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Bu ¢alismada amag, RAPD-PCR ydntemi kullanarak Antalya yoresi kil kegileri
arasindaki genetik polimorfizmi belirlemektir.

RAPD-PCR, Antalya bdlgesinden 7 disi ve 7 erkek Kil kegisi igin toplam 20
farkl primer kullamlarak calistirilmustir. Biitlin RAPD primerleri 100-600 bg arahifinda
belirlenmistir. RAPD-PCR kullanarak Opp08 primeri ile toplam 121 DNA fragmenti
elde edilirken, Opp03 primeri ile 29 DNA bandi elde edilmistir. Tiim primerlerin
kullanilmasiyla toplam 1363 bant degerlendirilmistir. Toplam 153 bandin 142’si
polimorfik bulunmugtur. Genetik benzerlik (bant paylasim frekansi, F.) oram ve
genetik uzaklik sirasiyla 0,6464 ve 0,3536 olarak bulunmugtur. Ortalama heterozigotluk
oran1 0,3691+0,1472 olarak tahmin edilmigtir.
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ABSTRACT

THE DETERMINATION OF GENETIC POLYMORPHISM IN ANTALYA
REGION HAIR GOAT BY RAPD-PCR
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Adviser: Assist. Prof. Dr. M. Soner BALCIOGLU
Nisan 2005, 48 page

The main purpose of this research is to determine genetic polymorphism among
Hair goats in Antalya province by RAPD-PCR.

RAPD-PCR was employed by using total 20 different primers for 7 male and 7
female hair goats from Antalya province. All the RAPD fragments determined were
100-600 bp in size. The RAPD-PCR using primer OppO8 resulted in 121 DNA
fragments. On the other hand, the RAPD-PCR using primer Opp03 resulted in 29 DNA
fragments. Total 1363 DNA bands were evaluated. One hundred fourty two bands of the
total one hundred fifty three bands were polymorphic. Genetic similarity (Band Sharing
Frequency, Fyy ) and genetic distance were 0,6464 and 0,3536, respectively. The
expected heterozygosity was estimated as 0,369110,1472.
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ONSOZ

Son zamanlarda, genetik potansiyelin belirlenmesinde molekiiler biyoloji
tekniklerinden yaygin olarak yararlamlmaktadir. Ciftlik hayvanlarinda ekonomik
Onemi olan karakterlerin, gozle yapilan Ol¢timlerinin yaminda molekiiler tekniklerin
uygulanmastyla, bu 6zelliklerin DNA diizeyinde genetik olarak tespiti de saglanabilir.
Molekiiler biyoloji tekniklerinin ilerlemesi ile DNA tiplerinin belirlenmesine y6nelik
y6ntemler de glincellenmistir.

Molekiiler biyoloji tekniklerinden biri olan DNA parmakizi teknigi, hayvan
populasyonlar1 ve bu populasyonlar1 olusturan hayvanlar arasindaki iligkinin
belirlenmesinde  ve  yetistirme  stratejilerinin @ olugturulmas:  ¢aligmalarmda
kullanilmaktadir. DNA  parmakizi yontemlerinin, canlilarm  genetik yapilarm
aragtirilmasinda son yillarda diinya iizerinde yaygn bir sekilde kullaniimasma kargin,
bu tiir caligmalar {ilkemizde yeni yeni kullamlmaya baglanmigtir. Yerli ¢iftlik
hayvanlarmiza ait DNA  diizeyindeki varyasyonun belirlenmesi, iilkemiz
hayvancihginda gen kaynaklarimizm taninmasi, korunmasi ve gelistirilmesi agismdan
biiyiik bir nem tagimaktadir.

Bana bu konuda ¢alijma imkam sunan damgmamm Saym Yrd.Dog¢.Dr. M.
Soner BALCIOGLU’ na (Akdeniz Universitesi Zootekni Bolimii), laboratuar
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1. GIRIS

Ulkemiz tarmsal geliri i¢inde hayvancilk faaliyetlerinin 6nemli bir yere sahip
olmas,, hayvancihktan elde edilen verimlerin arttirimasim gerektirmektedir.
Ulkemizde hayvan varligmn sayisal olarak fazlahgma kargm verimliligin az olmasi,
hayvancihk faaliyetlerinin tarm sektdriine ve iilkenin genel ekonomisine katkisim
azaltmaktadir. Bundan dolay1 evcil hayvan slahi ile ugragan arastiricilarin en Snemli
hedefi, mevcut ekonomik kosullarda yetistiricilere en fazla geliri getirecek genotipleri
gelistirmektir.

Evcil bhayvanlarm verimlerinin slahinda Oncelikle tizerinde durulan o6zellik
bakimmdan populasyonun genetik yapismin g¢ok iyl tammlanmasi gerekir.
Populasyonlarm genetik 6zelliklerinin iyi bir sekilde belirlenmesi, islah faaliyetlerinin
hizh, giivenilir ve daha verimli olmasim saglamaktadir (Daywoglu vd 1989). Son
yillarda, hayvansal {iretimde nicelik ve nitelik bakimindan saglanan Onemli
gelismelerde, genetik analize dayali ve uygulamah genetifin gerektirdifi metotlarla
calismanm da biiyiik katkisi vardir.

Populasyonlarm genetik 6zelliklerinin belirlenmesinde yakin zamanlara kadar
polimorfik biyokimyasal sistemler kullanmlmaktaydi. Daha sonra, DNA diizeyinde
genetik varyasyonu saptamaya yonelik tekniklerin gelistirilmesiyle bireylerin
genotiplerini dogrudan belirleme imkam elde edilmistir. Glinlimiizde DNA diizeyinde
saptanan genetik varyasyon; ciftlik hayvanlarinda genetik farkhihgm tanimlanmasinda,
farkh wk ve eko-tipler arasindaki genetik iligkilerin tahmin edilmesinde ve pedigri
tayini gibi ¢aligmalarda yogun olarak kullaniimaktadir (Cerit 2003). Son yillarda
canlilarm genetik yapilarimin aragtiriimasinda DNA parmakizi yontemleri yaygin bir
sekilde kullanilmasmna karsm, bu tiir ¢aligmalarm iilkemizde kullamilmasi oldukg¢a
yenidir. Dogrudan niikleik asit swalamgindaki varyasyonu belirlemeye yOnelik
yontemlerin ¢ogu tek niikleotid bazindaki degisimi belirleyebilecek kapasitededir. Bu
nedenle her birey i¢in 6zgilin bir parmak izi modelinin saptanmasi miimkiindiir.
Genetik varyasyonun bu yontemlerle duyarh bir sekilde olgiilebilmesi, arastiricilari
DNA markerleri ile ¢aligmaya y6nlendiren 6nemli sebeptir.



Giintimiize kadar, DNA markerlerinin kullanim ile genetik varyasyonun
saptanmasi amaciyla ¢ok sayida yontem geligtirilmistir. Bunlarm baghcalar1 RFLP
(Restriction Fragment Leght Polymorphism; Restriksiyon Fragment Uzunluk
Polimorfizmi), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism; Cogaltilmig
Fragment Uzunluk Polimorfizmi), Mikrosatelit (Microsatellite) ve RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA; Rasgele Cogaltilmg Polimorfik DNA)’dir. Bu
tekniklerin hémen hepsi PCR (Polymerase Chain Reaction; Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) temelinde cahigmaktadir. Cegitli yOntemler kullamlarak niikleik asit
diizeyinde saptanan polimorfizmin Mendel kalitiru gdstermesi, bunlarmn genetik marker
olarak kullanimimi olanakli hale getirmektedir (Bardak¢i ve Skibinski 1994). Bugiine
kadar niikleik asit diizeyindeki bu tip galismalara; koyun (Crawford vd 1994, Cushwa
vd 1996), kegi (Yongjum vd 1998, Saitbekova vd 1999, Ajmone-Marsan 2001, Li vd
2002), sigir (Ajmone-Marsan vd 1997, Giineren 1999, Horng ve Huang 2000), muhtelif
kanath tiirleri (Dunnington vd 1990, Plotsky vd 1995, Burt vd 1995, Smith vd 1996,
Wei vd 1997, Sharma vd 2001) ve domuz (Yen vd 2001) gibi bir ¢ok ¢iftlik hayvam
tiirtinde rastlanmgtir.

DNA polimorfizm ydntemlerinden birisi olan rasgele gogaltilmis polimorfik
DNA (Randomly Amplified Polymorphic DNA-PCR; RAPD-PCR) yontemi, rasgele
primerler kullamlarak, PCR’ da 6zgiin DNA fragmentlerinin g¢ogaltilmas: temeline
dayanir. Diger polimorfizm y6ntemlerine gére daha basit, goreceli olarak daha ucuz ve
daha az is giicii gerektirdiginden yaygm olarak kullanilmaktadr.

Tiirkiye ¢iftlik hayvanlarinda yapilan polimorfizm ¢ahsmalarinin Snemli bir
boliimii biyokimyasal polimorfizme yoneliktir (Balcioglu 1995, Karabag 2000,
Ozbeyaz vd 2001). Tikiye’de, sigirlarda (Glineren 1999 ve Cerit 2003) ve
bildircinlarda (Yegenoglu 1999) olmak {izere DNA diizeyinde yapilan ¢ok az sayida
caligmaya rastlanmugtir. Ancak kegilerde benzer caligmalara diinyada ¢ok az sayida,

Tiirkiye’de ise hig rastlanmamgtir.

Tiirkiye’deki yerli ¢iftlik hayvanlarma ait tlirler, Tiirkiye cografyasmn
dzelliklerine bagh olarak farkh bolgelere adapte olmus, ¢ok ¢esitli itk ve eko-tiplerden



meydana gelmigtir. Bu ¢iftlik hayvanlar1 arasinda kiiglikbas hayvan yetistiriciliginin

Tiirkiye ekonomisinde zel bir 6nemi vardir.

Akdeniz bolgesi bitki Ortiisliniin makilerce zengin olmasi, daglarm sarp ve
engebeli bir yapiya sahip olmasi, Antalya ve g¢evresinde kegi yetistiricilifinin yaygmn
olmasmda en Onemli etkenlerden birisidir. Kil kegilerinden elde edilen et ve kil
{iretiminin ydrede ekonomiye katkisi oldukca fazladw. Ozellikle kegi eti, Antalya
yoresinde yasayan insanlar tarafindan koyun etine nazaran daha fazla tercih
edildiinden, ekonomik olarak bu bdlgedeki yetistiriciler i¢in olduk¢a Snemli bir yere
sahiptir.

Yerli ¢iftlik hayvanlarimiza ait DNA diizeyindeki varyasyonun belirlenmesi,
iikkemiz hayvancihgmda gen kaynaklarmizin tanmmasi, korunmasi ve gelistirilmesi
agisindan biiylik bir Snem tagimaktadir Bu ¢aligmada, Tirkiye ke¢i varligmn biiyiik
bir b6limiinii kapsayan ve Antalya y6resinde de yogun bi¢imde yetistiriciligi yapilan
kil kecilerinin, RAPD-PCR yoOntemi ile DNA parmak izlerini g¢ikarmak ve DNA
diizeyinde genetik polimorfizmi belirlemek amaclanmistir. Boylece, bu ySntemin
kullamlmasiyla elde edilebilecek bulgular dogrultusunda, yerli bir wkimiz olan kil

kegisine ait bant modelleri belirlenebilecektir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

Kigtikbag hayvan yetistiriciligi, genel olarak zayif meralar, nadas, amz ve
bitkisel iiretime uygun olmayan alanlan degerlendirerek et, siit, yapag, kil ve deri gibi
irlinlere donligtiiren bir iiretim etkinligidir. Tiirkiye'nin dogal kaynaklarmn, 6zellikle
cayr-meralarin kegi ve koyun tiirlerine daha uygun olugu ve 6zellikle kirsal kesimdeki
halkmn tiiketim aligkanhklar1 gibi etmenler, kiigtikbag yetistiriciligi icin uygun bir ortam
yaratmaktadir,

Turkiye’deki yerli ¢iftlik hayvanlarma ait tiirler, Tirkiye cografyasinin
dzelliklerine bagh olarak farkh bolgelere adapte olmus, gok gesitli irk ve eko-tiplerden
meydana gelmistir. Bu ¢iftlik hayvanlar1 arasinda kiigtikbag hayvan yetistiriciliginin
Tiirkiye ekonomisinde 6zel bir 6nemi vardir. Cizelge 2.1.°de de gorildiigii gibi,
Tiirkiye’ de toplam 6 700 000 bas keg¢i vardir. Tiirkiye et liretiminin %7,2’si, siit
Uretiminin ise %2,7’si bu kegilerden saglanmaktadir (FAO 2004).

Cizelge 2.1. Titrkiye’deki baz: tlirlere ait hayvan sayisy, siit ve et {iretimindeki paylar1 (FAO 2004)

Hayvan sayist 2004 y1li Uretimi
Tirler (2004) Et (ton) Siit (ton) Et, % Siit, %
Koyun 25 000 000 267 000 750 000 443 7.2
Sigir 9 800 000 290 000 9 400 000 48,2 89,7
Kegi 6 700 000 43 500 280 000 7,2 2,7
Manda 136 000 1700 48 000 0,3 0.4
Toplam 41 636 000 602 200 | 10478 000 100 100

Ozellikle tropik ve suptropik {ilkelerdeki halkm besin ihtiyaglarmm
kargilanmasmda kegilerin 6nemli bir yeri vardwr. Diinyanm farkl iklim ve cografi
kogullarina sahip bir ¢ok tilkede yofun olarak kegi yetistiriciligi yapilmaktadir.
Hindistan, Meksika, Nijerya, Irak, Libya, Fas, Yunanistan ve Tirkiye gibi {ilkelerde
rutubeti az, kurak ve yar kurak alanlarda kegi yetistiricilii olduk¢a yaygmdir
(www.ziraatcicom). Keci, afiz yapisinin verdigi avantaj ile farkh beslenme
kosullarina adaptasyon yetenegi ve engebeli araziye uygun yapisal &zelliklerinden

dolay1 olumsuz g¢evre sartlarina son derece uyumlu bir hayvandir. Bu nedenle, arazi,



iklim ve mera kosullarmm elverissiz oldugu yerlerde kegi yetistiricili3i tercih
edilmektedir.

Tiirkiye’de kegi yetistiriciligini genel olarak ii¢ grup altinda toplamak
miimkiindiir. Bunlar; sayisal varhgi en yiiksek olan kil kegisi yetistiriciligi, Ankara
kegisi yetigtiriciligi ve genellikle ailelerin siit ihtiyaglarm kargilamak amaci ile ¢ok az
sayida yapilan siit kegisi yetistiriciligidir (Aydm 1999).

Tiirkiye’de en yaygm olarak yetistirilen kegi irki, halk arasinda kara kegi olarak
da bilinen kil kegisidir. Daglik ve engebeli yerlerde yetistiriciligi ¢ok yaygmdir.
Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde yetistirilen kil kegileri, b6lgenin beslenme kosullariyla
yakmn iligkili olarak, viicut yapisi ve bilyiikliigli yoniinden farkliik gostermektedir. Kil
kegisi, sicak ve soguga toleransli, makiliklerden iyi yararlanabilen, hastaliklara karg
dayanikh, uzak mesafelere iyi yiiriiyebilen siit ve et verimi yeterli, yliksek kalitede deri
veren ve oransal olarak iri viicut yapih bir kegi wrkidir. Kil kegilerinin viicut rengi
genellikle siyah olmakla birlikte kahverengi, kursuni, agik sari ve sarimsi hatta beyaz
renkli olanlara rastlamr. Hem kegiler hem de tekeler biiylik ¢ogunlukla boynuzludur.
K1l kegilerinin her iki cinsiyetinde de sakal bulunur. Kulaklar genellikle uzundur. D1
verimi ¢ok yliksek olmayip, bir dogumda genellikle bir yavru verir. Siitteki yag oram
%5-5,5 arasmdadir. Kil kegilerinde canli agiclik 45-65 kg ve kil verimi 0,5-1 kg
kadardir (Ozder 1997).

Akdeniz bolgesi bitki Ortiisiiniin makilerce zengin olmasi, daglarin sarp ve
engebeli bir yaptya sahip olmasi, diger ciftlik hayvanlar i¢in elverigsiz bir durum
yaratirken, Ozellikle Antalya ve cevresinde kegi yetistiriciliginin yaygm sekilde tercih
edilmesine neden olmustur. Antalya yoresi kil kegisi varligi (570 470 bag) bakimdan
Tiirkiye’nin en zengin bdlgelerinden birisidir (Anonim 2003).

Muhtelif ¢iftlik hayvaolarina ait wklarin tammlanmasinda ve bu wklarn
birbirleriyle olan benzerlik ve farkhliklarm ortaya konulmasinda 6lgiit olarak ¢esitli
morfolojik ve metrik 6zellikler (canh agirlik, viicut Slgiileri, gesitli verim &zellikleri
vb.) kullanilmigtir. Bu 6zellikler siirekli olarak seleksiyon baskisi altindadir. Buna
kargilik, polimorfik biyokimyasal karakterler ve DNA diizeyinde saptanan degisik



markerler bakimindan belirlenen farkliliklar, genellikle dogrudan seleksiyona konu
olmazlar. Seleksiyon etkisi altindaki 6zellikler ile biyokimyasal 6zellikler arasmda ¢ok
yakin bir genetik iligki bulunmuyorsa {izerinde durulan polimorfik karakterler
cogunlukla seleksiyona kargi nétraldir ve populasyonlarm genotipik yapilarm ve
birbirleriyle olan genetik iligkilerini tarafsiz olarak tahmin etmede son derece
kullanishdir (Balcioglu 1995). Bu nedenle son yillarda ¢iftlik hayvanlarmm genetik
olarak tammlanmasinda biyokimyasal ve DNA marker sistemlerinden giderek daha
fazla yararlanilmaktadr.

Hayvanlarm verimlerinin 1slahinda, Oncelikle {izerinde durulan &zellik
bakimindan populasyonun genetik yapismm ¢ok iyi tanimlanmasi gerekir. Bir
populasyonu olusturan bireylerin biyokimyasal ve molekiiler genetik ydntemlerle
arastirilmasi, o populasyonun genetik yapisina iligkin daha ayrmtili ve kesin bilgilerin
elde edilmelerine olanak vermektedir (Asal 1989). Populasyonlarin bu sekilde genetik
Ozelliklerinin iyi bir sekilde belirlenmesi, 1slah faaliyetlerinin hizli, giivenilir ve daha
verimli olmasim saglar (Dayioglu vd 1989).

Populasyonlarin genetik 6zelliklerinin belirlenmesinde bir dénem, polimorfik
biyokimyasal sistemler olduk¢a sik kullamlmustir. Daha sonra, DNA diizeyinde
genetik varyasyonu saptamaya yonelik tekniklerin gelistirilmesiyle, bireylerin bu tip
markerler bakimindan genotiplerini dogrudan belirleme imkami dogmustur. DNA
diizeyinde saptanan genetik varyasyon, ¢iftlik hayvanlarmda genetik varyasyonun
tanmmlanmasinda, farkli wk ve ekotipler arasindaki genetik iligkilerin tahmin
edilmesinde, ayrica pedigri tayinlerinde yofun olarak kullamlmaktadw (Cerit 2003).
Kantitatif bir 6zellik i¢in yikksek etkili allelleri tagiyan bireylerin saptanmas: damizhk
seciminin en zor yamdir. Gerek hayvanlarda gerekse bitkilerde, biyokimyasal ve DNA
markerleri ile ¢esitli ekonomik Szellikler arasmda muhtemel genetik iliskiler tizerinde
durulmaktadir. Ozellikle kantitatif karakterleri belirleyen poligen bloklarm (QTL;
Quantitative Trait Loci; Kantitatif Ozellik Lokuslar1) haritalanmasinda muhtelif DNA
markerleri iizerinde yogun olarak ¢ahgilmaktadr. DNA markerlerinin  1slah
programlarinda kullanilmalarmmn birgok avantajlar1 bulunmaktadir; DNA Srnekleri
organizmanm herhangi bir dokusundan ve yasam siirecinin herhangi bir asamasmnda



alinabilir ve alman bu DNA &rnekleri uzun silire saklanabilir, kantitatif karakterlerin
aksine ¢evre kosullarindan etkilenmez. Kantitatif 6zellikler ve DNA markerleri
arasinda yiiksek genetik korelasyonun belirlenmesi halinde bu durum, damizliklarin
erken yasta segilmesini miimkiin kilacak ayrica Ozellikle tek cinsiyette goriilen
karakterler bakimindan damizliklarm belirlenmesinde ¢ok yararh olacaktir.

Bir populasyonun tammlanabilmesi ve sahip oldugu Ozelliklerin
belirlenebilmesi  igin, populasyon i¢i ve populasyonlar arasinda kolaylikla
dlciilebilecek parametrelerin bilinmesine gereksinim vardir (Rassman vd 1991, Tautz
1992, Suzuki vd 1993). Tiirkiye yerli ¢iftlik hayvanlarmm genetik 6zelliklerinin
tanumlanmas: konusunda yapilan c¢aliymalarm yeterli oldugunu sdylemek miimkiin
degildir. Bu populasyonlarin genetik &zelliklerinin belirlenmesi ik planda bilinmesi
gereken noktalardan birisidir. Bu durum aym zamanda yok olma tehlikesi tagiyan gen

kaynaklarinin korunmasi i¢in de zorunludur.

Polimorfizm kisaca, bir populasyonda iki yada daha fazla alternatif fenotipin
varhgi olarak tammlanir. Genetik polimorfizm ise, en az iki allelli bir lokusta, nadir
allelin populasyondaki frekansmin tekrarlanan mutasyonlarla agiklanamayan oranlarda
olmasi seklinde tanimlanmaktadir (Bushman ve Schmid 1968). Populasyonda belirli
bir lokusta genin farkli formlar1 bulunuyorsa bu lokus polimorfik olarak kabul edilir.
Bir gen lokusunun. polimorfik olabilmesi i¢in, nadir allelin populasyondaki nispi
frekansmnin en az 0,05 veya 0,01 diizeyinde olmas: gerektigi bildirilmistir (Hedrick
1985).

Polimorfizm, ¢esitli biyokimyasal 6zelliklere ait farkli genetik formlar (gesitli
protein ve kan grubu faktdrleri), kromozomlara ait morfolojik farklihklar (kromozomal
polimorfizm) ve DNA’daki niikleotid diziligindeki farkliiklar (DNA polimorfizmi)
temelinde aragtirilabilir.

Son zamanlarda, genetik potansiyelin belirlenmesinde molekiiler genetik
tekniklerinden yaygin olarak yararlanilmaktadir. Yetistirme programlarmda ekonomik
Onemi olan karakterlerin Olgiimlerinin yaninda, gelismis molekiiler tekniklerin



uygulanmasiyla, bu Ozellikleri belirleyen genlerin kromozom {izerindeki yerlerinin
tespiti de yapilabilmektedir. Molekiiler biyoloji tekniklerinin ilerlemesi ile DNA
diizeyinde farkh polimorfizm belirleme yontemleri gelistirilmistir.

DNA parmakizi teknigi, ilk kez Jeffreys vd (1985) tarafindan Leicester
Universitesi’nde insanlar {izerinde yapilan g¢absmalar sonmucunda tammlanms ve
uygulanmugtir. Daha sonra difer canlilarda uygulanmasma yogun bir sekilde
baglanmugtir. Kedi ve kdpekler (Jeffreys ve Morton 1987), atlar, koyunlar ve domuzlar
(Morton vd 1987) lizerinde yapilan galismalardan basarith sonuglar almmugtir. Bu
teknikle her bireye 6zgii DNA bantlar1 elde edilebilmektedir. Elektroforez sonunda
olugturulan bireye 6zgii bu DNA bant modelleri DNA parmakizi (DNA fingerprint)
olarak tanmmlanmaktadir.

DNA parmakizi bireylerin DNA karakteristiklerinin tespitinde kullamlmak
lizere geligtirilmigtir. Bireylere ait elde edilen DNA bant modelleri tipki parmakizi gibi
kisiye 6zgli oldugundan dolay, DNA parmakizi teknikleri giliniimiizde canhlarm
genetik Ozelliklerini  saptamak igin yogun bir sekilde kullamlmaktadir. Bireyin
Ozgiinliigli ve tiim dokularda aym DNA’ya sahip olmasi DNA analizlerinin temel
ilkeleridir.

Tiim diinyada molekiiler biyoloji ve genetik alaninda yapilan ¢aliymalar biiyiik
bir hizla ilerlemektedir. Béylece tiir i¢i ve tiirler arasi genetik farkhihklar bireylerin
DNA’larinin Kargilastirilmas: ile molekiiler diizeyde arastirilabilmektedir. Baz siralari
arasmdaki bu farkliliklar aym1 zamanda genom haritalarimm olusturulmasinda, kalitsal
hastaliklarin  teshisinde, organ transplantasyonlarmda, populasyon genetigi
¢absmalarinda 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica bu parmakizleri adli tipta, ebeveyn
testlerinde, tibbi tamda, bitki ve hayvan tiirlerine ait populasyonlar arasindaki
iligkilerin belirlenmesinde ve yabani formlarm arastirlmasmda uygulama alam
bulmaktadir (Kirby 1988).

DNA markerleri ile genetik varyasyonun saptanmasi 1980°li ydlarm bagmmda ilk
kez restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP) tekniginin kullamlmas: ile



gergeklestirilmistir (Griffiths vd 1996). Giiniimiize kadar ¢ok sayida ydntem
geligtirilmistir. Bunlarin baghcalar;; RFLP, AFLP, Mikrosatellit ve RAPD‘dir ve bu
tekniklerin hemen hepsi PCR temelinde gahiymaktadir.

Genetik marker olarak kullanilan RFLP, restriksiyon enzimlerinin DNA’daki
kesim yerlerinin dagilmum etkileyen nokta mutasyonlar1 veya kromozomda kesim
bolgeleri arasinda DNA fragment uzunlugunu etkileyen bilyiik kromozomal degisimler
sonucunda meydana gelmektedir.

Genomik DNA boyunca niikleotid ya da niikleotid gruplan degisik arahklarla
tekrarlanir. Bu tekrarlarin sayisi ve tekrarlanma arah@i zoolojik sistemdeki farkh
smiflara gore birey diizeyine kadar varyasyonlar géstermektedir (Watson vd 1992). Bu
degigken sayida tekrar eden ve minisatellit olarak adlandirlan VNTR (Variable
Number of Tandem Repeat)’lerin bir alt grubu, kisa tekrarlar halinde olan ve
uzunluklar: 2-6 niikleotidten olusan mikrosatellitlerdir (Machugh vd 1994).

Mikrosatellit parmakizi yontemi bir ¢ok caligmada kullandmgstir (Ganai ve
Yadav 2001, Behl vd 2003, Xiang ve Valentini 2004). Mikrosatellit bélgelerinin
¢evresinde, belirli bir bolgenin baz dizilerine ait bilginin olmas1 gerekir. Ancak, PCR
tekniginde kullanllacak olan primerlerin baz dizilerinin olusturulabilmesi igin,
incelenecek genomik DNA’nm ilgili b6lgesindeki baz dizisinin bilinmesi gerekir. Bu da
mikrosatellit parmakizi yonteminin en biiylik dezavantaji olarak kabul edilmektedir
(Meghen vd 1994).

Ganai ve Yadav (2001), Hindistan bolgesine ait 3 kegi wkinda yaptiklari
¢albgmada 16 mikrosatellit markeri kullanmiglardir. Bu ¢aligmalarinda, ortalama
heterozigotluk degerini 0,5400+0,2000, polimorfizm oranm ise 0,4800+0,2000 olarak
bulmuslardir.

[ki Hindistan kegi rkinda (Bengal ve Chegu) yapilan bir bagka ¢ahsmada Behl
vd (2003), 22 mikrosatellit markeri kullanarak genetik farkliigi belirlemeye
calismiglardir. Yapilan bu ¢aligmada heterozigotluk, Bengal i¢in 0,690010,1100 ve



Chegu igin ise 0,6600+0,0700 olarak tahmin edilmistir. Polimorfizm degerleri ise,
Bengal i¢in 0,7900+0,0800 ve Chegu igin de 0,780020,0500 olarak hesaplanmugtir,

Nyamsamba vd (2002) Mogol ke¢i wklarinda yaptiklarnn ¢ahsmada, 8 farkh
bolgeden aldiklar: 6rneklerle 10 mikrosatellit markeri deneyerek genetik farklihi:
ortaya koymaya ¢alismiglardir. Bu calismada heterozigotluk oranlari 0,6690-0,7300
degerleri arasinda tahmin edilmigtir.

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism; Cogaltilmig Fragment
Uzunluk  Polimorfizmi), restriksiyon enzimi kesimiyle olusturulan DNA
fragmentlerinden bir kisminin selektif ¢ogaltimmna dayanan bir polimorfizm belirleme
yOntemi olarak tammlanmistir (Vos vd 1995).

Ajmone-Marsan vd (2001), 7 farkhi ftalya keci wkinda 7 primer kullanarak
AFLP yOntemiyle yaptiklari ¢aligmada, bu keg¢i wrklar1 arasmdaki genetik benzerligi
0,5700-0,8700 degerleri arasinda, ortalama 0,7200 olarak bulmuglardir. Bu wklar
arasinda ortalama heterozigotluk oram ise 0,2100-0,2400 degerleri arasinda oldugu ve
dolaystyla wklar arasinda Snemli bir farklihgm olmadig: belirtilmistir.

2.1. RAPD-PCR Yintemi

PCR, hiicreden armdirilmg bir yontem olarak, DNA’nin g¢ogaltiimasim
saglayan ve DNA diizeyinde yapilan aragtirmalar i¢in kullanilan ¢ok 6nemli bir aragtir.
PCR analizi; molekiiler biyoloji, insan genetigi, evrim, gelisim ve adli vakalar gibi bir
cok konuda uygulama olanag: bulmustur (Flaman vd 1994, Suazo vd 1998, Cerit 2003,
Oz Aydm 2004). PCR tekniginin uygulanmaya baglanmasiyla, DNA parmakizi
tekniginin yaygmlagmasinda ve degisik yontemlerin geligtirilmesinde &nemli yol kat
edilmistir.

PCR, DNA molekiilleri populasyonunda, 6zgiin hedef DNA dizilerinin in vitro

sartlarda, sentetik olarak hazirlanmig primer adi verilen oligoniikleotidler yardimiyla
cogaltilmasi esasma dayanmaktadir (Mullis ve Faloona 1987). Bu y6ntemin
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uygulanabilmesi i¢in son derece az miktarlardaki DNA bile yeterlidir. PCR ile belirli
bir bolgeyi cogaltabilmek i¢in, o bdlgeye komplementer primerlerin kullamlmasi
gerekir. Bu primerler, g¢ogaltilacak tek zincirli DNA molekiiliindeki tamamlayici
dizilerle hibridlenir. Daba sonra yiiksek istya dayamkh bir bakteri olan Thermus
aquaticus’dan elde edilen DNA polimeraz (Taq polimeraz), ¢ahsilan DNA’daki hedef

bolgenin sentezini yapar.

DNA’y1 olusturan bazi bélgeler, aym niikleotid siralarmm genom lizerinde
tekrarlanmasindan olugmustur. Mutasyonlar sonucunda bu bélgelerden bazilarinm
yerlerinden koparak yer degistirdikleri ya da rastlantisal olarak aym dizinin degisik
yerlerde olustugu kabul edilir. Béylece, genomda yeni varyasyonlar ortaya ¢ikmustir.
Bu durumda, bir genomun digerine benzeme olasihif1 ¢ok diisiiktiir. Bu varyasyonlar
tiir, wk, hatta fert bazinda goriilmektedir. Organizmalarda var olan bu farkliliktan
yararlanarak Williams vd (1990) ile Welsh ve McClelland (1990) aym zamanda farkl
laboratuarlarda, tiirler arasi ve tiirler i¢i akrabalifi ve genetik varyasyonu DNA
diizeyinde belirleyebilmek i¢in kullanilabilecek bir metot gelistirmislerdir. RAPD-PCR
(Randomly Amplified Polymorphic DNA-PCR; Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA-
PCR) adi verilen bu metot kisa zamanda bir ¢ok canh tiirinde kullamm alam
bulmugtur.

RAPD yonteminin temel prensibi, ilgili olan tiire ait genomik DNA {izerinde,
niikleotid sirasinda belirli bir 6lgii olmadan rasgele hazirlanan primerlerin (yaklagik 10
be), diisiik baglanma sicakliginda tesadiifi olarak, komplementeri olan hedef bdlgelere
yapismasi ve bu bolgelerin PCR teknifi ile geometrik olarak ¢ogaltilmasi esasma
dayanmaktadir (Bardak¢t 2001). PCR teknigiyle gogaltilmigs bu DNA pargaciklar
elektroforez teknigiyle agaroz jelde birbirinden ayrilirlar. Elektriksel ortamda molekiil
biiyiikliiklerine gére siralanan DNA parcaciklar1 daha sonra ethidium bromide ya da
radyoaktif maddelerle boyanarak ultraviole 151k altinda goriiniir hale getirilir (Williams
vd 1990, Scott vd 1992, Morgan vd 1993, Rothuizen ve Wolferen 1994) (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. RAPD-PCR ydnteminin agamalari

RAPD-PCR yontemiyle elde edilen ve agaroz jelde belirlenen DNA bantlarina
‘RAPD bantlarr’ adi verilmektedir. Bantlarm wvarlii ya da yokluguyla sonuglar
degerlendirilmektedir. RAPD teknigi ile DNA {izerinde bazi kisimlarn (fragment)
cogaltilmasi, kullamlan primerlerin uzunluBuna, primerin G-C igerifine ve primer
dizisindeki tek bir niikleotidin bulundugu yere gore degisiklik gosterir.

Canlilarin sahip oldugu DNA’lar biyiik 6lgiide farkli oldugundan, primerlerin
kullamlmastyla ortaya gikartilan RAPD belirtegleri de farkli olacaktir. Iste bu farkliik
organizmalarin karsilagtirilabilmesini saglamaktadir. RAPD bantlari, Mendel kahtim
yolunu izler ve gesitli tlirlerin gen haritalariin yapilmasinda kullamilabilirler (Cushwa
vd 1996). Ilgili 6zelligi belirleyen genlerle iliskisi bilinen DNA belirleyicileri, gen
klonlamasi, hastaliklarm tamsinda ve yetistirme programlarinda, hayvan ve bitkilere gen
aktarilmasi konularinda kullanilabilir (Rothuizen ve Wolferen 1994).
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Genel olarak RAPD teknigi diger tekniklerle (RFLP, AFLP ve Mikrosatellitler)
kargilagtirldiginda en biiylik avantaji; az miktarda ve disiik kalitede DNA’nn yeterli
olmas1 ve DNA baz sirasma iligkin On bilgiye gereksinim duyulmamasidir (Williams
vd 1990). Cogaltmada tiim organizmalar igin aym oligoniikleotid primer seti
kullamlabilmekte ve bu oligoniikleotidler 6zgiin bdlgelere rasgele baglanarak gogaltma
yapmaktadirlar. RAPD tekniginin, difer yontemlere gére basit, daha ucuz ve daha az is
glicli gerektirmesi de bu ydntemi avantajh hale getirmektedir. RAPD ile RFLP
yontemleri aym oranda giivenli ve etkili iken, RAPD ydnteminin uygulamasinin daha
hizh ve kolay oldufu, wklar ya da hatlar arasindaki iligkilerin aranmasma y6nelik
calismalarda RAPD’in tercih edildigi goriilmiistiir (Hallden vd 1994). Bununla birlikte,
her iki y6ntemin toplam maliyeti, kullanilan belirleyicilerin artmasi ve azalmas: ile
orantili olarak degigmektedir (Williams vd 1990).

RAPD, genetik akrabalifin ve genetik farkliliin hesaplanmasi, tiir tanimlamasi
ve gesitli ¢iftlik hayvam tiirlerinde genetik haritalamay: kapsayan bir ¢ok galisma igin
kullamlmugtir (Kantanen vd 1995, Cushwa vd 1996, Cushwa ve Medrano 1996,
Deepak vd 1998, Yongjum vd 1998, Sharma vd 2001, Albustan vd 2001). Bu
caligmalar, RAPD’in potansiyel bir genetik marker olarak etkinlifini yansitrmstir.
Ayrica radyoaktiviteye, Southern transferine veya DNA hibridizasyonuna gerek
duyulmamaktadr.

RAPD yontemi ile elde edilen polimorfik batlarm dominant oldugu ve bu
nedenle heterozigot bireylerin tespitlerinin yapilamadigi bildirilmigtir (Williams vd
1990, Welsh vd 1991). RAPD yOnteminin uygulama agamasmda bazi fakt6rlerin
optimize edilmesi durumunda Mendel Kalitim yolunu izleyen bantlarm da bu yontemle
tespitinin miimkiin oldugu bildirilmektedir (Rothuizen ve Wolferen 1994).

RAPD metodunun glivenilirligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen pek ¢ok faktor
bulunmaktadir (Bowditch vd 1991). Hedef DNA, MgCl, konsantrasyonu, Taq DNA
polimeraz konsantrasyonu, primer konsantrasyonu, dNTP konsantrasyonu, primer
baglanmasi, baglangic denatiirasyonu, primer karigimlari RAPD teknigini etkileyen
temel deZiskenlerdir. Ayrica PCR’da olusan celigkili sonuglar icin, yabanci DNA
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tarafindan olugturulan kontaminasyona ek olarak DNA izolasyon teknigindeki
varyasyonlar, kullanllan doku kaynaBi, PCR kosullar1 ve PCR cihazinin tipi sorumlu
olabilmektedir. RAPD ¢ahgmalarinda her farkli tiir i¢in reaksiyon kosullarinin
optimizasyonu sarttir. Bunun amaci 8zgiinliiii ve tekrarlanabilirligi kontrol etmektir.

Son yillarda RAPD yontemi, sigwr, tavuk, hindi, at, koyun ve kegi gibi gesitli
¢iftlik hayvanlarmda genis kullamm alam bulmugtur (Kantanen vd 1995, Smith vd
1996, Wei vd 1997, Sharma vd 2001, Apostolidis vd 2001, Tahmoorespur vd 2003).
Kegiler iizerinde RAPD yontemi ile yapilan ¢ahsmalar, ortaya g¢ikartilabilen
polimorfizmlerin, tiirlerin genetik yapisinn ve tiir bazinda populasyonlar arasi ve i¢i
farkliign belirlenmesinde kullamilabilecegini g6stermistir (Plotsky vd 1995, Cushwa
vd 1996, Romanov ve Weigend 2001).

Yongjun vd (1998), Tibet Kasmir Kkegilerinin, populasyon igi genetik
varyasyonunu ve DNA polimorfizmini 28 bireye ait Ornekte arastirmiglardir.
Caligmalarinda DNA fragmetleri, 37 primerden se¢ilmis yliksek polimorfizme sahip 5
primer kombinasyonu ile gogaltilmstir. Sonugta, 61 lokus ve 2926 bant elde etmislerdir.
Bu lokuslarin % 90’mmn, bantlarmn ise % 83’tiniin polimorfik oldugunu bulmuglardir. Bu
calismada populasyon i¢i ortalama benzerlik 0,6734, populasyondaki ortalama genetik
uzaklik ise 0,3266 olarak bulunmustur.

Li vd (2002), 3 Shanxi bdlgesi yerli ke¢i populasyonlar1 (Bai, Hei ve Qing)
arasmdaki genetik iligkiyi RAPD ydntemi ile belirledikleri ¢aligmada, 102 bireye ait kan
Orneklerinden elde ettikleri DNA fragmentlerini, 60 primer ile ¢ogaltmuslardwr. Elde
edilen DNA fragmentleri 180 ve 2870 b¢ araliginda bantlar vermistir. Kullamlan 8
primer ile toplam 76 fragment elde edilmiy ve bunlardan 44 fragment bu keci
populasyonlar: igin polimorfik bantlar meydana getirmistir. Polimorfizm oramm 0,5789
olarak, populasyonlar arasi genetik uzaklig ise 0,0810-0,2040 arasinda tahmin
etmiglerdir.

Ahmet Ali (2003), Misir’da yetistirilen 4 farkli koyun wkinda (Baladi, Barki,
Rahmani ve Suffolk) yaptigi ¢caligmada, DNA fragmentlerini ¢ogaltmak icin 19 rasgele
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primer kullanarak RAPD markerler ile genetik analizi yapmugtir. Irklar arasinda,
polimorfizm seviyeleri ile RAPD modellerini ortaya ¢ikarmustir. Irklar arasindaki
genetik benzerlik 0,8190-0,9570 degerleri arasinda bulunmug, Barki’ nin, Bahrani (%
95,7) ve Baladi’ ye (% 91,3) daha yakmn oldugunu belirtilmigtir.

Cushwa vd (1996), RAPD yontemiyle 53 primer kullanarak, S farkh koyun ki
(Coopworth, Merinos, Perendale, Romney ve Texel) ve bu wklarin melezlerinde
polimorfizm orammt 0,6500-0,9600 arasinda ortalama 0,8500 olarak tahmin
etmiglerdir.

Romanov ve Weigend (2001), RAPD markerleri kullanarak Ukrayna ve
Almanya’da bulunan 5 tavuk wkma ait genetik polimorfizm aragtirmuglardir. Ukrayna
populasyonunun orta diizeyde genetik varyasyona, Almanya populasyonunun ise daha
diisiik diizeyde genetik varyasyona sahip oldugu belirlenmigtir. Sonugta bu ¢aligmada da
RAPD markerlerinin basit ve hizl bir molekiiler ara¢ oldugu belirtilmistir.

Lee ve Chang (1994) tarafindan yapilan ¢aligmada ise RAPD metodu, farkh
tiirlerin tammlanmasi amaciyla kullamlmigtir. Bu ¢alismada, sadece tek bir primer ve bir
PCR programi kullanilmigtir. Sonug¢ olarak, RAPD-PCR tekniinin insan, siwr, kegi,
domuz, kdpek, sigan, tavsan, tavuk ve drdege ait parmakizleri karsilastirilarak, bu tiirleri
tanumlamada kullamlabilecegini gostermiglerdir.

Huang vd (2003), hayvanlarin tiir tanimlamasinda RAPD parmakizini temel
alarak yaptiklar1 ¢alhismada, devekusu, Tayvan tavuklari, Aboracres broyleri, leghorn,
bildircin, kumru, Beltville wki hindiler, siiliin, kaz, O6rdek, Holstein ve Landrace
domuzlarmin genomik DNA 6rnekleri, rasgele primerler yardimiyla gogaltilmistir. Ayni

tiirler ayn1 primer ile ¢aligilmustir, temel bantlarin tiimii benzer sonuglar gostermistir.

RAPD teknigi ayrica Ilhak ve Arslan (2003) tarafindan, et ve et {irlinlerinin
orijininin tespit edilmesi amaciyla, sigir, koyun, ke¢i ve yabani domuz etinin ayirt
edilmesinde kullanilmugtir. Kullanilan diger yontemlerdeki (anatomik farklilikiar,
duyusal analizler, proteine dayah testler vs.) zorluklar ve bazi dezavantajlar nedeniyle,
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dogru sonug veren, basit ve hizh, &zellikle DNA’nmn in vitro olarak kisa stirede
¢ogaltilmasini saglayan PCR temeline dayanan RAPD yontemi kullanmiglardir. RAPD
yontemiyle, 10 bazlik bir primer (CGC CCT GGT C) kullanilarak, et ve et iiriinlerinin
hangi hayvan tiiriine ait oldugunun belirlenmesinde kullamlabilecegi gosterilmigtir.

RAPD gibi DNA diizeyinde genetik varyasyonu saptamaya yonelik tekniklerin
geligtirilmesi, bireylerin genotiplerini daha dogru saptamaya olanak saflamaktadir. Bu
anlamda, DNA diizeyinde tespit edilebilecek varyasyonlar 1slah galismalarinda Snemli
kazammlar saglayacaktir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu ¢ahsmada, Antalya ve gevresinde 6zel isletmeler elinde bulundurulan farkh
kil kegisi siiriileri materyal olarak kullamlmugtir. Bu siiriilerden rasgele alinan 7 farkl
kil kegisi populasyonunun her birinden, 1 digi ve 1 erkek olmak iizere toplam 14
hayvandan kan $rnekleri alimmugtir,

3.2. Metot
3.2.1. Kan drneklerinin alinmasi

DNA izolasyonu igin gerekli kan &rnekleri kegilerin boyun toplar damarindan
(vena jugularis), vakumlu kan alma tiipleri ve kaniil kullanilarak alinmustrr. Her
hayvandan yaklagik 5 ml kan alinmigtir. Alnan kan ornekleri kisa stirede laboratuara
getirilerek DNA izolasyon islemine kadar -20 °C’de saklanmustir.

3.2.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in DNA izolasyon kitleri kullamlmigtir (Bio Basic Inc.). Bu
DNA izolasyon kitinin igerigi asagida verilmigtir.

- 40 ml Cell Lysis Solution

- 60 ml Precipiatation Solution

- 25 ml TE Buffer

-20 ml 1,2 M NaCl

- 6 mg Proteinase K

- 3 mg Rnase A

Proteinase K ve Rnase A —20 °C’de, diger soliisyonlar ise oda sicakhfmnda
muhafaza edilmistir.
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DNA izolasyon iglemi asagida anlatilan asamalar takip edilerek
gergeklestirilmigtir.

¢ 1,5 ml’lik mikro tiipe, 300 pl kan 6rnegi konulmus ve tizerine 400 pl Cell
Lysis Solution eklenerek kisa bir siire (5-10 saniye) vortekslenmistir.

e 3 ul Proteinaz K eklenerek, 65 °C’de ara sira galkalamak suretiyle 13 dakika
inkiibe edilmigtir.

e Bu iglemin ardindan tiipe 500 pl kloroform eklenmis ve yaklagik 10 saniye
vorteksle calkaladiktan sonra 12000 rpm (rotation per minute, d/da)‘de 4 dakika
santriflij (Hettich marka) yapilnmgtir.

e Santrifijden alman tiiplerin icerisinde ti¢ faz g&zlenmistir. Ust kisimdan
(siipernatant) 500 pl almip yeni bir tiipe aktarilmigtir. Bu tlipe 500 pl Cokeltme
(precipitation) soliisyonu eklenerek iyice karistmlmugtir. Bu agamada DNA sarmallar
soliisyon igerisinde asih gekilde gézlenmigtir.

e 2 dakika oda sicakhfinda bekletildikten sonra 2 dakika santriflij yapilmistir.
Bu islem sonucunda DNA ihtiva eden kisim tliptin dibine ¢oktligii icin, {ist kisimdaki
sv1 (siipernatant) dikkatlice dokiilmiis ve ttipe 100 pl NaCl eklenmistir. Bu asamada
tiiplerdeki DNA’nin pelet haline geldigi goriilmistiir.

e Bu pelet DNA, tamamen ¢6ziilene kadar pipet ucu yardimiyla karigtirildiktan
sonra iizerine 3 pl RNAz eklenmis ve 37 °C’de 13 dakika su banyosunda inkiibe
edilmigtir.

e Inkiibasyonun ardindan tiipe, —20 °C’de saklanan % 99,5’lik alkolden 300 pl
eklenmis ve vorteksle ¢alkaladiktan sonra 10 dakika —20 °C*de bekletilmistir.

e Daha sonra 3-4 dakika yiiksek hizda (12000-13000 rpm) santrifiij yapilmigtir.
Bu igslem sonunda DNA peleti tlipiin dibine ¢okmiistlir. Tiipteki alkol yavagca
dokiilmiis ve % 70°lik soguk alkol ile DNA’lar tekrar yikanmugtir.

e 3 dakika santriflij yapildiktan sonra DNA’larmn tiiplerden akmamasma dikkat
edilerek alkol uzaklastirilmmstir. Tiipler agz1 agik ve yatay konumda 10 dakika oda
sicakhiginda kurutulmustur.

¢ Son agsamada DNA’nin bulundugu tiipe 100 pl TE (Tris-Edta buffer) tamponu
eklenerek DNA’lar ¢Ozdiirlilmiistiir. Kullamma hazir hale getirilen saf DNA’larin
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bulundugu tiiptin kapaklarmm etrafi buharlasmay: engellemek amaciyla parafilm ile
iyice sanldiktan sonra +4 °C’de saklanmustur.

3.2.3. Genomik DNA miktarinin hesaplanmasi

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullamlacak genomik DNA miktarmn
bilinmesi PCR igleminin saglikh yapilabilmesi i¢in Onemlidir., Genomik DNA’nm
hesaplanmasi yéntemi, DNA igeren saf suyun emdigi ultraviyole radrasyon miktarmmn
spektrofotometre ile dlgiilmesi esasma dayanmaktadir (Giineren 1999). DNA miktar
Slglimleri 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilmustir. 260 nm ve 280 nm’de
okunan degerlerin oram (OD,s / ODogo) niikleik asidin safigimn  Slglisiinii
vermektedir. Bunlardan, 260 nm dalga boyunda yapilan okuma, 6rnekteki niikleik asit
konsantrasyonunun hesaplanmasina olanak saglamaktadir. 1 OD (Optic Density)
Ornekte yaklagik 50 pl/ml (40 ng) ¢ift sarmalli DNA, oldugu kabul edilmektedir.

Niikleik asitlerle yapilan ¢alismalarda, DNA ve RNA o6rneklerinin bulundugu
stvinin OD55p / ODsgp oranmin 1,8 ve 2,0 olmasi istenir. Niikleik asit siispansiyonunda
protein ya da fenol artiklarn bulunmasi durumunda bu oran Snemli dlgiide azalmakta

ve niikleik asit miktarmin kesin olarak hesaplanmasi giiglesmektedir (Giineren 1999).

Toplam 14 hayvandan izole edilen DNA miktarlarmmn belirlenmesi, Akdeniz
Universitesi Saghk Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nde yapilmistir. DNA
miktarmm &lgtilmesinden sonra, bu dlgtimlerden 1 ul’de 20ng DNA olacak sekilde,
steril saf su ile seyreltme yapilmugtir.

3.2.4. Primerlerin secimi:

Bu caliymada daha 6nce farkh ¢ahsmalarda da kullanidan 20 adet 10 bazlik
primerler kullamlmugtir Kullanilan primerlerin isimleri baz dizilisleri ve baglanma
sicakliklar gizelge 3.2. de verilmigtir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan primerler ve baz siralar1

No | Primerin Ismi BazSras1 (5'—>3’) | Baglanma Sicakhg ('C)
1 18 GGG CTAGGGT 34
2 19 ACC GGG AACG 34
3 21 AAA GCTGCG G 32
4 Du01 AGT CCTCGCC 34
5 Du07 GGG CTAGGGT 34
6 Du08 ACC GGG AACG 34
7 Ra33 TGC GGA CGT C 34
8 Ra35 AAG CTCCCCG 34
9 Ra59 CGG GCAACGT 34

10 Opp08 ACA TCG CCC A 32
W Oppl1 AAC GCG TCG G 34
12 Oppl5 GGA AGC CAA C 3
13 Opqo4 AGT GCG CTG A 32
14 Opq06 GAG CGC CTT G 34
15 Op08 TGG ACC GGT G 34
16 Op09 CTCACCGTCC 34
17 Opp03 CTG ATA CGC C 32
18 Opa07 GAA ACG GGT G 32
19 Opml0 TCT GGC GCAC 34
20 Opb19 ACCCCCGAAG 34
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3.2.5. Polimeraz zincir reaksiyonu teknigi (PCR, Polimerase Chain Reaction)

Daha onceden yapilmig aragtirmalarda uygulanan PCR teknikleri (protokolleri)
(Flaman vd 1994, Suazo vd 1998, Oz Aydmn 2004) bu gahsmada denenerek en iyi
sonucu veren miktar ve oranlar ile program ¢alistirilarak optimize edilmigtir.

Bireysel DNA ornekleri, PCR reaksiyonunda kullanmak amaciyla 20 ng/ul
yogunlugunda ayarlanmgtir. 0,5 ml’lik PCR tiiplerine her bir DNA’dan 1’er ul
konulmustur. PCR tiiplerinin reaksiyon hacmi toplam 25 pul olacak gekilde
bazirlanmigtir. PCR reaksiyonu igin gerekli kimyasallar ve miktarlarni asagida

verilmigtir.

1 6rneklik reaksiyon karigimi;
- 14,5 ul  Steril distile su
-2l 10 X Buffer

-25ul  MgSO,
-4 ul dNTP;
-0,5ul  Primer

-0,5ul  Taq Polimeraz

PCR uygulamalar1 i¢in Eppendorf Master Gradient Thermal Cycler marka
cihaz kullamlmmstir. Cihazin kapak sicakhf 102 °C’ye ve blok sicakhigi 94 °C’ye
ayarlanmistir. Boylece PCR sirasinda reaksiyon karigmmmn buharlagmas: 6nlenmigtir.
Oncelikle, her bir PCR tiipiine 1 ul DNA konulmustur ve cihaza yerlestirilerek 94
°C’de 2 dakika bir 6n sicakliga tabi tutulmustur (hot start). Daha sonra, hazirlanan
reaksiyon karigimi (master mix) her bir PCR tlpiline (24 ul +1 pul DNA= 25 ul )

paylagtirilmigtur.

PCR programi, ayrilma (denaturasyon: DNA iplik¢iklerinin ayrilmasi),
yapisma (annealing: primerlerin DNA zincirindeki komplementer olan  bolgelere
yapigmasl) ve uzama veya sentez (extention: DNA’ya yapismis olan primer ile Taq
polimeraz yardimiyla DNA zincirinin sentezlenmesi) agamalarmdan olugmaktadir.
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Genel olarak, denaturasyon sicaklii 90-95 °C, annealing sicakligi 30-60 °C ve
ekstention sicakligi 70-75 °C arasinda degismektedir. Bu ¢aliymada uygulanan déngii
sicaklik ve stireleri agagida verilmigtir.

-94°C’de 2 dakika
-94°C’de 50 saniye <+
-32°C’de 55 saniye 40 dongti
-72°C’de 50 saniye PE—
-72°C’de 5 dakika

Bu sekilde toplam 40 dongili uygulanmis ve son olarak 72 °C’de 5 dakika
bekletilerek PCR programi tamamlanmistir. PCR’ dan sonra tiipler yani PCR {iriinleri
elektroforez islemine kadar, 4 °C’de kapaklar: parafilm ile sarilarak saklanmugtur.

3.2.6. Elektrolit ¢ozeltisi

Elektroforezde tampon ¢Ozeltisi olarak Tris-Acetate-EDTA
(EthylenDinitrilo TetraAceticacid) (TAE) kullanilmigtir. Bu ¢dzelti pH: 8.0 olacak
sekilde ve 50X yogunlugunda hazirlanarak 1 It suda ¢Ozdirlilmistiir. Bu stok
¢ozeltiden 20 ml alip saf su ile 1 It’ye tamamlanmus ve bdylece elektroforez igin 1X’lik
TAE tamponu hazirlanmistir. Asafida bu ¢6zeltinin  hazirlanmasinda kullanilan
kimyasallar ve miktarlar1 verilmistir;

- 242 gr Tris base (0,5 M)

- 51,1 ml Glacial Asetic Asit
- 100 ml EDTA (0,5 M, pH: 8.0)

3.2.7. Jelin hazirlanmast
PCR’da elde edilen DNA pargalarmi elektroforezde birbirinden ayrmak igin

agaroz jel (Bio Basic Inc.) kullamlmustir. Yapilan denemeler sonucunda %1,5°luk
agaroz jel en uygun oran olarak gorililmiistiir. Agaroz, TAE tampon ¢ozeltisi ile bir
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erlen meyerde, homojen bir karigim olmasi amaciyla ara sira karigtinlarak,
mikrodalgada (2-3 dakika) 1sitilarak hazirlanmgtir.

Jel kalbma, jele DNA yiiklenebilmesi i¢in gerekli olan kuyucuklar
olusturmas: amaciyla tarak yerlestirilmigtir. Stirekli sallamak suretiyle sogutulan jel,
jel kalbma hava kabarciklarmmn olmamasmna dikkat edilerek dokilmiis ve
katilagincaya kadar sogumaya birakilmistir. Jel donduktan sonra tarak yavasca
¢ikarilmig ve elektroforez tankmm igine, jelin iist kismum kapatacak kadar elektrolit
¢ozeltisi dokiilmiigtiir.

3.2.8. PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi ve elektroforez islemi

PCR’ da g¢ogaltilan DNA fragmentlerinin UV 15181 altmda goriintiilenebilmesi
i¢in, Dye ad1 verilen bir ¢dzelti hazirlanmustir. Bu PCR f{irtinlerinin her birinden 15’er
pl almp, bir tlip igerisinde 3 pl Dye ile mikropipet yardimiyla karigtirilarak
boyanmigtir. Boyanmig olan DNA fragmentlerini igeren bu karigim jeldeki
kuyucuklara dikkatli bir sekilde yiiklenmistir. Asagida Dye’m hazirlanmasinda
kullanilan kimyasallar ve oranlar: verilmistir.

- % 0,25¢ lik Bromfenol Blue
- % 0,25¢ lik Xylene Cyanol
- % 30’ luk Glyserol (suda)

Bantlarin baz ¢ifti olarak, uzunluklarinm tahmin edilebilmesi amaciyla standart
olarak DNA Moleculer Weight marker (1 Kb Ladder) kullanilmigtir. Bu markerden 3
pl alip yine bir tiip igerisinde 3 pl Dye ile boyandiktan sonra bu karigm da jele
yikklenmistir ve 75 V’da 2,5-3 saat elektroforezde yiiriitiilmiistiir. Bylece RAPD

bantlarmn jel igerisinde, elektriksel ortamda molekiil biiyiiklikklerine gore siralanip

ayrilmasi saglanmugtir.

Elektroforez uygulamas: sonucunda RAPD bantlarma ait iyi gOriintiiler elde

edebilmek igin; jelin yogunlugunu, elektrik akmuim ve elektroforez siiresini optimize
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etmek gerekmektedir. Bu amagla yapilan birgok deneme sonucunda yukarida belirtilen:
kosullar dogrultusunda ¢alisma devam ettirilmistir.

3.2.9. Jelin boyanmasi ve RAPD bant fotograflarinin elde edilmesi

Elektroforez islemi sona erdikten sonra jel, 0,5 pg/ml oraninda Ethidium
Bromide igeren bir tampon ¢ozeltisinde 15-20 dakika bekletilmistir. Ethidium Bromide
ile boyanan jel, UV 1181 altinda goriilebilecek hale gelmistir. RAPD bantlari, Jel
Goriintiileme Sisteminde goriintiilenmis ve fotograflar ¢ekilmigtir.

3.2.10. Bantlarin degerlendirilmesi

RAPD-PCR bantlar1 ¢ekilen jel fotograflari incelenerek degerlendirilmis ve
mevcut bantlar 1, olmayan bantlar ise 0 olacak sekilde bir veri matrisi olusturulmugtur.
Elde edilen veri matrisi kullanilarak benzerlik orami, polimorfizm oram ve
heterozigotluk oranlar1 gibi istatistikler NTSYS programu ile hesaplanmugtir.

Bantlarin uzunluklar1 belirlenirken standart olarak DNA Moleculer Weight
marker (1 Kb Ladder) dikkate almmugtir. Bireyler arasindaki genetik benzerlik (Fxy)
asagida verilen formiile gére hesaplanmigtir (Nei 1987).

Fxy=2Mxy / (Mx + My)

Burada; Mxy: iki birey arasmdaki ortak RAPD bant sayisi,
Mzx : Birinci bireyin toplam RAPD bant sayisi,
My : ikinci bireyin toplam RAPD bant sayisidir.

Ortalama heterozigotlugun (H) hesaplanmasmnda asagida verilen formiil
kullandmigtir (Nei 1987).
H=Xh/r

Burada; r: Lokus sayisi,

h: Beklenen tek lokus heterozigotlugudur ve asagidaki gibi hesaplanur;
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h=1- ZXiz

Burada; X :homozigot genotiplerin oranlaridir.

Polimorfizm oram ise elde edilen polimorfik bant sayismin toplam bant
sayisina oram olarak hesaplanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1 RAPD-PCR Bantlarmmn Analizi

Aragtirmada degerlendirilen RAPD-PCR bant modelleri, Antalya gevresinde
yetistirilen kil ke¢i populasyonundan rasgele aliman 7 digi ve 7 erkek hayvana aittir. Bu
bantlar 20 primer kullarularak elde edilmistir. Kullamlan primerler ve verdikleri

bantlarm say1 ve yaklagik uzunluklari gizelge 4.1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Kullanilan primerler ile elde edilen bant sayis1 ve uzunluklar

No | Primerin | Bant |1 lz ls P ,576 |7 8 ,9 lw 11 ] 12' 13,14 Toplam
Adi  Araliz (bg) ERKEK BIREYLER DIl BIREYLER Bant Say.
1 18 80-300 (2 (4 [2 (3 |6 |8 |8 |2 (2 {3 |5 (3 {7 |6 61
2 19 170-300(3 (3 {3 {3 |2 |3 (3 |3 |4 |3 |4 {3 |4 |3 44
3 21 50-450 |7 {7 (7 |7 |6 (5 (8 |8 (5 |7 |3 |8 |5 (0O 83
4 | Du0l [80-240 |3 (3 (5 |2 |4 {2 |4 |6 {4 |3 |3 |3 |3 [3 48
5 | Du07 |80-350 |7 |4 |7 |2 {6 |8 |5 |6 (6 |8 8 |6 |6 |0 79
6 | Du08 [150-300(0 [3 |1 |0 {2 |3 (3 |3 [4 |3 |3 (3 |3 |0 31
7 | Ra33 |160-600(4 (4 [4 |6 |6 |3 |2 |6 (4 |4 {4 (4 |4 |0 55
8 | Ra35 |100-400|5 (8 (8 {6 {8 |8 |9 I8 (8 |9 (8 |6 (6 |7 | 104
9 | Ra59 |130-400}5 (4 |5 {5 |7 |1 (9 |8 |7 |7 |7 |1 |7 |5 78
10 (Opp08 (50-400 (7 |8 |8 (10 {10 (119 J11|10({8 |10{S5 (3 (11| 121
11 |Oppll 10040016 |3 |7 [6 [6 {8 |2 |5 |7 |6 |6 |6 [4 |8 80
12 |Oppl5 |150-450(6 {2 (2 (4 |7 (4 |5 |6 |7 (3 |7 {4 |8 |8 73
13 {Opq04 1{100-300|3 |3 |4 (4 |4 (2 |4 |5 |6 (6 {7 |7 |7 |0 62
14 {Opq06 [100-200(7 (5 (4 (4 (4 |7 |8 |6 (4 |4 |6 |5 |8 |8 80
15 | Op08 |170-350|2 |4 |5 (5 |5 (8 |1 |4 (4 (4 {4 |4 |8 |8 66
16 | Op09 [150-280(0 |3 |1 |0 (3 [1 (3 }J2 |3 |3 |3 |4 |3 |4 33
17 {Opp03 [200-450(2 |2 {2 (3 [2 {2 |3 |4 |2 |3 {0 |0 (4 |O 29
18 |Opal7 |[160-450!5 (6 |6 |6 |7 16 |5 )6 {4 |6 |0 [6 [8 |0 71
19 [Opml10 |100-350|7 |8 |6 (7 |7 (8 {6 {6 |5 (9 |5 |6 (2 |7 89
20 |Opbl9 |120-400(6 |9 |7 |8 |4 |9 |8 |3 |3 |7 |5 |0 |7 |0 76
Toplam Bant Sayist 871939491106 [107105]108 9910698 |84 107|78!| 1363
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Bu ¢izelgede goriildiigti gibi, kullamlan primerler yardimiyla elde edilen
bantlarm uzunluklar: genel olarak 100-600 bg araliginda degismektedir. Opp08 primeri
toplamda 121 ile en fazla bant sayisma (Sekil 4.1.) ve Opp03 primeri ise 29 ile en az
bant sayisma (Sekil 4.2.) sahiptir. Biitiin primerler toplamda 1363 bant meydana
getirmigtir. Bu bantlarin 683 tanesi erkeklerde ve 680 tanesi de disi bireylerde

gOzlenmigtir.

NTSYS programu ile yapilan analizler sonucunda, her bir lokusa ait bant
frekanslar1 ve yine her bir lokusa ait heterozigotluk oranlari hesaplanmgs ve sonuglar
srrastyla ¢izelge 4.2. ve gizelge 4.3.’de verilmistir. Cizelge 4.2 de verilen RAPD
bantlarma ait lokus numaralari, DNA fragment biiyiikliikleri bakmindan her primer
i¢in biiylikten kiiglife dogru sralanarak numaralandirilmigtir. Asagida her bir primer
icin elde edilen polimorfik bant saylar1 ve ¢izelge 4.2. ve ¢izelge 4.3 ile ilgili
agiklamalar yapimustir. Buna ek olarak kullamlan primerlere ait elde edilen bazi
fotograflar 6rnek olarak verilmigtir (Sekil 4.1-4.7).

Cizelge 4.1. de goriildiigii gibi, 18 nolu primer ile, 100-300 b¢ arahifinda 6’s1
polimorfik olmak {izere toplam 8 bant elde edilmistir. 100 b¢ ve daha diigiik b6igede 2
bandin tlim bireylerde monomorfik oldugu goriilmiistiir. Diger bantlarda ise
polimorfizm saptanmustir. 1, 3, 8 ve 9 nolu bireyler en az bant veren bireylerdir. En
fazla bant ise 6 ve 7 nolu bireylerde goriilmiistiir. Cizelge 4.2.°de goriildiigii gibi,
mevcut lokuslarda en yiiksek frekansa 1 ve 7 nolu lokuslar sahipken, en diigiik
frekansa ise 3 nolu lokuslar sahiptir. Bu lokuslar arasinda en yliksek varyasyon 3.
lokusta goriilmektedir ve cizelge 4.3.’de de goriildiigii gibi en yliksek heterozigotluk
bu lokustadir (0,4809).

19 nolu primerin kullamimasiyla elde edilen toplam 4 bant 100-300 bg
araliginda elde edilmis ve bu bantlarm 2’si polimorfik bulunmustur. Bu araliklarda
mevcut 2 bandim monomorfik oldugu belirlenmigtir. Aym bantlara sahip olan 9, 11 ve
13 nolu bireyler en fazla banda sahiptir, en az bant sayisma 5 nolu bireyde rastlanmgtir
(Sekil 4.1.).
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1Kb Erkek Disgi
M1 2 8 4 5§ 86 7M891011121314

Cizelge 4.2.°de en yiiksek frekansin 4. lokusa, en diisiik frekans ve en yiiksek
varyasyonun ise 1. lokusa ait oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla en yiiksek

heterozigotluk (0,3917) 1. lokusta goriilmektedir (Cizelge 4.3.).

21 nolu primer kullamlarak, hepsi polimorfik olmak iizere toplam 8 bant elde
edilmistir ve bu bantlar 100-500 bg araliina yayilmustir. 7, 8 ve 12 nolu bireyler en
fazla banda sahip bireylerdir. 14 nolu bireyin bu primer ile hi¢ bant vermedigi
gortilmiistiir (Cizelge 4.1.). Diger bireylerde ise polimorfik bir ¢ok bant gdzlenmistir.
Burada ise en yiiksek frekans 3. lokus, en diisiik frekans ise 5. ve 7. lokuslarda
goriilmektedir (Cizelge 4.2.). 1. ve 6. lokuslarin en yiitksek heterozigot oranlarina

(0,4809) sahip olduklar: da gizelge 4.3.”de goriilmektedir.

Ahmed Ali (2003) 4 farkl: koyun wrkinda (Barki, Rahmani, Baladi ve Suffolk)
toplam 19 primer denemis ve bunlarin 5°i polimorfik bant vermistir. Kullanilan 18, 19
ve 21 numarali primerler bu calismada da kullanilmistir. Bu primerlerden 18 ve 19
nolu primer kil kegilerinin aksine bu 4 koyun 1rkinda hi¢ polimorfik bant vermedigi, 21

nolu primerin ise polimorfik oldugu bildirilmistir.
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Sekil 4.2. Du01 primerine ait RAPD bant goriintiisti

Du01 primerinin kullanilmasiyla, 100-300 bg aralifinda elde edilen toplam 6
bandin hepsi polimorfiktir. Bu primer ile galisildiginda, 4 ve 6 nolu bireyler en az
banda sahip bireyler olarak belirlenmistir. 8 nolu birey ise en fazla banda sahiptir
(Sekil 4.2.). Cizelge 4.2.’de goriildiigii gibi 3. lokus en yiiksek frekansa sahiptir ve en
diisiik frekansa ise 2. ve 5. lokuslar sahiptir. 1. lokusta ise varyasyonun en yiiksek
oldugu goriilmektedir. Buna bagli olarak en yiiksek heterozigotluk (0,4976) da 1.
lokusta goriilmiistiir (Cizelge 4.3.).

Du07 ile, 100-400 b¢ araliginda elde edilen 8 bandin tiimii polimorfiktir. 14
nolu birey hi¢ bant vermemekle birlikte en az bandi 4 nolu birey vermistir. En fazla
banda 6, 10 ve 11 numarali bireyler sahiptir (Cizelge 4.1.). Du07 primeri ile 5. lokus
en yiiksek miigterek bant frekansina sahipken 7. ve 8. lokuslar en diisiik frekansa sahip
lokuslardir. Varyasyonun en yiiksek oldugu lokus ise 1. lokustur (Cizelge 4.2.). Ayrica
bu lokus en yiiksek heterozigotluk (0,4976) oranina sahiptir (Cizelge 4.3.).

Du08 primeri, 100-300 bg¢ aralifinda hepsi polimorfik olmak tizere toplam 4
bant vermistir. 1, 4 ve 14 nolu bireylerde hic bant goriilmemistir. 9 nolu birey en fazla
banda sahiptir (Cizelge 4.1.). En yiiksek frekans 4. lokusta, en diisiik frekans ise 3.
lokusta goriilmektedir. En yiiksek varyasyonun 1. ve 3. lokuslarda oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.2.). Heterozigotlugun en yiiksek oldugu lokuslar ise yine 1. ve
3. lokuslardir (0,4972) (Cizelge 4.3.).
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H

Sel 43 Ra33 primerineait RAPD bant goriintiisii

Ra33, 100-600 bg¢ araliginda hepsi polimorfik olmak iizere toplam 6 bant
vermistir. 14 nolu birey hi¢ bant vermemistir, bununla birlikte 4, 5 ve 8 nolu bireyler
en fazla banda sahip bireylerdir (Sekil 4.3.). En yiiksek frekansa 3. lokus, en diislik
frekansa ise 2. lokus sahiptir (Cizelge 4.2.). En yiiksek varyasyonun goriildiigi
lokuslar 4. ve 6. lokuslardir ve bu lokuslar en yiiksek heterozigotluk oranina (0,4972)

sahip olan lokuslardir (Cizelge 4.3.).

Ra35 primeri ile elde edilen, 100-400 b¢ aralifinda toplam 10 banttan 9
tanesinin polimorfik oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.1.). En yiiksek frekans 8. lokusta,
en diisiik frekans ise 1., 4., 7. ve 9. lokuslarda mevcuttur. Ayrica, 9. lokusta en yliksek
varyasyon goriilmektedir (Cizelge 4.2.). En yiiksek heterozigotluk (0,4972) yine 9.
lokusta goriilmektedir (Cizelge 4.3.).

1Kb Erkek Disi
M 1 2 3 4 586 7 M8 9 10111213 14

Sekil 4.4. Ra59 primerine ait RAPD bant gOriinttisii
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Ra59 ile, 100-400 bg aralifinda toplam 9 polimorfik bant elde edilmistir. Bu
bant araliginda 7 nolu birey en fazla banda sahiptir ve 6 ve 12 nolu bireyler ise tek bant
ile en az banda sahiptirler. Ra59 ile bu bireylerde bir ¢ok polimorfik bant elde
edilmistir (Sekil 4.4.). 8. lokus en yliksek frekansa, 4. lokus ise en diisiik frekansa
sahiptir. Varyasyonun en yiiksek oldugu lokuslar ise 3., 5., 7. ve 9. lokuslardir (Cizelge
4.2.). Ayrica en yiiksek heterozigotluk (0,4976) oranlar1 bu lokuslarda goriilmektedir
(Cizelge 4.3.).

Ra33, Ra35 ve Ra59 primerleri, Yongjun vd (1998) tarafindan Tibet Kesmir
kecilerinde denenmistir. Fakat yapilan bu ¢alismada toplam 37 primerden elde edilen 5
tane ikili primer kombinasyonlari kullanilmistir. Ra33 primeri, Ra20 primeri ile
birlikte denenmis ve toplamda 16 bant elde edilmistir. Ra35 primeri, Ra09 primeri ile
kombine edilerek ¢alisilmig ve toplamda 10 bant elde edilmistir. Yaptifimiz ¢alismada
da Ra35 primeri ile 10 bant elde edilmistir. Ra59 primeri tek bagina toplam 11 bant

vermistir.

1Kb Erkek Digi
1 2 8 4 56 7 M8 9 101112 13 14

Sekil 4.5. Opp08 primerine ait RAPD bant goriintiisii

Opp08 primeri ile, 100-400 bg aralifinda toplam 12 bant elde edilmistir. Bu
lokuslarin 11 tanesinde polimorfizm goriilmiistiir. 6, 8 ve 14 nolu bireyler en fazla
bandé sahip bireylerdir. 13 nolu birey de en az banda sahiptir. Opp08 biitiin primerler
g0z Oniinde tutuldugunda, bu bireylerde en fazla bant veren primerdir (Sekil 4.5.). En
yiiksek frekans 12. lokusta ve en diisiik frekanslar ise 1., 2., 6., 7. ve 8. lokuslarda

goriilmektedir. En yliksek varyasyonun goriildiigli lokuslar ise 4. ve 10. lokuslardir
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goriilmektedir. En yliksek varyasyonun goriildiigli lokuslar ise 4. ve 10. lokuslardir
(Cizelge 4.2.). Bu primere ait heterozigotluk oranlarmda (0,4976) en yiiksek degere 4.
ve 10. lokuslarda rastlanmstir (Cizelge 4.3.).

Oppl1 primeri ile, 100-400 b¢ arahfmnda elde edilen toplam 10 bandm 9°u
polimorfiktir. 200 ve 300b¢’lik bélgede biitlin bireyler icin monomorfik bant
bulunmaktadir. En fazla banda 6 ve 14 nolu, en az banda ise 7 nolu birey sahiptir
(Cizelge 4.1.). En yiiksek frekans 9. lokusta ve en diisiik frekans ise 1. ve 7. lokuslarda
belirlenmistir (Cizelge 4.2.). Burada da 8. lokusta en yliksek varyasyon ve dolayisiyla
en yiiksek heterozigotluk oram (0,4972) goriilmektedir (Cizelge 4.3.).

Oppl5 primeri ile, 100-500 bg aralifinda elde edilen 8 bandm hepsi
polimorfiktir. En fazla bant 13 ve 14 nolu bireylerde goriiliirken en az bant 2 ve 3 nolu
bireylerde goriilmektedir (Cizelge 4.1.). Bu primerin kullandmasiyla 1. lokusta en
yiiksek frekans, 5. lokusta ise en diisiik frekans elde edilmistir. Varyasyonun en yiiksek
oldugu lokus ise 4. lokustur (Cizelge 4.2.). En yiiksek heterozigotluk (0,4976) da 4.
lokustadir (Cizelge 4.3.).

Opq04 primeri kullanildiginda, 100-300 bg araligmnda belirlenen 7 bandin hepsi
polimorfik olarak tespit edilmistir. 14 nolu bireyde hi¢ bant gézlenmemistir. 6 nolu
birey en az banda, 11, 12 ve 13 nolu bireyler ise en fazla banda sahiptir (Cizelge 4.1.).
2. ve 6. lokuslarda en yiiksek frekansa, 4. ve 7. lokuslarda ise en dﬁsﬁk. frekansa
rastlanmugtir. 1. lokus ise varyasyonun en yiiksek oldugu lokustur (Cizelge 4.2.). En
yiiksek heterozigotluk (0,4809) oranma da 1. lokus sahiptir (Cizelge 4.3.).

Bu primer Japon bildircmlarmin DNA parmakizlerinin ¢ikarilmasi amaciyla
kullamlmistir (Yegenoglu 1999). Japon bildircinlarinda yapilan gahgmada daha fazla
sayida bant vermesine ragmen, bu primerin kegilerde de polimorfizmi belirlemede
etkili olarak kullanilabilecegi belirlenmistir.

Opq06 ise, toplam 8 bant vermistir ve bu bantlarin 5’i polimorfiktir. Bu primer
ile 100-200 bg araliginda monomorfik bantlar elde edilmistir. 3, 4, 5, 9 ve 10 nolu
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(Cizelge 4.1.). 6. lokusta en yliksek frekans elde edilirken 1. lokusta en diisiik frekansa
rastlanmigtir. 3. lokus varyasyonun en yiiksek oldugu lokustur (Cizelge 4.2.). En
yiiksek heterozigotluk (0,4809) 3. lokusta goriilmiistiir (Cizelge 4.3.).

Li vd (2002), Shanxi 1rk: yerli kegileri {izerinde yaptiklar1 ¢alismada toplam 60
primer kullanmiglar ve bu primerlerden 8’i ile polimorfik bantlar elde etmislerdir. Bu
calismada da, bu primerler arasindan Opp08 primeri kullanilmis ve toplam 10 bant,
Opp15 primeri ile de toplam 12 bant elde edilmistir. Opq04 ve Opq06 primerleri de bu
galismada kullanilmis ve polimorfik bantlar elde edilmistir. Opq04 primeri ile 9 bant
elde edilirken Opq06 primeri ile toplam 10 bant elde edilmistir.

Op08 primeri ile, 100-400 b¢ araliinda elde edilen toplam 8 bandin hepsi
polimorfiktir. 13 ve 14 nolu bireyler en fazla banda sahiptir, 7 nolu birey ise tek bir
bantla en az banda sahiptir (Cizelge 4.1.). 1. ve 2. lokuslarin en yiiksek frekansa, 6. ve
7. lokuslarin ise en diislik frekansa sahip olduklar1 goriilmektedir. Bu primer ile 3. ve
5. lokuslarda ise en yiiksek varyasyon goriilmektedir (Cizelge 4.2.). En yiiksek
heterozigotluk da (0,4702) 3. ve 5. lokuslarda goriilmektedir (Cizelge 4.3.).

1Kb Erkek Disi
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Sekil 4.6. Op09 primerine ait RAPD bant goriintiisii
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Op09 primeri ile, 100-300 bg aralifinda, hepsi polimorfik olmak iizere, toplam
4 bant elde edilmistir. 1 ve 4 nolu birey hi¢ bant vermezken 12 ve 14 nolu birey en
fazla bant veren bireylerdir (Sekil 4.6.). En yiiksek frekans 4. lokusta, en diisiik frekans
ise 3. lokustadir. 1. lokusta ise varyasyonun en yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge
4.2.). Ayrica en yliksek heterozigotluk orami (0,4976) da 1. lokusta goriilmektedir
(Cizelge 4.3.).

1Kb Erkek Digi
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Sekil 4.7. Opp03 primerine ait RAPD bant goriintiisii

Opp03 primeri bu bireylerde, 200-500 bg araliginda toplam 4 bantla, en az bant
veren primer olmasina karsilik bu bantlarin hepsi polimorfiktir. 11, 12 ve 14 nolu
bireyler hi¢ bant vermezken, 8 ve 13 nolu bireyler en fazla bant veren bireylerdir (Sekil
4.7.). En yiiksek frekans 2. lokusta, en diisik frekans ise 3. ve 4. lokuslarda
gorilmiistiir. En yiiksek varyasyonun bu lokuslarda oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.2.). En yiiksek heterozigotlugun (0,4972) 3. ve 4. lokuslarda oldugu goriilmektedir
(Cizelge 4.3.). Li vd (2002), Shanxi irk1 yerli kecileri tizerinde yaptiklan caligmada

OppO03 primeri kullanilmig ve bu primer ile toplam 3 bant elde edilmistir.

Opa07, 100-500 b¢ aralifinda toplam 9 bant vermistir ve bu bantlarin hepsi
polimorfiktir. 11 ve 14 nolu bireyler hi¢ bant vermezken 13 nolu birey en fazla band:
vermistir (Cizelge 4.1.). 5. lokusta en yiiksek frekansin, 4. lokusta ise en diisiik
frekansin oldugu goriilmektedir. En yliksek varyasyon 9. lokusta goriilmektedir

(Cizelge 4.2.). En yiiksek heterozigotluk (0,4976) dolayisiyla 9. lokusta goriilmektedir.
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frekansm oldugu goriilmektedir. En yliksek varyasyon 9. lokusta goriilmektedir
(Cizelge 4.2.). En yitksek heterozigotluk (0,4976) dolayisiyla 9. lokusta goriilmektedir.

Opml0 ile, 100-400 b¢’lik alanda toplam 9 bant elde edilmistir ve bu bantlarin
8’i polimorfiktir. 100 b¢’lik bslgeye yakin kisimda monomorfik bantlar elde edilmigtir.
En fazla banda 10 nolu birey sahipken en az banda ise 13 nolu bireyin sahip oldugu
goriilmiigtiir (Cizelge 4.1.). Ortak bant sayisinmn en fazla 7. lokusta, en diistik 4. lokusta
oldugu belirlenmigtir. Bu primerin kullanmilmasiyla en yiiksek varyasyon ise 1., 3. ve 8.
lokuslarda olmak {izere hemen hemen birbiriyle aym bulunmustur (Cizelge 4.2.). En
yiiksek heterozigotluk (0,4976) ise yine bu lokuslarda goriilmektedir (Cizelge 4.3.).

Son olarak Opbl9 primeri ile, 100-400 b¢ arah@inda toplam 11 bant elde
edilmistir ve hepsi polimorfiktir. 12 ve 14 nolu bireyler hi¢ bant vermezken 2 ve 6 nolu
bireyler en fazla banda sahiptir (Cizelge 4.1.). Bu primer ile de 2. lokusta ortak bantlar
bakimmndan en yiiksek frekans, 3. ve 10. lokuslarda ise en diisiik frekans goriilmektedir
(Cizelge 4.2.). Varyasyonun en yiiksek oldugu lokus ise 6. lokustur ve bu lokusta en
yiiksek heterozigotluk oranmma (0,4972) rastlanmaktadir (Cizelge 4.3.).
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Cizelge 4.2. Her bir primer i¢in bant frekanslan

Stra| Primer] Allel | Polim. | Allel LOKUSLAR
No| Adi [Sayisi| Allel S. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
1] 18 | 8 6 | 1 |0,8452[0,7071]0,5976|0,8018] - - [0,8452]0,8452
0 |0,15480,2929|0,4024 | 0,1982 | 1,0000 | 1,0000 | 0,1548 | 0,1548
2] 19 | 4 2 1 ]02673] - - |0,8864
0 {0,73271,0000 | 1,0000{0,1136
3| 21 | 8 8 1 {0,5976[0,37800,7071 | 0,6547 | 0,2673 | 0,5976 | 0,2673 | 0,3780
0 [04024)0,6220[0,29290,3453 |0,7327 | 0,4024 | 0,73270,6220
4 |Dui| 6 6 1 10,5345 |0,37800,9636 | 0,8452 | 0,3780 | 0,5976
0 104655]0,6220]0,0364 |0,1548|0,6220 | 0,4024
5 |Du07| 8 8 1 10,5345 (0,3780(0,3780 | 0,5976 | 0,8452 | 0,7559 | 0,2673 | 0,2673
0 |0,4655[0,6220]0,6220 | 0,4024 | 0,1548 | 0,2441 | 0,7327 | 0,7327
6|Du08| 4 | 4 1 ]0,5345]0,5976 | 0,4629 | 0,9636
0 |04655]04024 05371 (0,0364
7 [Ra33| 6 6 10,7071 [0,37800,8018 | 0,4629 [ 0,5976 | 0,4629
0 102929106220 0,1982]0,5371 [ 0,4024 | 0,5371
8 |[Ra35] 10 | 9 1 ]02673[0,3780] - |0,2673|0,80180,7071|0,2673 | 0,8864 | 0,2673 [ 0,4629
0 10,7327]0,622011,0000 | 0,7327 [ 0,1982 [ 0,2929 | 0,7327 | 0,1136 | 0,7327 | 0,5371
9 [Ra59| 9 9 1 |0,7071[0,8018 | 0,4629 | 0,3780]0,5345 | 0,5976 | 0,5345 | 0,8452 [ 0,5345
0 102929]0,1982]0,537110,6220] 0,4655 | 0,4024 | 0,4655 | 0,1548 | 0,4655
10[Oppo8| 12 | 11 | 1 |0,3780]0,37800,70710,5345|0,7071 | 0,3780 | 0,3780 | 0,3780 | 0,7559 [0,4629| - |0,7559
0 [0,6220]0,622010,2929]0,4655 }0,2929 | 0,62200,6220 | 0,6220 | 0,2441 { 0,5371 | 1,0000 | 0,2441
11|Oppll] 10 | 9 1 _]0,2673[0,7559]0,7071|0,6547] - |0,8864 |0,2673|0,4629]0,9258 | 0,8864
0 10732702441 {0,2929 | 0,3453 | 1,0000 [ 0,1136 | 0,7327 | 0,5371 [ 0,0742 | 0,1136
12 [Oppl5| 8 3 1 |0,7559[0,6547]0,7071 |0,5345 | 0,2673 | 0,6547 | 0,5976 | 0,3780
0 ]0,24410,3453]0,2929 | 0,4655]0,7327 | 0,3453 | 0,4024 | 0,6220
13 [Opq04| 7 7 1 _|0,5976]0,7559 [0,6547 | 0,2673 | 0,7071 | 0,7559 | 0,2673
0 |0,4024]0.2441 | 0,3453 [0,7327 [ 0,2929 | 0,2441 | 0,7327
14 [Opq06{ 8 5 1 [0,3780] - |0,5976]0,7559|0,6547|0,8864| - -
00,6220 1,0000 | 0,4024 | 0,2441 | 0,3453 [ 0,1136 | 1,0000 | 1,0000
15[ Opo8 | 8 8 1 |0,8864 [0,8864 | 0,3780 | 0,7559 | 0,3780 | 0,2673 [ 0,2673 | 0,8452
0 [0,11360,11360,6220 {02441 [0,6220 [0,7327]0,7327 | 0,1548
16[0p09| 4 4 1 |0,5345[0,5976|0,37800,9258
0 |04655{04024 |0,6220]0,0742
17 |Opp03| 4 1 1 |0,8018[0,9258(0,4629 [0,4629
0 |0,1982|0,0742 | 0,5371 | 0,5371
18 [Opa07| 9 9 1 ]0,654710,5976 | 0,4629 | 0,3780 | 0,9636 | 0,6547 | 0,6547 | 0,8452 | 0,5345
0 10,3453 04024 |0,5371 [ 0,6220 | 0,0364 [ 0,3453 | 0,3453 | 0,1548 [ 0,4655
19 1opm10] 9 8 1 |0,4629[0,3780 | 0,4629[0,2673 [0,7071 ] 0,6547 | 0,8864 [0,5345| -
0 |05371]0,6220)0,5371]0,7327|0,2929 | 0,3453 | 0,1136 | 0,4655 | 1,0000
20 [Opb19] 11 | 11 | 1 [0,7559[0,9636|0,3780 | 0,8864 |0,8452 | 0,4629 [0,8018|0,6547 | 0,7071 | 0,3780 | 0,7071
0 |0,2441[0,0364 |0,622010,1136 | 0,1548 | 0,5371|0,1982 | 0,3453 {0,2929 0,6220 | 0,2929

RAPD-PCR y6ntemiyle belirlenen her bir lokusa ait bant frekanslarmm verildigi
cizelge 4.2.°nin kullamimasiyla primerlere ait, her bir lokustaki bant frekanslarmdan
elde edilen heterozigotluk oranlari gizelge 4.3.’de verilmigtir. Cizelgeden de g
gibi polimorfik lokuslarda Nei (1987)’ye gore hesaplanan heterozigotluk oranlar
0,2014-0,4976 arasmnda deZisim gOstermis ve ortalama heterozigotluk oram
0,3691+0,1472 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.3. Kullanilan primerlere ait her bir lokus i¢in heterozigotluk oranlar

Lokus | Or. bily. h Lokus h Lokus h

18-1 14 0,2617 |Ra35-8 0,2014 | Opq06-3 0,4809
18-2 14 0,4142 |Ra359 0,3917 | Opg06-4 0,3690
18-3 14 0,4809 |Ra35-10 0,4972 | Opq06-5 0,4522
18-4 14 0,3179 |Ras59-1 0,4142 | Opq06-6 0,2014
18-5 14 0,0000 | Ra59-2 0,3179 | Opq06-7 0,0000
18-6 14 0,0000 |RaS59-3 0,4972 | Opq06-8 0,0000
18-7 14 0,2617 |Ra59-4 0,4702 | Op08-1 0,2014
18-8 14 0,2617 |Ra59-5 0,4976 | Op08-2 0,2014
19-1 14 0,3917 |Ra59-6 0,4809 |[Op08-3 0,4702
19-2 14 0,0000 |RaS59-7 0,4976 | Op08-4 0,3690
19-3 14 0,0000 |Ra59-8 0,2617 | Op08-5 0,4702
194 14 0,2014 |Ra59-9 0,4976 | Op08-6 0,3917
21-1 14 0,4809 | Opp08-1 0,4702 | Op08-7 0,3917
21-2 14 0,4702 | Opp08-2 04702 | Op08-8 0,2617
21-3 14 0,4142 | Opp08-3 0,4142 | Op09-1 0,4976
21-4 14 0,4522 | Opp08-4 0,4976 | Op09-2 0,4809
21-5 14 0,3917 | Opp08-5 0,4142 | Op09-3 0,4702
21-6 14 0,4809 | Opp08-6 0,4702 | Op09-4 0,1374
21-7 14 0,3917 | Opp08-7 0,4702 | Opp03-1 0,3179
21-8 14 0,4702 | Opp08-8 0,4702 | Opp03-2 0,1374
Du0l-1 |14 0,4976 | Opp08-9 0,3690 | Opp03-3 0,4972
Du01-2 |14 0,4702 | Opp08-10 | 0,4972 | Opp03-4 0,4972
Du01-3 |14 0,0701 {Opp08-11 | 0,0000 |Opal7-1 0,4522
Du01-4 |14 0,2617 | Opp08-12 | 0,3690 | Opa07-2 0,4809
Du01-5 |14 0,4702 | OpplI-1 0,3917 | Opa07-3 0,4972
Du01-6 |14 0,4809 | Oppll-2 0,3690 | Opa07-4 0,4702
Du07-1 |14 0,4976 |Oppll-3 0,4142 | Opa07-5 0,0701
Du07-2 |14 04702 |Oppll-4 | 04522 |Opa07-6 | 04522
Du07-3 |14 0,4702 |Oppll-5 0,0000 | Opa07-7 0,4522
Du07-4 |14 0,4809 |Oppll-6 0,2014 | Opa07-8 0,2617
Du07-5 |14 0,2617 | Oppl1-7 0,3917 | Opa07-9 0,4976
Du07-6 |14 0,3690 | Oppl1-§ 0,4972 | Opm10-1 0,4972
Du07-7 (14 0,3917 |Oppll-9 0,1374 | Opm10-2 0,4702
Du07-8 {14 0,3917 |Oppli-10 | 0,2014 |Opml0-3 0,4972
Du08-1 |14 0,4976 | Oppl5-1 0,3690 |Opml0-4 | 03917
Du08-2 |14 0,4809 |Oppl5-2 0,4522 | Opm10-5 0,4142
Du08-3 (14 0,4972 | Oppl15-3 0,4142 | Opml10-6 0,4522
Du08-4 (14 0,0701 | OpplS-4 0,4976 | Opml10-7 | 02014
Ra33-1 |14 0,4142 | Oppls-5 0,3917 | Opm10-8 0,4976
Ra33-2 |14 0,4702 | Oppl5-6 0,4522 | Opm10-9 0,0000
Ra33-3 |14 0,3179 | Oppl5-7 0,4809 | Opbl19-1 0,3690
Ra33-4 |14 0,4972 | Oppl5-8 0,4702 | Opbi9-2 0,0701
Ra33-5 |14 0,4809 | Opq04-1 0,4809 | Opbl9-3 0,4702
Ra33-6 |14 0,4972 | Opq04-2 0,3690 | Opbl9-4 0,2014
Ra35-1 14 0,3917 | Opq04-3 0,4522 | Opbl19-5 0,2617
Ra35-2 |14 0,4702 | Opq04-4 0,3917 | Opbl9-6 0,4972
Ra35-3 |14 0,0000 | Opq04-5 0,4142 | Opbl9-7 0,3179
Ra35-4 |14 0,3917 | Opq04-6 0,3690 | Opbl19-8 0,4522
Ra35-5 |14 0,3179 | Opq04-7 0,3917 | Opb19-9 0,4142
Ra35-6 |14 0,4142 | Opq06-1 0,4702 | Opbl9-10 0,4702
Ra35-7 |14 0,3917 | Opq06-2 0,0000 | Opbl9-11 0,4142

Ortalama ve standart hata 0,3691+ 0,1472
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Toplam 153 lokustan 142’sinin polimorfik oldugu tespit edilmistir. Yapilan
analizler sonucunda polimorfizm oram %92,81 olarak bulunmugtur. Ortalama genetik
benzerlik 0,6464, genetik uzaklik ise 0,3536 olarak tahmin edilmistir.

Li vd (2002), Shanxi bolgesi kecilerinde RAPD yOntemiyle, 8 primer
kullanarak yaptiklari ¢alismada; Bai, Hei ve Qing ke¢i wklarmda elde edilen DNA
fragmentleri 180 ve 2870 b¢ araliginda bantlar vermistir. Bu galiymada toplam 76
fragment elde edilmis ve bunlardan 44 fragment bu ke¢i populasyonlar: igin polimorfik
bantlar meydana getirmigtir. 8 primer ile elde edilen polimorfizm oram %57,89,
genetik uzaklik ise 0,2040-0,0810 arasinda tahmin edilmigtir. Bu sonuglarla mukayese
edildiginde, Antalya ¢evresinde yetistirilen kil kegilerinde genetik varyasyonun Shanxi
bolgesi kegi rklarma gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Yongjun vd (1998), Tibet Kesmir kegilerinde 5 primer ile 2926 bant elde
edildigini ve bu bantlarm %83’{iniin polimorfik oldugunu belirtmislerdir. Calismada
populasyon i¢i ortalama benzerlik 0.6734, populasyondaki ortalama genetik uzaklik ise
0,3266 olarak bulunmustur. Bu aragtirmada, Antalya bolgesi kil kegileri i¢in tahmin
edilen ortalama genetik benzerlik (0,6464) ve genetik uzakligm (0,3536) bu degerlere
yakin oldugu s6ylenebilir.

Ajmone-Marsan vd (2001)‘nin 7 farkh Italya keci wkinda AFLP ydntemiyle
belirledigi ¢alismada genetik benzerlik 0,57-0,87 arasinda ortalama 0,72 olarak
bulunmugstur. Bu wklarda ortalama heterozigotluk oram ise 0,21-0,24 degerleri
arasmda tahmin edilmigtir. Bu degerlere bakildiginda, Antalya bdlgesi kil kegilerinde
genetik varyasyonun Italya kegi wklarma gore daha yitksek oldugu sdylenebilir.

Ganai ve Yadav (2001)’ i mikrosatellit markerler ile, Hindistan bdlgesine ait 3
ke¢i wrkinda yaptiklar1 cahsmada 16 mikrosatellit markeri kullanmiglardir. Bu
calismalarinda, ortalama heterozigotluk degerini 0,54+0,20, polimorfizm oranm ise
0,48+0,20 olarak bulmuglardir. Ganai ve Yadav’m yaptigi bu c¢ahgma ile
kiyaslandiginda, Antalya’daki kil kegilerine ait heterozigotlugun (0,3691) daha diisiik
ve polimorfizm oraninm (%92,81) da daha yiiksek oldugu sonucu goriilmektedir.
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Iki Hindistan kegi rkinda (Bengal ve Chegu) yapilan bir bagka ¢alismada Behl
vd (2003) 22 mikrosatellit markeri kullanmuglardir. Yapilan bu ¢aligmada,
heterozigotluk Bengal igin 0,69+0,11 ve Chegu i¢in ise 0,6610,07 olarak bulunmusgtur.
Polimorfizm degerleri ise Bengal icin 0,79+0,08 ve Chegu i¢in de 0,78+0,05 olarak
hesaplanmistir. Bu ¢alisma ile kiyaslandifinda tahmin edilen heterozigotlugun
(0,3691) daha disiik, polimorfizm oramnm (%92,81) ise daha yiiksek oldugu
goriilmektedir.

Nyamsamba vd (2002)’nin Mogol kegi wklarinda yaptiklar: gahsmada, 8 farkh
bélgeden aldiklari Orneklerle 10 mikrosatellit markeri deneyerek genetik farkliligs
ortaya koymaya ¢aligmslardir. Bu ¢alismada heterozigotluk 0,6690-0,7300 degerleri
arasinda degisim g6stermektedir. Antalya bolgesindeki kil kegileri ile kiyaslandiginda,
heterozigotluk oranmmn (0,3691) daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Barker vd (2001) 11 Asya ke¢i populasyonlar: arasindaki genetik iliskiyi 25
mikrosatellit lokusu, 59 protein lokusu ile ortaya koymaya c¢aligmislardir. Ele alman
protein lokusunun 16 tanesinde polimorfizm goriilmiistiir. Bu g¢alisma sonucunda,
populasyonlardaki genetik farklilik protein lokuslart icin 0,1170-0,5720 arasmnda
ortalama 0,3390, mikrosatellit lokusu i¢in ise 0,2590-0,7020 degerleri arasinda
ortalama 0,5200 olarak tahmin edilmistir. Antalya bolgesi kil kegileri igin tahmin
edilen ortalama genetik uzaklik (0,3536) dikkate almdifinda, protein lokuslarma ait
hesaplamamin bu degere yakmn oldugu fakat mikrosatellit lokusu igin hesaplanan
degerin daha diisiik oldugu sSylenebilir.

Ahmed Ali (2003) tarafindan Misir’daki 4 koyun wkmnda (Barki, Rahmani,
Baladi ve Suffolk), toplam 19 RAPD primer denenmis ve bunlarin 5°i polimorfik bant
vermigtir. Sonu¢ olarak bu wklar arasindaki benzerlik 0,8190-0,9570 arasmda
bulunmugtur. Antalya bslgesindeki kil kegileri (0,6464) ile kiyasladifinda, Ahmed Ali
(2003) tarafindan yapilan bu g¢aliymada Misic’daki koyun wklari arasmdaki genetik
benzerliin daha yiiksek oldugu soylenebilir.
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Cushwa vd (1996), RAPD ydntemiyle 53 primer kullanarak, 5 farkli koyun wrk:
(Coopworth, Merino, Perendale, Romney ve Texel) ve bu wklarm melezlerinde
polimorfizm oranint %65-%96 arasinda ortalama % 85 olarak bulmustur. Bu sonuglara
bakildigmmda polimorfizm oranmin Antalya kil kegilerine gére kismen daha az oldugu
sGylenebilir.
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5. SONUC

Tarmsal {iretim sistemlerinde, stirdiiriilebilirligin en 6nemli unsurlarindan
birisi genetik kaynaklardir (Romanov ve Weigend 2001). Tiirkiye, sahip oldugu gen
kaynaklar1 yoniinden diinyamn en zengin iilkelerinden birisidir. Gen kaynaklarmmn
yonetimi  ve  gelecekte  1slah  programlarmda  bu  populasyonlarin
degerlendirilebilmesi i¢in, genetik yapilarmmn ve farkli wklar arasmdaki genetik
benzerlik ve farklibklarm ¢ok iyi aragtirilmast gerekmektedir. Bu durum, &zellikle
hizli bir sekilde genetik erozyona ugrayan ve diinya giindemindeki yerli gen

kaynaklarmin korunmasmna yonelik projelerde son derece dnemlidir.

Cifilik hayvanlarmin genetik &zelliklerinin degerlendirilmesinde, gectigimiz
ylizyilm ikinci yarisindan yakm zamana kadar degisik biyokimyasal 6zelliklerden
yararlandmugtir. Giinlimiizde modern molekiiler genetik yontemlerin gelistirilmesi,
¢ifilik hayvanlarmin genetik 6zelliklerinin dogrudan DNA diizeyindeki farkhiliklara
dayanarak yapilabilmesine izin vermektedir. Bu yOntemlerden birisi de RAPD
yontemidir. Bu yontemin ¢iftlik hayvanlarina ait bir ¢ok tiirde genetik haritalamada
dahil olmak iizere (Cushwa vd 1996) genetik ¢esitliligi ve populasyonlar arasindaki
genetik iligkileri ortaya koymada oldukc¢a basarili sonuglar verdigi bildirilmigtir
(Bardak¢i ve Skibinski 1994, Plotsky vd 1995, Smith vd 1996, Romanov ve
Weigend 2001, Tahmoorespur vd 2003). RAPD yontemi wk i¢i ve wklar arasmdaki
genetik varyasyonun en azindan bir 6n deferlendirmesini yapmada son derece

kullanigh oldugu bildirilmigtir (Romanov ve Weigend 2001).

Bu c¢aligmanimn iki hedefi bulunmaktadir; bunlardan birincisi Antalya bélgesi kil
kecilerinde genetik varyasyonun belirlenmesi, ikinci de genetik varyasyonun
belirlenmesinde RAPD ydnteminin kullanilabilirligini ortaya koymaktir. Karabag vd
(2002) ve Balcioglu vd (2005), Antalya bolgesi kil kegilerinde genetik polimorfizmi
biyokimyasal ozellikleri kullanarak belirlemisler ve incelenen $zellikler bakmmndan
kil kegisi populasyonunun ele alman karakterler bakimmdan polimorfik bir yapiya
sahip oldugunu bildirmiglerdir. Benzer sonu¢ RAPD yontemiyle de DNA diizeyinde
belirlenmistir. Genetik ¢esitliligi ortaya koymada kullamlan primer sayismin
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standardi bu konuda yapilan bir ¢ok ¢aliymaya (Yongjun vd 1998, Barker vd 2001,
Ahmed Ali 2003) gore oldukga yliksek sayilabilir. Kullandan 20 primerin tamamu
polimorfik bulunmugtur. Kullamlan primerlerden Opp08 primeri (ACA TCG CCC
A) en fazla band sayisma (12 lokusun 11°i polimorfik), 19 (ACC GGG AAC G)
olarak isimlendirdigimiz primer en az polimorfizme sahiptir (4 lokusun 2°si
polimorfik). Bunun yanmda Opp03 primeri (CTG ATA CGC C) toplamda en az
bant sayismna (29) sahiptir. Polimorfik lokus oram 0,9281 olmak iizere oldukga
yiiksek bulunmustur. Ayrica tahmin edilen ortalama heterozigotluk oram da
(0,3691+0,1472) genetik varyasyonun oldukga yitksek oldugunu g6stermektedir.

Molekiiler genetikle ilgili yontemler genellikle gelismis laboratuar gerektiren
pahali yontemlerdir. RAPD yontemi diger yontemlerle kargilagtinldigmnda
uygulanabilirlik agisindan daha kolay ve ucuz bir yontemdir. Antalya bolgesi kil
kegilerinde yapilan bu arastrma smirh imkanlarla kurulmus bir laboratuarda bu
alanda yapilan ilk ¢alisma olmasma kargin yeterli diizeyde giivenilir sonuglar elde
edildigi sOylenebilir. DNA diizeyinde polimorfizm belirleme ydntemlerinden RAPD
yonteminin Kil kegilerinde bagarilt bir gekilde kullanilabilecegi ortaya konmustur.

Sonug olarak, RAPD markerleri bakimindan kil kegisine ait bireyler arasmda
genetik polimorfizm ortaya konularak, en azindan bu hayvanlar hakkinda
tammlayici bir 8n bilginin elde edildigi soylenebilir. Laboratuar ve blitge imkanlar:
genisletildiginde, DNA diizeyinde farkli polimorfizm belirleme yontemlerinin de
kullantldigi daha kapsamhli c¢ahsmalarla, Tiirkiye’nin tiim kil kegisi populasyonu
igerisinde olmasi muhtemel farkh ekotipleri de igine alan, hatta diger yerli ¢iftlik
hayvanlarmi da kapsayacak aragtirmalarin planlamp gergeklestirilmesi yerinde
olacaktir. Bu gekilde, dogal gen kaynaklarimiza ait genetik bilgiler elde edilmis
olacaktrr. Bu durum, ilerde yapilmasi muhtemel yerli gen kaynaklarmm korunmasi
programlart i¢in de gereklidir.
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