5 farkli haplotip
gozlemlemiglerdir. Sunulan ¢alismadan farkli olarak H7 haplotipini Karakas irkina
ait bireylerde tespit etmislerdir. Fakat calisilan Ornekler arasinda Karakas

(Akkaraman koyunlarinin bir varyetesi) irkina ait birey bulunmamaktadir.

Oner ve arkadaslari (2010) Tiirkiye’deki yerli koyunlarda SRYMI18
mikrosatellit bolgesinde genetik varyasyon tespit etmislerdir. Boylece 3 farkli
SRYM18 alleli bulunmus olup 141, 143 ve 145 bp uzunlukta oldugu goriilmiis ve bu
ti¢ allelin dagiliminin ise yagh kuyruklu koyun irklari ile ince kuyruklu koyun irklar
arasinda farkli oldugu tespit edilmistir. Ayrica irklar arasinda en yaygin olan allelin
143 bp (H6) oldugu, yagl kuyruklu koyun 1rklar1 ve ince kuyruklu koyun irklarinda
gozlenen allelin ise 141 bp (H8) oldugu gozlenmis olup, 145 bp (H4) allelinin ise
sadece yagli kuyruklu koyun irklarinda ve diisiik frekansli oldugu tespit edilmistir.
Sunulan bu calismada H4 haplotipi ince kuyruklu koyun irklarindan olan Karayaka
ve Gokgeada irklarinda birer bireyde goriilmistiir (Cizelge 4.3).

Ferencakovic ve arkadaslar1 (2012) Dogu Adriyatik koyun 1rkina ait 159 evecil

koyun ve 21 mouflon bireylerinde yaptiklar1 ¢alismada da SRYM18 mikrosatellit
bolgesi analizleri sonuglarinda 5 farkli haplotip gozlemleyerek, H6 haplotipinin %
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89.3 ile en yiiksek frekansta oldugunu HS8 haplotipinin % 5.0; H18 haplotipinin %
3.1; H7 haplotipinin % 1.3 ve H5 haplotipinin ise % 1.3 oldugunu tespit etmislerdir.

Calismamizin sonuglar1 daha Once yapilan yerli koyun irklaryla ilgili
calismalarla (Ouna ve ark., 2006, Meadows ve ark., 2009 ve Oner, 2010) biiyiik
oranda parelellik gostermektedir. Fakat bu ¢alismada diger 3 ¢alismadan farkli olarak
ince kuyruklu koyun 1rklarina ait olan Gokgeada 1rkina ait 1 birey ve Karayaka 1rkina
ait 1 bireyin H4 haplotipinde oldugu belirlenmistir. Melezlenmenin yaygin oldugu

Tiirkiye’deki koyun irklarinda bu sonucu gérmek beklenen bir durumdur.

Tiim yapilan ¢alismalar sonucunda genellikle en yaygin ve en ¢ok rastlanan H6
haplotipinin koyunlarda atasal bir haplotip oldugunu gostermektedir. Calismamizda
Tiirkiye’deki evcil ve yaban koyunlarindaki haplotipleri inceledigimizde en ¢ok
rastlanan haplotipin H6 oldugu ve Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°deki haritalarda diger
ilkelerdeki koyunlarla karsilastirildiginda Tiirkiye’de koyunlarin evcillestirilmesinde
o6nemli bir merkez oldugu sdylenebilir. Ayrica Tiirkiye’nin Asya ile Avrupa arasinda

bir gecis bolgesinde yer aldiginin gostergesi ise H8 haplotine bakilarak sdylenebilir.

Sunulan caligmada ve Tiirkiye’den yapilmis diger caligmalarda DNA dizi
analizi calisilmasina ragmen polimorfizm goézlenmemesi koyunlarda goriilen Y
kromozom genetik ¢esitliliginin ger¢ekten ¢ok az oldugunu gostermektedir. Belki
koyunlar 6zellikle erkek bireyler yakin zamanda bir dar bogazdan ge¢ip ondan sonra

olusan az sayidaki mutasyonlar1 sergilemektedir.

Gergekten de koyun tiirline yakin evcil hayvanlarla yapilan Y kromozomu
caligmalarina baktifimiz zaman; Kecilerde Y kromozomunda bulunan gen
bolgelerinin incelenmesi, koyunlardakine oranla daha yiiksek bir paternal cesitlilik
oldugunu ortaya koymustur. Yapilan aragtirmalar kegilerde 3 paternal haplogrubun
oldugunu gostermistir (Pidancier ve ark., 2006; Vidal ve ark., 2009). Ayrica
Kegilerde Y kromozomu {izerinde higbir mikrosatellit bolgesine rastlanmamistir

(Oner, 2010).
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Yine sigirlarda da Y kromozomunda bulunan SNP ve mikrosatellitler,
koyunlarda oldugundan daha bilgilendiricidir. (Bradley ve ark., 1994; Gotherstrom
ve ark., 2005; Ginja ve ark., 2009; Perez-Pardal ve ark., 2009; Mohamad ve ark.,
2009). Sigir ve kegilerde yapilan Y kromozomu ile ilgili analizler kegi ve sigirdaki
paternal cesitliligin koyundakine oranla ¢ok daha fazla oldugunu gdstermektedir.
Koyunda Y kromozomal analizleri konu alan oldukga sinirlt sayida ¢alisma olmasina
ragmen, koyunlarin diger evcil tiirlere gore sayica daha az paternal atasi oldugu

soylenebilir (Oner, 2010).

Meadows ve arkadaglar1 (2004) daha once sigirda erkege 6zgli oldugu bagka
arastiricilar tarafindan (Edwards ve ark., 2000) belirlenmis ¢esitli mikrosatellitleri
koyunlarda denemigler, fakat bunlarin erkege 6zgii olmadigini belirlemislerdir.
Ancak Meadows ve arkadaslar1 (2006) koyuna ait BAC (Bacterial Artificial
Chromosome) kiitliphanesinden izole ettikleri SRYM18 mikrosatellitinin koyunda
erkege 6zgii oldugunu tespit etmislerdir (Oner, 2010). Caligmamizda da bu lokus

kullanilmastir.

4.5.3. mtDNA D-loop blgesi

Sunulan bu ¢aligmada mtDNA D-loop bolgesi sadece Merinos 1rkina ait 19
bireyde calisilmistir. Diger wrklar TURKHAYGEN-1 (www.turkhaygen.gov.tr)
projesi kapsamimda Sevgin DEMIRCI tarafindan 2012 yilinda tamamlanmistir.
Boylece Bandirma Koyunculuk Arastirma Enstitiisii’nden gelen Karacabey Merinos
orneklerinde ilk kez mtDNA haplogrup tayini yapilmistir. Elde edilen sonuglardan bu
irka ait 15 bireyin haplogrup B oldugu ve 4 bireyin ise haplogrup A oldugu tespit
edilmistir. Karacabey Merinos Orneklerinin Avrupa kokenli olmasindan dolay:
haplogruplarin biitiin bireylerde B olmas1 beklenirken, A haplogrupta bireylerin
olmast evcil koyun iwrklarimizla olan karigimindan kaynaklanmaktadir. Benzer
sekilde Y kromozomu belirte¢lerinden de ulasilan sonu¢ bu karisimin oldugunu

desteklemektedir.
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Koyunlarin evcillesme siirecinin daha agiklayict olabilmesi i¢in mtDNA ve Y
kromozomu ve niikleer kromozom genlerinin ayni bireylerde calisilmasi ile

yapilacak arastirmalarin sayica artmasi gerekmektedir.

4.5.4 Otozomal kromozomlardaki mikrosatellitler

Otozomal kromozomlardaki mikrosatellit belirtegleri ile ilgili ¢alismada 10
yerli Tiirk koyun irkina ait 199 o6rnekte 8 mikrosatellit lokus arastirilmistir. Bu
ornekler TURKHAYGEN-I (www.turkhaygen.gov.tr) adli projeye aittir. Calisilan bu
lokuslardan 6 tanesi (OarCP34, DYMS1, OarHH47, OarFCB20, OarFCB304 ve
ILST11) Orta Dogu Teknik Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyolojik Bilimler
Boliimii Lab.147 de 2010 yilinda Hande ACAR tarafindan calisilmig, 2 tanesi
(OarVH72 ve OarFCB226) ise tarafimizca ¢aligilmistir.

Mikrosatellit lokuslarinin allel sayilar1 bakimindan en ¢ok polimorfizmi
gosteren lokusun 23 allel sayisiyla OarFCB304, en az polimorfizm gdsteren lokusun
ise 8 allel sayisiyla OarCP34 oldugu tespit edilmistir. Ayn1 proje 6rneklerini analiz
eden Acan ( 2012) ile bu sonuglar parallellik gostermektedir.

Sunulan ¢aligmada sadece 2 lokus biiyiik bir titizlikle calisilmistir. Sonuglar,
yine ¢ok giivenilir oldugu dnceden bilinen 6 lokusun okumalar1 ile harmanlanarak
tiim analizler yeniden yapilmistir. Lokus sayisi az olmakla beraber Sakiz irkinin
ayrilmasi, kuyruk tipi ve cografi bolge bazinda koyun irklarinda gozlenen
gruplanmalar bu sonuglarin giivenilir olduguna isaret etmektedir. Temel Koordinat
Analizinde % 54 oranindaki varyasyon iki eksende gozlenirken, Komsu Birlestirme
Agaci ile tek boyutta biitiin irklar birbirleri ile baglanmaya zorlanmaktadir. Yapi
Analizi ise eger istenirse 1rkin bireylerinin ayr1 ayr1 genotiplerinin kiimeler bazinda
incelenmesine olanak vermektedir. Calismada mikrosatellit analizleri i¢in birim

olarak irklar ele alinmistir.

Yapi (Structure) Analizinde K=2 ile K=13 arasinda sirasiyla uygulanmis olup

Ek 2’de sunulmustur. Calisilan Tiirk koyun irklarina bakildigi zaman bu programda
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gorsellestirilmesi sonucu neredeyse biitiin irk drnekleri renk karigimlart ile temsil
edilmis ve 1rklarin karigik olduklar: tespit edilmistir. Fakat irklarin hepsinde karigim
ayn1 oraninda olmamaktadir. Omnegin Tiim K’larda Sakiz ki digerlerinden
ayrilmakta olup en az karisimin bu irkta oldugu goriilmektedir. Ayni sonu¢ Acgan,

2012 galismasinda da gozlenmistir.

Structure tablolar1 incelendigi zaman;

K=2"de iiyelik katsayisina sahip olan % 54 ile Sakiz ve Akkaraman 1rklaridir.
K=6’da iiyelik katsayisina sahip olan % 60 ile Sakiz ve % 21 ile Gokgeada 1rklaridir.
K=9’ de iiyelik katsayisina sahip olan % 48 ile Sakiz, % 15 ile Gokgeada irklaridir.

Boylece en az karigim gosteren irk Sakiz irkidir. Diger irklarda ise karigimin
fazla olmasinin nedeni irk gozetilmeden farkli irklardan kog¢ katimi ve 6zellikle farkli
cografyadan ko¢ katiminin ¢ok yaygin olmasidir. Bu yiizden irklardaki karisiklik
beklenen bir sonuctur. Sonug olarak Avrupa irklarina yakin 6zellik gosteren irklar bir
obek diger wrklar bir 6bek olusturmaktadir. Fakat Tiirkiye’deki koyun irklari izole
degildir Bunun yansimasi ¢alismamizda ¢ok bariz bir sekilde gozlenebilmektedir.
Calistigimiz wrklar genetik olarak ¢ok karigtigi icin tam olarak birbirlerinden
ayrilmamaktadirlar. Yine de hatirlanmalidir ki g¢alismamizda genetik olarak
kullandigimiz lokuslar nétr lokuslardir. Bu lokuslar ne dogal ne de insan eliyle olan
seleksiyonlardan etkilenmemektedir. Belki verim ya da direnclilik genlerine, ya da
bu wrklarin morfolojik 6zelliklerine bakarak daha fazla ayirim yapilabilir. Ancak,
yine sadece mikrosatellit lokusu kullanilarak yapilan analizlerde 6rnegin Ispanya’dan
olan koyunlar birbirlerinden Yap: Analizinde olduk¢a net bicimde ayrilabilmektedir
(Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. ispanya’da bulunan 8 koyun irkimin Yap1 Analizi ile ¢alisilmasinin sonuglari (Quiroz ve
ark., 2008).

O halde wklarimiz izole edilmedigi siirece irklar &zellikle mikrosatellit
lokuslart agisindan karisik olarak gozlenecektir. O zaman bu karisik gruptan yapilan

orneklemeler, 6rneklere bagl olarak 1rk i¢in birbirinden farkli sonuclar verecektir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

1. Y kromozomu ile otozomal kromozomlarda mikrosatellit ve yine Y
kromozom ile mtDNA’dan dizi analizi yontemi calisarak farkli belirteglerin

kullanim1 6grenilmistir.

2. Mikrosatellit, sekanslar ve farkli DNA bdélgelerinden elde edilmis verilerin

istatistiksel analizlerin yapma becerisi kazanilmistir.

3. Anadolu koyun irklarina (Gokgeada, Kivircik, Sakiz, Karayaka, Daglic,
Norduz, Akkaraman, Morkaraman, Hemsin, Ivesi, Cinecapari, Herik,
Karagiil) ait 154, Merinos irkina ait 12 ve Anadolu Yaban Koyun (Ovis
gmelinii anatolica Valenciennes, 1856) alttiiriine ait 16, toplam 182 bireyin
SRY 5’ promotor gen bolgesi (549 bg) dizi analizi yapilmistir. Fakat dizi
analizi yapilan tiim bireyler i¢in bu bolgede yeni bir Tek Niikleotid
Polimorfizmi saptanmamistir. Tiim bireylerin A-oY1 alleline sahip oldugu

tespit edilmis olup G-oY1 alleline rastlanmamuistir.

4. Meadows ve arkadaslar1 (2006) makalesinde yapmis olduklar1 calisma
sonunda A-oY1 allelinin atasal oldugunu ve G-0Y1 alleinin ise sonradan
mutasyon sonucu ortaya ¢iktigini savunmuslardir. Bu calismada da 182
bireyin hepsinin A-oY1 alleline sahip olmasi ve H6 haplotipinin de diger
tilkelere gore iilkemizde bulunan koyunlarda yiliksek oranda c¢ikmasi
Tiirkiye’nin  koyun evcillestirme bolgesinde veya bu bolgeye yakin

oldugunun bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.

5. Anadolu koyun irklarma (Gokgeada, Kivircik, Sakiz, Karayaka, Daglic,

Norduz, Akkaraman, Morkaraman, Hemsin, Ivesi, Cinecapari, Herik,
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Karagiil) ait 154, Merinos irkina ait 12 ve Anadolu Yaban Koyunu (Ovis
gmelinii anatolica Valenciennes, 1856) alttiiriine ait 16, toplam 182 bireyin
SRYM18 mikrosatellit bolgesi de sekanslanarak SRY bolgesiyle beraber
degerlendirilip, Meadows (2009)’a gore bireylerin haplotipleri belirlenmistir.
Anadolu koyun irklarina ait 120 bireyde H6 haplotipi, 17 bireyde H4
haplotipi, 14 bireyde H8 haplotipi, 3 bireyde ise HI12 haplotipi gézlenmistir.
Merinos 1rkina ait 12 birey ve Anadolu Yaban Koyunu alt tiiriine ait 16

bireyin tamaminda da H6 haplotipi tespit edilmistir.

Irklar igerisinde sadece H6 haplotipe sahip olan Anadolu Yaban Koyunu alt
tiirii, Kivircik ve Merinos 1rklari olup, H12 haplotipi ise sadece Sakiz irkinda
goriilmiistiir. Ayrica Gokgeada, Karayaka ve Herik irklarinda ise 3 farkl
haplotip ( H4, H6, H8 ) tespit edilmistir.

Sonuglar daha o©nce yapilan Tirkiye’deki yerli koyun irklartyla ilgili
calismalarla (Meadows ve ark., 2009; Oner, 2010) parelellik gostermektedir.
Fakat bu calismada diger calismalardan farkli olarak ince kuyruklu koyun
irklarina ait olan Gokgeada 1rkina ait 1 birey ve Karayaka irkina ait 1 bireyin

H4 haplotipte olduklar1 belirlenmistir.

. Ayrica sunulan bu ¢alismada Anadolu Yaban Koyunu, Merinos, Herik ve
Karagiil wklart 'Y kromozomal polimorfizimler agisindan ilk defa

incelenmistir.

Calismamizda elde edilen Y kromozomu sonuglart ve Tirkiye’de farklh
arastiricilarm 6nceki calismalart (Meadows ve ark., 2009; Oner, 2010) ve
Asya ile Avrupa’da yapilan ¢aligmalar (Meadows ve ark., 2006; Meadows ve
ark., 2009; Ferencakovic ve ark., 2012) neticesinde olusturulan haritalarda,
her bir haplotipe farkli bir renk verilmis olup Tirkiye’de bulunan haplotipler
Asya ve Avrupa’da bulunan haplotiplerle karsilastirilmistir. H4 haplotipi
Avrupa’da hi¢ bulunmazken Tiirkiye ve Asya’da bulunmaktadir. H5 ve H7
haplotipi ise sadece Avrupa’da goriilmekte olup Tiirkiye ve Asya’da

rastlanmamistir. H6 haplotipinin tiim bolgelerde mevcut olup oldukca yaygin
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oldugu ve HI2 haplotine ise sadece Tiirkiye’de Sakiz irkindaki bazi
bireylerde tespit edilmistir. Bu goriintiilerde Tiirkiye’nin Asya ile Avrupa
arasinda bir baglantt olusturdugunu koyun irklarindaki H6 ve HS8
haplotiplerinin  dagilimlarina  bakilarak anlasilabilir.  Ancak, erkek
kromozomu acisindan Tirkiye 1rklarinin  Asya koyunlarina olan

yakinliklarinin Avrupa koyunlarina olandan daha fazla oldugu goriilmektedir.

Y kromozomu belirteglerinin sonuglarina ait Fst sonuglarinda en biiyiik
deger 0,60247 olarak tespit edilmis olup, bunun sonucunda Karagiil ve
Kivircik populasyonlarinin birbirine genetik olarak en uzak populasyonlar

oldugu anlasilmaktadir.

Y kromozomu belirteglerinin sonuglarina ait Mantel Test Analizinin
sonucuna gore hesaplanan korelasyon katsayist (r= 0.08688) kiigiik olup,
istatistiksel olarak anlamli (p=0.216>0.05) olmadigindan irklarin Y haplotip
ferakans dagilimlar1 uzaklikla benzesmenin azaldigi bir gé¢ modeline

uymamaktadir.

Y kromozomu belirteclerinin sonuglarmma ait Medyan Birlestirme Ag1
analizinde; H4 ve H8 haplotiplerinin, H6 haplotipiyle genetik olarak iliskili
oldugu ve birbirlerinden bagimsiz olarak H6’dan evrimlestigini sdylemek
miimkiindiir. Benzer sekilde H12 6zgiin haplotipinin de H8’den tiiredigi de

sOylenebilir.

Y kromozomu belirteglerinin sonuglarina ait Cok Degiskenli Olgekleme
Analizinde; Kivircitk ve Karagiil irklarinin  birbirine oldukca uzakta
konumlandiklar1 i¢in bu 1rklarin genetik olarak birbirinden farkli oldugu,
Akkaraman ve Norduz irklari ise birbirine yakin konumlandig: i¢in bu iki

irkin genetik olarak birbirine yakin irklar oldugu tespit edilmistir.

Sunulan ¢aligmada Tiirkiye’de yetistirilen Merinos 1kt mtDNA’da bulunan
D-loop lokusu agisindan da ilk defa ¢alisiimistir. Bu lokusun dizi analizi

yapilarak Merinos irkina ait 19 erkek bireyden; 4 bireyin haplogrup A ve 15
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16.

bireyin ise haplogrup B oldugu tespit edilmistir. Merinos koyun 1rki
Tiirkiye’ye Avrupa’dan getirildigi bilinmekte olup, oradaki haplogrup
dagilimina uygun olacak sekilde tiim bireylerin haplogrup B olmasi
beklenirdi. Fakat 4 bireyin haplogrup A ¢ikmasi, Merinos 1rkinin zamanla
Tirk yerli koyun wklariyla bir olasilikla Sakiz ve Gokgeada irklarryla

karistigini sdylemek miimkiindiir.

Otozomal kromozomlardaki mikrosatellit belirtecleri ile ilgili ¢alismada 10
yerli Tiirk koyun 1rkina ait 199 6rnekte 2 lokusun (OarVH72 ve OarFCB226)
genotiplemeleri ve 8 mikrosatellit lokusunun analizleri yapilmistir.
Mikrosatellit lokuslarinin allel sayilar1 bakimindan en ¢ok polimorfizmi
gosteren lokusun 23 allel sayistyla OarFCB304, en az polimorfizm gdsteren
lokusun ise 8 allel sayisiyla OarCP34 oldugu tespit edilmistir. Ayni proje

orneklerini analiz eden Agan, 2012 ile bu sonuglar parallellik gostermektedir.

Otozomal kromozomlardaki mikrosatellitlerin  sonuglarinda  beklenen,
gozlenen heterozigotluklar aralarindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olup
olmadig1 ( Hardy-Weinberg dengesinden anlamli olarak sapip sapmadigi) Fis
istatistigi ile ve permiitasyon testleri ile gozlenmistir. Fis degerlerinde bir irkta
(Akkaraman) sadece bir lokus (OarFCB304) hari¢ higbir populasyonda
dengeden sapma goriilmemektedir. Bu da kullanilan lokuslarin uygunlugunu
ornegin bir allelin yiikseltgenememe durumunun olmadigina (allelic drop out)

ve okumalarin gilivenilir olduguna isaret etmektedir.

17. Otozomal kromozomlardaki mikrosatellitlerin sonuglarinin Yapi1 (Structure)

Analizinde K=2 den itibaren K=13 ye kadar Sakiz, Gokg¢eada irklar1 daha az
olmakla beraber tiim irklarirmizin melezlik gdsterdiklerini sdylemek
miimkiindiir. Eger irklarimiz saf irklar olsayd: Yap: Analizinde her biri net

ayr1 bir renkle temsil edilecekti.

18. Otozomal kromozomlardaki mikrosatellitlerin sonuglarinin Temel Koordinat

Analizinde 1rk merkezleri i¢in PCoA’da 1. eksen varyasyonun % 28.04’{ini,
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2. eksen ise varyasyonun % 26.42’sini kapsadigi belirlenmistir. Boylece ilk
iki eksen irklar arasi varyasyonun yaklasik % 54 ini sergilemektedir.
Eksenlerden 1. eksende Sakiz 1wrki diger irklardan bariz bir sekilde
ayrilmaktadir. 2. eksende Karayaka, Kivircik, Gok¢eada ve Sakiz irklarimi
diger irklardan ayrilmaktadir. Bu analizin sonuglarinda da Yapi1 Analizinde
gozlendigi gibi oncelikle Sakiz daha sonra da Karayaka ve Gokceada’nin
diger koyun irklarmin olusturdugu obegin dis ceperinde kalarak farkli

olduklar1 goriilmektedir.

Otozomal kromozomlardaki  mikrosatellitlerin ~ sonuglarinin ~ Komsu
Birlestirme (Neighbor Joining-NJ) Agacinda genel olarak Sakiz ile diger
wklar arasindaki uzakligin (agactaki dal uzunlugunun) diger ikili dal
uzunluklarindan daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu da Sakiz irkinin farkli
olma sebebinin genetik kayma olduguna isaret etmektedir. Yine yagh
kuyruklu koyun 1rklarindan olan Norduz, Morkaraman, Akkaraman ve Dagli¢
irklariin  birbirine yakin bulunmalart da beklenen sonuglardan biridir.
Ozellikle Akkaraman Morkaraman yakinhig1 goreceli olarak yiiksek ¢oz bagla
degeri (61) sergilemektedir. Ivesi ise calismamizda bu yagh kuyruklu
koyunlardan genetik olarak ayrilmaktadir. Yine Gokgeada ve Kivircik bir

arada olarak tiim diger irklardan % 64 oraninda ayrilmaktadir.

mtDNA kontrol bolgeleri kapsamli olarak calisilmis olan yerli koyun
irklarimizin ve Anadolu Yaban Koyunu Y kromozom polimorfizmleri de ayni
orneklerde bu ¢alisma ile tamamlanmistir. Hem mtDNA (Demirci, 2012) hem
Y kromozomu (Sunulan ¢aligma) Tirkiye yerli koyunlarinda genetik olarak
dogu bat1 gegis deseni olduguna isaret etmektedir. Mikrosatellit sonuglart iki
ayrt caligma (Sunulan ¢alisma ve Acan, 2012 calismasi) ile irklarin Sakiz,
Kivircik ve Gokgeada irklart daha az olmak iizere biiyiik oranda melez
oluklar1 gozlenmistir. Gozlemler irklarin korunmasi i¢in
onceliklendirilmesinde kullanilabilir. Ka¢ 1rkin  korunma kapsamina
alinacagma karar verilebilirse ona gore secilecek irklar degisecektir. Irklar
genellikle birbirlerinden farkli birimler olarak ortaya ¢ikmadigindan 6rnegin

sadece iki korunabilecekse korunacak irklar olarak bir irkin Tiirkiye’nin
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dogusundan bir 1irkin da Tiirkiye’nin batisindan segilmesi Onerilebilir. Yine
bu calismanin sonucu olarak Anadolu Yaban Koyunu da koyun
evcillestirilmesinde rol oynamis ata populasyonun giiniimiizde gozlenen en
yakin  akrabalarindan  biri  olabileceginden, korunmasimnin  &nemi

vurgulanmaktadir.

5.2. Oneriler

1. Gobekli Tepe civarinda evcillestigi diistiniilen ilk koyunlarin H6 haplotipine
sahip olabilme ihtimali ancak antik DNA ¢alismalar1 ile dogrulanabilir.

2. Giinlimilizde artan niifus ve c¢evre kosullarinin degismesi, tarim alanlarinin
gittikce azalmasi gibi faktorler besin kaynaklart agisindan bir risk oldugu igin
bu kaynaklarin giivence altina alinmasi gerekmektedir. Yerli koyun irklar
acisindan degerlendirdigimizde, korumanin akilci ve siirdiiriilebilir olmasi
bakimindan Tiirk yerli koyun wrklarinin oncelikle hangi itk veya irklarin

korunmasi gerektigi agiklanmalidir

3. Bu onceliklendirmeyi yapilabilmek igin ise rklarin genetik karakterizasyonun
yapilmas1 sarttir. Molekiiler tabanli bilgi birikimi 1wrklarin  evrimlesme
stirecinin ortaya ¢ikmasma katkida bulunmakla birlikte genetik icerik
acisindan da bilgi vererek korumanin Onceliklendirmesini de aciga
kavusturmaktadir. Ayrica tim genomu kapsayacak sekilde sekans yapilarak
tespit edilecek SNP noktalar1 irklarin genetik karakterizasyonunu daha iyi

ortaya ¢ikararak koruma ¢aligmalarina katkida bulunmasi beklenmektedir.

4. Bir koruma caligsmasinin basarili olmasi i¢in sadece irklarin genetik ¢esitliligi
degil ayrica yok olma riskleri, uyumlari, ekonomik o6zellikleri ve sosyo-

kiiltiirel 6nemleri de gdz oniine alinmalidir

5. Irklarin 6nceliklendirilmesi i¢in kullanilan yontem ve yonelimler yakindan

takip edilmeli ve istatistiksel bilgilerin toplanmasi gibi 6nlemler alinmalidir.
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6. Koruma sirasinda etkin populasyon sayisinin 25- 500 arasinda oldugundan
emin olmak i¢in genetik izleme yapilabilir. Aksi takdirde yiiksek seviyede
genetik erozyon gergeklesir ve wrklara ait gen havuzlarinin ancak 6nemsiz

kisimlar1 korunur.

7. Son yillarda Avrupa’da yapilan Hayvan Genetik Kaynaklari’nin korunmasi
ile ilgili toplantilardan ve yayinlardan elde edilen deneyim ve bilgiler, en az
50 yildir kayith yetistiricilik yapilan irklarda gozlenen morfolojik 6zelliklerin
genetik olarak da 6zglin ve saf bireylerle Ortiistiigiinii fakat karigimin
olustugu Tiirk irklarinda 1rk bireylerinin genetik yapisinin gorsel kistasin yani
sira  genetik  kistaslarla  olusturulmus  diizlemde degerlendirilmesi

gerekmektedir.
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Ek 1. Tamponlarin Igerikleri

1. Proteinase-K
10 mg/ml Proteinase K

2. Salt-EDTA Buffer
75 mM NaCl
25 mM EDTA

3. Sodium Dodecyl Sulfate
10 % (w/v) SDS

4. Sodium Acetate (NaAc)
3 M NaAc

5. Sodium Hyroxide (NaOH) Solution
50 mM NaOH

6. Tris-EDTA (TE) Buffer (pH: 7.5)
10 mM Tris
1 mM EDTA

7. Tris-HCI Solution (pH:8)
1M Tris-HCI

8. 10 X Lysis Buffer
770 mM NHA4CI
46 mM KHCO3
10 mM EDTA

9. 5X Tris Borate EDTA (TBE) Buffer (pH: 8.0)

0.45 M Tris (Base)
0.45 M Boric Acid
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Ek 2. Calismada kullanilan koyun 1rklarinin otozomal kromozomlardaki
mikrosatellitlerin Yap1 Analizi sonug grafikleri
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Ek 2’nin devami
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Ek.3. Calismada kullanilan otozomal kromozomlardaki mikrosatellitlerin genotipleri

Ornek

No CP34 DYMS1 | HHA47 FCB20 | FCB304 | ILST11 | VH72 | FCB226
SAK 2 |114 |116 {173 173|141 |145 |89 |91 |163|177 |281|284|123|133| 116 | 146
SAK 12 |114 |116 [193|195 |137 |151 |86 |91 |165|171 |271|280|123|135| 146 | 148
SAK 14 |112 |116 [167 (181 | 125 |145 |86 |91 |171|187 |276|284|123|133| 128 | 148
SAK 15 |110 |116 {181|193 |125 |131 |100 |104|145|187 |278|284|121|133| 116 | 128
SAK 17 |108 |116 {183|183 | 145|145 |91 |91 |165|165 |276|284|121|123| 116|128
SAK 19 |112 |116 {175(183 | 137 |145 |91 |102|171|171 |276|284|123|133| 128 | 152
SAK 20 |112 |116 {175|183 | 137 |137 |91 |108|151|187 |276|276|129|135| 144 | 144
SAK 21 |108 |114 | 167|175 |137 |145 |91 |102|151|187 |281|284|121|123| 116 | 144
SAK 22 |112 |116 {173 193 | 145 | 145 |91 |102|175|187 |280|284 |123|133| 116 | 144
SAK 23 |110 | 116 {179(193 | 133 | 149 [102 |102|175|187 |276|278|123|133| 116 | 128
SAK 25 |112 |116 {179|183 | 137 |145 |86 |91 |171|187 |276|281|125|135| 128 | 144
SAK 26 |108 |116 {193 195 |137 |137 |89 |91 |163|177 |280|284|121|133| 144 | 144
SAK 28 |112 112 [193|195 |137 |145 |89 |89 |163|171 |284|284|123|133| 116|128
SAK 30 |114 |114 {175|193 | 137 |145 |89 |93 |171|171 |276|284|123|133| 116 | 116
SAK 33 |106 [112 (193|193 |137 |149 |93 |100|157|189 |276|276|121|123| 128|128
SAK 34 |110 |112 181|181 |131 |133 |93 |93 |161|187 |276|280|121|123| 128 | 144
SAK 36 |108 |116 {193|193 |133 |145 (91 |91 |179|187 |271|280|121|123| 116 | 144
SAK 38 |108 | 116 {183|193 |133 |145 (86 |91 |181|187 |271|281|121|123| 116|144
SAK 39 |116 |116 {177|181 |137 |137 |86 |91 |165|187 |271|281|121|127| 116 | 144
SAK 40 |110 |116 {175(193 | 137 |149 |91 |100|163|179 |278|284|123|123| 116 | 146
HEM1 |116 [116 |0 |O 0 0 93 |97 |171|171 |271|286|123|123| 116 | 140
HEM 3 |114 |114 179|193 |131 |135|93 [114|171|189 |276|284|121|121| 138 |140
HEM 4 |106 |114 179|179 [123 |131 |86 |89 |[163|171 |273|276|123|123| 148 | 150
HEM 7 |110 |114|179|193 |137 |137 |93 |93 [163|171 |276|284|123|123| 128 | 140
HEM 8 |0 0 179(193 | 131 | 135 [ 100 | 102|163 |171 | 284|284 | 123|133 | 128 | 140
HEM 11 |106 |108 | 179|193 |137 |149 |93 |106|157|163 | 276|284 |127|127| 116 | 148
HEM 16 | 106 | 108 | 179|193 |125 |131 |93 |100|163|171 |276|276|123|125| 116 | 128
HEM 17 106 |110 |183|195 |123 |137 |100 [100|163|171 |276|282|121|121| 116 |134
HEM 19106 |118 |179|193 |131 |137 |86 |100|161|171 |271|284|121|123| 138 |148
HEM 22108 |108 |179|179 [135 |143 |93 |93 |171|171 |286|286|123|129| 138 | 150
HEM 24106 |110|183|193 |123 |145 |91 |106 163|163 |282|282|121|127| 146 | 150
HEM 30| 110 | 110 | 185|195 [135 |143 |93 |106|163|189 |271|276|0 150 | 154
HEM 31|106 |114 169|179 |123 |131 |91 |100|163|189 |271|284|0 0 0
HEM 32106 |108 |[179]193 |123 |145 |91 |114|179|183 |276|284|0 116 | 150
HEM 33|106 |110 177|179 [123 |131 |91 |93 |[171|179 |271|278|129|133| 116 |140
HEM 34| 108 |108 | 169|177 |137 |137 |93 |114|173|189 |276|276|121|123| 116 | 154
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Ek.3’in devami

HEM 37106 |108 |157 177 |137 |141 |93 |106(171|171 |271|284|127|133|116|138
HEM 40106 |108 |177]181 |137 |137 |97 |114|163|163 |276|276|123|125[116|150
HEM 41108 |114 |193]195 |135 |137 |108 |116|171|171 |276|284|121|127|116|128
HEM 46 |106 |114 |175|177 |0 0 102 | 1141163183 [ 276|276 123|123 116|130
NOR2 |[116 |118 |177|179 |123 |137 |93 |102|179]189 |271]|276|121|123|130]150
NOR3 |112 |116 [177|179 |131 |135 |93 |93 |179|183 |276|284|123|127 116|152
NOR6 |114 |118 [177|185 133 |141 |89 |102]183|189 |271|284|123|123|116|130
NOR7 [110 |116 [179]193 |139 [147 |93 |93 |163]173 |271]|271|0 0 |116]152
NOR9 |110 |116 [177|179 |137 |137 |89 |93 |161|179 [278|284|123|123|128|144
NOR 10 [118 |118 [179|195 |137 |139 |86 |93 |163|167 |271]|278|121|133|116|130
NOR 13 | 112 | 118 [181|187 |131 |137 |91 |102|165|179 [271|284|123|131 116|128
NOR?22 |112 |112 |0 |0 0 0 100 | 100|165|179 | 276|281 |123|131|116|146
NOR 23 |108 |110 |0 |0 137 | 145 |89 |106|163|163 |271|284|121|123|116|130
NOR 26 | 110 | 110 [179|189 |131 |149 |89 |100|179|179 |271|284|121|133|116|128
NOR 30 |108 |112 |0 |0 0 0 91 |104]161|163 |276|276|121)|123|116|128
NOR 31 |108 |116 [179|183 |141 |149 |91 |97 |177|183 |276|276|123|123|116|128
NOR 32 [110 |116 |175|181 |133 |137 |100 | 106|163 |167 [271]284|0 0 |128]130
NOR 33 |108 | 116 [179|179 |123 |135 |100 | 100|163 |179 [276|284|123|123|116|116
NOR 34 |112 |116 [179|179 |137 |145 |91 |93 |179|187 |271|276|123|127 128|128
NOR 35 [112 |118 |179|187 |123 |137 |95 |100|165|171 [276]284|0 0]0]0
NOR 37 |116 | 116 [179|179 |131 |139 | 100 |100|165|187 |271|284|123|129 128|146
NOR 43 |116 |118 [189|193 |133 [147 |89 |102|177]189 |284]284|127|131|136]150
NOR 45 | 114 | 116 |177[193 |135 |137 |91 |93 |161|163 |271|276|123|133 116|148
NOR 46 |[110 |118 |[173]189 |131 [143 |91 |114]161|171 |276|276|121|123|116|130
DAG1 [110 |110[179|193 |139 [141 |89 |100|163|179 |276|284|123|123|116|128
DAG?2 |108 |110 [179|193 |137 |137 |89 |100|171|171 |[276|278|127|133|116|128
DAG3 [108 |110 179|179 |133 |137 |91 |100|185]185 |276|280|133|133|116|128
DAG4 |114 |116 |177|179 |125 |137 |91 |102|153|187 |280|284|123|125|120|128
DAG6 [116 |118 [179|181 |125 |145 |93 |104|165|165 |276|278|123|131|142|146
DAG7 |106 |112 |177|177 |133 |143 |93 |100|163|187 |276|284|123|133 /128|148
DAG 11 | 104 | 114 135 (139 |91 |93 |171|171 |278|284|123|123|108 128
DAG 13 |0 0 0 0 100 1100|163 | 171 |274]282|121|123|128|132
DAG 14 |0 0 0 0 89 106171179 |274|280|121|127|128|130
DAG 16 [110 110 [183]193 |131 |131 |89 |95 |163|165 |276|284|127|129|134|142
DAG 17 |112 | 116 [179|183 |125 |137 |91 |93 |163|163 |274|274|121|125|116|148
DAG 19 [112 |116 [179|197 |133 |149 |100 |102|169|171 |280|280|123|123|128|132
DAG 34 [114 |118 |[179|181 |133 |137 |91 |102|163|171 |271]|276|133|133|108|116
DAG 42 |106 |112 [179|187 |131 |131 |93 |106|179|183 |271|276|121)|133|128]|142
DAG 45 [110 112 [179]193 |125 |131 |95 |100|163|163 |276|284|121|129|116|142
DAG 46 | 114 |116 [179|179 |139 |145 |89 |100|145|163 | 284|284 |121|127|120|128
DAG 47 |108 |112 |[179|185 |131 [135 |93 |110|163]169 |271]284|123|123|120|128
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Ek.3’in devami

DAG 49110 |116 |179]179 |137 [145 |93 |100|171|185 | 280|284 |123|133|148|154
DAG 50110 |[114 |179]179 |125 [137 |89 |91 |165|171 |276|284|123|123 148|150
MOR1 [112 |116 |177[189 |135 |137 |91 |93 |163|179 |276|284|123|127|116|116
MOR2 |106 |106 [181|189 [133 |145 [89 |93 161|165 |276|276|123|133[116|130
MOR5 [112 |114 |179|179 |123 |137 |93 |100)163|163 |284|284|123|123|116|130
MOR6 |110 |112 |177|187 [135 |137 |93 |106|147|161 |276|276|123|127 116|142
MORS8 |112 |116 [175|193 |137 |137 |91 |93 161|189 |271|284|127|127[116|150
MOR9 [106 |114 |179|193 |133 |137 |106 |118)163|167 |276|278|127|133|116|116
MOR12 110 |114 |179|193 |137 |137 |86 |104|171|185 |271|276|123|127[136|146
MOR14 106 |114 |189|193 |137 |137 |91 |91 |163|183 |271|284|123|127|128|140
MOR16| 110 |110 |175|179 |0 0 102 | 114|163 |171 | 278|284 123|123 |116|130
MOR18|108 |112 |177|195 |147 |151 |106 |114|163|189 |278|284|121|123|116|128
MOR19 [ 110 |114 |193|193 |137 |145 |93 |106)|145|163 |276|284|121|135]|128|150
MOR21|110 |112 |179|179 |131 |135 |93 102|163 |165 |271)|276|125|133|116|128
MOR23|116 |116 |173|177 |123 |131 |91 |104|159|173 |271|276|121|133|108|116
MOR24 | 112 |116 [157|179 |137 |137 |91 |93 163|163 |278|284|123|131|116|150
MOR25|112 |114 |189|189 |137 |149 |100 | 104147163 |276|276|121|123|116|140
MOR27 | 112 |112 |179|179 |137 | 145 |89 104|163 |163 |276)|276|123|133|116|148
MOR30|108 |114 [179|191 |131 |137 |86 |93 |163|163 | 282|284 |123|127[116|128
MOR33|114 |116 |181|193 |137 |145 |100 |100|163|165 |276|284|127|133|116|128
MOR41 112 |116 [179|189 [131 |145 |91 100|163 |163 |276|282|123|133[116|116
MOR45 [ 112 |116 |179]193 |145 |147 |91 |93 |163|163 |276|284|125|125|116|116
Kiv1 [112 |116 |177|177 [139 |143 |86 [106 163|173 | 282|282 |123|133|144|144
Kivs [112 |114 183195 [137 |139 |89 |91 |163|171 |280|280|123|127|108|116
Kiveé [106 |110 [179]183 [123 |137 |86 (91 |171[171 |273|280|127|135[116]150
Kiv 12 [108 |110 [179]183 [131 |137 |93 |93 |145|187 |278|284|127|133[108|116
Kiv16 [116 |118 [179]179 [135 |135 |91 |91 |171|171 |271|284|121|133|130]148
Kiv 17 [114 |116 |179]187 [135 |137 |102 114 /163|171 |271|271|133|133[116|128
Kiv19 [112 |112 |177|177 [123 |151 |91 [102|163|171 |271|271|125|135[108|116
Kiv 21 [106 |110 [179]195 [137 |143 |89 [100|171|187 |276|282|123|127[116|128
KiV 24 [104 |112 |177183 [135 |147 |89 [102|171|171 [271|271|0 0 [116]128
Kiv 27 [106 |112 |185]|193 [133 |137 | 100 [102|169|171 | 280|284 |121|123|152|154
Kiv 29 [112 |114 177183 [137 | 137 |100 [100 161|171 |271|276|123|127[116150
Kiv 30 [110 |110 [193]195 [137 |139 |93 [106|171|187 |271|284|121|125|116|136
KiVv 34 [108 |114 [179]179 |0 0 86 |93 |145)|161 |278|284|127|127|116|134
Kiv 36 | 112 |116 [177]|177 |0 0 93 |93 |163|187 |271]282|123|127 116|148
Kiv 37 [112 |114 |195]|197 [133 |137 |89 (89 |161[171 |280|284|127|135|146 150
Kiv 38 [106 |112 |179]181 [137 |145 |91 |93 |163|171 |282|284|135|135|116|128
Kiv 40 [106 |112 [179]195 [137 | 139 | 106 [106|161|163 | 271|271 |123|135|116 150
Kiv 41 [106 |106 |183]199 [131 |137 |93 [114161|179 |276|280|123|133|116|128

114




Ek.3’in devami

Kiv48 |112 |118 [177[195 |131 |131 |91 |110|163|177 |284|284|123|123|146 152
KiV 50110 [116 |179|179 |131 |131 |91 |106|171|183 |271|284|123|133|130]152
KRY4 106 [114 |177]199 |137 |145 |89 |100|163|191 |284|286|123|127|116|154
KRY5 |106 |114 |169]195 |137 |145 |93 |106|187|189 |271|271|123|127[116|140
KRY8 |108 |110 [183[199 |123 |139 |93 |93 |163|189 |276|284|123|127|116|152
KRY10|108 114 |179]199 |131 |141 |86 |91 |189|191 |271)|284|123|131[116|140
KRY12|110 |114 |169]179 |137 |145 |86 |91 |163|163 |271|284|127|127[130|154
KRY13|106 [114 |179]191 |137 |137 |89 |100|161)|191 |284|284)|125|133|116|116
KRY14|108 | 110 |177]193 |137 |145 |89 |114|163|163 |276|276|123|125[116|154
KRY20 /108 [110 |169]193 |131 |133 |91 |102|163|163 |284|284)|123|123|136|150
KRY21|110 |114 |169|183 |123 |129 |91 |91 |163|163 |271|284|133|133[116|128
KRY22|106 [110 |177]191 |131 |139 |93 |106|171|171 |271|278|127|133|116|128
KRY23|106 |110 |183]195 |133 |137 |91 |100|169|173 |271|284|123|127|116|116
KRY26|108 |114 |179]179 |131 |139 |86 |102|163|171 |284|284|125|133|116|116
KRY28|108 |114 |177]181 |137 |137 |89 |106|163|163 |271|284]121|127|150|152
KRY32|108 | 114 |177]197 |137 |145 |102 |106|171|189 |271)|284|127|133|116|148
KRY34|110 [118 |177]193 |131 |131 |91 |100|163|171 |282|284]121|127|136|152
KRY35|108 |116 |0 |0 123 |135 |106 | 114|163 |171 | 284|284 |125|127 154|154
KRY37 108 |114 |175]177 |137 |145 |89 |106|163|189 |280|284|125|127[116|148
KRY39 |0 0 1751183 |137 |147 |86 |89 171|177 |282]284|127|131|116|152
KRY42|110 | 114 |177]177 |137 |139 |89 |93 |171|185 |271|284|121|127|130|152
KRY45|108 [108 |177]183 |135 |137 |89 |91 |163|171 |271|278|127|133|116|140
IVE2 |108 |108 |179|179 |131 [135 [102 |114[163|163 | 280|284 |121|135|144|150
IVE3 |108 |116 |179|179 |123 |137 |89 |91 [163|163 |284|284|123|127|128|128
iVE6 |108 |114 [173]195 |131 [145 |93 |102[185|187 |273|276|121|127[116]150
IVE11 [108 |114 [179|179 |137 [139 |91 |93 [157|163 | 276|276 |121|125]148|150
iVE12 108 |116 |177|179 |135 [145 |91 |100|163|171 |276|284|123|133|108|116
IVE13 |108 |110 [179|185 |135 [139 |93 |102[179|181 |271|276|125]|131[108|116
iVE16 [108 [114 |0 |0 0 0 100 |100)171]179 | 273|284 125|131 |148|150
iVE17 |108 [108 |0 |0 0 0 89 [100]163|171 |276|276|121|127|116|128
IVE20 |110 |116 |191 193 95 |97 |163]163 |0 |0 |123[127[116|148
iVE22 |106 |114 [177]191 |129 |131 |93 |114|161|165 |276|276|121|125|116]150
IVE23 |110 |114 |[177|177 |125 [139 |91 |102[163|163 |271|271|121|121[116 144
IVE25 |110 |112 |177[193 |129 |145 [102 |112|179|189 |284|284|127|131|116|152
IVE27 |106 |114 [191|193 |135 |137 [102 | 104|163 165 121]133|120|128
iVE28 |110 |114 [173]193 |145 [147 |93 |93 [163]|163 121)1135]116|128
iVE29 |106 |112 [179[189 |143 [145 |89 |91 [163]165 123]1133]116|148
IVE30 |106 |114 |177]191 |131 [131 |91 |93 [155|163 |271|284|123|123|116148
iVE32 |108 |110 |177[195 |131 [139 |91 |102|179|185 |0 |0 [119]123[120|128
IVE39 |106 |114 [179|193 |133 |137 [100 | 108|161 |161 |271|284|125|133|116146
iVE41 [110 (114 |0 |0 0 0 86 |108]161)163 |271|278)129|133]120|128
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Ek.3’in devami

IVE42 [106 [106 |179(185 |137 |139 |89 |102|155|165 |276|282|123|133|116|116
GOK1 |106 |108 |179|189 |143 | 145 |102 |104 171|171 |271]280|123|123| 0 | O
GOK?2 112 |112 |179)181 |137 |143 |91 |106|171|171 |271|284|127]|133|146]|148
GOK5 [106 |116 |177|177 |125 |147 |91 [102|157|171 |280|284|123|129|128|128
GOK8 |108 |112 |179]191 |131 |131 |91 |102|171|171 |271|271|123]|127] 0 | O
GOK 10|106 |112 |177|177 |135 |135 |89 [102|163|171 |284|284|127|127|146|148
GOK 115|112 |112 |179]195 | 131 |135 |93 |102|171|171 |271|284|129|133| 0 | O
GOK 18108 |112 |179)185 |123 |131 |91 |106|171|171 |273|276|123]|127] 0 | O
GOK20|106 |106 |177]181 |131 |139 [100 [102|171|187 |271|284|123|129|146|148
GOK 22106 |116 |177|177 |131 |133 |91 |102|163|171 |271|280|123|127|128|128
GOK25|108 |110 [179|181 |137 |137 |86 |86 |[171|171 |276|284|123|127 128|128
GOK 28106 |110 [183189 |137 |145 |86 |106|163|163 |271|284|123|133|140]148
GOK30|110 |116 [183|183 |131 |131 |91 |102|165|171 [271|284|123|127|116|148
GOK32|106 |110 [175]179 |137 |139 |86 |89 [163|171 |271|271|121|127|128|128
GOK35|112 |116 |179]191 |137 |141 |91 |104|171|173 |276|284|121]121|128]|152
GOK 36|104 |110 [179]189 |135 |149 |93 [114|163|171 |271|284|123|123|108|116
GOK 40110 |110 |179)193 |131 |131 |91 |100|171|173 |276|284|123]|123|128|128
GOK 42110 |110 [193]195 |131 |143 |114 [114|171|179 |271|284|123|127|116|148
GOK43|106 |112 |179|183 |137 |137 |91 [114|171|173 |284|284|123|123|116|128
GOK 47110 |116 |189193 |131 |147 |91 |106|171|171 |271|271|123|127|116]140
GOK49|110 |116 |179]183 |137 |147 |91 |114|171|179 |271|273|0 0 [128|128
AKK1 116 |116 |179]193 |135 |137 |89 [114|163|163 |276|284|121|127|116|136
AKK2 |110 |110 (179|183 |0 0 86 |93 161|179 |284|284|121|123|146|148
AKK4 110 [110 |179]193 |123 |139 |93 [100|163|165 |278|284|125|133|116|150
AKK5 112 |112 |173|173 |141 |149 |100 [114|171|171 |276|284|131|133|150 150
AKK6 |116 |116 |177|179 |135 149 |91 |93 |161|163 | 276|284 |123|133|128|128
AKK9 112 |112 |179|179 |0 0 86 [102[163|171 |276|284|121)|123|116]|150
AKK11 |110 |116 |183|183 |131 |151 |91 |108|163|163 |276|284|121|123[108|116
AKK15 |112 |116 |179]199 |123 |137 |106 |106 161|185 |276|284|123|123|116|116
AKK18 |110 |110 [179|193 |0 0 86 |91 |161|183 |271|284|123|127|116|116
AKK23 |112 |116 |179|179 |133 |135 |114 |114|163|163 | 276|284 123|133 [128|130
AKK?25 |112 |112 |179]189 |135 |145 |93 [102 171|171 |271|276|121|129]108|116
AKK27 |112 |116 |181193 |135 |137 |93 |95 |163|163 |271|276|121|123[116|150
AKK?28 |110 |114 |183]193 |133 |135 |100 [102 171|177 |271|276|121|127|128|128
AKK?29 |110 |116 |185|193 |137 |137 |86 |114|163|183 |284|284|133|133|152|152
AKK30 | 116 |[116 |179]179 |129 |145 |86 |93 |163|163 |276|284|123|127|116|150
AKK32 |112 |116 |173]193 |133 |151 |93 [102 173|173 |284|284|123|127|116|150
AKK37 [108 | 110 |179]193 |131 |131 |89 |89 |161|171 |276|276|125|131|116|128
AKK39 | 112 |116 |179]179 |135 |137 |93 [102|163|163 |276|284|123|123|116|116
AKK40 |110 |118 |179]179 |133 |137 |89 [100|163|163 |276|284|121|123|116|152
AKK45 |110 |118 |177]179 |137 |137 |86 [100|163|163 |271|276|123|127|116|136
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OZET

Calismamizin birinci kisminda &rnekleri TURKHAYGEN-1 projesine ait
olan 13 Anadolu yerli koyun irk1 (Gokg¢eada, Kivircik, Sakiz, Karayaka, Daglic,
Norduz, Akkaraman, Morkaraman, Hemsin, Ivesi, Cinegapari, Herik, Karagiil),
kokeni Avrupa’dan Merinos’tan alan bir evcil koyun ve Anadolu Yaban Koyun
alttiirtine (Ovis gmelinii anatolica) ait erkek bireyler materyal olarak kullanilmustir.
Y kromozomunda bulunan SRY 5’promotor bolgesi ve Y kromozomuna 6zel bir
mikrosatellit olan SRYM18 bdlgeleri DNA dizi analizi yontemleriyle incelenmistir.
Evcil koyun 1rklarina ait 166 ve Anadolu Yaban Koyununa ait 16, toplam 182 birey
SRY ve SRYM18 bolgeleri dizi analizi (sekans) yontemiyle incelenmistir. Sonuglari
birlikte degerlendirilip Meadows ve arkadaslarinin (2009) c¢alismasina gore
bireylerin haplotipleri belirlenmistir. Anadolu koyun irklarina ait 120 bireyde H6
haplotipi, 17 bireyde H4 haplotipi, 14 bireyde H8 haplotipi, 3 bireyde ise H12
haplotipi gozlenmistir. H4 ve H8 haplotiplerinin yayilim biciminde Tiirkiye’de
dogudan batiya dogru bir azalis gozlenmektedir. Merinos irkina ait 12 birey ve
Anadolu Yaban Koyunu alttiiriine ait 16 bireyin tamaminda da H6 haplotipi tespit
edilmistir. Ovis gmelinii anatolica alt tiiriine ait 16 bireyinde H6 haplotipinde olmasi

evcil koyunlarin atasinin oldugu fikrini dogrulamaktadir.

Calismamizin ikinci kisminda Merinos 1rkina ait 19 bireyde mtDNA D-Loop
gen bolgesine ait elde edilen 144 bg¢’lik bolge DNA dizi analizi (sekans) yontemiyle
incelenmigtir. Sonug¢ olarak, 15 bireyin haplogrup B oldugu ve 4 bireyin ise
haplogrup A oldugu tespit edilmistir. Merinos koyun 1rki Tiirkiye’ye Avrupa’dan
getirildigi bilindigi i¢in normalde tiim bireylerin haplogrup B olmasi beklenirdi.
Fakat 4 bireyin haplogrup A ¢ikmasi, Merinos 1rkinin Tirk yerli koyun irklarindan

bir olasilikla Sakiz ve Gokgeada irklartyla karistigi ithtimalini 6n plana ¢ikarmaktadir.

Calismamizin tglincli kisminda Otozomal kromozomlardaki mikrosatellit
belirtecleri ile 10 yerli Tiirk koyun 1rkina (Gokgeada, Kivircik, Sakiz, Karayaka,
Dagli¢, Norduz, Akkaraman, Morkaraman, Hemsin, Ivesi) ait 199 &rnekte drnekte 2

lokus (OarVH72 ve OarFCB226) genotiplenmis ve toplam 8 mikrosatellit lokusunun
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analizleri yapilmistir. Mikrosatellit lokuslarinin allel sayilari bakimindan en ¢ok
polimorfizmi gosteren lokusun 23 allel sayisiyla OarFCB304, en az polimorfizm
gosteren lokusun ise 8 allel sayisiyla OarCP34 oldugu tespit edilmistir. Elde edilen
sonuglarinin Yap1 (Structure) Analizinde K=2 den itibaren K=12 ye kadar Sakiz ve
Gokgeada 1rklar1 daha az olmakla beraber tiim irklarimizin melezlik gosterdikleri
gozlenmistir. Temel Koordinat Analizinde 1. eksende Sakiz ki diger irklardan
ayrilmakta olup 2. Eksende ise Karayaka, Kivircik, Gok¢eada ve Sakiz irklarini diger
irklardan ayrilmakta oldugu tespit edilmistir. Komsu Birlestirme Agacinda ise genel
olarak Sakiz ile diger irklar arasindaki uzakligin (agactaki dal uzunlugunun) diger
ikili dal uzunluklarindan daha fazla oldugu tespit edilmistir.  Sonug¢ olarak,
mikrosatellit belirte¢ sonuglari 15181nda, Sakiz irkinin diger irklardan daha izole olup
bu nedenle daha saf oldugu diger irklarin ise birbirleri ile ¢ok melezlendigi

anlasilmaktadir.
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SUMMARY

In the first part of our study, male individuals of the samples of 13 Anatolian
domestic sheep breeds (Gokgeada, Kivircik, Sakiz, Karayaka, Dagli¢, Norduz,
Akkaraman, Morkaraman, Hemsin, Ivesi, Cinecapari, Herik, Karagiil) which were
collected for TURKHAYGEN-I project, Merino domestic sheep breed that are
originated from Europe and Anatolian Wild Sheep (Ovis gmelinii anatolica) were
used as the study material. 5° promoter region of SRY on Y chromosome and
SRYM18 which is a microsatellite region on Y chromosome regions were examined
by DNA sequence analysis. SRY and SRYM18 regions were investigated by using
DNA sequence techniques in 166 individuals of domestic sheep breeds and 16
individuals of Anatolian Wild Sheep, as a total of 182 individuals. The results are
evaluated together and haplotypes of individuals were identified of individuals
according to Meadows et. al. (2009) study Individuals of Anatolian native breeds
have been identified as: 120 individuals haplotype H6, 17 individuals haplotype H4,
14 individuals haplotype H8 and 3 individuals haplotype H12. A decrease has been
observed for the H4 and H8 haplotypes distribution from east to west Turkey. 12
individuals of Merino breed and 16 individuals of Anatolian Wild Sheep have been
identified as H6 haplotype. All the individuals of Ovis gmelinii anatolica were
determined as H6 haplotype too because of this, the idea confirms the ancestor of

domestic sheep.

In the second part of our study, mtDNA D-Loop 144 bp long region was
examined by DNA sequence analysis in 19 individuals of Merino sheep breeds.
According DNA sequences 15 individulas were identified as haplogroup B and 4
individuals were identified as Haplogroup A. Merino sheep breed were brought from
Europe to Turkey is known and normally all individuals expected to be haplogroup B
But the emergence of four as haplogrup A, gives an idea of probably Merino sheep

breeds were hybridized with Sakiz and Gokg¢eada.

In the third part of our study, the genotypes of 2 autosomal microsatellites loci
(OarVH72 ve OarFCB226) in 10 Turkish sheep breeds (Gokgeada, Kivircik, Sakiz,
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Karayaka, Dagli¢, Norduz, Akkaraman, Morkaraman, Hemsin, Ivesi; in total
represented by 199 individuals) were determined and totally 8 microsatellites were
analyzed. OarFCB304 (23 alleles) and OarCP34 (8 alleles) have been determined as
the most polymorphic and least polymorphic microsatellite loci respectively, in terms

of allele number.

Structure analysis has been applied ranging from K=2 to K=13. When the
studied Turkish breeds are considered, structure results are very blended which
indicates that these breeds are highly admixed. For all of the K values (2-13) Sakiz
breed is separated from the other breeds and it is the least admixed breed. Principal
Coordinates Analysis showed that In the 1st axis only Sakiz, and in the 2nd axis
Karayaka, Kivircik, Gokceada and Sakiz breeds are significantly separated from
other breeds. In general Neighbor Joining (NJ) tree analysis shows that the distances
between Sakiz and other breeds are significantly longer than the other dual branches.
As a result, In the light of the reults that were obtained by microsatellite markers,
Sakiz seems to be a more isolated breed than other breeds and therefore is more pure,

other breeds are admixed with each other.
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