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Cine Capar1 Koyunlarda Genetik Cesitliligin RAPD Yontemi ile

Belirlenmesi
(0Y/

Bu calismanin amaci, yok olma tehlikesi ile karsi karsiya olan Cine Capari
koyunlarda DNA diizeyindeki genetik cesitliligin sansa bagl ¢ogaltilmis polimorfik
DNA (RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA) belirtegleri ile belirlenmesidir.
Calismada, 3 siiriide (ADU-CCKP koruma siiriisii ve 2 yetistirici siiriisii, Erdogan
Aktiirk ve Mustafa Vural) yer alan 72 bas hayvanda 24 RAPD primeri kullanilarak
genotipleme yapilmistir. Siirliler aras1 ve siiriiler i¢i genetik benzerlikler ve genetik
uzakliklar incelenmistir. Sonug olarak, en yiiksek benzerlik ADU-CCKP koruma

stiriisti ile Erdogan Aktiirk’e ait siirii arasinda ortaya ¢ikmustir.

Anahtar Kelimeler: Gen kaynaklari, koyun, Cine Capari, ¢esitlilik, RAPD

Detection of Genetic Diversity in Cine Capari Sheep by RAPD
Technique

ABSTRACT

The aim of this study was to determine genetic diversity in endangered Cine
Capart sheeps at the level of DNA by Random Amplified Polymorphic DNA
(RAPD) markers. Seventy two animals from 3 flocks (ADU-CCKP conservation
flock plus and two breeders’ flocks, Erdogan Aktiirk and Mustafa Vural) were
genotyped with 24 arbitrary primers. Genetic similarities and genetic distances
between and within flocks were investigated. As a result, the highest similarity was

observed between ADU-CCKP conservation flock and Erdogan Aktiirk’s flock.

Key Words: Genetic resources, sheep, Cine Capari, diversity, RAPD
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1. GIRIS

Milyonlarca yillik evrim siireci sonucunda hayvanlarda genetik varyasyon
olusmustur (Simon and Buchenauer, 1993). Evciltme siireciyle beraber insanoglunun
devreye girmesiyle hayvanlardaki bu genetik varyasyon daha da cesitlenmistir.
Yaklasik 10-12 bin yil Once baslayan evciltme siirecinde sayist 40 bin olarak
hesaplanan omurgali tiirlinden sadece 40’1 evcillestirilmis ya da yan
evcillestirilmistir. Giiniimiizde var olan 1rk ve soylar kapsaminda gézlenen bu ¢ok
genis genetik varyasyon 12 bin yillik siirecin sonucudur. Gegen 20. yiizyilda bir¢ok
tiir kapsamindaki 1tk ya da soylar yok olmus ve bu yok olma siireci hizlanarak
stirmiistiir (Hall and Ruane, 1993). Irklarin yaklasik % 32’si yok olma tehlikesiyle
kars1 karsiyadir (FAO, 2000). Bu nedenle diinyada son yillarda hayvan gen
kaynaklarinin korunmasina yonelik ¢alisma ve c¢abalarda Onemli bir artis

gozlemlenmektedir (Ertugrul ve ark., 2005).

Giliniimiizde sanayilesme ile birlikte hizla degismekte olan sosyolojik ve
ekonomik kosullar nedeniyle yerli irklardan daha fazla yararlanma gerekliligi
dogmustur. Birim hayvandan daha fazla yararlanma gereksinimi, bilgi birikimi ve
gelisen teknolojiyle birlesince, yerli irklarin yerini biiyiik bir hizla gerek saf
yetistirme gerekse melezlemeler yoluyla olusturulan yiiksek verimli kiiltiir irklari
almaya baslamistir. Bu 1slah ¢alismalarinin etkinligine paralel olarak yerli irklarin

azalmasi ve kaybolmasi tehlikesi ortaya ¢ikmistir (Karaca ve Cemal, 1998).

Diger tiirler bakimindan oldugu gibi koyun tiirii anlaminda da iilkemiz zengin
bir 1k cesitliligine sahiptir. Son donemlerde daha da yogunlasan melezleme
calismalar1 yerli koyun irklarimizin varliklarini siirdiirebilmeleri bakimindan biiyiik
tehdit olusturmaktadir. Ozellikle, Bat1 Anadolu’da daha yogun olarak yasanan bu
siirecin sonucunda Odemis koyun rkimiz yakin gecmiste yok olmus ve bu siireg
Cine Capar1 ve Dagli¢ gibi yerli irklarimizin varhigini da ciddi derecede tehdit eder
noktaya gelmistir. Irklarin sayisal olarak varligina ve su andaki yayilma alanlarina

yonelik gilincel envanter ¢aligmalar1 var olmadigi ve sahadan saglikli bilgi akisini



saglayacak kanallar heniiz olusturulamadigi i¢in konunun ciddiyeti ilgili kesimler
tarafindan heniiz tam olarak anlasilamamaktadir. Genelde yagl kuyruklu olan bu
irklarimiz yetistiriciler tarafindan Sakiz veya Kivircik irki koglar ya da bu iki irkin
melezi koglar kullanilarak ince kuyruklu bir forma doniistiiriilmekte, Sakiz irkinin
yuksek dol ve siit verim yetenegi ile Kivircik irkinin gelisme 6zellikleri bakimindan

tistlinliiklerinden yararlanilmaya ¢alisilmaktadir.

Melezleme etkinlikleri sonucunda biiyiikk bir donilisiimiin yasandigi koyun
irklarimizdan biri olan Cine Capar1 Aydin’in 6zgiin yoresel koyunudur. Yagh
kuyruklu olan ve ge¢mis donemlerde Aydin’da olduk¢a yaygin bir sekilde
yetistirildigi yetistiriciler tarafindan dile getirilen Cine Capar1 koyun sayisi
giinimiizde olduk¢a azalmistir. Koruma siiriisii olusturma ve irkin ozelliklerini
tanimlama calismalarina (Karaca ve Cemal, 2005) 1996 yilinda Adnan Menderes
Universitesinde baslanmis ve Adnan Menderes Universitesi Cine Capari Koruma
Programi (ADU-CCKP) isimli bir stratejik yonelim program devreye sokulmustur.
Bu program kapsaminda irkin korunmasi amactyla bir koruma siiriisii olusturulmus
ve 1rki saf olarak bulunduran yetistirici siiriileri izlemeye alinarak bu siiriilerin
korunmasi da tesvik edilmistir. Irk kapsaminda giinlimiize ulasan 2’si yetistiricilere
ve biri Universiteye (Adnan Menderes Universitesi) ait koruma siiriisii olmak iizere
toplam 3 kiigiik siiri ve bu 3 siiri kapsaminda ise yaklasitk 130 bas koyun
bulunmaktadir. Irkin gegmisteki sayisal durumu, tam olarak yayilma alani ve verim
ozellikleri konusunda son yillarda yapilan arastirmalar (Karaca ve Cemal, 2005)
disinda herhangi bir yazili kaynaga rastlanamadigindan ydredeki yetistiricilerle
yapilan goriismeler temel kaynak niteligindedir. Irkin morfolojik ve fizyolojik
Ozelliklerinin tanimlanmasina yonelik kimi calismalar (Altin ve ark., 1999; Karaca
ve ark., 1999; 2004) yapilmasina karsin 1rk ici genetik cesitliligin DNA diizeyinde

tanimlanmasina yonelik su ana kadar herhangi bir ¢alisma gergeklestirilmemistir.

Hayvanlarda genetik yapiy1r tanimlamaya yonelik molekiiler genetik
yontemlerin kullammmi giin gegtikge yaygimlasmaktadir. Ozellikle genetik kaynak
olarak degerli durumda olan populasyonlara yonelik molekiiler tanimlamalar koruma

programlarina yol gdsterici rol oynamakta ve koruma faaliyetlerinin etkinligi de bir



anlamda bu caligmalarla test edilebilmektedir. Koruma programlarinin asil amaci var
olan genetik ¢esitliligi en az kayipla gelecek kusaklara ulastirmaktir. Genetik
cesitlilik de ancak DNA diizeyinde yapilan tanimlamalarla saglikli bir sekilde ortaya
konabilmektedir. Bu amagla c¢esitli molekiiler genetik yoOntemler gelistirilmistir.
Molekiiler tanimlamalarda, yontemlerden biri olan RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA= Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) yontemi ¢esitli avantajlhi
yonlerinden dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu avantajlar; DNA dizi bilgisine
gereksinim duyulmamasi, DNA iizerinde tesadiifi bolge ¢ogaltilmasinin saglamasi,
diisiik miktarda DNA’nin yeterli olmasi (5—50ng), cabuk sonug¢ veren bir analiz
yontemi olmasi, diger tekniklere gore diisiik maliyetli olmasi, yiliksek polimorfizm
gostermesi, polimorfik bantlar {iretmesi ve diger yontemlerin aksine radyoaktif

madde kullanilmamasi seklinde 6zetlenebilir.

Soyu tiikenme siirecinin esiginde olan yerli gen kaynagi Cine Capar1 koyun
irkinin ele alindig1 bu ¢aligmada, 1rk ici genetik ¢esitliligin mevecut durumunun DNA
diizeyinde RAPD yontemi ile ortaya konmasi amacglanmistir. Mevcut siiriiler ici ve
stiriiler aras1 genetik benzerlik ve genetik uzakliklarin tanimlanmasi ile siirdiiriilen

koruma etkinliklerinin bu bilgiler 15181nda daha da etkin kilinmas1 hedeflenmektedir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Diinya gida iiretiminde onemli bir role sahip olan ¢iftlik hayvani gen
kaynaklarmin 6nemi, tanimlanmasi ve korunmasi konusundaki genel bilgiler ile
tilkemiz i¢in 6nemli gen kaynaklar1 olan koyun irklarimiza ve bu kapsamda yer alan
ve ayni zamanda bu tez calismasina materyal olusturan Cine Capar1 koyunlara
yonelik bilgiler ana basliklar altinda derlenerek asagida sunulmustur. Bunun yaninda
molekiiler tan1 yontemleri ve 6zellikle bu ¢alismada kullanilmasindan dolay1 RAPD
yontemine yonelik ayrintili bilgiler ve ¢esitli hayvan tiirlerinde yapilan ¢alismalarin

sonuclar1 6zet bilgiler halinde verilmeye ¢aligilmistir.
2.1. Gen Kaynaklarinin Onemi ve Korunma Nedenleri

Hayvan yetistiriciliginde ekonomik verimlilik esas olmakla birlikte mevcut
kosullar iginde iiretim verimliligi anlaminda degerini yitirmis de olsa yerli irklarin
hatta kimi soy ve hatlarin korunmasi gerekliligi duyarlilikla ortaya konmustur.
Verimlilik {izerine yapilan 1slah c¢alismalar1 hayvanlarin adaptasyon yeteneklerini
azaltmaktadir. Bununla beraber gelecek kusaklar tarafindan genetik kaynaklarin
hangi amagclarla kullanilacagi simdiden bilinemediginden, ¢ok uzun siireglerde
olugsmus gecmis nesillerden kalan tarihi ve kiiltlirel miraslarin korunmasi gerekliligi,
hayvan gen kaynaklarinin korunmasi yaklasgiminin baslica nedenini olusturmaktadir

(Bodo, 1990; Henson, 1992; Ozhan ve ark., 1995).

Gen kaynaklarin1 koruma; bilgi, masraf, alan, isgiicli ve orgiitlenme becerisi
gerektirir. Buna karsilik gen kaynaklarinin korunmasinin ¢ok sayida Onemli
gerekcesi vardir. Bunlar; ekonomik, bilimsel ve kiiltiirel olmak iizere ii¢ ana baslikta

toplanabilir (Maijala, 1987; Turner, 1987; Oldenbroek, 1999; Ertugrul ve ark., 2000)

Ekonomik nedenleri, ¢iftlik hayvanlariin liretim potansiyellerinden gelecekte
de vyararlanilabilmesi, genetik varyasyonun korunmasi ve gelecekteki 1slah
caligmalarinin  temelini olusturmasi, heterosis olanaginin korunmasi seklinde

stiralayabiliriz. Ayrica, yok olma siirecindeki irklarin orijinal bolgeleri disinda da



ekonomik potansiyele sahip olabilmeleri ve yerli irklarin kendi ¢evresel kosullarinda
kiiltiir irk ve melezlerine gore daha verimli olmalar1 da yine gen kaynaklarinin

korunmasi gerekliliginin ekonomik nedenlerindendir (Ertugrul ve ark., 2005).

Yerli gen kaynaklari, gelistirilen populasyonlarin; fizyolojik, genetik,
beslenme, lireme, uyum ve davranim Ozelliklerinde saglanan veya ortaya c¢ikan
degisikliklerini belirlemede kontrol materyali olarak kullanilabilirler. Bunun yani sira
hastaliklara direng, duyarlilik ve benzeri konulardaki arastirmalar i¢in farkli genetik
yapidaki materyale gereksinim duyulmasi, bazi 1k ve populasyonlarin diger
tiirlerdeki aragtirmalar i¢in biyolojik model olarak kullanilmasi1 gibi nedenleri de

bilimsel nedenler olarak saymak miimkiindiir (Ertugrul ve ark., 2005).

Kiiltiirel] nedenlerle hayvan tiir ve iwrklarinin pek cogu yetistirildikleri
bolgelerin tarihinde onemli rol oynanuglardir. Ornegin, Teksas Longhorn sigiri
ABD’nin smirlarinin genislemesinde, Merinos koyunu Ispanya’nin, Ankara kecisi
Tiirkiye’nin, ipek bocegi Cin’in ekonomi tarihinde 6nemli yere sahip olmuslardir.
Yerli irklar hayvan 1slahinin tarihsel gelisim 6lg¢iitii olmalar1 nedeniyle egitsel degere

sahiptirler (Ertugrul ve ark., 2005).
2.2. Gen Kaynaklarimin Korunmasinda Kullanilan Yontemler

Hayvancilikta genetik kaynaklarin korunmasi ilkelerine iligkin bilgi birikimi
giderek artmaktadir (Bodo, 1990; Wiener, 1994; Henson, 1992; Frankham et al.,
2005). Bu anlamda diinyanin bir¢ok yerinde genlerin ve irklarin kaybolmasini
onlemek i¢in c¢aligmalar baslatilmistir (Simon and Buchennauer, 1993). Belirtilen
calismalar; resmi, sivil, 6zel ve goniilli kurum ve kuruluslar tarafindan etkin bir
sekilde vyiiriitilmeye cahisilmaktadir. Ozellikle FAO ve Avrupa Zootekni
Federasyonu (EAAP) gibi uluslararasi organizasyonlar bu konuda etkin rol
oynamaktadir. Irklarin hizla yok olduklarin farkina varan FAO diinyadaki hayvan
gen kaynaklarinin (Animal Genetic Resources, AnGR) durumunu arastirma ve
korumaya yonelik oldukg¢a etkin ve genis capl aktiviteler yiiriitmektedir (FAO,
1998a; FAO, 2000).



Hayvan gen kaynaklarimin korunmasinda esas olarak iki yoOntem
uygulanmaktadir. Bunlar in situ ve ex situ koruma yoéntemleridir (Primo, 1987;
Turner, 1987; Henson, 1992). In situ koruma yonteminde hayvanlar yetistirme
striileri halinde elde tutulmaktadir. Korunmasi gereken veya Ongoriilen 1rk
hayvanlarindan olusan yeterli biiytlikliikte siiri veya siiriiler kendi dogal ¢evresinde
rasgele ¢iftlestirme ile yetistirilir. Ex situ koruma yontemi ise kendi igerisinde ex situ
in vivo ve dondurarak koruma olmak iizere ikiye ayrilir. EX Situ in vivo yontemi irkin
dogal ortamindan farkli bir ¢evrede canli olarak korunmasini ifade eder. Dondurarak
koruma yOnteminin esasi ise semen, yumurta veya embriyolarin uygun yontemlerle
dondurularak saklanmasidir. Koruma altina alinacak tiir, irk veya bireylere ait gen
veya genlerin, kan veya diger hayvan dokularinin dondurularak saklanmasi da

muimkiindiir.
2.3. Ulusal Gen Kayna@ Koyun Genotiplerimiz

Ulkemiz gerek iklimi gerek topografik yapisi gerekse bitki ortiisiine bagl
olarak sekillenen tarimsal alt yapis1 ile koyun yetistiriciligi i¢in elverigli bir ortama
sahiptir. Bu tiirlin yetistiriciligi az gelismis, niifus yogunlugu diisiik, dogal ve
kiiltiirel nedenlerle entansif tarimin uygulanamadigi veya yayginlasamadigi yorelerde
daha yogunlukla yapilmaktadir (Ertugrul ve ark., 2005). Farkli bolgelerde hatta
yorelerde bircok yerli koyun irki mevcuttur (Diizglines, 1990). Bu koyun irk ve
tiplerinden kimileri yok olmusg kimileri ise yok olma tehdidi altindadir. Tiirkiye yerli
koyun 1rk veya tipleri ve bunlarin genetik kaynak olarak mevcut durumlar1 Ertugrul
ve ark. (2005) tarafindan yapilan degerlendirme iizerinde kimi giincellemeler
yapilarak ve yine 1rklara veya alt irklara yonelik koruma etkinliklerine iligkin bilgiler

eklenerek Cizelge 1’de verilmistir.



Cizelge 1. Tiirkiye yerli koyun 1rk veya tipleri ve genetik kaynak olarak mevcut

durumlari
Irk ve Tip Yok. o.lma Tehdit |Agir tehdit| Yok |Koruma
tehdidi yok| altinda | altinda olmus | Cabasi

Akkaraman X Yok
Morkaraman X Yok
Giliney Karaman X Var*
Ulas (Kangal) Akkaraman X Var*
Karakas (Akkaraman varyetesi) X Yok
Norduz (Akkaraman varyetesi) X Var*
Dagli¢ X Var*
Ivesi X Yok
Herik X Var*
Tuj X Var*
Kivireik X Var*
Karayaka X Var*
Sakiz X Var*
Gokeeada (Imroz) X Var*
Hemsin X Var*
Odemis X -
Karakacan X -
Cine Capari X Var*
Halkali X -

* Bu koyun ik veya irk varyeteleri koruma amaciyla Tarim Bakanligi tarafindan destekleme
kapsamina alinmiglardir (25.05.2006 tarihli Resmi Gazete, Teblig No:26178)

2.3.1. Yerli gen kaynagi olarak Cine Capari koyun irki

Agir yok olma tehdidi altinda olan yoresel yerli koyun irklarimizdan biri de
Cine Caparr’dir. Bu itk Aydin yo6resinin 6zgiin yerli koyunudur. Asil yetistirilme
alan1 Aydin il sinirlart i¢cinde bulunan ve genis bir yayilma alan1 olan Madran dag1 ve
eteklerinde bulunan Cine ve Bozdogan ilgeleridir. Bunun yan1 sira Kogarli ve Nazilli
ilgelerinin yogunlukla daglik kdylerinde de yetistirilmistir (Karaca ve ark., 2004).

Irki tanitic1 kimi fotograflar Sekil 1°de sergilenmistir.




Sekil 1. Cine Capari 1irki koyunlara iligkin tanitict kimi fotograflar

Yagh kuyruklu olan bu 1rkin varligina ilk kez S6nmez (1974) dikkat ¢cekmistir.
Cine Capar1 wrkinin kuyruk yapist diger yagh kuyruklu koyun irklarimizdan farklilik
gosterir. Karaman irkia benzesmedigi gibi Daglic ve Odemiste oldugu gibi kuyruk
sarkik degil daha toplu ve kuyruk ucu genellikle ige kivriktir. Genotip yoresel gevre
kosullarma iyi adapte olmustur. Viicut beyaz, bas, bacaklar ve karin alti kahverengi-
siyah-beyaz beneklidir. Erkeklerin tiimii spiral boynuzlu disiler ise genellikle

boynuzsuzdur (Karaca ve Cemal, 1998; Karaca ve ark., 1999). Merada siirii idaresinin



kolay oldugu yetistiricilerin ortak kanisidir. Bunun yaninda, sicaga dayanikli oldugu ve
slit veriminin yiiksek oldugu yetistiriciler tarafindan dile getirilmistir. Irkin gegmisteki
sayisal durumu, tam olarak yayilma alan1 ve verim ozellikleri konusunda son yillarda
yapilan arastirmalar diginda herhangi bir yazili kaynaga rastlanmamustir. Dolayisiyla
yorede yetistiricilerle yapilan goriismeler temel kaynak niteligindedir (Karaca ve

Cemal, 2005).

Yorede koyun siitii yaninda kuzu gelirlerinin giderek artmasi, kuzu eti tiretim
ve kalitesinin yiikseltilmesi anlaminda yetistiriciler tarafindan Kivircik ve Sakiz irklari
devreye sokulmugtur. Son 15- 20 yilda Sakiz, Kivircik veya Sakiz x Kivircik melezi
koclar kullanarak siirekli yapilan cevirme melezlemesi sonucunda Cine Capari

stiriilerindeki koyunlar kuyruksuz bir forma doniistiiriilmiistiir.

Aydin yoresinde 1995-1996 yillarinda yapilan gézlemler sonucunda siiriilerin
biiyilk ¢ogunlugunun doniistiigli, sadece birkag¢ siiriiniin halen Cine Capart kog
kullandig1 ve kimi siiriilerde az sayida saf Cine Capart koyunlarin var oldugu
belirlenmistir. Bu gozlemler sonucunda, yetistiriciler tarafindan yapilan c¢evirme
melezlemelerinin rkin varligini agir tehdit altina soktugu ortaya cikmistir. Irkin
koruma alt yapisinin zaman gecirilmeden olusturulmasi ve irkin korunmasi amaciyla
1996 yilinda Adnan Menderes Universitesinde koruma siiriisii olusturma ve 1rkin
morfolojik ve fizyolojik 0Ozelliklerinin tanimlanmasma yonelik arastirmalara
baslanmustir (Karaca ve Cemal, 2005). Bu kapsamda Adnan Menderes Universitesi
Cine Capar1 Koruma Programi (ADU-CCKP) isimli stratejik yonelim programi
devreye sokulmus, Universite biinyesinde bir koruma siiriisii olusturulmustur. Koruma
stiriisii disinda, yorede uzun yillar siirecince yapilan genis taramalar sonucunda Cine
Capar1 wrkin1 saf olarak yetistirmeyi siirdiirdiigii tespit edilen sinirli sayida hayvana
sahip 2 yetistirici siiriisii de program kapsaminda takibe almmistir. Anilan 2 yetistirici
stirisii Tarim ve Kdyisleri Bakanligi’na bagli Tarimsal Arastirmalar Genel Mudiirliigii
(TAGEM) tarafindan irkin korunmasiin tesvik edilmesi i¢in destekleme kapsamina

alimmistir (25.05.2006 tarihli Resmi Gazete, Teblig No:26178).



2.4. Molekiiler Genetik Tanimlama Yontemi Olarak RAPD

Son yillarda DNA teknolojisindeki ilerlemeler sayesinde molekiiler genetik
yontemlerinin hayvancilikta kullanimi da artmistir (Ertugrul ve ark., 2005). Irklarin
hizla yok olduklarinin farkina varan FAO diinyadaki evcil hayvan gen kaynaklar
kapsamindaki genetik ¢esitliligi tanimlamaya yonelik calismalar baglatmis ve kimi
onerilerde bulunmustur (FAO, 1998b). Bu calismalar sayesinde 1rk i¢i ve irklar arasi
cesitliligin  molekiiler isaretleyicilerle saptanmasi ve 1rklarin korunmasinda

onceliklerin belirlenmesi miimkiin olacaktir (Togan ve ark., 2005).

Genetik ¢esitliligi tanimlamanin en saglikli yolu DNA diizeyinde yapilan
tanimlamadir. Canlilardaki genetik polimorfizmi saptamak i¢in ¢ok sayida DNA
isaretleyicileri gelistirilmistir. Ciftlik hayvanlarinda da genetik yapinin tanimlanmasi
amaciyla son donemlerde molekiiler genetik tanimlama tekniklerinden yogun bir
sekilde faydalanilmaktadir. PCR ile DNA c¢ogaltimma dayali olan DNA analiz
tekniklerinin en 6nemlileri arasinda RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA,
Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA), RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism, kesilen par¢anin uzunluk polimorfizmi), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism, c¢ogaltilan parca uzunluk polimorfizmi), STS (Sequence
Tagged Site, dizisi etiketlenmis alanlar), STR (Short Tandem Repeats, basit dizi
tekrarlar1) veya mikrosatellit genotipleme ve SNP (Single Nucleotide

Polymorphism= Tek Niikleotid Polimorfizmi) olarak siralanabilir.

Son on yilda DNA isaretleyicileri gelistirmek i¢in en sik kullanilan
yontemlerden biri de RAPD olmustur. iki ayr1 arastirmaci grubu 1990 yilinda (Welsh
and McClelland, 1990; Williams et al., 1990) o6zgiil niikleotid dizisi bilgisine
gereksinim olmadan polimorfizmin PCR y6ntemi ile tek bir primer (markor, belirtec,
isaretleyici) kullanilarak ortaya konabilecegini gostermislerdir. Bu yontem ile DNA
diizeyindeki ¢esitlilik diger yontemlere gore daha cabuk ve kolay bir sekilde ve yine
daha ucuza saptanabilmektedir (Cushwa and Medrano, 1996). Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR: Polimerase Chain Reaction) islemine (Mullis, 1990) dayali olan bu

teknikle, sentetik olarak olusturulan rasgele niikleotid dizisine sahip primerler



(6rnegin ACGGTCACTG), genomik DNA’nin ¢esitli bolgelerinin ¢ogaltiminda
kullanilmaktadir (Cushwa and Medrano, 1996). Ayni PCR reaksiyonu esnasinda her
bir RAPD primeri farkli lokuslardan bir dizi DNA boélgesini (1 ile 10 aras1 veya daha
fazla) ¢ogaltma kapasitesine sahiptir. RAPD analizlerinde, yaygin olarak 10 bazlik
uzunluga sahip primerler kullanilmaktadir (Cushwa and Medrano, 1996). Daha kisa
veya uzun baz dizisine sahip primerleri diizenleyip kullanmak da olasidir. Ancak
primerin boyutunun uzun veya kisa olmasi genomda karsilik gelen bdlge sayisini

dogrudan etkilemektedir.

Diger yontemlere gore ucuz olmasi, ¢abuk sonu¢ vermesi ve DNA baz
dizisine yoOnelik ©On bilgi gerektirmemesi gibi nedenlerden dolay:1 tiirlerin
belirlenmesi, populasyon i¢i veya populasyonlar arasi genetik benzerlik ve
farkliliklarin belirlenmesi i¢in RAPD teknigi siklikla kullanilmistir (Bardakei, 2000).
Bunun yaninda, babalik testleri ve genetik kaynaklarin korunmasina yonelik strateji
belirleme gibi amaglar icin de kullanilmaktadir (Cushwa ve Medrano, 1996).
Yontemin en biiyilk dezavantajlari ise dominant kalittm yolu izlemesi ve
tekrarlanabilirliginin diisiik olmasidir (Frankham et al., 2005). RAPD yd&ntemi
baslangigta bitki ve mikroorganizmalara yonelik calismalarda yaygin olarak
kullanilmasima karsin daha sonraki donemlerde ¢iftlik hayvani tiirlerine yonelik
calismalarda da etkin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Koyunlara yonelik
olarak farkli yurt dis1 ¢alismalar gerceklestirilmistir (Cargill et al., 1995; Cushwa et
al., 1996; Ali, 2003b). Ulkemizde ise sigir ve tavuklarda yapilan kimi galismalar
(Glineren, 1999; Ivgin ve Bilgen, 2003) yaninda yerli koyun genotiplerimizin
tanimlanmasina yonelik smirli sayida tamamlanmig calismaya (Mercan, 2004)

rastlanmustir.

RAPD teknigi sadece hayvanlarda degil bitkilerde de oldukga sik
kullanilmaktadir (Melo et al., 1998; Reddy and Soliman, 1997). Yapilan ¢aligmalar
RAPD tekniginin et iriinlerinden tir tahmininde de basariyla kullanildigini
gostermistir (Arslan et al., 2005; Koh et al., 1998; Martinez and Yman, 1998). Yine,
Koala tiiriine yonelik yapilan bir calismada RAPD yo6ntemi ile babalik testi yapmanin

da miimkiin oldugu saptanmistir (Fowler et al., 1998).



Koyun yaninda diger ekonomik olarak onemli hayvan tiirlerine yonelik
RAPD yontemine dayali c¢aligmalar tiirler bazinda smiflandirilarak asagida

verilmigtir:
2.4.1. Koyunlarda yapilan ¢cahsmalar

Cushwa et al. (1996) yaptiklar1 bir ¢alisma sonucunda RAPD tekniginin
koyunlarda populasyon i¢i ve populasyonlar arasi polimorfizmin ayirt edilmesinde,
gen bagliligr haritalarinin olusturulmasinda etkili bir yontem oldugunu ortaya

koymuslardir.

Onemli yerli gen kaynaklarrmizdan biri olan Karayaka koyunlarda genetik
varyasyonun ortaya konmasi amaciyla Mercan (2004) tarafindan yapilan ¢alismada 5
farklt populasyondan alinan toplam 25 ornekte 40 RAPD primeri kullanilarak
tanimlama yapilmis ve sadece 5 primerin polimorfizm sagladigi bildirilmistir. Bu 5
primerden elde edilen toplam 54 bandin 38’i polimorfizm sergilemis, polimorfik
bantlara dayali olarak yapilan degerlendirme sonucunda populasyonlar arasi genetik

benzerlik oranlarinin 0.2500 ile 0.6677 araliginda oldugu ortaya konmustur.

Sakiz, Kivirctk ve Gokgeada koyunlarina yonelik olarak yapilan bir
calismada ('Dog.Dr. Cengiz Elmaci, kisisel gériisme) toplam 15 RAPD primeri
kullanilmig ve bunlardan 8’inin bant verdigi bildirilmistir. Calismada, irklar arasi
genetik benzerlikler Kivircik ile Gokceada arasinda 0.9351, Kivircik ile Sakiz
arasinda 0.9398 ve Gokgeada ile Sakiz arasinda 0.9775 olarak elde edilmistir.
Birlestirilmis verilerden hesaplanan populasyonlar arasi genetik uzakliklar ortalama
0.0506 olmus ve 0.0227 (Sakiz-Gokgeada) ile 0.0671 (Gok¢eada-Kivircik) araliginda
gerceklesmistir.

Ali (2003b) tarafindan Misirdaki koyun irklar1 arasinda yapilan genetik
benzerlik saptama analizlerinde RAPD teknigi kullanilmistir. Incelenen 4 koyun

irkinda (Baladi, Barki, Rahmani ve Soffolk) 19 primer kullanilmis ve sonuglara gore



Barki ve Rahmani irklarinin Misir’in saf koyun irklar1 oldugu ve Soffolk’un ise

tamamen farkli bir irk oldugu ortaya ¢ikmustir.

Iran’daki bazi koyun irklarinda (Arman, Balouchi, Iranblack, Kordi ve
Karakol) 1rklar i¢i ve irklar arasi genetik farklilik ve benzerliklerin ortaya
konmasina yonelik yapilan calismada (Tahmooreapur et al., 2003) toplam 17
RAPD primeri kullanilmig, ancak sadece 3 primer polimorfik bant iiretmistir.
Yapilan analizler sonucunda irklar arasinda genetik farkliligin ¢ok diisiik oldugu

saptanmigtir.

Brezilya kil koyunu 1rkinin genetik yapisini arastirmak ve Santa Ines irkinin
kokenini belirlemek icin yapilan caligmada RAPD yontemi kullaniimistir. Bes
koyun irkindan alinan toplam 238 Ornekte (Santa Ines, Rabo Largo, Somali,
Morada Nova ve Bergamasca) yapilan analizler sonucunda irklar arasinda 6dnemli
farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Melezleme sonucu olusan farklilik toplam
varyasyonun %14.92°si olarak belirlenmistir. Santa Ines, Bergamasca ve Rabo
Largo bir grup olustururken Morada Nova ve Somali irklar1 bunlardan ayrilmistir.
Rabo Largo, Morada Nova ve Somali irklarinin kiigiik stiriiler halinde bulunmasi
nedeniyle bu irklarin koruma altina alinmasi gerekliligine dikkat ¢ekilmistir (Paiva

ve ark., 2005).

Tanzanya’nin bes bdlgesindeki (Arusha, Mwanza, Mtwara, Dodoma ve
Coast) koyun ekotipleri arasindaki genetik ¢esitliligi hesaplamada RAPD yontemi
kullanilmistir (Stephen et al., 2000). Yapilan analizler sonucunda ekotipler igi
ortalama genetik farkliligin 0.669 ile 0.521 arasinda degistigi gOriilmiistiir.
Ekotipler aras1 farklilik ise Mwanza ve Arusha arasinda 0.552+0.042, Mtwara ve
Mwanza arasinda 0.302+0.042 olarak bulunmustur. Dodomadaki koyun ekotipi
0.137 diizeyinde heterozigotluk gosterirken Arushadaki koyun ekotipi 0.203 ile en

yiksek diizeyde heterozigotluk gostermistir. Mtwara ve Coast daki koyun

! Yerli Koyun Irklarinda RAPD-PCR Ydntemi Kullanilarak DNA Parmak izlerinin Saptanmasi, Uludag Universitesi
Bilimsel Arastirmalar Komisyonu Baskanlidi Projesi, 2002/74, Proje Yoneticisi: Dog.Dr. Cengiz EImaci



ekotipleri bir grup olustururken Arusha ve Coast’daki koyun ekotipleri birbirne en

uzak ekotipler olarak bulunmustur.
2.4.2. Kecilerde yapilan calismalar

Antalya yoresi kil kegilerinde genetik polimorfizmin RAPD-PCR yo6ntemi ile
belirlenmesine yonelik olarak Sahin et al. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada 7
disi ve 7 erkek kil kegisi i¢in toplam 20 adet primer kullanilmistir. Yapilan analizler
sonucunda genetik benzerlik oram1 0.6464, genetik uzaklik ise 0.3536 olarak

bulunmustur.

Brezilya’da yapilan bir ¢aligmada (Oliveira et al., 2005), Pernambuco,
Paraiba ve Rio Grande do Notre’deki yedi Moxoto ke¢i populasyonunda (Paraiba
bolgesindeki Patos ve Santa Luzia do Cariri, Pernambuco bdlgesindeki Serra
Talhada, Ibimirim ve Floresta, Rio Grande do Notre bolgesindeki Pedro Aveline ve
Angicos) populasyonlar i¢i ve populasyonlar arast genetik fakliliklar RAPD
yontemiyle belirlenmistir. Calismada 16 primer kullanilmis ve 56 polimorfik bant
elde edilmistir. Analizler sonucunda ¢ok biiyiik bir genetik varyasyon oldugu ortaya
cikmistir. Bu varyasyon populasyon i¢i %21.21 ve populasyonlar arast %71.55
olarak hesaplanmistir. Calisma, Florestada yerel populasyonda biiylik bir yikim
oldugunu gostermistir. PE X Angicos, RN populasyonlar arasi farklilik %8.9 gibi
kiictik bir deger ¢cikmistir. Analizler sonucunda populasyonlar arasi genetik farklilik
0.0546 ile 0.1868 arasinda bulunmustur. Elde ettikleri dendogram Caninde irkinin
farkli bir grup oldugunu ve Moxoto’nun alt grubu degil de 6zgiin bir irk oldugunu

gostermistir.

Tibet Kasmir kecilerinde populasyon i¢i genetik benzerligin belirlenmesinde
RAPD teknigi uygulanmistir (Yongjun et al., 1998). Yirmi sekiz birey iizerinde
yapilan analizler sonucunda Tibet kasmir keci populasyonunda populasyon ici
genetik benzerlik ortalamasi 0.6734+0.0502. Dolayisiyla populasyon igi genetik
varyasyon 0.3266+0.0502 diizeyinde olmustur.



Shanxi bolgesi kecilerinde (Bai (B), Hei (H) ve Qing (Q) kegileri) yapilan
calismada (Li et al., 2002) genetik cesitliligin belirlenmesi ve B, H, Q arasindaki
genetik akrabaligin hesaplanmasinda RAPD teknigi kullanilmigtir. Caligmada 60
primerin 6n degerlendirilmesi sonucunda yiiksek polimorfizm veren 8§ primer
secilmis ve bu 8 primere dayali analizlerden elde edilen toplam 76 bandin 44°i
polimorfizm gdstermistir. Analizler sonucunda B, H ve Q i¢in populasyon i¢i genetik
polimorfizmler sirastyla 0.2503, 0.3238 ve 0.5241 bulunmustur. Genetik uzakliklar
ise B ve H arasinda 0.1905, B ve Q arasinda 0.1827 ve H ve Q arasinda 0.2884

seviyesinde saptanmustir.
2.4.3. Sigirlarda yapilan cahismalar

Tiirkiye’deki kimi Isvigre Esmeri sigir siiriilerinde genetik farkliliklarin
belirlenmesine yonelik olarak yapilan bir ¢alismada RAPD teknigi kullanilmig
(Yildiz ve ark., 2002), analizler sonucunda alt populasyonlar i¢i ortalama

heterozigotluk 0,254 olarak bulunmustur.

Giineren (1999) tarafindan Tiirkiye yerli sigir irklarinda RAPD yontemiyle
yapilan bir ¢alismada Yerli Kara (YK), Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK), Giliney
Anadolu Kirmizist1 (GAK) ve Boz Irk’tan olusan 4 sigir ki iki farkli kiimede
toplanmistir. Bunlardan ilki GAK, DAK ve YK 1rklarinin toplandigr kiimedir. DAK
ve YK genetik uzakligin en yakin oldugu iki irk olarak saptanirken GAK 1rki bu
irklardan farkli olarak gruplanmistir. Boz Irk’in ise genetik yonden diger ii¢ irktan

farkli bir kiimede yer aldig1 belirlenmistir.
2.4.4. Kanathlarda yapilan calismalar

Okumus ve Kaya (2005) tarafindan yapilan calismada Ankara Kanath
Aragtirma Enstitiisii’nden saglanan RIR 1, RIR II, Bared I, Bared II, Colombian
Rock, Line-54, Blue Line, Maron Line, Black Line ve Brown Line adl1 10 saf tavuk
hatt1 arasindaki genetik benzerligi tanimlamada 12 RAPD primeri kullanilmustir.

Analiz sonucunda en yiiksek genetik benzerlik 0,3773 ile Bared I ve Maroon



arasinda, en diisiik genetik benzerlik ise 0,0899 ile Colombian Rock ve Bared II

arasinda bulunmustur.

Salem et al. (2005) yapmis olduklar1 g¢alismada RAPD tekniginin
kanathilarda; tavuk, bildircin, 6rdek, kaz, hindi ve digerlerinde 1irk ayrimlarinin
yapilmasi, gen baglilig1 haritalarinin olusturulmasi, populasyon i¢i ve populasyonlar
aras1 genetik benzerlik ve farkliliklarin tespitinde etkin bir yontem oldugunu ortaya

koymuslardir.

Secilen 5 tavuk genotipinde (yumurtaci ve etci) genetik benzerligi ortaya
koymak i¢in Misir’da RAPD teknigi ile yapilan bir calismada (Ali et al., 2003)
genetik benzerlik yumurtacilar arasinda (Anshas, Silver Montazah ve Mandarah)
%724 ile %85.4 araliginda bulunmustur. Etci genotipler (Baheij ve El-Salam)

arasindaki genetik benzerlik ise %86,9 olarak hesaplanmustir.

Ali (2003a) tarafindan tavuklarda yapilan bir calismada RAPD-PCR teknigi
kullanilarak normal fenotipteki ve mutasyona ugramis erkek broilerler arasindaki
bant ¢esitliligini belirlemek amaclanmustir. Calismada Misir Iskenderiye, Borg El
Arab’daki ticari ¢iftlikten saglanan 45 giinliikk biri normal ve digeri mutant olan 2
erkek broyler kullanilmistir. Kullanilan 15 primerden 13 tanesi polimorfik bant
vermistir. Yapilan analizler sonucunda normal ve mutant erkek broilerler igin
polimorfizm oran1 %9.09’dan %100’e kadar siralanmaktadir. Bu calismadan elde
edilen sonug, RAPD yonteminin degisik ¢evresel ve mutagenik etkenlere bagl

genomik DNA degisikliklerini ortaya koymada iyi bir ara¢ oldugunu gostermektedir.

Sharma et al. (2000) alt1 bildircin hattinda (High Body Weight (HBW),
White Egg Shell (WES), KLQ, MTQ, JLQ veSLQ) populasyon i¢i ve populasyonlar
aras1 genetik benzerligi tahmin etmeye yonelik yapmis olduklar1 ¢calismada RAPD
teknigini kullanmiglardir. Yirmi primerin denendigi ¢alismada polimorfik bulunan 6

primere dayali olarak yapilan analizler sonucunda populasyon ig¢i genetik

benzerlikler HBW, JLQ, KLQ, MTQ, SLQ ve WES populasyonlar1 i¢in sirastyla



0.757, 0.795, 0.806, 0.790, 0.749, 0.815 olarak hesaplanmistir. Populasyonlar arasi
genetik benzerliklerin ise 0.709 ile 0.808 araliginda oldugu bildirilmistir.

Ug etci ve 4 yumurtac: saf tavuk hattinda genetik uzakligin belirlenmesi
amaciyla yapilan RAPD analizine dayali bir ¢alismada (Ivgin ve Bilgen, 2002)
kullanilan toplam 35 primerden 23 tanesi bant vermistir. Bantlardan yararlanilarak
yapilan analizler sonucunda, saf hatlar arasindaki genetik benzerligin 0.644 ile 0.853

PR

arasinda degistigi belirlenmistir.
2.4.5. Balik tiirlerinde yapilan calismalar

Ali et al. (2005) farkli balik tiirlerinde (sazan, kedi balig1, ¢ipura, lepistes ve
diger balik tiirleri) yapmis olduklar1 ¢alismada; genetik haritalarin ¢ikarilmasinda,
genetik benzerlik ve farkliliklarin birey ve populasyon diizeyinde belirlenmesinde,
populasyonlar aras1 genetik benzerlik ve farkliliklarin belirlenmesinde RAPD

tekniginin basariyla kullanilabilecegini gostermislerdir.

Akhan ve Canyurt (2005) tarafindan gokkusagi alabaliklarinda
(Oncornhynchus mykiss) genetik cesitliligin belirlenebilmesi i¢in RAPD teknigi
kullanilarak yapilan ¢alismada, ii¢ farkli kuluckahaneden (Mugla-Fethiye, Burdur-
Golhisar ve Denizli-Cameli) saglanan damizlik gokkusagi alabaliklarinda {i¢
populasyonda hesaplanan genetik benzerlik degerleri olduk¢a diisiik bulunmustur.
Populasyon i¢i ortalama genetik benzerlikler Fethiye, Golhisar ve Cameli
populasyonlart i¢in sirasiyla 0.428, 0.310 ve 0.348 olarak bulunmugstur. Genetik
farkliliklar ise Fethiye, Golhisar ve Cameli populasyonlart i¢in sirasiyla 0.572, 0.690
ve 0.652 olarak hesaplanmistir. Populasyonlar arasinda yapilan degerlendirme de ise
en yiiksek genetik benzerlik Fethiye ve Cameli populasyonlar1 arasinda 0.341 olarak,
en diisiik genetik benzerlik ise Fethiye ve Golhisar populasyonlar: arasinda 0.248

olarak bulunmustur.

Bilgen ve ark. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada RAPD ile iki farkli
kuluckahanedeki (Seferihisar ve Aliaga) cipura (Sparus aurata L.,1758 ) anaglarinda



genetik cesitliligi ortaya koymak amaclanmistir. RAPD analizinde kullanilan 40
tesadiifi primerden Seferihisar populasyonunda 25’inde, Aliaga populasyonunda ise
28’inde amplifikasyon gerceklesmistir. Populasyon i¢i ortalama genetik benzerlikler,
Seferihisar populasyonunda 0.450, Aliaga populasyonunda 0.602 olarak
hesaplanmistir. Iki populasyonun anaglar1 arasindaki ortalama genetik benzerlik
0.420 ortalama genetik uzaklik ise 0.213 olarak bulunmustur.Sonuglar , c¢ipura
anaglarinda populasyon i¢i ve populasyonlar aras1 genetik ¢esitliligi belirlemek i¢in

RAPD yonteminin uygulanabilirliligini géstermistir.



3. MATERYAL ve METOT

3.1. Hayvan Materyali

Aragtirmanin  hayvan materyalini, ADU-CCKP (Adnan Menderes
Universitesi - Cine Capar1 Koruma Programi) kapsaminda olusturulan (Karaca ve
ark., 2004) ve Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii
Koyunculuk Arastirma ve Uygulama Unitesinde yer alan Cine Capari koruma siiriisii
ile ayn1 program kapsaminda izlenen Erdogan Aktiirk (Tatarmemisler kdyii, Cine,
Aydin) ve Mustafa Vural (Derekdy koyt, Kocgarli, Aydin) isimli son iki yetistiriciye
ait siiriiler olmak tizere toplam 3 siiriiden 6rneklenen 72 bas koyun (ana¢ koyun ve
kog) olusturmustur. Yorede daha once yapilan genis taramalar sonucunda saf Cine
Capar1 yetistiriciliginin yapildig1 baska siiriilere rastlanamadigi bildirilmektedir
(Karaca ve ark., 2004; Karaca ve Cemal, 2005). Koruma altinda olan ve yok olmadan
giinlimiize ulasan toplam Cine Capar1 populasyonunu olusturan 3 siirii kapsamindaki
hayvan mevcuduna iliskin giincel degerler Cizelge 2’de verilmistir. Bu ¢ercevede,
ADU-CCKP kapsamindaki koruma amaclh siiriiden 26, Cine ilgesine bagh
Tatarmemisler koyiindeki siiriiden 32 ve Kogarli ilgesine bagli Derekdydeki siiriiden
14 hayvana ait DNA oOrnekleri incelenmistir. Siirli isimleri i¢in ¢alismanin bundan
sonraki kisminda ADU-CCKP (“Adnan Menderes Universitesi - Cine Capari
Koruma Programi” koruma siiriisii), EA (Erdogan Aktiirk’e ait siiriil) ve MV

(Mustafa Vural’a ait siirli) kisaltmalar1 kullanilmistir.

Cizelge 2. Varligini siirdiiren Cine Capart siiriilerinde mevcut hayvan sayilari (2006)

Siiriiler ve adresleri Ko¢ Koyun Toklu Toplam
ADU-CCKP

(ADU Ziraat Fakiiltesi, Aydin) 8 43 22 3
Erdogan Aktiirk

(Tatarmemisler koyti, Cine-Aydin) 4 23 1 38
Mustafa Vural 5 14 3 19

(Derekoy, Kogarli-Aydin)
Toplam 14 80 36 130



3.2. Metot

Arastirmanin hayvan materyalini olugturan siiriilerden saf 1irk 6zelliklerini en
iyl sekilde gosteren hayvanlar se¢ilmistir. Segilen koyunlarin vena jugularisinden
(boyun toplardamar1) 10 ml kan 6rnegi antikoagiilant olarak EDTA iceren vakumlu
tiplere alindiktan sonra laboratuar ortamina aktarilmistir. Yetistirici isletmeleri
laboratuara uzak noktalarda oldugundan bu isletmelerdeki hayvanlardan alinan kan
ornekleri DNA ekstraksiyonuna kadar gecen siirenin uzunluguna bagh olarak +4

°C’deki sogutucuda ya da -20 °C’deki derin dondurucuda bekletilmistir.

Arastirmada DNA ekstraksiyonu, PCR ile DNA amplifikasyonu, elektroforez
ile bantlarin ayrigtirilmasi ve bantlarin goriintiilenip fotograflanmasindan olusan
RAPD-PCR analiz yénteminin tiim asamalar1 Adnan Menderes Universitesi Bilim ve
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (ADU-BILTEM) laboratuar altyapisi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu asamalar uygulanma siras1 baz alinarak, asagida
alt bagliklar altinda ayrintilandirilmistir. DNA ektraksiyonu ve analiz asamalarinin
oncesinde gerekli ¢ozeltiler hazirlanarak stoklanmistir. Cozeltilerin bilesimine ve

hazirlanmasina yonelik bilgiler EK-1’de verilmistir.

3.2.1. Kan orneklerinden DNA ekstraksiyonu

Koyunlardan alinan kan 6rneklerinden DNA ekstraksiyonu Miller et al (1988)
tarafindan bildirilen ve yine Montgomery ve Sise (1990) tarafindan da onerilen tuzla

cOkeltme prosediirii esas alinarak gerceklestirilmistir.

e DNA ekstraksiyonunda 6ncelikle buzdolabi veya derin dondurucuda bulunan kan 6rnekleri
oda sicakliginda (25°C) bir siire bekletilerek oda sicakligina kadar isimmalari saglanmustir.

e (Cozdiirilen kan 6rneklerinden 2.5 ml alinarak igerisine 6nceden 5 ml TjoE o ( Tris-
EDTA) c¢ozeltisi konan 15 ml’lik tiiplere (Falcon) ilave edilerek 20-30 saniye
vortekslenmis ve ardindan tipler 20 dakika siireyle +4°C 1500g’de

santrifiijlenmistir.



Santriflij sonrasi tiiplin tabaninda 1-2 ml sivi kalacak sekilde iistteki sivinin
tamami atilmig, olusan pelet tizerine 5 ml TjoE; (Tris-EDTA) ¢06zeltisinden
eklenmis ve tiipiin dibindeki biitiin yigmlarin vorteks ile iyice parcalanmasi
saglandiktan sonra tiipler 20 dakika siireyle +4 °C 15009’de santrifiijlenmistir
(peletin iyice temizlenmesi i¢in bu islem 2-3 kez tekrarlanmistir).

Santrifiijleme sonrasinda tiipiin dibinde 1-2 ml siv1 kalacak sekilde tisteki sivinin
tamami atilmis, tiipe 1.5 ml digestion ¢dzeltisinden (400mM NaCl, 10 mM Tris-
HCI, 2mM EDTA; pH: 8.2) eklenmis ve vortekslenmistir.

Daha sonra tiipe 250 ul Proteinaz K soliisyonu ve 100ul %10’luk SDS (Sodyum
Dodesil Siilfat) soliisyonu eklenip vortekslenmis ve tiipler yaklasik 2 saat siireyle
65 °C’ye ayarlanan su banyosunda inkiibe edilmistir.

Su banyosundan alindiktan sonra proteinleri ¢okertmek i¢in her bir tiipe 6 M
NaCL (Sodyum Kloriir) soliisyonundan 0.5 ml eklenmis ve 30 saniye
vortekslenmigtir. Ardindan tiipler 20 dakika siireyle +4 °C 1500 g’de santrifiij
edilmistir.

Santrifiij sonrasi istteki berrak sivi 15 ml’lik temiz tiiplere alinmig, DNA’y1
coktlirmek tizere alinan sivi hacminin 2 kat1 hacimde %100’liik soguk etanol (-20
°C) eklenmis ve tiipler hafifce alt iist edilerek DNA’nin yeterince yogunlasip
viskoz bir materyal olarak goriilmesi saglanmistir.

Ardindan DNA temiz bir cam pastdr pipetiyle alinarak icinde 1 ml %70’lik etanol
bulunan 1.5 ml’lik eppendorf tiipline aktarilmigtir.

Tiiplerdeki %70’lik etanol dikkatli bir sekilde bosaltildiktan sonra tiipler birkag
dakika siireyle kapaklar1 agik bir sekilde tutularak tiipte kalan etanoliin u¢gmasi
saglanmistir.

Etanolu uzaklastirilan tiiplere 1 ml steril TjoE; (Tris-EDTA) ¢ozeltisi eklenerek
DNA’nin ¢oziinmesi saglanmistir. Olduk¢a yogun olan DNA’nin tam olarak
¢Ozlinmesini saglayabilmek icin tiipler 37 °C sicaklikta 48 saat siireyle calkalayici
tlizerinde tutulmustur.

Spektrofotometrede Orneklerdeki DNA miktar1 belirlendikten sonra pl’de 25ng
olacak sekilde ayarlamasi yapilmis ve Ornekler tliplere pay edilerek PCR

asamasina kadar +4 °C ve -20 °C’de saklanmustir.



3.2.2. PCR ile DNA cogaltim

PCR asamasinda DNA’nin RAPD primerlerine 06zgii bolgelerinin
cogaltilmasinda 0.2 ml’lik ince cidarli eppendorf tiipleri kullanilmistir. Tiiplerdeki
toplam hacim 15pul olacak sekilde 10X PCR Buffer, MgCl,, dNTP karisimi (dATP,
dTTP, dGTP, dCTP), 10 baz uzunlugunda rasgele se¢ilmis primer (Operon, Prizma
Lab, Istanbul), Tag DNA Polimeraz Enzimi, ~50 ng Genomik DNA ve steril ddH,O
iceren PCR soliisyonu olusturulmustur. Polimorfizmin belirlenebilmesi i¢in baz
dizilisi rasgele olusturulmus 10 baz uzunlugundaki primerler kullanilmistir. Bu
amacla OPE serisinden 20 primer ve OPA serisinden 4 primer olmak {iizere toplam
24 primer DNA amplifikasyonlarinda kullanilmistir. Cizelge 3’te kullanilan
primerlerin baz dizilisleri ve GC baz yiizdeleri verilmistir. Hazirlanan 6rnekler
termal c¢evirici (thermal cycler, Eppendorf) cihazina koyulmus ve DNA’lar
cogaltilmistir. Termal ¢eviricide primerlere 6zgii DNA boélgelerinin ¢ogaltilmasinda

kullanilan program asagida 6zetlenmistir:

Ik ayrim (denaturation) ;o 94°C’de 30 saniye

Ayrim : o 94°C’de 25 saniye

Primerlerin baglanmasi (annealing) :  35°C’de 45 saniye 40 dongti
Uzama (extension) . 72°C’de 1 dakika

Son uzama (final extension) . 72°C’de 5 dakika

Bekleme i 4°C’de 0

Sekil 2. DNA c¢ogaltimi i¢in termal ¢eviricide kullanilan program



Cizelge 3. Primerler, baz dizileri ve %’de GC oranlari

Primer Baz Dizilimi
Kodu (58' — 3' yoniinde) % GC

OPE-01 CCCAAGGTCC 70
OPE-02 GGTGCGGGAA 70
OPE-03 CCAGATGCAC 60
OPE-04 GTGACATGCC 60
OPE-05 TCAGGGAGGT 60
OPE-06 AAGACCCCTC 60
OPE-07 AGATGCAGCC 60
OPE-08 TCACCACGGT 60
OPE-09 CTTCACCCGA 60
OPE-10 CACCAGGTGA 60
OPE-11 GAGTCTCAGG 60
OPE-12 TTATCGCCCC 60
OPE-13 CCCGATTCGG 70
OPE-14 TGCGGCTGAG 70
OPE-15 ACGCACAACC 60
OPE-16 GGTGACTGTG 60
OPE-17 CTACTGCCGT 60
OPE-18 GGACTGCAGA 60
OPE-19 ACGGCGTATG 60
OPE-20 AACGGTGACC 60
OPA-01 CAGGCCCTTC 70
OPA-02 TGCCGAGCTG 70
OPA-03 AGTCAGCCAC 60
OPA-04 AATCGGGCTG 60




Yapilan 6n denemeler ile PCR soliisyonunu olusturan bilesenlerin en uygun
miktarlar1 (Cizelge 4) belirlendikten sonra tiim DNA orneklerinin PCR ile
cogaltilmas1 gerceklestirilmistir. PCR asamasi sonucunda elde edilen g¢ogaltilmis
DNA bdélgelerinin ayristirilmasi ise bir sonraki agsama olan agaroz jel elektroforezi

uygulamasinda gercgeklestirilmistir.

Cizelge 4. PCR reaksiyonu bilesenleri

Bilesen Ad1 1 Ornek icin (ul) | Son Konsantrasyon
ddH,O0 (otoklavlanmis, pH 7.0) 7.58 -

10x PCR Buffer 1.50 1X

MgCl, (25 mM) 1.20 2.0 mM
dNTP karisimi” (3 mM) 2.00" 0.1 mM
Primer (10 uM) 0.60 0.4 uM

Taq DNA Polimeraz Enzimi (5 U/ul) 0.12 0.6 U
Genomik DNA (~25 ng/ul) 2.00 ~50 ng
Toplam 15.00 -

*: dATP,dTTP,dCTP,dGTP
#. 4 ANTP’nin her birinden 0.5 pl olmak {izere toplam 2.0 pl

3.2.3. Agaroz jel elektroforezi

PCR isleminden sonra c¢ogaltilan DNA bolgelerinin boyutlarina gore
ayrimlanmasi i¢in agaroz jel elektroforezinden faydalanilmistir. DNA parcalarinin
ayrimi i¢in %1.5’luk agaroz jel kullanilmistir. Bu amagla 1.5 gr agaroz hassas
terazi ile erlenmayer igerisine tartilmig ve iizerine pH’s1 8.3’e ayarlanan 100 ml
0.5X TBE c¢ozeltisi (54 gr Tris-Base, 27.5 gr Borik Asit, 20 ml 0.5 M EDTA-pH

8.0) eklenerek 1siticili manyetik karistiricr lizerinde kaynatilmistir. Jel kaynarken



seffaf bir hal almasi1 beklenmis ve kaynamanin ardindan 50-60°C arasi sicakliga
kadar sogutulmustur. Sogutulan jel, Orneklerin yiiklenecegi kuyucuklarin
olugmasini saglayacak taraklarin takili oldugu yatay elektroforez tankina dokiilerek
katilagsmas1 beklenmistir. Yaklasik 20-25 dakikada katilasan jelden taraklar 6zenli
bir sekilde ¢ikarildiktan sonra ilizerine 0.5X TBE ¢ozeltisi dokiilerek elektroforez
tank1 Orneklerin yiiklenmesi i¢in hazir hale getirilmistir. PCR iirtinlerine 2.5ul 6X
ylikleme boyast (10mM Tris-HCI (pH 7.6), %0.03 Bromfenol Mavisi, %0.03
Ksilen Siyanol FF, %60 Gliserol, 60mM EDTA) eklenerek 6rnekler boyanmustir.
Boyanan oOrneklerden agaroz jele 10’ar pl yiiklenmistir. Jelin ilk kuyucuguna
elektroforez islemi sonunda olusacak bantlarin dogru sekilde yorumlanmasini
saglayacak olan 1 kb DNA markori (Sekil 3) yine 6X Loading Buffer ile
boyanarak 4 ul yliklenmistir.

Sekil 3. Cogaltilan DNA parcalariin biiytikliiklerinin belirlenmesinde kullanilan
DNA markorii (ladder)

Yiikleme islemi bittikten sonra elektroforez tanki gli¢ kaynagina baglanmig
ve Ornekler agaroz jelde 80 voltta 120 dakika yiiriitiilmiistiir. Yiriitme isleminden
sonra jel bir kaba alinmis ve {izerine i¢cinde bulundugu 0.5X TBE ¢o6zeltisinden ilave

edilmistir. Ilave edilen ¢ozelti miktarna gore hesaplanan etidyum bromid (1 ml



¢oOzelti icin 0.5ul etidyum bromid) kaba koyulduktan sonra calkalayici da 10 dakika
calkalanmistir. Calkalama islemi sonunda jelin i¢inde bulundugu etidyum bromidli
0.5X TBE c¢ozeltisi dokiilerek jeldeki fazla etidyum bromidin temizlenmesi ve
dolayistyla UV 15181 altinda daha net goriintii elde edilebilmesi i¢in kaba 200-250 ml
saf su koyulmus ve tekrar 5 dakika ¢alkalanmistir. Bu 5 dakikalik yikama islemi
bittikten sonra kap i¢indeki saf su dokiilmiis ve jel UV 15181 altinda fotograflanmugtir.

3.2.4. Bantlarin Degerlendirilmesi

Stirtiler i¢i ve striiler arast genetik benzerlik ve farkliliklar1 belirlemek
amaciyla RAPD-PCR ile her bir primer i¢in ayr1 ayr elde edilen jel fotograflar
incelenerek polimorfik olan yani bilgi saglayan bantlar belirlenmistir. Bu kapsamda
yapilan inceleme sonucunda 47 adet polimorfik bant belirlenmistir. Bantlarin
varligina 1 yokluguna 0 verilerek bir veri matrisi olusturulmustur. Bu matristen yola
cikarak primerlerin verdikleri polimorfik bantlarin frekanslari ve polimorfizm
oranlar1 hesaplanmistir. Genetik benzerlik ve uzakliklar Nei (1972)’ye gore
POPGENE (Yeh et al., 1997) programi kullanilarak hesaplanmistir. Genetik
benzerlik ve genetik uzakliklarin hesabinda izleyen formiilasyonlar esas almistir:
¢ Genetik benzerlik veya monomorfizm orani (M):

M = 2N;j /Ni+N;

Burada;
Njj: i ve j bireyleri arasindaki ortak bant sayisini
N;i: I. bireye ait toplam bant sayisini

N;j: J. bireye ait toplam bant sayisini ifade etmektedir.

¢ Genetik farklilik veya polimorfizm orani (P):

P=1-M

e Genetik uzakliklar (GD):
GD =-In(M)



Ardindan, genetik uzaklik matrislerini olusturan degerlerlerden yararlanilarak
ve UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) metodu esas
almarak MEGA3.1 (Kumar et al., 2004) programi aracilifiyla dendrogramlar

olusturulmustur.



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu arastirmada hayvan materyali olarak kullanilan ii¢ Cine Capar1 siiriisiinde
(ADU-CCKP siiriisii, EA siiriisii ve MV siiriisii) siiriiler i¢i ve siiriiler aras1 genetik

benzerlik ve genetik uzakliklar hesaplanmustir.

4.1. Elde Edilen Polimorfik Bantlar ve Frekanslari
Calismada kullanilan 24 adet primerden (OPE 01-20 ve OPA 01-04) elde

edilen polimorfik bantlar ve bu bantlarin frekanslar stiriiler bazinda ayr1 ayr ve ¢
stirlinlin geneli i¢in toplu olarak hesaplanarak Cizelge 5’te 6zetlenmistir. Toplam 24
adet primerden 15 adedi polimorfik bant vermis ve bunlardan elde edilen toplam
polimorfik bant sayis1t 47 olmustur. Polimorfik bant veren primerler arasinda OPE-12
nolu primer 1 polimorfik bant ile en az, OPE-01 nolu primer ise 5 polimorfik bant ile
en fazla polimorfik bant veren primer olmustur. Polimorfik bant veren primer basina
yaklasik 3.13 polimorfik bant elde edilmistir. Elde edilen bant goriintiilerine 6rnek
olarak OPE-18 primerinden elde edilen bantlara ait jel fotografi Sekil 4’te verilmistir.

o AN
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Sekil 4. Elde edilen bant goriintiilerine 6rnek jel fotografi (OPE-18 nolu primer)



Cizelge 5. Primerlerin olusturdugu polimorfik bantlar ve siiriiler bazinda frekanslar

Primerler Polimorfik | Polimorfik “Siirﬁler Bazinda ve Genel Bant Frekanslari
Bant Sayis1 | Bantlar ADU-CCKP EA MV GENEL
OPE-01/1 0.5217 0.7742 0.5833 0.6515
OPE-01/2 0.7391 0.8387 0.8333 0.8030
OPE-01 5 OPE-01/3 0.8696 0.7419 0.8333 0.8030
OPE-01/4 0.8696 0.9677 0.6667 0.8788
OPE-01/5 0.9565 0.9032 1.0000 0.9394
OPE-02/1 0.8696 0.9286 1.0000 0.9219
OPE-02 4 OPE-02/2 0.5652 0.8929 0.8462 0.7656
OPE-02/3 0.3333 0.1290 - 0.1739
OPE-02/4 0.2083 0.0645 - 0.1014
OPE-03/1 0.8000 0.7500 0.1538 0.6571
OPE-03 4 OPE-03/2 0.4800 0.4375 1.0000 0.5571
OPE-03/3 - 0.3750 - 0.1714
OPE-03/4 0.9200 0.6875 0.9231 0.8143
OPE-05 ) OPE-05/1 0.2800 - 0.5714 0.2113
OPE-05/2 0.7600 1.0000 0.6429 0.8451
OPE-06/1 0.9583 0.5625 0.6154 0.7101
OPE-06 4 OPE-06/2 0.5909 - - 0.5909
OPE-06/3 0.4091 - - 0.4091
OPE-06/4 0.5000 0.4688 1.0000 0.5797
OPE-08/1 0.2692 0.5625 0.5000 0.4444
OPE-08 4 OPE-08/2 0.5385 0.5625 0.5000 0.5417
OPE-08/3 1.0000 0.8065 0.8462 0.8806
OPE-08/4 0.5217 0.7097 1.0000 0.7015
OPE-09/1 0.3750 0.4194 0.3077 0.3824
OPE-09 3 OPE-09/2 0.2727 0.1613 - 0.1642
OPE-09/3 0.4091 0.3548 0.5000 0.4030
OPE-12 1 OPE-12/1 0.7917 0.8065 0.7857 0.7971
OPE-14/1 0.7692 0.7188 0.8571 0.7639
OPE-14 3 OPE-14/2 0.9231 1.0000 0.9286 0.9583
OPE-14/3 0.2692 0.5312 0.5714 0.4444
OPE-15/1 0.3846 0.2500 0.1538 0.2817
OPE-15 3 OPE-15/2 0.5385 0.3125 0.3571 0.4028
OPE-15/3 0.8846 0.9688 1.0000 0.9444
OPE-16/1 0.9583 0.6774 0.9286 0.8261
OPE-16 4 OPE-16/2 0.8750 0.8710 0.7143 0.8406
OPE-16/3 0.2500 0.4545 - 0.3478
OPE-16/4 0.2500 0.1290 - 0.1449
OPE-18 ) OPE-18/1 0.6000 0.5938 0.6429 0.6056
OPE-18/2 0.5833 0.3750 1.0000 0.5714
OPE-19/1 0.6667 0.8667 0.5000 0.7302
OPE-19 3 OPE-19/2 0.2857 0.0667 0.1667 0.1587
OPE-19/3 0.0952 0.1000 0.4167 0.1587
OPE-20/1 0.0385 0.3125 - 0.1528
OPE-20 3 OPE-20/2 0.9231 1.0000 1.0000 0.9722
OPE-20/3 0.8077 0.5938 0.7857 0.7083
OPA-02 ) OPA-02/1 0.4583 0.1613 0.2143 0.2754
OPA-02/2 0.0833 0.3548 0.5714 0.3043




Genel anlamda polimorfizm elde edilen 47 DNA bélgesinden 1°’i ADU-CCKP
stiristinde (OPE-03/3), 3’ii EA siiriistinde (OPE-05/1, OPE-06/2 ve OPE-06/3) ve 9’u
MV siirtisiinde (OPE-02/3, OPE-02/4, OPE-03/3, OPE-06/2, OPE-06/3, OPE-09/2,
OPE-16/3, OPE-16/4 ve OPE-20/1) hi¢ bant vermemistir. Bunun yaninda bazi
bantlarm ise kimi siiriiler igi frekanslar 1.0 olmustur. Bu durumu sergileyen ADU-
CCKEP siiriistinde 1 (OPE-08/3), EA siiriisiinde 3 (OPE-05/2, OPE-14/2 ve OPE-20/2)
ve MV siiriisiinde 8 bant (OPE-01/5, OPE-02/1, OPE-04/2, OPE-06/4, OPE-08/4,
OPE-15/3, OPE-18/2 ve OPE-20/2) bulunmaktadir.

Buradan da bazi allellerin 6zellikle MV siiriisiinde var olmadigi veya aym
lokustaki alternatif allel ya da alleller bakimindan sabitlenme oldugu, benzer sekilde
bazi allellerin frekanslarinin ise nihai deger olan 1’e yiikselerek sabitlendigi
anlagilmaktadir. Populasyon diizeyinde polimorfik olan toplam 47 banttan 17’si (8’inin
frekans1t 1’e, 9’unun frekansi ise 0’a sabitlenmistir) yani lokuslarmm % 36.17’si bu
stirlide homozigotlasmistir. Sonuglar bu siiriiniin diger 2 siiriiden farkinin daha yiiksek
olduguna ve ayn1 zamanda siirii i¢i bireyler aras1 genetik benzerliklerin diger siiriilere
oranla daha yiiksek olduguna isaret etmektedir.

Burada ayrica az sayida allel sadece siiriilere 6zgli bant vermistir. Cizelge 5’te
de goriilebilecegi tizere OPE-03/3 nolu bant sadece EA siiriisiinde, OPE-06/2 ve OPE-
06/3 nolu bantlar ise sadece ADU-CCKP siiriisiinde gdzlenmistir. Siiriiler arasi
ayrimlarm yapilabilmesi anlaminda siiriilere 6zgii bant veren bu allellerden

faydalanmak olas1 goriinmektedir.

4.2. Siiriiler ici Genetik Benzerlik ve Genetik Uzakliklar
4.2.1. ADU-CCKRP siiriisii

Ug Cine Caparn siiriisii kapsaminda degerlendirmeye alman 72 bas hayvan igin
polimorfik yap1 sergileyen toplam 47 banttan 45’1 ya da diger bir ifadeyle bantlarm %
95.74’ti ADU-CCKP siiriisii kapsaminda polimorfizm ortaya koymustur. ADU-CCKP
stiriistinden segilen 26 hayvanin birbirlerine gore genetik benzerlik ve aralarindaki genetik
uzakliklar Ek-2’deki Cizelge A’da verilmistir. Bireyler arasi genetik benzerlikler 0.4468
ile 0.8511 degerleri arasinda siralanmig ve siirii i¢i ortalama genetik benzerlik 0.6434

diizeyinde olmustur. Siirii iiyeleri aras1 genetik uzakliklar ise 0.1613 ile 0.8056 u¢ degerleri



arasinda yer almustir. Sirli i¢i ortalama genetik uzaklik diizeyi ise 0.4303 olarak
belirlenmistir. Stirii kapsaminda degerlendirmeye alinmak {izere drneklenen tiim bireyler

aras1 genetik uzakliklara dayali olarak olusturulan dendogram Sekil 5°te verilmistir.
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Sekil 5. ADU-CCKP siiriisiindeki bireyler aras1 genetik uzakliklara ait dendogram

4.2.2. EA siiriisii
Ug siiriideki hayvanlardan olusan DNA havuzu icin elde edilen 47 polimorfik

bant icerisinden 41’1 (%87.23) EA siiriisiinde polimorfizm sergilemistir. Siirii
kapsamindaki bireyler arasindaki genetik benzerlik ve genetik uzaklik degerleri Ek-

2’deki Cizelge B’de verilmistir. Siiriide bulunan 32 hayvan i¢in elde edilen DNA



bantlarinin ikili karsilastirilmasi sonucu elde edilen genetik benzerlikler 0.4894 ile

0.8723 degerleri arasinda siralanmis, siiri i¢i ortalama genetik benzerlik 0.7049

diizeyinde bulunmugstur. Genetik uzakliklar ise 0.1366 ile 0.7147 arasinda degerler

almig, siiri i¢i ortalama genetik uzaklik 0.3781 olarak belirlenmistir. Tiim bireyler

arasi genetik uzakliklar esas alinarak olusturulan dendogram Sekil 6’da verilmistir.
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Sekil 6. EA siiriisiindeki bireyler arasi genetik uzakliklara ait dendogram

4.2.3. MV siriisii

Proje kapsaminda DNA profili belirlenen 72 hayvan ig¢in elde edilen 47
polimorfik banttan sadece 38’1 bu siiriide bant vermis, bu bantlardan 30’u (% 63.83)

polimorfik kalan 8’1 ise monomorfik bant yapisi sergilemistir. Siirii iyesi hayvanlar



arasindaki genetik benzerlik ve uzakliklara ait degerler Ek-2’deki Cizelge C’de
verilmigstir. Degerlendirilen 14 bas hayvanin ikili karsilastirmalar1 bakimindan elde
edilen genetik benzerlik degerleri 0.5745 ile 0.8723 arasinda siralanmis, siiri i¢i
ortalama genetik benzerlik 0.7508 diizeyinde bulunmustur. Genetik uzaklik degerleri
ise 0.1366 ile 0.5543 arasinda degismis, siirii i¢i ortalama genetik farklilik 0.3167
olarak bulunmustur. Siiriideki bireyler arasi genetik uzakliklara dayali olarak

olusturulan dendogram Sekil 7°de verilmistir.
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Sekil 7. MV siiriisiindeki bireyler arasi genetik uzakliklara ait dendogram

4.3 Siiriiler Arasi Genetik Benzerlik ve Genetik Uzakhiklar

Tiim stirtileri kapsayan analizden elde edilen toplam 47 polimorfik bant esas
alinarak yapilan siiriiler aras1 genel karsilastirma sonucunda elde edilen genetik
benzerlik ve genetik uzaklik degerleri Cizelge 6’da verilmistir. Ug farkli Cine Capari
siiriisii (ADU-CCKP, EA ve MV siiriileri) arasindaki genetik benzerlik degerleri



0.8438 1ile 0.9037 arasinda siralanmustir. Siiriiler arasi ortalama benzerlik 0.8865

olarak bulunmugtur. Siiriiler aras1 genetik uzaklilar ise 0.0902 ile 0.1698 arasinda

olup ortalama genetik uzaklik 0.1320 olarak bulunmustur.

Cizelge 6. Siirtiler aras1 genetik benzerlik (kOsegen iistii) ve genetik uzaklik

(kosegen alt1) degerleri

Siiriiler ADU-CCKP EA MV
ADU-CCKP - 0.9137 0.8438
EA 0.0902 - 0.8747
MV 0.1698 0.1339 -

Genetik uzakliklara ait olusturulan dendogram (Sekil 8) incelediginde genetik

yap1 bakimindan ADU-CCKP siiriisii EA siiriisii arasindaki benzerligin daha yiiksek

oldugu gozlenmektedir. Bu sonucun ortaya ¢ikmasinda ADU-CCKP siiriisiiniin Cine

ilcesindeki siiriilerden alinan hayvanlarla olusturulmasi etken olabilecegi gibi

koruma siiriisii ile anilan yetistirici siiriisii arasindaki damizlik hareketlerinin ADU-

CCKP siiriisti ile Kogarli ilgesine bagli Derekdy koyiinde bulunan MV siiriisii

arasindaki damizlik hareketlerine oranla daha yiiksek olmasinin roliiniin de

olabilecegi diisliniilmektedir.

0.0451

0.0308

0.0451

ADU
EA

MV

Sekil 8. Ug siirii aras1 genetik uzakliklara ait dendogram



4.4. Populasyondaki Tiim Bireylere Ait Genel Degerlendirme

Toplam 72 hayvani kapsayan tiim populasyondaki bireyler arasi genetik

uzakliklara gore olusturulan dendogram Sekil 9°da verilmistir.
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ADU: ADU-CCKP stiriist, EA: Erdogan Akturk'e ait sirti, MV: Mustafa Vural'a ait siri

Sekil 9. Ug Cine Capar siiriisiindeki tiim bireyler arasi genetik uzakliklara ait dendogram

Dendogram incelendiginde her siiriiye ait bireylerin yogunlukla kendi
aralarinda kiimelestikleri gozlenmektedir. Bu durum 6zellikle MV siiriisii i¢in daha

belirgindir. Benzer sekilde ADU-CCKP siiriisii ile EA siiriisiindeki hayvanlar



arasinda da bir ayrisma gozlenmektedir. Bu sonuglar siiriiler i¢i genetik
benzerliklerin olagan sekilde siiriiler arasi genetik benzerliklerden daha fazla
olduguna isaret etmektedir. Daha yiiksek sayida primer ile genotipleme yapilmasi

durumunda siirtiler aras1 ayrisimin daha da net bir sekilde ortaya ¢ikmasi olasidir.

Ulkemizdeki diger koyun populasyonlarinda genetik cesitliligi tanimlamaya
yonelik olarak RAPD yontemi kullanilarak yapilan az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Bu calismalardan sadece birinde (Mercan, 2004) irk i¢i populasyonlar arasi
karsilastirma yapilmistir. S6z konusu ¢alismada, Karayaka koyun 1rkina ait 5 farklh
populasyon arasi genetik benzerlikler 0.2500-0.6677 aralifinda bulunmustur.
Karayaka koyun 1rkinda populasyonlar aras1 genetik benzerlik diigiik bulunmustur.
Populasyonlarin biribirine uzak bolgelerde bulunmasi boyle bir sonucun elde

edilmesini saglamis olabilir.

Bunun yaninda, Sakiz, Kivircitk ve Gokgeada koyun wrklarimiza yonelik
olarak yapilan bir ¢alismada (*Do¢.Dr. Cengiz Elmaci, kisisel goriisme) irklar arast
genetik benzerlikler 0.9351-0.9775 arasinda degerler almis ve wrklar arasi genetik

uzakliklar ise ortalama 0.0506 olarak belirlenmistir.

Ali (2003b) tarafindan Misirdaki 4 koyun 1rkina (Baladi, Barki, Rahmani ve
Soffolk) yonelik yapilan calismada irklar arasi genetik benzerlik 0.819-0.957

araliginda bulunmustur.

% Yerli Koyun Irklarinda RAPD-PCR Yéntemi Kullanilarak DNA Parmak izlerinin Saptanmasi, Uludag Universitesi
Bilimsel Arastirmalar Komisyonu Baskanhdi Projesi, 2002/74, Proje Yoneticisi: Dog.Dr. Cengiz Elmaci



5. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada, tanimlanmasina ve korunmasina yonelik kimi caligmalar
stirdiiriilen yerli gen kaynagi Cine Capar1 koyun 1rki kapsaminda mevcut ii¢ siirii
(ADU-CCKP, EA ve MV siiriileri) biinyesindeki koyunlarda siiriiler ici ve siiriiler
aras1 genetik benzerlik ve farkliliklar DNA diizeyinde RAPD yontemi ile

belirlenmeye calisilmigtir.

Yapilan analizler sonucunda siirii i¢i genetik benzerlikler; ADU-CCKP
siiriistinde 0.4468 ile 0.8511, EA siriisiinde 0.4894 ile 0.8723 ve MV siiriisiinde
0.5745 ile 0.8723 araliginda bulunmustur. Siiri i¢i ortalama genetik benzerlikler ise
stiriiler icin sirasiyla 0.6434, 0.7049 ve 0.7508 olarak hesaplanmistir. Siriiler i¢i
bireyler arasi genetik uzakliklar ise, ADU-CCKP siiriisiinde 0.1613 ile 0.8056
araliginda, EA siiriisiinde 0.1366 ile 0.7147 araliginda ve MV siiriisiinde 0.1366 ile
0.5543 araliginda siralanmistir. Siiriiler i¢i ortalama genetik uzakliklar ise siiriiler

icin sirastyla 0.4303, 0.3781 ve 0.3167 diizeylerinde bulunmustur.

Siirliler aras1 genetik benzerlikler 0.8438 ile 0.9037 araliginda, genetik
uzakliklar ise 0.0902 ile 0.1698 araliginda bulunmustur. Siriiler arasi ortalama

genetik benzerlik 0.8865 iken ortalama genetik uzaklik 0.1320 diizeyindedir

Yerli gen kaynagi Cine Capart Koyun irkinda yapilan bu g¢aligmada elde
edilen sonuglara gore siirii i¢ci genetik benzerligin en yiiksek oldugu siiri MV
stirtistidiir. Ortalama genetik benzerlik degerinin yiiksekligi yine bu siirii i¢in elde
edilen bant goriintiilerinden elde edilen frekanslarin kimi lokuslar i¢in 1 veya 0
degerine sabitlenmesi sonucu ile de desteklenmektedir. Incelenen lokuslarin yaklagik
licte biri bu siirlide sabitlenmis yani homozigotlasmistir. Bu durum, o6zellikle bu
siriideki hayvan sayisinin kisith olmasimnin ve dolayisiyla akrabali yetistirme
etkilerinin daha yogun yaganmasinin bir sonucu gibi goriinmektedir. Siirii i¢i genetik
benzerligin en diisiik oldugu siirii ise ADU-CCKP siiriisiidiir. Bunun da muhtemel
temel sebepleri bu siirlinlin farkli siiriilerden alinan bireyler ile olusturulmasi ve

ciftlesmelerin akrabali yetistirmeyi diisiik diizeyde tutacak sekilde planlanmasidir.



Genetik benzerlik anlaminda EA siiriisii ise ADU-CCKP ve MV siiriileri arasinda bir
deger almistir. EA siiriisii kapsamindaki genetik benzerligi MV siiriisiinden daha
diisiik olmasinin sebepleri olarak EA siiriisiindeki hayvan mevcudunun kismen daha
fazla olmas1 ve ADU-CCKP siiriisii ile daha fazla damizlik degisim olanaginin

yakalanmis olmasi sayilabilir.

Siirtiler aras1 genetik benzerlik ve genetik uzakliklarin belirlenmesine yonelik
analizlerde ise genetik benzerlik bakimindan birbirine en yakin siiriiler ADU-CCKP
ve EA siiriileri olmustur. Bu sonucun elde edilmesinde ADU-CCKP siiriisii ile EA
siiriisii arasinda akrabali yetistirmeyi sinirlandirmak icin geg¢miste Ozellikle kog
degisimi seklinde gergeklestirilen damizlik akisinin rolii vardir. Ayn1 zamanda, bu
benzerlikte koruma siirisiiniin  olusturulmasinda Cine yoresindeki siiriilerin

katkisinin daha fazla olmasinin da katkisi olabilir.

Ug siiriideki tiim hayvanlar1 kapsayan analizlere dayali olarak olusturulan
dendrogramda ozellikle stiriiler bazinda hayvanlarin bir araya kiimelestigi
gozlenmistir. Yani beklenildigi {izere siiriler i¢i benzerlikler siirliler arasi
benzerlikten fazla olmustur. Ug siirii arasindaki bu belirgin ayrim koruma programi
icin bir avantaj olarak degerlendirilebilir. Bu baglamda, bundan sonra uygulanacak
asim programlarinda striiler arasi ko¢ degisimi aktivitelerinden daha fazla
yararlanmanin gerektigi ortaya cikmaktadir. Bu tiir aktivite akrabaligin artisini
frenleyip genetik cesitliligin daha yiiksek seviyelerde korunup gelecek kusaklara
ulastirilmas1 olanagini yaratacaktir. Ozellikle populasyon biiyiikliigiiniin sinirh
oldugu durumlarda genetik ¢esitlilik lizerine akrabal1 yetistirme oldukg¢a biiyilik baski
olusturmaktadir. Dolayisiyla, ¢iftlesme programlarinin tiim siiriilerdeki bireyleri esas
almasi1 ve pedigri bilgilerinden maksimum diizeyde faydalanilmasi gerekmektedir.
Bu baglamda pedigri bilgilerinin dogru bir sekilde tutulmasi biiyiik 6neme sahiptir.
Pedigri bilgilerinin olusturulmasi veya var olan pedigri bilgilerinin dogrulanmasi
anlaminda duyarli molekiiler genetik tanimlama ydntemlerinin (mikrosatellit

genotipleme vb gibi) devreye sokulmasi biiyiik katkilar saglayabilir.



Ayrica, bu calisma ile elde edilen sonuglar gelecekte ayni irkta yapilacak
benzer c¢aligmalarda yapilacak karsilastirmalar i¢in referans niteligi tasiyacaktir.
Uygulanan koruma programinin genetik cesitliligi korumadaki etkinligi de bdylece
ortaya konabilecektir. Bunun yaninda tilkemizdeki diger koyun populasyonlarinda

yapilacak ¢aligsmalarin sonuglariin karsilastirilmasi i¢in de referans olusturacaktir.

Ulkemizin sahip oldugu énemli gen kaynaklarimizdan biri olan Cine Capari
koyunlarin korunup gelecek kusaklara ulastirilmasi i¢in olusturulan koruma
programinin etkin bir sekilde yiiriitiilmesi i¢in molekiiler genetik tanimlamalarla elde
edilen bilgiler yonlendirici rol iistlenebilir. Bu kapsamda diger analiz yontemlerinin
de devreye sokulmasi daha ayrintili bilgilerin ortaya konmasina yardimci
olabilecektir. Ozellikle kodominant kalitim tarzina sahip mikrosatellit DNA
isaretleyicilerine dayali olarak ta irkin tanimlanmasinin, stiriiler i¢i ve siiriiler arasi

benzerlik ve farkliliklarin daha da ayrintili olarak ortaya konmasi faydali olacaktir.



OZET

Bu arastirma, soylar tiikkenme egiliminde olan yerli gen kaynagi Cine Capart
koyun wrkinda 1rk igi gesitliligin mevcut durumunun DNA diizeyinde RAPD yontemi ile
ortaya konmasi yaninda mevcut siirliler ici ve siirliler arasi genetik benzerlik ve
uzakliklarin tamimlanmasi amaciyla yapilmistir. Meveut ii¢ Cine Capari siiriisiinden
secilen 72 hayvanda (Adnan Menderes Universitesi Cine Capar1 Koruma Programi (ADU-
CCKP) siiriistinden 26, Tatarmemisler kdyiindeki Erdogan Aktiirk’e ait siiriiden (EA) 32
ve Derekdy koytindeki Mustafa Vural’a ait siiriiden (MV) 14 hayvan) toplam 24 primer
kullamlarak genotipleme yapilmustir.

Hayvanlarin alinan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir. Elde edilen
DNA’lar RAPD-PCR teknigiyle 10 baz uzunlugunda RAPD primerleri kullanilarak
cogaltimistir. PCR tirtinleri agaroz jelde yiiriitiiliip etidyum bromid ile boyandiktan sonra
fotograflanmistir. Fotograflama sonucunda bantlarin biiyiikliikleri hesaplanmis ve jeldeki
bantlarin varligina gére bant varsa 1 yoksa 0 verilerek matris olusturulmustur. Elde edilen

verilerin analizi Nei’nin genetik benzerlik ve uzaklik formiilleri ile yapilmistir.

Bu analizler sonucunda siirii ici bireyler aras1 genetik benzerlikler; ADU-CCKP
siirisiinde 0.4468 ile 0,8511 arasinda, EA siiriisiinde 0.4894 ile 0.8723 arasinda ve MV
stiriisinde 0.5745 ile 0.8723 arasinda bulunmustur. Siirli i¢i bireyler arasi genetik
uzakliklar ise, ADU-CCKP siiriisiinde 0.1613 ile 0,8056, EA siiriisiinde 0.1366 ile 0.7147
arasinda ve MV siirtisiinde 0.1366 ile 0.5543 arasinda bulunmustur. Siiriiler aras1 genetik
benzerlikler 0.8439 ile 0.9037 arasinda, genetik farklilik ise 0.0902 ile 0.1698 arasinda

bulunmustur.

Bu sonuglara gére ADU-CCKP siiriisii ile EA siiriisiindeki hayvanlar genetik
benzerlik bakimindan MV siiriisiine oranla birbirlerine daha yakin bulunmuslardir. Bu
sonucun elde edilmesinde ADU-CCKP siiriisii ile EA siiriisii arasinda Cine Capar1 kog
aligverisinin olmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Siirii i¢i hayvanlar arasi ortalama genetik
benzerlik MV siiriistinde en yiiksek degeri almistir. Bu bulgu MV siiriisiindeki lokuslarin

ticte birinin sabitlenmesi sonucu ile de desteklenmektedir.



SUMMARY

The aim of this study was to determine within breed genetic diversity in
endangered Cine Capar1 sheep by Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)
markers and to obtain genetic similarities and distances among animals within flock
and also between flocks. Seventy two animals from 3 flocks (26 animals from ADU-
CCKP conservation flock, 32 animals from Erdogan Aktiirk’s flock (EA) in
Tatarmemigler village and 14 animals from Mustafa Vural’s flock (MV) from
Derekdy village) were genotyped with 24 arbitrary primers. Genetic similarities
between and within flocks were investigated.

DNA was extracted from blood. DNA amplification was realized by PCR
using 10’mer RAPD primers. PCR products was separated on agarose gels and
photographed after ethidium bromide staining. Band sizes and profiles were obtained
from gel photographs and a data matrix including band profiles were generated. Data
were analyzed by using the formula of Nei for genetic similarities and distances.

The genetic similarities between individuals within a flock are ranged
between 0.4468 and 0.8511 for ADU-CCKP conservation flock, 0.4894 and 0.8723
for EA flock, and 0.5745 and 0.8723 for MV flock. Genetic distances were ranged
between 0.1613 ile 0.8056 for ADU-CCKP flock, 0.1366 and 0.7147 for the EA
flock, and 0.1366 and 0.5543 for the MV flock. The similarities between flocks were
ranged between 0.8439 and 0.9037 and, genetic distances were ranged between
0.0902 and 0.1698.

As a result, the similarity was highest between ADU-CCKP conservation
flock and the flock in Tatarmemisler than the flock in Derekdy village. This may be
stem from higher animal flow between ADU-CCKP conservation flock and flock in
Tatarmemisler village. Mean genetic similarity between animals within flock were
found highest for MV flock. This finding was also supported by fixation of
frequency of nearly one-third of the loci in MV flock.
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DNA iZOLASYONUNDA KULLANILAN COZELTILER

100 ml 1M Tris-HCI Cozeltisi (pH:8.0)

12,114 gr Tris tartilip saf su ile 80 ml’ye tamamlanir. Cozelti pH’1 HCI
(hidroklorik asit) ile 8.0’a ayarlandiktan sonra iizerine 100 ml olacak sekilde
saf su ilave edilir.

100 ml 100mM EDTA Céozeltisi (pH:8.0)

2.923 gr EDTA tartilip saf su ile 80 ml’ye tamamlanir. Cozelti pH’1 NaOH
(sodyum hidroksit) ile 8.0’aayarlanip saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

500 ml TioE10 CéZGltiSi (pHSO)

5 ml 1M Tris-HCI (pH: 8.0)

50 ml 100mM EDTA (pH:8.0)

(Cozelti saf su ile 400 ml’ye tamamlandiktan sonra pH’1 NaOH veya HCl ile
8.0’a ayarlanip yine saf su ile 500 ml’ye tamamlanur.

500 ml ToE; Cozeltisi

5 ml 1M Tris-HCI (pH: 8.0)

5 ml 100mM EDTA (pH:8.0)

(Cozelti saf su ile 400 ml’ye tamamlanir. Daha sonra ¢6zelti pH’1 NaOH veya
HCl ile 8.0’a ayarlanip yine saf su ile 500 ml’ye tamamlanir.

500 ml Digestion Cozeltisi (400mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 2mM EDTA; pH: 8.2)

11.69 gr NaCl
10 ml 100 mM EDTA (pH: 8,0)
5 ml IM Tris-HCI (pH: 8,0)

Cozelti saf suile 400 ml’ye tamamlanir ve pH’1 NaOH veya HCl ile 8.2
ayarlanir. pH’1 ayarlandiktan sonra saf su ile 500 ml’ye tamamlanir.

10 ml Proteinaz K Cozeltisi (2 mg/ml Proteinaz K, %1 SDS, 20mM EDTA )

1 ml Proteinaz K

0.1 gr SDS

2 ml 100mM EDTA

(Cozeltiyi hazirlamak i¢in 6ncelikle EDTA i¢inde SDS ¢ozdiiriiliir. Elde edilen
karigima Proteinaz K eklenir ve ¢ozelti saf su ile 10 ml’ye tamamlanir.

25 ml %10 SDS Cozeltisi

2.5 gr SDS saf su ile 25 ml’ye tamamlanarak ¢6zdiirtiliir.



100 ml 6M NaCl Cozeltisi
35.064 gr NaCl tartilip 100 ml saf suda ¢ozdiirtiliir.

500 ml %70’lik Etanol Cozeltisi
364.60 ml %96’lik Etanol 500 ml’ye tamamlanip karigtirilir.

ELEKTROFOREZ ASAMASINDA KULLANILAN COZELTIiLER

DNA Ladder

2ul DNA Ladder
2ul 6 X Loading Dye Buffer
8ul Deiyonize su

TBE 5X Cozeltisi (pH:8.3)

54 gr Tris-Base

27.5 Borik Asit

20 ml 0,5 M EDTA (pH: 8.0)

(Cozelti hazirlandiktan sonra 800 ml’ye tamamlanarak pH’1 8.3’e ayarlanir.
pH’1 ayarlanan ¢ozelti 1000 ml’ye tamamlanr.

Ethidyum Bromide Cozeltisi

10ul Ethidyum Bromide
1900ul Deiyonize su
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Cizelge A. ADU-CCKP siiriisiinden 6rneklenen bireyler arasi genetik benzerlik (kdsegenin iistii) ve genetik uzakliklar (kdsegenin altr)

Birey 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

1 wREE 06170 0.6809 0.6596 0.5745 0.6170 0.7447 0.6170 0.6383 0.5957 0.5319 0.7660 0.6170 0.6170 0.5319 0.6383 0.6170 0.6596 0.5532 0.6809 0.7021 0.5745 0.6809 0.6383 0.5745 0.5745
2 0.4829  ***% 05532 0.5319 0.7021 0.6596 0.7021 0.6170 0.5532 0.6383 0.6170 0.5957 0.6170 0.5745 0.4894 0.5957 0.4468 0.7021 0.6809 0.6383 0.6170 0.5745 0.6809 0.5957 0.5745 0.6170
303844 05921  **+x 06809 0.6383 0.5532 0.7234 0.6809 0.6596 0.7021 0.6383 0.7021 0.6383 0.7660 0.6383 0.7021 0.5532 0.6809 0.5745 0.6596 0.6809 0.5532 0.7872 0.7447 0.6383 0.6809
4 04162 06313 03844 = 06170 0.6596 0.7021 0.7021 0.5957 0.5532 0.5745 0.6383 0.6596 0.6596 0.6596 0.5957 0.7021 0.5745 0.5957 0.6809 0.6596 0.6170 0.6383 0.6383 0.6170 0.6596
5 0.5543  0.3536 0.4490 0.4829  ****  0.6596 0.6170 0.7872 0.6383 0.6383 0.7021 0.5957 0.5745 0.6596 0.6596 0.6383 0.5319 0.6596 0.6809 0.5957 0.5745 0.5319 0.6383 0.5957 0.5745 0.5319
6 04829 04162 0.5921 04162 04162 *+++ 07021 0.6596 0.6383 0.6809 0.7447 0.6383 0.6170 0.5745 0.6170 05532 0.6170 0.7021 0.6809 0.7234 0.6596 0.7021 0.7234 0.6809 0.5319 0.6170
7 02948 03536 03238 03536 04829 03536 ****  0.6596 0.7660 0.7660 0.6596 0.8085 0.5745 0.6596 0.6596 0.6809 0.6170 0.7447 0.5957 0.7234 0.6596 0.6596 0.7660 0.6809 0.6170 0.7447
8 0.4829 0.4829 0.3844 0.3536 0.2392 04162 04162  **** 06383 0.6809 0.7021 0.7234 0.7447 0.5745 0.7021 0.6383 0.6596 0.7447 0.8085 0.5957 0.6596 0.7021 0.7660 0.7234 0.6596 0.6170
9 04490 0.5921 04162 05179 04490 04490 0.2666 04490 **** 07447 0.6809 0.7021 0.5106 0.5532 0.7234 0.6596 0.6809 0.6383 0.5745 0.5745 0.5957 0.5532 0.6596 0.7447 0.5957 0.6809
10 05179 04490 0.3536 0.5921 04490 03844 02666 03844 02948 **+* 06809 0.7021 0.5532 05106 0.6383 0.7447 0.5532 0.8085 0.5745 0.7021 0.6809 0.5532 0.7872 0.7021 0.5957 0.7234
11 0.6313 04829 04490 05543 03536 0.2948 04162 03536 03844 03844 *++* 06809 0.6170 0.7021 0.7447 0.6383 0.5319 0.6596 0.6809 0.7660 0.6596 0.6170 0.6809 0.7234 0.6596 0.6596
12 02666 05179 0.3536 04490 0.5179 04490 02126 03238 03536 0.3536 0.3844 **+* 06383 0.6809 0.5957 0.6596 0.6383 0.7234 0.6596 0.7021 0.6809 0.6383 0.7447 0.6596 0.7234 0.6809
13 04829 04829 04490 04162 0.5543 04829 0.5543 02948 0.6721 0.5921 04829 0.4490 **** 06596 0.5745 04681 0.6596 0.6170 0.7660 0.5957 0.6170 0.7021 0.7234 0.6383 0.5319 0.6170
14 04829 05543 02666 04162 04162 0.5543 04162 0.5543 05921 0.6721 03536 0.3844 04162 =+ 06170 05532 0.6170 0.5319 0.5532 0.6809 0.6170 0.6596 0.6809 0.6383 0.5745 0.6170
15 0.6313 0.7147 0.4490 0.4162 04162 0.4829 0.4162 0.3536 0.3238 0.4490 0.2948 0.5179 0.5543 0.4829  **** (.5532 0.6170 0.6170 0.5957 0.5957 0.4894 0.5745 0.5957 0.6383 0.5319 0.5745
16 04490 05179 0.3536 0.5179 04490 0.5921 03844 0.4490 04162 0.2948 04490 0.4162 07591 05921 0.5921  **** 05532 0.6809 0.5745 0.7021 0.7234 0.5957 0.7021 0.6170 0.5532 0.5957
17 04829 0.8056 0.5921 03536 0.6313 04829 04829 0.4162 03844 05921 0.6313 04490 04162 04829 0.4829 05921 **** 05745 0.6383 0.5532 0.6170 0.7872 0.5532 0.5957 0.5319 0.6170
18 04162 03536 0.3844 0.5543 0.4162 0.3536 0.2948 0.2948 0.4490 0.2126 0.4162 0.3238 0.4829 0.6313 0.4829 0.3844 0.5543  ****  (0.6809 0.6809 0.6170 0.6170 0.8511 0.6809 0.6596 0.6596
19 05921 03844 0.5543 0.5179 0.3844 03844 05179 02126 0.5543 0.5543 0.3844 04162 02666 0.5921 0.5179 0.5543 04490 03844 *+++ 05319 0.5532 0.7234 0.7021 0.6596 0.5957 0.5957
20 03844 04490 04162 03844 05179 03238 03238 0.5179 0.5543 03536 02666 03536 0.5179 0.3844 0.5179 03536 05921 03844 0.6313  **** 07234 0.5957 0.6596 0.6170 0.5957 0.6383
21 0.3536 0.4829 0.3844 0.4162 0.5543 0.4162 0.4162 0.4162 0.5179 03844 0.4162 0.3844 04829 0.4829 0.7147 0.3238 0.4829 0.4829 0.5921 0.3238  **** (.7021 0.7234 0.7234 0.5745 0.6596
22 0.5543 0.5543 0.5921 0.4829 0.6313 03536 04162 03536 0.5921 0.5921 0.4829 04490 0.3536 04162 0.5543 05179 02392 04829 0.3238 0.5179 03536  **+* 06809 0.6383 0.5319 0.6596
23 03844 03844 02392 04490 04490 0.3238 0.2666 0.2666 04162 02392 03844 0.2948 03238 0.3844 05179 03536 05921 0.1613 03536 04162 03238 03844 *+++ (8298 0.6383 0.7234
24 04490 0.5179 02948 04490 0.5179 03844 0.3844 03238 0.2948 03536 0.3238 0.4162 04490 04490 0.4490 0.4829 0.5179 0.3844 04162 0.4829 03238 04490 0.1866 **** (.6383 0.8085
25 0.5543 0.5543 0.4490 04829 0.5543 0.6313 04829 04162 05179 05179 04162 03238 0.6313 0.5543 0.6313 05921 0.6313 04162 0.5179 0.5179 0.5543 0.6313 04490 04490 **++ 07872
26 0.5543 04829 0.3844 0.4162 0.6313 04829 0.2948 04829 03844 03238 04162 03844 04829 04829 0.5543 05179 04829 04162 0.5179 04490 0.4162 0.4162 03238 02126 0.2392  ****

Siiriiye 6zgii toplam polimorfik bant sayisi: 45

Polimorfik bant ytizdesi: %95,74 (45/47)
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Cizelge B. Erdogan Aktiirk’e ait siiriideki bireyler aras1 genetik benzerlik (kdsegenin iistii) ve genetik uzakliklar (kosegenin alt1)

Birey 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 n 12 13 415 16 17 81 20 21 2 23 4 25 26 27 28 29 30 31 3

1 week 08085 0.8085 07234 0.7872 0.8298 0.7234 07021 07872 0.7447 07021 0.5957 0.6383 0.6809 0.7021 0.6383 0.5957 0.6596 0.5745 07234 0.5106 0.6809 0.6596 0.7872 0.6809 0.6383 0.6809 0.6596 0.7021 0.6809 0.6383 0.6383
202126 *eer 08298 07021 07660 0.8085 07021 0.7234 0.7660 0.7660 0.7660 05745 0.6170 0.7447 0.5957 0.6170 05745 0.5957 0.6383 0.7021 05745 0.7447 05106 0.6809 0.6596 0.6170 0.7021 05957 0.7234 0.7872 0.5745 0.6170
302126 01866 *** 08298 08511 08511 07447 07234 08511 07234 08511 05745 0.6170 0.6596 07234 0.6170 0.6170 0.6809 07234 0.7872 0.4894 0.6170 0.5106 07234 0.6596 0.7021 0.7872 0.5957 07234 0.7447 0.6170 0.7021
4 03238 03536 01866 **** 08511 0.8085 07447 0.8085 0.7234 07660 0.7660 0.5745 0.6596 0.7447 07660 0.5745 0.6596 0.7234 0.6809 0.7447 0.5745 05745 0.5532 0.6383 0.6596 0.6596 0.7447 0.6809 0.6809 0.6596 0.6170 0.6170
502392 02666 0.1613 0.1613 *=* 08298 0.8085 0.7872 0.8723 0.7872 0.7872 0.6383 0.7660 0.6809 0.7872 0.6383 0.7234 0.7872 07021 0.7234 05957 0.6383 0.5745 0.7872 0.7660 07660 0.8085 0.7021 0.7447 0.7234 0.6809 0.7234
6 01866 02126 0.1613 02126 0.1866 **** 07660 0.8298 0.8298 0.8298 0.7872 05957 0.6383 0.7234 0.7021 0.6809 0.6383 0.6170 0.6170 0.7234 05532 0.6809 0.6170 0.7872 0.6809 0.6809 0.7660 0.7021 0.7447 0.6809 0.6809 0.6383
7 03238 03536 02948 02948 02126 02666 *<* 07234 0.8085 0.7234 0.8085 05319 0.6596 07021 0.6809 0.6596 0.6596 0.7234 0.6383 0.7021 0.6170 0.6170 05957 0.6809 0.6596 0.7021 0.7447 05957 0.7234 0.7872 0.6596 0.7021
8 03536 03238 03238 02126 02392 0.1866 03238 **= 07447 07447 07872 06383 0.5957 07234 07021 0.6383 07660 0.7021 0.6170 0.6809 05957 0.6809 0.6170 0.7447 0.5957 0.6809 0.7660 0.6596 0.6596 0.7234 0.6383 0.6809
9 02392 02666 0.1613 03238 0.1366 0.1866 02126 02948 ***¥* 07021 0.8723 05957 0.7660 0.6809 07021 0.7234 0.6383 0.7447 0.6170 07234 0.5532 0.6383 0.5745 0.7872 0.7234 0.6809 0.7660 0.6596 0.7447 0.7234 0.6809 0.7660
10 02948 02666 03238 02666 02392 0.1866 03238 0.2948 03536 *©** 07447 05957 0.7234 07660 0.7021 0.6383 0.6383 0.6170 0.5745 0.6809 0.5532 0.6809 0.5745 07021 0.6809 0.6383 0.6809 0.6596 0.6596 0.6383 0.6809 0.5957
11 03536 02666 0.1613 02666 02392 02392 02126 02392 0.1366 02948 *©* 05106 0.6383 0.6809 0.6596 07234 0.6809 07447 0.5745 07234 05532 0.5957 04894 0.6596 0.6383 0.6383 07660 0.5745 0.6596 0.7234 0.6383 0.7234
12 05179 0.5543 05543 0.5543 04490 05179 0.6313 04490 0.5179 05179 0.6721 *= 07021 0.6170 0.6383 0.6170 0.7447 0.6383 07234 05745 0.6170 07447 0.6809 0.7234 0.6596 0.7021 0.6170 0.5957 0.7660 05745 0.5745 0.6170
13 04490 04829 04829 04162 02666 04490 0.4162 05179 02666 03238 04490 03536 *#** 07021 07660 07447 07021 07234 0.6383 05745 0.5745 0.6596 05532 0.6809 07872 0.7021 0.6596 0.6383 0.6383 0.6596 0.6596 0.6596
14 03844 02948 04162 02948 03844 03238 03536 03238 0.3844 02666 03844 04829 03536 **** 06809 06170 0.6170 05957 0.6383 07021 0.6170 07021 05532 0.5957 06170 0.5745 06170 0.6809 07234 0.6170 0.5745 05745
15 03536 05179 03238 02666 02392 0.3536 03844 03536 03536 03536 04162 04490 02666 03844 *=* 06383 07234 07872 0.6596 0.6809 0.5532 05532 0.6170 07021 0.7234 0.6809 07234 0.7447 07021 0.6383 0.6809 0.7234
16 04490 04829 04829 0.5543 04490 0.3844 04162 04490 03238 04490 03238 04829 02948 04829 04490 *+*= 07447 07234 05957 04894 0.5745 06170 0.5957 07234 0.6596 07021 05745 0.5957 05957 0.6170 0.7872 0.6596
17 05179 05543 04829 0.4162 03238 04490 04162 0.2666 04490 04490 0.3844 02948 0.3536 04829 03238 02948 *©** 07660 0.6809 05745 0.7447 0.6596 0.6809 07234 0.6170 07872 0.7021 0.6809 0.6809 0.6596 0.7021 0.7447
18 04162 05179 03844 03238 02392 04829 03238 03536 02948 04829 02948 04490 03238 05179 02392 03238 02666 **& 06596 05957 0.5957 0.6383 0.6170 07447 0.7234 07234 07234 07021 07447 0.6809 0.7234 0.8085
19 05543 04490 03238 03844 03536 04829 04490 04829 04829 05543 0.5543 03238 0.4490 04490 04162 05179 03844 04162 **** 06383 0.6383 0.6809 04894 07021 0.6809 0.8085 0.6383 0.6170 07021 0.6809 0.5957 0.7660
20 03238 03536 0.2392 02948 0.3238 03238 03536 03844 03238 03844 03238 0.5543 05543 03536 03844 07147 0.5543 05179 0.4490 **** 06170 0.7021 0.5532 0.6383 0.6596 0.7021 0.8298 0.6809 0.7234 0.6596 0.5745 0.7021
21 06721 05543 07147 05543 05179 05921 04829 05179 05921 0.5921 05921 0.4829 05543 04829 05921 0.5543 02948 05179 0.4490 04829 *¥&* 07021 0.6809 0.5957 06170 0.6596 0.6170 0.7234 0.6809 05745 0.6170 0.6596
22 03844 02948 04829 05543 04490 03844 04829 03844 04490 03844 05179 02948 04162 03536 05921 04829 0.4162 04490 0.3844 03536 03536 **** 06809 0.7660 0.6596 0.7447 0.7021 0.6809 0.7234 0.7447 0.6596 0.7021
23 04162 06721 0.6721 05921 0.5543 04829 0.5179 04829 05543 0.5543 07147 03844 05921 0.5921 04829 05179 0.3844 04829 0.7147 05921 0.3844 03844 *&5 (7447 05957 0.6383 0.5957 0.7447 0.6596 0.6383 0.7234 0.6383
24 02392 03844 03238 04490 02392 02392 03844 02948 02392 03536 04162 03238 03844 05179 03536 03238 03238 02948 0.3536 04490 05179 02666 02948 **+* 07234 08085 07234 07021 0.7447 0.6809 0.8085 0.8511
25 03844 04162 04162 04162 02666 03844 04162 05179 03238 03844 04490 04162 02392 04829 03238 04162 04829 03238 03844 04162 04829 04162 05179 03238 *=% (7872 07447 07234 07234 06596 0.6596 0.6596
26 04490 04829 03536 04162 0.2666 03844 03536 03844 03844 0.4490 04490 03536 03536 0.5543 03844 03536 02392 03238 02126 03536 0.4162 02948 04490 02126 02392 ** 08298 0.7234 0.7234 07447 0.7872 0.7872
27 03844 03536 02392 02948 02126 02666 0.2948 02666 0.2666 03844 02666 0.4829 04162 04829 03238 0.5543 03536 03238 0.4490 0.1866 0.4829 03536 0.5179 03238 0.2948 0.1866 **** 0.6809 0.7234 07447 0.7021 0.7447
28 04162 05179 05179 03844 0.3536 03536 0.5179 04162 04162 04162 05543 0.5179 04490 0.3844 02948 0.5179 03844 03536 0.4829 03844 03238 03844 02948 03536 03238 03238 03844 **&* 07447 05532 0.6809 0.6809
29 03536 03238 03238 03844 02948 02948 0.3238 04162 0.2948 04162 04162 0.2666 04490 0.3238 03536 0.5179 03844 02948 03536 03238 0.3844 03238 04162 02948 03238 03238 03238 0.2948 **** (6383 0.6383 0.7234
30 03844 02392 02948 04162 03238 03844 02392 03238 03238 04490 03238 0.5543 04162 04829 04490 04829 04162 03844 03844 04162 0.5543 02948 04490 03844 04162 02948 02948 0.5921 04490 **+* 06596 0.7447
31 04490 05543 04829 04829 0.3844 03844 04162 04490 03844 03844 04490 0.5543 04162 0.5543 03844 02392 03536 03238 0.5179 05543 04829 04162 03238 02126 04162 02392 03536 0.3844 04490 04162 **+ (7872
32 04490 04829 0.3536 04829 03238 04490 03536 03844 02666 0.5179 03238 04829 04162 0.5543 03238 04162 0.2948 02126 0.2666 03536 04162 03536 04490 0.1613 04162 0.2392 02948 0.3844 03238 02948 02392 *w*x

Siirtiye 6zgii toplam polimorfik bant sayisi: 41

Polimorfik bant yiizdesi: %87.23 (41/47)



EK-2

Cizelge C. Mustafa Vural’a ait siiriideki bireyler aras1 genetik benzerlik (kdsegenin listii) ve genetik uzakliklar (kdsegenin alt1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
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wEEE 07660 0.7872  0.7021 0.7872 0.8298 0.8298 0.7872 0.7234 0.7021 0.7872 0.7021 0.6596 0.6809
0.2666  ****  (0.7660 0.8085 0.8511 0.7660 0.8085 0.6809 0.7872 0.7660 0.7660 0.8511 0.8085 0.6596
0.2392 0.2666  **** (.8298 0.7872 0.7021 0.7447 0.8298 0.7660 0.7021 0.7021 0.7021 0.7447 0.7660
0.3536 0.2126 0.1866  **** (0.7872 0.6170 0.7447 0.7872 0.6809 0.7021 0.7021 0.7447 0.7872 0.7660
0.2392 0.1613 0.2392 0.2392  **** (06170 0.7021 0.7021 0.7234 0.7872 0.7447 0.7447 0.7872 0.7234
0.1866 0.2666 0.3536 0.4829 0.4829  **** (8723 0.7447 0.8085 0.7447 0.7447 0.7447 0.5745 0.6383
0.1866 0.2126 0.2948 0.2948 0.3536 0.1366  **** (0.7447 0.8085 0.7447 0.7872 0.7872 0.6170 0.6809
0.2392 0.3844 0.1866 0.2392 0.3536 0.2948 0.2948  ****  (0.7234 0.7021 0.7447 0.6596 0.6596 0.8511
0.3238 0.2392 0.2666 0.3844 0.3238 0.2126 0.2126 0.3238  **** (8085 0.7660 0.7234 0.6809 0.6596
0.3536 0.2666 0.3536 0.3536 0.2392 0.2948 0.2948 0.3536 0.2126  **** (0.8298 0.7021 0.6170 0.6809
11 0.2392 0.2666 0.3536 0.3536 0.2948 0.2948 0.2392 0.2948 0.2666 0.1866  **** (0.7447 0.6170 0.6809
12 0.3536 0.1613 0.3536 0.2948 0.2948 0.2948 0.2392 0.4162 0.3238 0.3536 0.2948  **** (.7872 0.6809
13 04162 0.2126 0.2948 0.2392 0.2392 0.5543 0.4829 0.4162 0.3844 0.4829 0.4829 0.2392  ****x (7234
14  0.3844 0.4162 0.2666 0.2666 0.3238 0.4490 0.3844 0.1613 0.4162 0.3844 0.3844 0.3844 0.3238  ****
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Siirliye 6zgii toplam polimorfik bant sayisi: 30
Polimorfik bant yiizdesi: %63.83 (30/47)



