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TURKIYE YERLiIi KOYUN IRKLARINDA MiTOKONDRIiYAL
DNA CESITLILIGI

Nezih ATA

Doktora Tezi, Zootekni A.B.D.
Tez Danismant: Prof. Dr. Ibrahim CEMAL
2019, 86 Sayfa

Calismanin amaci, Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan koyun irklarinda mitokondriyal
DNA ¢esitliliginin mtDNA kontrol bdlgesi 531 bg’lik kisminin DNA dizi analizine
dayali olarak ortaya konulmasidir. Caligmanin hayvan materyalini Kangal
Akkaraman (n=18), Cine Capari (n=20), Dagli¢ (n=18), Esme koyunu (n=20),
Gokgeada (n=18), Giiney Karaman (n=21), ivesi (n=20), Karacabey Merinosu
(n=18), Karakas (n=14), Karya (n=25), Kivircik (n=22), Morkaraman (n=19),
Norduz (n=18), Ramlig¢ (n=25), Sakiz (n=20) wrklarindan toplam 296 bas koyun
olusturmustur. Toplam 531bg¢’lik dizilimde, 78 haplotip, 33’{i parsimonik bilgi verici
53 polimorfik bdlge ortaya ¢ikmustir. Elde edilen sekans verilerinden, niikleotid
cesitliligi ve haplotip cesitliligi, notralite testleri, uyumsuzluk dagilimlart analizleri
yapilmistir. Belirlenen en yiiksek ve en disiik haplotip ¢esitliligi Morkaraman
(0.967+0.03) ve Sakiz (0.542+0.105) wrklarinda bulunmustur. Filogenetik agacin
dogru topolojisine substitisyon modeli ile karar verilmis sonrasinda Haplogruplar
belirlenmistir. Bu ¢alismada daha once gozlemlenen tiim haplogruplar ortaya
cikmistir. Altt koyun Haplogrup D’de (HPGD) 10 koyun Haplogrup E’ de (HPGE)
tespit edilirken 165 koyun Haplogrup B’ de (HPGB) belirlenmis, 69 ve 46 hayvan
sirastyla Haplogrup A (HPGA) ve Haplogrup C’de (HPGC) gozlenmistir.
Uyumsuzluk dagilim analizinden alinan sonuglara gore irklarda ve haplogruplarda
populasyon genislemesi gozlenmemistir. Calismada kullanilan 6rnekler mutasyon
birikimlerini iyi gosteren, eski irklardan olusmaktadir. Caligmada incelenen mtDNA
bolgesi ve kullanilan yontemlerin ele alman wrklarda genetik cesitliligin ortaya
konulmasinda yeterli olabilecegi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Koyun, mtDNA, kontrol bolgesi, haplogrup, haplotip,

evciltme,
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ABSTRACT

MITOCHONDRIAL DNA DIVERSITY IN TURKISH NATIVE
SHEEP BREEDS

Nezih ATA

Doctoral Thesis, Animal Science Dept.
Supervisor: Prof. Dr. Ibrahim CEMAL
2019, 86 pages

The aim of the present study is to demonstrate the mitochondrial DNA diversity in
Turkish native sheep breeds using 531 bp DNA sequence of mtDNA control
region. Animal material of the study consisted of 296 individual sampled from 15
sheep breeds raised in Tiirkey including Kangal Akkaraman (n=18), Cine Capar1
(n=20), Dagli¢ (n=18), Esme koyunu (n=20), Gokceada (n=18), Giiney Karaman
(n=21), ivesi (n=20), Karacabey Merinosu (n=18), Karakas (n=14), Karya (n=25),
Kivircik (n=22), Morkaraman (n=19), Norduz (n=18), Ramli¢ (n=25), Sakiz
(n=20) breeds. A total of 531 bp sequence was revealed a total of 78 haplotypes,
53 polymorphic sites, 33 of which are parsimony informative. Nucleotide diversity
and haplotype diversity, neutrality tests, mismatch distribution analyzes were
conducted to obtained sequences data. The highest and lowest haplotype diversity
was determined in Morkaraman (0.967+0.03) and Chios (0.542+0.105) breeds.
The highest and lowest nuclotide diversity was determined in Karya
(0.01523+0.00153) and Chios (0.00329+0.00072) breeds. Correct topology of the
neighbour joining phylogenetic tree was decided with substitution model and then
haplogroups were identified. The present study showed all previously observed
haplogroups. While six sheep from rare Haplogroup D (HPGD) and 10 sheep from
rare Haplogroup E (HPGE) were detected, a total of 165 animal were detected in
Haplogroup B (HPGB), 69 and 46 animals were observed in Haplogroup A
(HPGA) and Haplogroup C (HPGC), respectively. According to the results of the
mismatch distribution analysis, no population expansion was observed in both of
breeds and haplogroups. The samples used in this study consist of old breeds that
show good mutation accumulation. As a result, it can be said that the mtDNA
region and methods used throughout this study is sufficient to reveal genetic
diversity in the studied populations.

Key Words: Sheep, mtDNA, control region, haplogroup, haplotype,
domestication
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ONSOZ

Glnlimiize kadar yapilan arkeolojik ve genetik c¢aligmalardan elde edilen
sonuclarda koyun, kec¢i, sigir ve domuzun evcillestirilmeye baslandigi yerin
Bereketli Hilal olarak tabir edilen bdlge oldugu belirlenmistir. Bu merkezde
evciltilen hayvanlarin tiim diinyaya go¢ ederken Anadolu lizerinden gectigi birgok
caligma tarafindan belirlenmistir. Bu tarihi olay siireci sayesinde iilkemiz genetik
cesitlilik bakimindan 6nemli bir pozisyonda bulunmaktadir. Fakat iilkemizde yerli
evcil genetik kaynaklar: iizerine yapilan c¢aligmalar sinirli sayida bulunmaktadir.
Dolayisiyla bu alanda molekiiler diizeyde karakterizasyon ¢aligmalarinin yapilmasi
gerekliligi 6n plana ¢ikmaktadir. Bu ¢alismada Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan 15
farkli irk orneklenilerek, mtDNA kontrol bolgesi DNA dizisi baz alinarak
koyunlarda genetik cesitlilige bakilmistir.

Akademik gelisimim boyunca beni destekleyen ve kurduklari alt yap1 sayesinde
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BILGEN hocama,

Tez Savunma Simawvi Jiri’'mde yer alarak degerli katkilarda bulunan Prof. Dr.
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yardimlarini esirgemedikleri i¢in; Karacabey Merinosu, Sakiz, Kivircik ve Ramlig
koyun 1rklari i¢in Vet. Hek.Yalgin YAMAN’a, Kangal Akkaraman koyun 1rki i¢in
Prof. Dr. Behic COSKUN’a, Ivesi ki igin Aras.Goér. Ziihal GUNDUZ’e,
Gokgeada koyun 1rk1 igin Dog. Dr. Yasemin ONER’e, Dagli¢ ve Giiney Karaman
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1. GIRIS

Insanoglunun avci toplayici yasam biciminden yerlesik toplum hayata gecis
siireci glinimiizden ¢ok oOncelerinde gerceklestiginden evcillestirme siireci
hakkinda hala ¢ok az sey bilmekteyiz. Bu donemlere 151k tutabilmek i¢in Neolitik
Cag’da bu gecisin yasandigt Bereketli Hilal (Fertile Crescent) olarak
isimlendirilen genis bolgede arastirmalar yapilmistir (Zeder vd., 2006). Heniiz
evciltmenin nasil basladigi ve neyin neden oldugu tam olarak bilinmemesine
ragmen bundan yaklasik 12000 yil 6ncesinde korunma ve avlanmaya yardim
amagli olarak atasi kurt olan kopegin ilk evciltildigi (Roots, 2007) iddia
edilmektedir. Daha sonrasinda avci toplayici toplum yerlesik hayata gegerek
hayvansal ve bitkisel tiretime ge¢mistir (Zeder vd., 2006; Zeder, 2008). Yapilan
kazilar sonucunda elde edilen bilgilere gére giiniimiizden 11000, 10500 ve 10000
yil Once sirasiyla koyun-keci, domuz ve sigir evciltilmistir (Zeder, 2008).
Evciltmenin “Bereketli Hilal” (Fertile Crescent) olarak isimlendirilen, Yakin
Dogu’da yer alan, Anadolu’dan Kuzey Bati Iran’a kadar uzanan bolgede
gergeklestigi lizerinde birlesilmektedir.

Evcil koyunlar yabani koyunlardan koken almaktadir. Yabani koyunlarin diinya
iizerinde yayilimlar1 olduk¢a genistir. Yabani formlardan evcil koyunun (O. aries)
atas1 olabileceginden siiphelenilen formlar olarak, Urial, Argali ve Muflon
koyunlar1 oldugu diislincesi uzunca bir siire literatiirde yer edinmistir. Fakat
giinimiizde, arkeolojik kazi bulgulart yaninda molekiiler genetik verilerinde
degerlendirilmesi ile evcil koyunlarin Avrupa Muflonu’ndan koken aldigi ortaya
¢ikmustir (Hiendleder vd., 1991, 1998b, 2002)

Tarimin birbirinden bagimsiz olarak diinyanin ¢esitli bolgelerinde es zamanl
olarak bagladig1 diiglinilmektedir (Brown vd., 2009). Tarimin basladigi bu
bolgelerde genetik cesitlilik oldukca fazla olmaktadir. Glineybat1 Asya bolgesinde
Dicle, Firat ve Urdiin nehirlerinin vadilerinde, tarimin basladigi bélgelerden biri
olan diinyanin dordiincii biiyiik evciltme merkezi, Bereketli Hilal bulunmaktadir.
Anadolu'nun giiney ve gilineydogusunda bulunan Hatay, Gaziantep, Urfa,
Diyarbakir, Kahramanmaras ve Mardin illerimiz, hayvan ve bitki yetistirme ve
1slahmin ilk defa bagladig1 bu bolgede bulunmaktadirlar. Koyunlarin bu bélgeden
Avrupa’ya Akdeniz ve Tuna vadisi {lizerinden iki farkli yol izleyerek gegmis
oldugu yapilan arastirmalarla ortaya koyulmustur (Zeder, 2008). Bu sepepten



otilirli hem koyunun Avrupa’ya gecis siirecinin Anadolu iizerinden gerceklesmesi
bakimindan hem de Tiirkiye’ nin evciltme merkezine yakinligindan dolay1 iilkemiz
onemli bir pozisyonda bulunmaktadir.

Artan diinya niifusuna paralel olarak, her gegen giin besin maddelerine olan talebin
artmasiyla birlikte, iiretilen hayvansal iirlinlere ihtiya¢ da dogru orantili olarak
artmaktadir. Bunun sonucu olarak 1slah planlamalarinda hem bir bireyden farkl
yonlerde iiriin elde etmeye c¢alisilmakta, hem de birey basina elde edilen {iriiniin
miktar ve kalitesinin gelistirilmesi amaglanmaktadir. Bu dogrultuda seleksiyon
uygulanirken istenilen &zellikleri gosteren bireyleri secip geri kalanlar gozden
cikarilmaktadir. Bu uygulamalar popiilasyonlarda sahip olunan genetik cesitlilige
taban tabana zit bir siirecte ilerleyerek, iizerinde durulan irkta bulunan genetik
varyasyonu daraltmakta ve planl bir sekilde yapilmazsa sahip oldugumuz gen
havuzlarinin daralmasina ve yok olmasina neden olmaktadir. Ayrica elimizde
bulunan 1rklarin diisiik olan verimlerinin giderilmesi amagclanarak yapilan
melezleme caligmalart ile veya daha ¢ok kiiltiir irklarinin kullanilmasina yonelik
yapilan yetistiricilik anlayis1 ile birlikte sahip oldugumuz yerli gen kaynaklarinin
yok olmasi riski her gecen giin daha da 6nemli bir hale gelmektedir.

Zaman igerisinde goriislerin degismesinin en O6nemli nedeni, genetik cesitliligi
kaybetmemiz ile tarimin nasil tehlikeye gireceginin anlasilmasidir. Onceleri yok
olma tehdidi altinda bulunan bir irkin korunabilmesi i¢in ayrict bir 6zelligine bagh
yararlilik/masraf oraninin pozitif olmasi gerektigi diisiiniiliiyordu (Ertugrul vd.,
2010). ilerleyen zamanlarda yerli irklarn sahip oldugu ayrici 6zelliklerin
hangisine ihtiya¢ duyulacaginin net olarak bilinmemesi ve yok olan genetik
kaynaklarin tekrar geri getirilemeyeceginin anlagilmasi iizerine, ekonomi ve
isglicii olanaklarinin el verdigi Ol¢iide yeterli biiyiikliikkte popiilasyonlarla risk
altindaki tiim wrklarin genetik kaynak olarak korunmasi gerektigi diislincesinde

birlesilmigtir.

Irklarin korunmasina ve korunma 6nceligine karar verirken oncelikle bu irklarin
genetik yapilarinin ortaya konulmasi gerekmektedir. Sahip oldugumuz gen
kaynaklari, kendine has essiz allelik kombinasyonlara sahip olabilirler. Bu
Ozelliklerin zaman igerisinde yok olmasi ve sonrasinda tekrardan ihtiya¢ duyulma
ihtimaline kars1 hangi irklarin korunmasimin gerektigi konusu son derece dnemli
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Zaman, is gilici ve ekonomi gibi kisitlayici

etmenlerden dolay1 korunacak irklar i¢in Oncelik sirasinin belirlenebilmesi igin,



wrklarin  sahip olduklar1 genetik yapilarin ve aralarindaki genetik iliskilerin
incelenmesi gerekmektedir.

Morfolojik o6zelliklere gore ayrim tekniklerinin genetik belirtecler ile ayrim
tekniklerine gore dogruluk payr disiiktiir. Molekiiler belirtecler ile dogrudan
bireyin sahip oldugu genotipi veya genomunu incelerken, bu tanimlamalar ile
irklarin yani sira bireyler arasindaki farklililar1 da daha yiiksek dogrulukla ortaya
koyabilmekteyiz. DNA diizeyindeki arastirmalarda en etkili teknik dizi analizi
(sekanslama) ile DNA dizilerinin (sekanslarinin) elde edilip yorumlanmasidir. Bu
sayede genomdaki tek niikleotid degisimlerin (SNP: Single Nucleotide
Polymorphisms) ve olusan mutasyonlarin tamamin1 gorebilmek miimkiindiir.
DNA dizi analizi, gen yapisi ve kontrol mekanizmalari hakkinda merak ettigimiz
¢ogu bilgiyi bize sunan temel tekniktir. DNA dizilenmesi amaciyla iki ayri
arastirici ekip tarafindan; kimyasal kirllma (Maxam ve Gibert, 1977) ve zincir
sonlandirma (Sanger vd., 1977) tabanh iki farkli yontem gelistirilmis, Sanger
dizileme de olarak adlandirilan zincir sonlandirma ydntemi yaygim kullanim
kazanmigtir. Daha sonrasinda zaman, is giicii ve maliyeti olduk¢a diigiiren, insan
hatasin1 ortadan kaldiran, dogrulugu yiiksek bircok otomasyonlu DNA dizileme
sistemi gelistirilmistir (Ronaghi vd., 1999; Ronaghi, 2001; Mardis, 2008).

Genoma yonelik aragtirmalarda mitokondriyal DNA (mtDNA) genomuna yonelik
calismalar literatiirde oldukca fazla yer almaktadir. mtDNA genomuna yonelik
arastirma sonuglari evciltmeden tutunda bireysel farkliliklara kadar birgok konuya
151k tutmaktadir. Bu g¢aligmalar genelde, mtDNA {izerinde sec¢ilen korunmus
bolgelere gore tasarlanmis primerler araciligi ile belirli uzunluklarda bolgelerin
DNA dizisinin elde edilmesi ve farkliliklarin belirlenmesi esasina dayanmaktadir.
Bu caligmalar i¢in yogun olarak mitokondri genomunun kontrol (D-loop) ve CytB
bolgeleri kullanilmaktadir. Calismadan c¢alismaya kullanilan bu boélgelerin
fragman boylar1 degisebilmektedir. Genetik g¢esitlilik i¢in daha ¢ok kontrol
bolgesine ait farkli fragman boylar1 kullanilirken zamansal ayrimlar i¢in CytB
bolgesinin kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Pedrosa vd., 2005).

Hiendleder vd. (1998a) komple dizilimini c¢ikarttiklart koyun mtDNA’sinda
15437. niikkleotidden son niikleotide kadar olan bolge’de (1180 baz gifti) en fazla
mutasyon oranina rastlamislardir. Fakat bu bdlgede, 75 baz ¢iftinden olusan bir
dizinin {i¢ ile bes defa tekrarlandig1 kesfedilmistir (Wood ve Phua, 1996). Daha
sonra, tandem tekrar bdlgelerinin bitiminden itibaren (16007. niikleotidden 16538.



niikleotide kadar) 531 baz giftlik yiikksek mutasyon igeren bolgeyi ¢ogaltan yeni
primer ¢ifti tasarlanmistir (Chen vd., 2006).

Tiirkiye i¢in koyun énemli bir ¢iftlik hayvan tiiriidiir. Ulkedeki koyun sayis1, son
istatistiklere gore (TUIK, 2018), 32.153.293 bas yerli koyun ve 2.681.679 bas
Merinos koyunu olmak iizere toplamda 35.194.972 bastir. Ge¢miste daha da
yiiksek olan koyun sayisi yaninda topografik ve iklim yapisi bakimindan farkli
bolgelere sahip olan iilkede ¢ok sayida yerli irk mevcuttur. Bu irklardan bazilari
materyal alinarak yapilan mtDNA’nimn kontrol bdlgesi (Demirci, 2012; Oner vd.,
2012; Demirci vd., 2013) ve Y bdlgelerinin dizisine dayali dort markoér (2 adet
SRY markérii, DBY ve AMELY) kullanilarak kimi ¢aligmalarda (Oner, 2010) A,
B, C, D ve E haplogruplar1 ve bu haplogruplar icinde ¢ok sayida haplotipler
belirlenmistir. Buna karsin, daha ¢ok irki igeren daha genis kapsamli ¢aligmalar
daaha detayli bilgilere ulasilmasina 6nderlik edecektir.

Tirkiye’de yetistirilen 15 farkli yerli koyun irkinda gerceklestirilen bu tez
calismasinda, mtDNA’nin yiiksek polimorfizm sergileyen ve literatiirde
yogunlukla incelenen kontrol bdlgesinin (D-loop) 531 bg¢ uzunlugundaki bir
kisminin DNA diziliminin ¢ikartilmasi ile mitokondriyal DNA dizi varyasyonun
ve 1rklara 6zgilin polimorfik bdlgelerin belirlenmesi, mitokondriyal DNA haplotip
ve haplogruplarmin belirlenmesi, anasal soylarin ortaya konmasi, irklarin evciltme
stireclerine katki yapacak bilgilerin ortaya konmasi ve gen bankas1 veri tabaninda
mtDNA dizilimleri yer almayan veya eksik olarak yer alan irklarin bilgilerinin

tamamlanmasi amaglanmigtir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Evciltme Siireci ve Bu Siirecte Verimli Hilal’in Onemi

Avci toplayicl toplumdan yerlesik hayata gegis siirecinin gergeklesmesi ¢ok eski
caglarda gerceklesmesinden dolayr evciltme siirecinde yasanilanlar hakkinda
bilgimiz oldukc¢a sinirh diizeydedir. Birgok arastirici bu dénemlere 151k tutabilmek
icin Neolitik Cag’da bu gecisin yasandig1 Bereketli Hilal (Fertile Crescent) olarak
isimlendirilen genis bolgede arastirmalar yapmis bu arastirmalar Zeder vd (2006)
tarafindan toparlanilarak literatiire sunulmustur. Heniiz evciltmenin nasil basladigi
ve neyin neden oldugu tam olarak bilinmemesine ragmen bundan yaklasik 12000
yil 6ncesinde korunma ve avlanmaya yardim amagli olarak atasi kurt olan kopegin
ilk eveciltildigi (Trut, 1999; Roots, 2007) iddia edilmektedir. Daha sonrasinda avci
toplayici toplum yerlesik hayata gegerek hayvansal ve bitkisel iiretime gegmistir
(Zeder vd., 2006; Zeder, 2008). Koyun ve Kegci ilk evcillestirilen giftlik
hayvanlardir. Bu evciltme bitkilerin kiiltiire almmasindan bile Onceye
dayanmaktadir (Zeder 2008). Yapilan kazilar sonucunda elde edilen bilgilere gore
sirastyla koyun-keci (11000 y1l 6nce), domuz (10500 yil 6nce) ve sigir (10000 yil
once) evciltilmistir (Zeder, 2008). Ilk evciltilen ¢iftlik hayvan tiirlerinin evciltme
tarihleri, cografi bolgeleri ve hemen sonrasindaki yayilimlari Sekil 2.1.°de

verilmistir.
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Sekil 2.1. 11k evciltilen ¢iftlik hayvam tiirlerinin evciltme tarih ve yerleri (Zeder, 2008)



Evciltilen koyun, ke¢i, domuz ve sigir gibi ¢iftlik hayvanlar ile birlikte kiiltiire
alman bugday, arpa ve bezelye gibi bitkiler avci-toplayici toplumlarin yerlesik
hayata gegmelerini, ilk ¢ift¢i ve yetistiricilerin dogmasini saglamistir. Son yillarda
bazi bilim insanlar1 yapilan arastirmalarla birlikte Batt Medeniyeti’nin temelinin
Yunan Medeniyeti’'ne dayandig: diisiincesinden uzaklagmaktadir. Stimerler ilk
sulama kanallarimi yapan, kanunlar koyan, kereste tas ve madenden yoksun
olmasina ragmen Bottero’ya (2003) gore tahil yetistiriciligi ve kiigiikbas hayvan
yetistiriciligi ile gelisen bir medeniyettir (Atar, 2017). Bu bdlgede yer alan
medeniyetlerden birisi de Hititlerdir. Evciltme ve bitkilerin kiiltiire alinmalarinin
sonucunda toplumlar, besin {iretebilir hale gelmelerinin ardindan Hitit
medeniyetinde artan niifuslarin1 besleyebilmek icin bu iirettikleri besinleri
depolayabilecekleri, biiyiik ve ¢ok odali duvarlari kille kaplanmig istii kalin
toprakla Ortiilmiis, tahil ambarlar1 yapilip depolayabildekleri ortaya c¢ikmistir
(Brandau ve Schickert, 2004; Child, 2006). Bu gelismelerin sonucunda insan
toplumlarinin niifusu artmis, cesitli alanlarda giiclenmis ve yeni yerleye yayilabilir
hale gelmislerdir (Child, 2006). Bu topluluklar Avrupa, Kuzey Afrika, Bati
Hindistan ve Merkez Asya’ya go¢ etmislerdir. Insanlar gocleri sirasinda evciltilen
hayvanlari, tarimin heniiz bilinmedigi Avrupa’ya, Yunanistan ve Italya
giizergahini izleyerek yanlarinda gotiirmiiglerdir. (Diamond, 2002).

Koyunun evciltme merkezinden batiya, Avrupa’ya dogru Akdeniz ve Tuna vadisi
iizerinden olmak tizere iki ana yolu takip ederek (Sekil 2.2.) ulastigi
savunulmaktadir (Zeder, 2008). Afrika kitasina gegisinin bundan 7100-7000 yil
once (Muigai ve Hanotte, 2013), Asya kitasina gegisinin ise bundan 4500-4000 y1l
once (Dodson vd., 2014) gerceklesmis olduguna inanilmaktadir. Bereketli Hilal
olarak isimlendirilmis bélgede yapilan kazilar sonucunda yabani koyunlara ait elde
edilen kemik boyutlar ile evcil koyunlara ait kemikler karsilastirildiginda aradaki
farklar evciltmenin kanitlarindan biri olarak sunulmaktadir (Zeder vd., 2006).

Evciltme ile hayvanlarin, saldirganliklari azalmig, daha erken eseysel olgunluga
ulagmas1 gergeklesmis, kapali alanlarda yasayabilir hale gelmis ve cesitli
morfolojik 6zellikler bakimindan degisikliklerin olustugu gézlemlenmistir (Trut
1999; Diamond, 2002).



Sekil 2.2. Koyunun Akdeniz {izerinden Avrupa’ya go¢ yolu (Zeder, 2008)

Ovis cinsi sistematigi, morfolojik Ozellikleri, kromozom sayilar1 ve cografik
dagilimi bakimindan karmagiktir. Gilinimiize kadar farkli siniflandirmalar ile
bircok yayin yapilmistir. Bazi aragtiricilar, sadece iki yabani forma dayali
smiflandirma yapan Tsalkin (1951)’i izlerken, kimi arastiricilar ise dort ile dokuz
farkl1 formdan yararlanarak yapilan siniflandirmalar1 (Lydekker, 1913; Nasonov,
1923; Hiendleder vd., 2002) izlemislerdir.

Yakin zamanlarda yapilan yayimlar daha ¢ok kromozom sayilarindaki farkliliklara
ve cografik dagilimlarina gore yapilmaktadir. Farkli kromozom sayilarma sahip
olan koyun popiilasyonlar1 kendi aralarinda ¢iftlesebilmekte ve bunun sonucunda
fertil yavrular meydana getirebilmektedirler (Vorontsov vd., 1972; Nadler vd.,
1971). Bu ozellikleri bakimindan koyunlar1 smiflandirmak oldukga giic hale
gelmektedir. Bu bahsi gegen bilgileri, Rezai vd. (2010) yaptiklar1 derlemede
Ozetlemislerdir (Cizelge 2.1).



Cizelge 2.1. Yabani koyunlara ait yapilan literatiirlerden derlenen &zet terminoloji
cizelgesi (Rezai vd., 2010)

Valdez, 1982;

Wilson ve Festa-
2n  Tsalkin, 1951 Haltle;g;) rth, Naf;gggd., Reeder, 1993; Bianchet,
Shacleton ve 2000
Lovari, 1997
O. canadensis/ o, o 0. dalli 0. dalli 0. dalli
Dall Koyunu 54 O. nivicola ' ’ ' ’
Kalin O. canadensis/
Boynuzlu T 0. ammon O. canadensis  O. canadensis O. canadensis
O. nivicola
Koyun 54
DlacanadenSig 0. ammon 0. nivicola 0. nivicola O. nivicola
Kar Koyunu 52 O. nivicola ' p ' ’
Argali 56 0. ammon 0. ammon 0. ammon 0. ammon 0. ammon
Asyatik 0. ammon 0. ammon O. orientalis O. orientalis O. orientalis
Muflon 54
Urial 58 O.ammon 0. ammon O. vignei O. orientalis 0. vignei
0. ammon 0. ammon O. mussimon 0. orf'entalix g or.iemalis
Avrupa Muflon 54 mussimon mussimon

Yabani koyunlarin dagilimlarina bakilacak olursa Asya’da, Asya ve Avrupa
Muflonu (O. orientalis, O. musimon), Urial koyunu (O. vigeni) ve Kar koyunu (O.
nivicola), Avrupa’da yine Asya ve Avrupa Muflon koyunu bulunurken, Amerika
ve Kanada bolgelerinde ise ince boynuzlu ve kalin boynuzlu koyun irklart (O.
dalli, O, canadensis) bulunmaktadir (Sekil 2.3.).

Yabani formlardan evcil koyunun (O. aries) atasi olabileceginden siiphelenilen
yabani formlar Urial, Argali ve Muflon koyunlar1 olabileceginin iizerinde ¢ok
uzun siire durulmustur. Fakat gliniimiizde, arkeolojik kazi bulgular1 yaninda
molekiiler genetik verilerinin de degerlendirilmesi evcil koyunlarin Muflonu’ndan
koken aldigin1  gdstermektedir. Razei vd (2010), mitokondri DNA’sinin
cytochrome b (CytB) bolgesi ile dort farkli niiklear lokus sekanslarindan (k-casein,
Interleukin 16, Kreatin Associated Protein 1.3 ve Interleukin 4) elde ettikleri
verileri arkeolojik veriler ile birlestirerek yaptiklar1 ¢alismada ise evcil koyunlarn
ilk atasinin Asyatik Muflon olabilecegi bildirilmistir.



o pasinen) ‘ Dall Koyunu (Dall Sheep)
Kar Koyunu (Snow Shex (O. dall)

Asya Muflonu (Asiatic Mouflon)
(O. orientalis)

Sekil 2.3. Yabani koyunlarin diinya genelinde dagilimlari (Tabarlet, 2008)
2.2. mtDNA’nmin Yapisi ve Koyun Tiiriine Ait Bilgiler

mtDNA, niiklear DNA’da oldugu kadar cesitli proteinlere sahip olmadigindan
etkili tamir mekanizmalar1 bulunmamakta (Bogenhagen, 1999) ve oksidatif
fosforilasyon (OXPHOS: Oxidative phosphorylation) sonrasi serbest kalan
radikallere direk maruz kalmasindan dolayi, ¢ekirdek i¢indeki DNA’ya goére 5-10
kat daha hizli bir mutasyon gostermektedir (Wang vd., 2007a). Her hiicrede bir
adet cekirdek yani niiklear DNA bulunmasina karsin, her hiicrede ¢ok sayida
mitokondri ve her mitokondride mitokondriyal DNA (mtDNA)’nin 2-10 kopyast
bulunmaktadir. Ayn1 zamanda mitokondriler iki koruyucu membrana sahiptirler.
Bu iki nedenden dolay1 c¢evresel etkenlere niiklear DNA’ya gore ¢ok daha
dayaniklidirlar. Bu ozellikler mtDNA’y1 niiklear DNA’nin elde edilemedigi
biyolojik materyalin kisitli oldugu, degrade oldugu (bozuldugu) veya uzun yillar
beklemis oldugu durumlarda olduk¢a yararli hale getirmektedir (Asicioglu vd.,
2014).

Memelilerde bulunan mtDNA maternal kalitlanarak ge¢gmektedir (Hutchison vd.,
1974, Hayashi vd., 1978, Giles vd., 1980; Wallace, 1992. mtDNA’ nin anasal

olarak kalitimla aktarilmasi ve crossing over mekanizmasi goriilmediginden,
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rekombinasyonun olmamasi, biriken varyasyonun diinyanin gesitli bolgelerine
yayilmis olsa dahi merkez anasal hatti takip etmeyi miimkiin kilmistir. Zamanla
meydana gelen bu birikim ve degisimler haplogrup olarak isimlendirilmislerdir
(Jobling ve Tyler-Smith, 2003; Torroni vd., 2006; Oner, 2010). Bu sebeplerden
dolayir mtDNA filogenetik analiz belirteci olarak molekiiler sistematikte
taksonomistlerin kullanmay1 en cok tercih ettigi belirteclerden biridir (Ozdemir,
2006).

Fakat, Mikrosatellit markirlar, RFLP ve SSCP tekniklerini kullanarak, koyunlar
iizerinde yapilan bir arastirmada mtDNA’nin babadan da aktarilabildigini
gostermistir (Zhao vd., 2001, 2004). Bunun yaninda;

Mitokondrilerin diger organellerden en biiyiik farki, enerji tiretimi igin gerekli olan
13 ETS (Elektron Tasima Sistemi) zincir proteinlerini, 2 adet rRNA ve 22 adet
tRNA olmak tizere toplam 37 geni kodlayan halkasal bir DNA’ya sahip
olmalaridir (Sekil 2.4). Bu yap1 uzunluk olarak (toplam niikleotid sayis1)
insanlarda 16569 bg¢ (Anderson vd., 1981), sigirlarda 16338 bg (Anderson vd.,
1982), koyunlarda 16616 bg (Cizelge 2.2.) (Hiendleder vd., 1998a), Leghorn 1rki
yumurtact tavuklarda 16775 b¢ (Desjardins ve Morais, 1990), tek horgiicli
develerde (C. Dromedarius) 16643 bg, cift horgicli develerde (C. Bactrianus
Ferus) 16680 bg (Cui vd., 2007) ve kecilerde 16640 bg (Pietro vd., 2003) olarak
bildirilmistir.

Meadows vd. (2005) koyun mtDNA’s1 iizerinde CyzB, kontrol bolgesi (CR:
Control Region) ve RNA bolgeleri olmak tizere farkli bolgelerde dizilimler
iizerinde yaptigi c¢aligmada, en yiiksek niikleotid cesitliligi ve tek niikleotid
degisiminin (SNP) kontrol bolgesinde oldugunu bildirmiglerdir. Bu bolge tiirler
arasinda da oldukga yiiksek bir cesitlilik gostermektedir. Gen takibi, evrim,
genetik kayma, hibridizasyon ve cografik bolgelerdeki dagilim gibi konularin
aydmlatilmasinda oldukga yaygin kullanilmaktadir (Bruford vd., 2003).
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Cizelge 2.2. 16616 bg'lik koyun mtDNA'sinin gen kodlayan boélgeleri ve kontrol bolgesi

Bolge Baslangic Bitis b¢ Baslangic Bitis 3' spacer
Kodonu Kodonu

tRNA-Phe 1 68 68

12S rRNA 69 1026 958

tRNA-Val 1027 1093 67

16S rRNA 1094 2667 1574

tRNA-Leu (UUR) 2668 2742 75 AA

NADHI 2745 3700 956 ATG TAa

tRNA-Tle 3701 3769 69

tRNA-Gln (L) 3767 3838 72 AT

tRNA-Met 3841 3909 69

NADH2 3910 4951 1042 ATA Taa

tRNA-Trp 4952 5018 67 A

tRNA-Ala (L) 5020 5088 69 A

tRNA-Asn (L) 5090 5162 73

Origin of L-strand repl. 5163 5194 32

tRNA-Cys (L) 5195 5262 68

tRNA-Tyr (L) 5263 5330 68 C

CoI1 5332 6876 1545 ATG TAA

tRNA-Ser (UCN) (L) 6874 6944 71 TAAAC

tRNA-Asp 6950 7017 68 T

COoIl 7019 7702 684 ATG TAA AAT

tRNA-Lys 7706 7773 68 T

ATPase8 7775 7975 201 ATG TAA

ATPase6 7936 8615 680 ATG TAa

cot 8616 9399 784 ATG Taa

tRNA-Gly 9400 9468 69

NADH3 9469 9815 347 ATA TAa

tRNA-Arg 9816 9884 69

NADH4L 9885 10181 297 ATG TAA

NADH4 10175 11552 1378 ATG Taa

tRNA-His 11553 11621 69

tRNA-Ser (AGY) 11622 11681 60 A

tRNA-Leu (CUN) 11683 11753 71

NADHS5 11754 13574 1821 ATA TAA

NADHG6 (L) 13558 14085 528 ATG TAA

tRNA-Glu (L) 14086 14154 69 ACTA

Cytb 14159 15298 1140 ATG AGA CAA

tRNA-Thr 15302 15371 70

tRNA-Pro (L) 15371 15436 66

KONTROL BOLGESI 15437 16616 1180

Yapilan ¢aligsmalarda herhangi bir proteine karsilik gelmeyen bir bolge kesfedilmis
ve bu bolgeye degisim diigiimii (displacement loop/D-loop) denilmistir. mtDNA
iizerinde bulunan kontrol bolgesi, herhangi bir protein kodlamayan DNA bolgesi
olmakla birlikte, ¢aligsmalarda bu kadar yogun kullanimina olanak taniyan 6zelligi
en fazla polimorfizm gosteren bolge olmasidir (Stoneking vd., 1991). D-loop
bolgesi ile kontrol bolgesi zaman zaman literatiirde es anlamli bir sekilde
kullanilmasina ragmen (Aquadro ve Greenberg, 1983) daha derinlemesine
bakildiginda promotorlar ve siirekli eksen orjini, D-loop bélgesinin 5’ ucuna yakin
bir yerde bulunduklarindan bu bolgenin tamamina diizenleme bolgesi ya da
kontrol bdlgesi denilmistir (Shadel ve Clayton, 1997; Michikawa vd., 1999). Ozel
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olarak D-loop boélgesi hafif zincir promotorlarini, transkripsiyonu diizenleyen
elementleri, mitokondriyal transkripsiyon faktorlerinin baglanma noktalarini ve
TAS (termination associated sequence) bolgelerini igermektedir (Asicioglu vd.,
2014). Herhangi bir protein kodlamasa da bu bolge mitokondri icin DNA’smin
kendini eslemeye bagladigi bolge oldugundan 6nemi biiyiiktiir.

Ovis aries

mitochondrial genome

16,617 bp

(0 complex | (NADH dehydrogenase) (1] complex IV (cylochrome c oxidase) l] ATP syrihase [l other genes [l ransier RNAS [l ibosomal RNAS

Sekil 2.4. Koyunlara ait mtDNA’nin yapisi (Fan vd., 2016)
2.3. Koyunlarda mtDNA’ya Dayah Yapilan Arastirmalar

mtDNA ile ilgili yapilan caligmalar biitin mtDNA dizilimi boyunca birkag
restriksiyon enzimi kullanarak varyasyonun belirlenebileceginin anlagilmasi ile
baslamistir (Brown, 1980).

Hiendleder vd. (1991) koyunlarda mtDNA {iizerinde Brown (1980)’1n ¢aligmasina
benzer restriksiyon enzimleri ile Avrupa muflon koyunu ile evcil koyunlar
arsindaki farkhiliklart belirlemeye calismiglardir. Kullandiklart 11 enzim ile
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tammlayic1 28 farkli fragman deseni kesfetmislerdir. iki EcoRI kesimi sonucunda
iki evcil koyun ve bir Avrupa muflonu koyunundan elde edilen fragmanlar
klonlayip dizilimlerini elde etmislerdir. Analiz sonucunda Avrupa muflon koyunu
ile evcil koyunlarin, aralarinda dizilim bakimindan daha fazla farklilik olacagim
beklerlerken, sonucun bunun tersi oldugunu belirtmislerdir.

Zardoya vd. (1995) koyunlara ait D-loop bdlgesinin ayrintili dizilimini elde edip
yayinlamiglardir. Yapilan calismada koyuna ait olan D-loop bolgesinin diger
omurgalilar siifina ait olan dizilimle yapisal farkliliklarini ortaya koymuslardir.
Geligsmis omurgalilarda oldugu gibi korunmus sekans bolgelerinden (CSB,
conserved sequence block) 1. bolge ortak bir sekilde bulunurken, 2. ve 3.
bolgelerin bulunmadigini 2. boélgenin yerinde 22 bg’lik bir tRNA bolgesi

bulundugunu bildirmislerdir.

Wood ve Phua (1996) 50 bas koyun 6rneginde d-loop bdlgesinin dizilimi tizerinde
calismiglardir. Bu dizi sonuglarim1 karsilastirdiklarinda iki ana haplotip’in
varligindan s6z etmiglerdir. Bu dizi iizerinde farkli tekrar sayilarinda 75 bg’lik
tandem bolgelerin oldugunu vurgulamiglar, 1181 bg’lik bolge iizerinde 39
polimorfik bdlgenin ve bir delesyonun varligini ortaya koymuslardir.

Koyuna ait mtDNA genomu Hiendleder vd. (1998a) tarafindan 16616 bg olarak
dizilenmis ve 13 protein kodlayan mRNA (mesajct RNA), 12S rRNA ve 16S
rRNA olmak {izere iki ribozomol RNA, 22 adet tRNA (tasiyict RNA) bolgesi ve
kendini kopyaladigt bdlge olan kontrol bolgesinden (D-loop) olustugu
bildirilmistir.

Hiendleder vd. (1998b) D-loop bolgesi lizerinde yabani ve evcil koyunlar
arasindaki iliskiyi belirlemek i¢in bes Avrupa, bir Afrika, dort Asya irki ve yabani
koyunlarda Muflon, Urail ve Argali olmak iizere toplam 243 bas koyunda, PCR-
RFLP yonteminden faydalanmiglardir. Caligma sonucunda kullandiklari 14
restriksiyon enziminden tanimlayict 13’iiniin kesimi sonucunda 61 farkli parca
desenini degerlendirmisler ve bunlarin ayirict 20 farkli haplotip olusturduklarim
belirtmislerdir. Bu olusan haplotiplerin {igli Muflon koyununa, ikisi Argali
koyununa, biri Urial koyuna ait ¢ikarken evcil koyunlarda 14 farkli haplotip
belirlemiglerdir. Ayrica evcil koyunlar arasinda dizi farkliligimi %0.492, iki Argali
alt tiirlerinin dizi farkliliklarim %0.865, evcil koyunun Urial, Argali ve Muflon
koyunlar1 arasindaki dizi farkliliklarini sirast ile %2.724, %2.115 ve %0.465
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olarak tespit etmislerdir. Evcil koyunlarin Wood ve Phua (1996) gibi major
haplotip A ve haplotip B olmak iizere iki farkli soydan geldiklerini bildirmislerdir.

Hiendleder vd. (2002), Tiirkiye’den orneklerin de i¢inde bulundugu, 15 farkh
bolgeden Orneklemenin yapildigi ¢aligmada, 8 farkli yabani koyun ile evcil
koyunlar1 karsilagtirarak yabani koyunlarin taksonomisi ve evcil koyunlarin
orjinini arastirmiglardir. Caligma sonunda evcil hayvanlar arasinda tanimlanan A
ve B ana haplotiplerinin glinlimiizden yaklasik 1.54 milyon veya daha fazla yil
once ayrimlandiklarini hesaplamislardir. B haplogrubu i¢inde yer alan Avrupa
Muflon koyunun evcil koyunlarin atasi olabilecegi fakat arastirmada kullanilan
diger yabani koyunlarm farkli kiimelerde c¢ikmasindan dolay1 atasal olarak
degerlendirilemeyeceklerini ileri siirmiislerdir. O. canadensis yabani koyunun
calismada kullanilan diger koyunlardan 5.63 milyon yil 6nce ayrimlanmasi ile en
uzak yabani koyun olarak belirlenmistir.

Wu vd. (2003) Cin’den dort farkl ve Ozbekistan’dan iki farkli bolgesinden Argali
koyunlarin1 6rneklemislerdir.  Asya bolgesine ait drnekler ile daha Onceden
Hiendleder vd. (1998b) bildirdigi A ve B haplotipine ait dizilimleri
karsilastirmiglardir. Bu karsilastirma sonucunda evcil koyunlara ait dizilimler ile
olusturulan agacta en uzak mesafede Argali koyunu belirlendiginden bu ¢aligmada
daha oOnceki caligmalarla paralel sonuglar elde etmislerdir. Evcil koyunlarin

Argali’den koken almadigini ortaya koymuslardir.

Meadows vd. (2005) 121 bas koyunda toplam 2027 bg’lik bolge lizerinde dizi
farkliliklarina bakmiglardir. CytB (957 bg), kontrol bolgesi (525 bg) 12S RNA
(535 bg) bolgeleri iizerinde toplam 47 polimorfik site ve bir delesyon ile toplam 57
haplotip belirlemislerdir. Popiilasyonun A ve B iki ana haplotipe karsilik geldigi
ve A haplotipine Asya koyunlar1 B haplotipine de Avrupa koyunlariin girdigini
ve kitalar aras1 dizi farkliliginin %2.7 diizeyinde oldugunu bildirmislerdir.

Ik defa 2005 yilinda yapilan calismalarda C olarak belirlenen bir {igiincii
haplotipin varligindan bahsedilmistir (Guo vd., 2005; Luo vd., 2005; Pedrosa vd.,
2005). Guo vd. (2005) Cin’e ait alt1 yerli koyun wrkindan drnekledikleri 231 bag
koyun ve karsilastirma i¢in Cin’de yetistirilmis iki Avrupa irkindan 6rnekledikleri
50 bas koyun iizerinde ¢alismiglardir. Gergeklestirdikleri ¢alismada ND2 ve ND4
bolgelerindeki polimorfizmlerden kaynakli farkliliklar PCR-SSCP teknigi ile
belirlenmistir. Ozellikle ND2 bélgesinde olusan iki mutasyona rastlanilmis ve
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dizilimleri ¢ikarilip daha 6nce belirlenen A ve B haplotipleri ile karsilastirildiginda
farkli bir haplotipe rastlandigi belirlenmis ve literatiire C haplotipi olarak

eklenmistir.

Luo vd. (2005) yaptiklan ¢alismada, dokuz Cin ve 11 Mogolistan yerli koyun
irklarinda olmak iizere toplam 314 bas koyunda D-loop diziliminde genetik
cesitliligi arastirmiglardir. Toplamda 217 farkli haplotip belirlenen c¢alismada iic
ana maternal kdkenden geldiklerini, niikleotid kompozisyonu bakimindan Cin ve
Mogolistan 1rklarina birlikte bakildiginda bu irklar arasinda ¢ok biiyiik bir fark
bulunmadigini, fakat Mogolistan koyunlarinda genetik cesitliligin daha fazla
oldugunu bildirmislerdir. Maternal soylarin bulunma frekanslar1 en fazla A
haplotipi %58.73 ile belirlenirken, B haplotipi %24.68 ve C haplotipi %16.59
olarak belirlenmistir. Belirledikleri 217 haplotipe ek olarak gen bankasindan elde
ettikleri 91 dizilime ait 87 haplotipin de dahil edilerek yapilan network analizi
sonucunda dort farkli belirgin soy elde ettiklerini, maternal orjin olarak Argali

koyununun herhangi bir katkisinin bulunmadigini vurgulamislardir.

Pedrosa vd. (2005) Tiirkiye’den bes irkin yer aldigi calismada 79 bas koyunun D-
loop ve CytB bolgelerinde dizilim farkliliklarina bakmuglardir. D-loop bolgesi
bakimindan 69 polimorfik bolge ile 71 haplotip, CytB gen bolgesi bakimindan ise
45 polimorfik bolge ile 36 haplotip belirlenmistir. Filogeni iliskilerini
belirleyebilmek adina gen bankasindan onceki ¢caligmalardan elde edilen dizilimler
ile kargilagtirmislar, olusan filogeni agaclarinda ana haplotip gruplari bakimindan
her birine rastladiklarini bildirmislerdir. CyzB geninden alinan veriler ile ana
haplotiplerin birbirlerinden ayrimlandigi zaman araliklarini belirleyerek, A ile B
haplotipi arasinda 160000 — 170000 yil, B ile C arasinda 550000 — 750000 y1l, A
ile C arasinda 450000 — 600000 yil dnce ayrimlanma olustugunu bildirmislerdir.
Bu calismada molekiiler saat bakimindan zaman belirlemek icin ¢ok degiskenli
bolgeler yerine CytB bolgesinin kullanilmasinin daha dogru sonuglar verecegi
ozellikle vurgulanmstir.

Chen vd. (2006) 13 farkli bolgede yetistirilen toplam 19 irktan 6rnekledikleri 449
bas Cin yerli koyununda, bu ¢alismayla ortak bolge olan, kontrol bolgesi iizerinde
531 bg lik bir fragmanin dizilimini incelemislerdir. Dizilimlerin karsilastirilmalari
sonucunda; 449 bg’ lik dizilimde, 87 adet subtitisyon bolgesi ve 4 adet
insersiyon/delesyon (indel) bolgesi sonucunda 91 polimorfik bolgeye, ve bu
poliorfik bolgelerin kombinasyonlarindan olusan 170 haplotipe ve {i¢ ana maternal
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haplotipe (A, B ve C) rastladiklarini bildirmislerdir. Bu 170 haplotipin A, B ve C
ana haplogruplarinin i¢ine dagilimlar1 swras1 ile 91, 48 ve 31 olarak
belirlemislerdir.

Xiang-Long vd. (2006) toplam 77 bas koyunda, D-loop bdlgesi lizerinde 1055
b¢’lik bir bolgenin tekrar dizileri iizerinde 309 bg¢’ lik bir fragmaninda bireyler
arasi farkliliklara bakmiglardir. 75 bg’lik tandem tekrar dizinin toplamda en fazla 5
kere tekrar ettigini ve bireyler arasinda bu farkliliklardan dolayr olusan
heteroplazmiyi bildirmislerdir. Ayrica dizilimlerin karsilagtirmalar1 sonucunda 28
polimorfik bolgeden kaynakli 63 farkli haplotipe ulasmiglardir. Dizilimler
sonucunda olusturulan filogenetik agaca gore Cin yerli irklari, Mongolya, Tibet ve
Ujimugqin koyunlar1, Kazakistan ve Altay koyunlar1 ve kiiltiir irklarinin dort farkl
ana grupta yer aldiklar1 belirtilmistir.

Tapio vd. (2006) Avrupa, Kafkasya ve Orta Asya bolgelerinde 48 farkl irktan 406
bas koyunda D-loop bolgesi iizerinde c¢alisma gerceklestirmislerdir. 124
polimorfik bdlgenin varlig1 ile toplamda 210 farkli haplotipe ulagilmistir. Bu
calismada daha 6nceden tanimlanan A, B ve C haplotip gruplarinin yaninda, split
dekompozisyon analizi ile desteklenerek, Kuzey Kaftkasya’dan orneklenen bir
Karachai koyunu ile D haplotipi literatiire girig yapmustir.

Wang vd. (2006) Cin’de 9 farkli irktan 6rneklenen 21 bas koyunun, CytB gen
bolgesinin dizilimi elde edilmistir. Dizilimlerin sonucunda 40 transisyon ve 3
transversiyon sonucunda 43 polimorfik boélge elde edilmis, filogeni analizi
sonucunda A, B ve C olmak ilizere 6rneklenen koyunlarin {i¢ ana haplotip grubu

altinda kiimelendikleri bildirilmistir.

Pereira vd. (2006) Iber Yarimadasindan 6rnekledikleri 7 Portekiz yerli irklarina ait
161 bas hayvanda mtDNA kontrol bolgesinde calismiglardir. Portekiz koyun
irklarinda toplam 161 bireyden, 195 polimorfik site varlig: ile 134 farkli haplotip
belirlemislerdir. Tki koyun disinda geri kalan biitiin koyunlarm 75 bg’lik tandem
tekrar dizileri bakimindan dort kopyaya sahip olduklarini sadece bu iki koyunun
iic kopyaya sahip olduklarin1 bulmuslardir. Belirlenen haplotiplerin A, B ve C
olmak iizere ti¢ ana haplotip grubu altinda smiflandiklarini en yogun olarak
HPGB’nin bulundugunu bildirmislerdir. Haplogruplarin irklarda bulunma
oranlarini, en baskin olan Avrupa orjinli koyunlarin i¢inde bulundugu Haplogrup
B (HPGB) icin %93 bulurlarken, Haplogrup A (HPGA) i¢in %4.3 (yedi bas
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koyun), Haplogrup C (HPGC) i¢in %1.9 (3 bas koyun) olarak belirlemislerdir.

Meadows vd. (2007) evciltme merkezi iizerinde olan Yakin Dogu’dan
(Tiirkiye’den sekiz 1rk — Israil’den bir 1rk) toplam 197 bas koyunda kontrol bolgesi
ve CytB bolgeleri bakimindan genetik c¢esitliligi incelemislerdir. 116 polimorfik
bolge ile 85 farkli haplotipe ulasilmistir. Hayvanlarinin cogunun HPGA, HPGB ve
HPGC haplogruplarinda bulundugunu, daha 6nce yapilan ¢alisma gibi HPGD
haplogrubunda az sayida hayvanin (Morkaraman irkindan 2 koyun) bulundugunu
bildirmislerdir. Yapilan filogenetik agacinin sonunda, tuj irk1 4 koyunun A ile C
haplogrubunun baglandigi yerde fakat ayr1 bir kiimede yer aldigini farketmelerinin
iizerine yapilan istatistiksel analizlerin sonucunda literatiire besinci haplogrup olan
HPGE eklenmistir.

Wang vd. (2007b) 10 farkli Cin yerli koyun irkindan 6rneklenen 83 bas koyun ve
2 bas kegi lizerinde tekrar dizilerinden dolay1 1103 bg ve 1225 bg’ lik varyasyonla
elde ettikleri D-loop bolgesindeki farkliliklar sonucunda 78 farkli haplotipe
ulagsmuslardir. Bu haplotiplerin {i¢ ana haplotip grubu altinda birlestigini baskin
olarak A ve B haplotip gruplarinin oldugunu bildirmislerdir. Ug ila bes defa
tekrarlanan 75 bg’ lik tandem tekrarlarindan dolay1 olusan varyasyonda en fazla
118 bg’ lik dizilerin bulundugunu bildirmislerdir.

Pardeshi vd. (2007) ii¢ Hindistan koyun irkindan 73 hayvanda mtDNA kontrol
bolgesininde iginde bulundugu 1246 bg’lik bolge ile genetik ¢esitlilige
bakmiglardir. Yapilan analiz sonucunda 73 dizide 48 polimorfik bolge ile ulagilan
52 farkli haplotipin A ve B ana haplotip gruplarinda kiimelendigini

belirlemislerdir.

Cinkulov vd. (2008) 178 bas Balkan koyunlar: iizerinde yapilan ¢aligmada yedi
irktan olusan popiilasyondaki genetik cesitliligi belirlemek i¢in mikrosatelit ve
mtDNA genetik belirteclerinden faydalanmislardir. 64 hayvanin dizilim analizi
sonucunda 60 farkli haplotipe ulasilmis ve koyunlarin iki ana maternal A ve B
grubunda kiimelendikleri belirtilmistir.

Zhao vd. (2011) ti¢ yagl kuyruklu Cin yerli koyununda yaptiklar arastirmada 55
bas koyun 6rneklemislerdir. Dizilimlerin analizleri sonucunda 39 farkli haplotipe
ulagilmig, biitlin koyunlarm ¢ ana haplogrup altinda kiimelendigini Asya
koyunlarini temsil eden A haplogrubunun baskin oldugunu bildirilmislerdir.
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Zhao vd. (2013) Cin yerli irklarinda genetik ¢esitliligi daha iyi anlamak i¢in
onceden yapilmis ayni bolgeyi paylasan (D-loop) gen bankasina kaydedilmis
dizilimleri bir arada incelemislerdir. Yedi farkli cografik bolgeden 16 yerli koyun
irkinda daha oOnce yapilan g¢aligmalarda kullanilan 963 bas hayvandan, gen
bankasina 373 adet dizilim kayit edilmistir. Ulasilan dizilimlerde D-loop bolgesi
iizerinde gergeklestirilen analizde 134 polimorfik bolge ile 298 haplotipe
ulagmislardir. Orneklenen populasyonu ii¢ ana haplogrup altinda kiimelemislerdir.

Oner vd. (2013) Tiirkiye’den 6rnekledikleri dokuz yerli koyun irkinda 135 bas
hayvanda c¢alismislardir. Kontrol bolgesi {izerinde 531 bg’lik bir bolgeyi
¢ogaltarak yapilan g¢aligmada dizilim analizlerinin sonucunda, 53 polimorfik
bolgenin olusturdugu 63 farkli haplotipe rastlanilmistir. Calisilan koyunlardan 7
tanesi herhangi bir gruba dahil olmazken, geri kalanlar HPGA, HPGB ve HPGC
olmak {izere li¢ ana kiimeye ayrilmig ayrica bir bas Akkaraman koyunu da
HPGE’de bulunmustur.

Piljug, (2016) Bosna Hersek Paramenka yerli koyunundan 31 bas drneklemistir.
72 polimorfik bolge belirlenen ¢aligmada 12 farkli haplotipe ulasilmis ve
koyunlarin tamami A haplogrubunda gézlemlenmistir.

Yeni Zelanda’dan 6rneklenen koyunlar tizerinde Wood ve Phua (1996) ¢alismiglar
ve koyunlarin iki ana grupta kiimelendigini belirtmiglerdir. Hiendleder vd (1998)
calismasinda bu iki ana grubu tanimlamis A haplotip grubunun Asya koyunlarina,
B haplotipinin Avrupa koyunlarmna ait oldugunu ortaya koymustur. Cin ve
Tiirkiye’den orneklemelerin de dahil edildigi 2005 yilinda yeni bir haplotip grubu
oldugu kesfedilmis ve buna C haplotipi denilmistir (Guo vd., 2005; Pedrosa vd.,
2005). 2006 yilinda Kafkasya’dan 6rneklenen bir bag Karachai koyunu sayesinde
yeni bir haplogrup tanimlanmig ve siradaki harf olan D ile isimlendirilmistir
(Tapio vd., 2006). Evciltme orjinine yaklasilarak 6rnek sayilarmin arttirilmasi
iizerine 2007 yiliinda A ile C haplogruplari arasinda yeni bir kiimelenme
kesfedilmis ve bdylelikle literatiire E haplogrubu da tanimlanmustir. Evciltme
merkezine yakin yapilmis ¢alismalarda daha fazla haplogrup tespit edilmistir. Gen
havuzunun en yogun oldugu yerde yapilan calismalarda cesitliligin daha fazla
tespit edilmesi, Meadows vd. (2007)’un insanlarin yeni yerlesim yerlerine
giderken yanlarinda gotiirdiikleri hayvanlar populasyonun sadece bir kismim
temsil ettigi i¢in artan cografi uzaklikla genetik cesitliligin azalmasi veya
kaybolmasi olasidir hipotezini de dogrulamaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin materyalini Tirkiye’de yetistiriciligi yapilan Cizelge 3.1.’de yer alan
15 farkli koyun irkindan 6rneklenen toplam 296 bas koyun olusturmustur.

Cizelge 3.1. Caligmada Kullanilan koyun 1rklari, 6rnek sayilari ve 6rneklenme yerleri

Irk Irkkodu N Siirii Sayis1
Esme Koyunu UEK 20 3
Gokgeada GA 18 2
Cine Capar1 CC 20 3
Karya KRY 25 3
Daglic DGL 18 4
Giliney Karaman GK 21 1
Kangal Akkaraman AKK 18 7
Ivesi AW 20 1
Ramlig RML 25 1
Sakiz SKZ 20 1
Kivircik KIV 22 3
Karacabey Merinosu BKM 18 1
Morkaraman MK 19 5
Karakas KK 14 4
Norduz NRD 18 4

Calismada kullanilan hayvan materyaline ait tanitici bilgiler, gorseller ve

orneklemeye ait bilgiler devaminda 1rk bazli olarak 6zetlenmistir:

Kangal Akkaraman: i¢ Anadolu bélgesinde Sivas ve cevre illerde yetistiriciligi
yapilan Kangal Akkaraman koyun 1rki, iri yapil et ve siit verim yonlii kombine bir
irktir. Koyunlarin bazilarinda 14 kaburga bulunmaktadir. Yagl kuyruklu bir wrktir
ve kuyrugunda S formu sekillenmistir. Kurak iklime dayanan farkli gevre
kosullarina adaptasyonu yiiksek olan hayvanlardir. Yazlar kurak ve sicak kislan
soguk ve karli bozkir ikliminde arazinin engebeli olmadig: bitki ortiisii zayif genis
meralarda yetistirilirler. Caligmaya ait Kangal Akkaraman 1rki koyunlarindan kan

ornekleri Sivas ilinde bulunan yedi farkli siiriide bulunan hayvanlardan alinmstir.
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Sekil 3.1 Kangal Akkarman koyun irkina ait disi ve erkek hayvan gorseli (TAGEM, 2009)

Morkaraman: Dogu Anadolu bolgesinde yayilim gosteren Morkaraman irki
saglam ve iri yapili, et verim oncelikli kombine bir koyun wrkidir. Yagh kuyruklu,
soguga kars1 dayanikli, yasama giicii yiiksek, kotii ¢evre kosullarma karsi
adaptasyon yetenekleri Akkaraman 1rkinda oldugu gibi yiiksektir. Siirli ve analik i¢
giidiisli iyi, sevk ve idaresi kolay bir koyun wkidir. Calisma materyali olarak
Morkaraman 1rkina ait kanlar Agr ilinde ve Van ili Ercis ilgesinde bulunan 5

farkl: stirtideki hayvanlardan elde edilmistir.

Sekil 3.2. Morkaraman koyun irkina ait disi ve erkek hayvan gorseli (TAGEM, 2009)

Daghe: i¢ Bati Anadolu Bélgesi ve civarinda yetistiriciligi yapilan Daglig rkina
ait kan Ornekleri Afyon ilinin Bolvadin ilgesinde bulunan 4 farkli siiriideki
hayvanlardan alimmistir. Kiiclik viicut yapisi bulunan bu ik et ve siit olarak
kombine verim yonlii yetistirilmektedir. Elverissiz beslenme kosullarinda yasama

giicii ve adaptasyon yetenegi yiiksektir.
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Sekil 3.3. Dagli¢ koyun irkina ait disi ve erkek hayvan gorseli (TAGEM, 2009)

Ivesi: Tiirkiye’de Giineydogu Anadolu Bélgesinde ayni zamanda Suriye, Liibnan,
Irak, Israil, Urdiin’de de yetistiriciligi yapilan Ivesi ki arap koyunu olarak
bilinmektedir. Diinya literatiiriinde Awassi olarak tanman Ivesi siit &ncelikli
kombine verim yonlii yetistirilen bir rk olarak gbze ¢arpmaktadir. Kurak ve sicak
iklim hayvani olarak bilinen Ivesi 1rki, 40-45 °C olan ¢6l sartlarinda dahi biiyiik
stiriiler halinde yetistirilebilen adaptasyon yetenekleri yiiksek bir irktir. Calismada
bulunan ivesi irkina ait kan érnekleri Kilis ilindeki bir yetistiricinin siiriisiinden

temin edilmistir.

Sekil 3.4. Ivesi koyun 1rkina ait disi ve erkek hayvan gorseli (TAGEM, 2009)

Cine Capari: Gegmiste Denizli, Mugla ve Usak illerinin Aydin’a sinir bazi
bolgelerinde yetistiriciligi yapilan Cine Capart koyun ki, gliniimiizde Aydin
ilinde biri kamuya ait Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Arastirma
ve Uygulama Ciftligi’nde ve bir adet de Cine ilgesinde yetistirici siirlisii olmak
iizere toplam sadece iki siirii halinde yagamin siirdiirmektedir. Yok olma tehlikesi
altinda olan 1rkin, Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Bolimii

tarafindan yapilan saha ¢aligmalarinda, sadece 3 saf siiriiniin kaldig1, geri kalan
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stiriilerin bolgede 6nem verilen dol verimini gelistirmek i¢cin Sakiz ve Kivircik
koglarla sistemsizce melezleyerek doniistiiriildiigii tespit edilmistir. 1996 yilinda
Adnan Menderes Universitesi catisi altinda tespit edilen saf hayvanlardan bir siirii
kurulmus ve daha sonrasinda koruma c¢alismalarin1 kurumsallastirmak i¢in Adnan
Menderes Universitesi Cine Capar1 Koruma Programi (ADU-CCKP) isimli
stratejik program devreye sokulmustur. Bu program kapsaminda az sayida olan bu
koyunlarda siiriilerde olusacak homozigotlagmanin 6niine gegmek icin, bireyler
aras1 akrabalik iligkilerine dayali etkin ¢iftlestirme planlar1 devreye sokulmus,
stiriiler arasinda kog transferleri yapilmistir. 2005 yilindan itibarende basta
belirlenen Cine’de Erdogan Aktiirk ve Kogarli’da Mustafa Vural’a ait siiriilerin
yetstirici motivasyonunu gii¢clendirmek adina Tarim Bakanligi’nin tesvik programi
kapsamma aldirilmistir. Diinya tizerinde c¢ok az sayida kalan Cine Capari
koyunlar1 2008 yilinda yerli gen kaynagi olarak tescil edilmis giiniimiizde hala
daha elde mevcut olan hayvanlar Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan
Hayvan Genetik Kaynaklar1 Koruma Programi altina alinmistir. Siirli idaresi kolay
olan sakin mizacli kanaatkar hayvanlardan olusan bu irk, et ve siit olmak iizere
kombine verim yonlii yetistirilmektedir. Calismaya ait Cine Capar1 kan 6rnekleri
Aydin Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Arastirma ve Uygulama

ciftliginde yetistirilen hayvanlar ve iki yetistiriciye ait siiriiden elde edilmistir.

Sekil 3.5. Cine Capar1 koyun 1rkina ait disi ve erkek hayvan gorseli (TAGEM, 2009)

Giiney Karaman: Antalya Mersin, Hatay ve Gaziantep illerinde, Giiney Karaman
k1 et ve siit, kombine verim yonlil bir irk olarak yetistirilmektedir. Daglic gibi
kiiclik yapilidir. Sicak ve kurak iklime ve uzun yol yiiriiyiislerine dayanikli bu 1k,
Kis aylarinda Toros daglarmi asip ilkbahar aylarinda 2000-2500m ytikseklikteki
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yaylara go¢ ettirilip buralarda otlatilirlar. Calismada bu irka ait kan 6rnekleri,
Bahri Dagdas Uluslararasi Tarimsal Arastirma Enstitiisii’'nde bulunan siiriiden elde

edilmistir.

Sekil 3.6. Giliney Karaman koyun 1rkina ait disi ve erkek hayvan gorseli (TAGEM, 2009)

Norduz: Van ili Norduz bolgesinde et verimi 6ncelikli olarak yetistirilen bu irkta
gdze carpan en ilging 6zellik koyunlarin biiyilik bir ¢ogunlugu kulaksiz olmasidir.
Yapag: rengi beyaz, gri, kiil, beyaz-gri ve beyaz kahve renklerinde goriilmektedir.
Sakin mizagli, analik icgilidiisii gelismis sevk ve idare kolaylig1 olan bir irktir.
Norduz bolgesinde alcak ve yiiksek otlaklarda yetistirilmektedir. Calismanin
materyali Norduz bdlgesinde yetistirilen dort yetistiriciye ait siiriilerdeki

hayvanlardan elde edilen kanlardan olusmaktadir.

Sekil 3.7. Norduz koyun 1rkina ait disi ve erkek hayvan gorseli (TAGEM, 2009)

Sakiz: Cesme, Izmir, Aydin, Marmara ve Ege sahillerinde yetistiriciligi yapilan
Sakiz 1rki siit ve dol verimi oldukca yiiksek bir wktir. Ortalama 180-200 kg siit
verimi olan 1k iyi bakim kosullar1 altinda 500 kg kadar c¢ikmaktadir. Siirii

icgiidiisti zay1f olan Sakiz irki1 genelde aile isletmelerinde 3-5 bas siiriiler halinde
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yetistirilmektedir. Calismanin kaynagimi olusturan kan Ornekleri Balikesir ili,
Bandirma ilgesinde bulunan Koyunculuk Aragtirma Enstitiisiinde yalitilmus,

koruma siiriisii olarak yetistirilen siiriiden elde edilmistir.

Sekil 3.8. Sakiz koyun irkina ait disi ve erkek hayvan gorseli (TAGEM, 2009)

Kivircik: Trakya, Marmara ve Kuzey Ege Bolgesine yetistiriciligi yayilan
Kivircik ki koyunlar et, siit ve yapagi olmak ilizere kombine verim yonliidiir. Et¢i
ve Siit¢ll iki tipi bulunmaktadir. Adaptasyon yetenegi ve siirli i¢glidiisii yiiksektir.
Bu 1rkta et yagimin kas ve lifler arasina dagilmis olmasi etin yumusaklik ve lezzeti
yolinlinden 6n plana ¢ikmasinm saglamaktadir. Calismada kullanilan Kivircik irkina
ait kan ornekleri Bandirma Koyunculuk Arastirma Enstitiisii’nde bulunan siirtiden
9 bas, Aydin ilinde bulunan iki farkl siiriiden 11 ve 2 bas olmak iizere toplam 13

bas hayvandan alinmistir.

Sekil 3.9. Kivircik koyun irkina ait disi ve erkek hayvan gorseli (TAGEM, 2009)

Gokeeada: Gokgeada, Canakkale ve Kuzeybati Anadolu bolglerinde yetistirilen
bu 1rk siit ve et verim yonlii kombine bir irktir. Kiigiik yapili, siit verimi yiiksek,

sert iklim bolgelerinde ¢obansiz yar1 yaban bir sekilde, agilama programi olmadan
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yetistirilebilen, hastaliklara dayanikli, yasama giicii oldukca yiiksek bir irktir.
Erken yaslarda puberteye ulasabilirler. Gokceada irkina ait kan ornekleri
Gokgeada’dan 1rki temsil eden hayvanlardan 6 bas ve Bandirma Koyunculuk
Arastirma Enstitlisii’nde bulunan siiriiden 12 bag hayvandan olacak sekilde elde

edilmistir.

Sekil 3.10. Gokgeada koyun irkina ait disi ve erkek hayvan gorseli (TAGEM, 2009)

Karacabey Merinosu: Marmara Bolgesinde agirlikli olarak Giliney Marmara’da
yetistirilen bu 1rk, Kivircik koyun 1rki ile Alman Yapagi Et Merinosu melezlemesi
sonucunda elde edilmistir. Et ve yapag1 verim yonli bir wrktir. Yasama giicii ve
biiyiime hiz1 yliksek olan bu 1rk entansif yetistirmeye daha uygun bir rktir. Bu irka
ait caligmanin Ornekleri Bandirma Koyunculuk Arastirma Enstitiisii’nde bulunan

stiriiden elde edilmistir.

Sekil 3.11. Karacabey Merinosu irkina ait disi ve erkek hayvan gorseli (TAGEM, 2009)

Ramhg¢: Rambouillet ve Dagli¢ koyun irklarinin melezlenmesi ile elde edilmis
Ramlis k1 kombine, et ve yapagi verim yonlii iri yapili bir wktir. Dagli¢ irkinin

sahip oldugu yasama giicii ve adaptasyon yeteneginin yaninda, Rambouillet
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irkindan da et ve yapagi verim 6zelliklerini almistir. Calismaya ait Ramlig irkina
ait ornekler Bandirma Koyunculuk Arastirma Enstitiisii'nde saf bir gsekilde

yetistirilen siiriiden elde edilmistir.

Sekil 3.12. Ramli¢ koyun irkina ait disi ve erkek hayvan gorseli (TAGEM, 2009)

Karya: Bati Anadolu’ da yetistirilen Karya irki, Sakiz ve Kivircik irklarinin
sistemsiz bir gekilde melezlenmesi sonucu olugsmustur. Kombine, siit ve dol verim
yonlii bir wrktir. Yagsama giicii ve kuzularin gelisme hizlar1 oldukga yiiksektir.
Calismanin Karya irkina ait kan Ornekleri, Denizli ilinde bulunan iki farkl
yetigtiriciden toplam 14 bas ve Aydin’da bulunan yetistiricler ile birlikte Aydin
Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Uygulama ve Arastirma ciftliginde
bulunan, tabakali acik ¢ekirdek yetistirme sistemi modeli ile yetistirilen 11 bas

koyuna aittir.

Sekil 3.13. Karya koyun 1rkina ait disi ve erkek hayvan gorseli (TAGEM, 2009)

Esme Koyunu: Usak’ta basta Esme ilcesinde yogun bir sekilde yetistiriciligi
yapilirken yer yer ¢evre ilgelerde de bu koyun irkina rastlanmaktadir. Et iiretimi ile

on plana ¢ikarken dol verimi bakimindan da olduk¢a basarili bir irktir. Esme
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koyununa ait kan Ornekleri Esme ilg¢esinde yetistirilen ii¢ farkli siiriiden elde

edilmistir.

Sekil 3.14. Esme koyun 1rkina ait bir koyun ve kog

Karakas: Dogu ve Giiney Dogu Anadolu’da Van, Batman, Siirt, Bingdl, Malatya,
Elazig, Diyarbakir illerinde yetistiriciligi yapilan bu 1k et, siit, dol ve yapagi
verimli kombine bir irktir. Kuyrugun yagli kuyruklu bir yapisi vardir. Dudak
yapisi sayesinde kotli meralardan dahi faydalanabilmektedir. Siirii ve analik
icgiidiileri geligsmistir. Adaptasyon yetenegi c¢ok yiiksektir. Bu ¢alismada

kullanilan bu 1rka ait kanlar Van ilindeki 4 farkl: siiriiden 6rneklenmistir.

Sekil 3.15. Karakas koyun 1rkina ait gorseller
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3.2. Yontem
3.2.1. Hayvanlardan Kan Orneklerinin Alinmasi

Koyunlardan kanlar, hayvanlarin sol tarafinda bulunan toplar damarindan “Venae
Jugularis Externa” dan iginde pihtilasmay1 onleyen K3EDTA (Etilen Diamin
Tetra-Asetik Asit) bulunan 10ml’lik 6zel vakumlu tiiplere alinmustir. Kanlar
alimirken hijyen kosullarina ve 6rneklerin birbirine karismamasina yiiksek olgiide
Oonem verilmistir. DNA’larin birbirine karigmamasi i¢in, her bir birey i¢in kan
alindiktan sonra kan alim ignesi degistirilmistir. Kanlar alindiktan sonra tiipiin
icindeki kan pihtilasmay1 onleyen sivi ile iyice karismasi i¢in nazikge alt tist
edilmis, her bir hayvanin kiipe numaras1 ve bireye ait 6zellikler (irk, cinsiyet, tarih,
lokasyon) tiipiin etiket kismina yazilmistir. Toplanan kan Ornekleri laboratuvar
kismina gegilinceye kadar -20 °C’lik dondurucularda saklanmustir.

3.2.2. Kan Orneklerinden DNA Eldesi

Orneklerden DNA izolasyonlar: Miller vd. (1988) tarafindan bildirilen klasik tuzla
¢oktiirme yoOntemi esas almarak gergeklestirilmistir. Yapilan ilk denemeler
sonucunda PCR firlinleri ve sonrasinda dizileme igin istenilen sonuglara

ulagilamayinca yontemde farkli denemelere gidilmistir.

Klasik tuzla ¢oktiirme DNA izolasyon yontemi sonucunda tatmin edecek sekilde
DNA yogunluguna ve temizligine ulagilsa da kimyasal kontaminasyon bakimindan
incelenen deger olan 260/230 oraninlarinin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir. Bu
oranlari istenilen diizeylerde elde etmek igin yeni literatiir taramalar1 yapilmis ve
yontem iizerinde birtakim degisiklikler gergeklestirilmistir. Yontem boyunca
kullanilan kimyasal bilesiklerin hazirlanmalar1 EK 1’de verilmistir. Modifiye

edilmis yontemin basamaklari;

1- Oncelikle kan &rnekleri derin dondurucudan ¢ikarilip, erimeleri ve sonra

kan tiiplerinin oda sicakligina erigsmeleri beklenmistir.

2- Bekleme siiresince bos ve temiz 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipler ¢ikarilmig
iizerlerine koyunlara ait kulak kiipe numaralar1 yazilmigtir. Daha sonra bu
tiiplerin her birinin igine 900 pl Ty E;q (Tris-EDTA) c¢ozeltisinden
koyulmustur.

3- Ornek tiiplerinden 450 pl hacimde kan &rnegi alinmus ve icine TjoE;o
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konulmus mikrosantrifiij tiiplerine eklenmistir. Kan 6rnegi ve TioEig
cozeltisinin iyice karismasi i¢in 20-30 sn. vorteks cihazi (IKA VORTEX 4
digital) yardimiyla iyice ¢alkalanmustir.

4- Karigan biitiin  6rnekler 20 dakika boyunca 4 °C’de 5000 rpm’de
santrifiijlenmistir (Hettich Universal 320R Masaiistii Santrifiij).

5- Santrifiij islemi bittikten sonra dipte olusan pelete zarar verilmeyecek
sekilde dikkatlice siipernatant kisim bosaltilmistir. Dipte kalan pelet
iizerine 450 pl T)(E, ¢ozeltisinden eklenmistir. Eklenen T oE; ¢ozeltisi ile
peletin dagilip, iyice karigmasi igin pelet tamamen ¢oziilene kadar
kuvvetlice ¢alkalanmistir.

6- Peletleri c¢oziilen biitiin 6rnekler 20 dakika boyunca 4 °C’de 5000 rpm’de

santrifiijlenmistir.
7- Sicak su banyosu agilip 65 °C’ye ayarlanmustir.

8- Peletin iyice temizlenmesi i¢in 5. ve 6. basamaklar ihtiyaca gore 2-3 kere
tekrarlanmustir.

9- Santrifiijj sonrasinda peletlerin iyice temizlendiklerine emin olunduktan
sonra siipernatant kisimlar bosaltilip, peletlerin {izerine 270 ul digestion
¢ozeltisinden (400mM NaCl, 10mM Tris-HCI, 2mM EDTA; pH:8.2)
eklenmis ve pelet bu ¢dzeltinin i¢inde iyice ¢oziilene kadar karigtirilmistir.

10- Tiiplerin kapaklar1 acilip karigimin icine %10’luk SDS (m/V) (Sodyum
Dodesil ~ Siilfat) ¢ozeltisinden 18ul  eklenip Ornekler yavasga

karigtirilmustir.

11- Calkalanan Orneklerin kapaklar1 tekrar acilip karisimlarin igine 20 pl
Proteinaz K (10mg/pl) soliisyonundan eklenmis ve ardindan sicakligi 65
°C olan su banyosunda 2 saat siire kadar inkiibasyona birakilmustir.

12- Su banyosundan alinan tiiplerin her birine proteinleri ¢oktiirmek icin 6
M’lik NaCl (Sodyum Kloriir) soliisyonundan 150 pl eklenmis, giizelce
calkalanmustir.

13- Tuz ile iyice karisan &rneklerin {izerine 500 ul Kloroform:izoamil (24:1)
¢ozeltisinden eklenmis tekrar ¢alkalanarak karistirilmistir.

14- Tiipler 4 °C’de 8000 rpm’de 5dk santrifiijlenmistir.

15- Bu siire zarfinda temiz mikrosantrifiij tiipleri ¢ikarilmis ve orneklere ait
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numaralar iizerlerine yazilmistir.

16- Yeni ¢ikarilip hazirlanan tiiplerin her birinin i¢cine 35 pl 3M Sodyum
asetat (pHS.5) eklenmistir.

17- Santrifiij sonrasinda 3 faz elde edilmistir bu fazlardan en tstteki kisimdan
350 pl ortadaki fazi dagitmadan dikkatli bir sekilde cekilerek iizerlerine
orneklere ait numaralar yazilmis icinde 3M Sodyum Asetat (NaOAC) olan
yeni tliplere aktarilmistir.

18- Tiipler vortexlendikten sonra 8000 rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir.

19- Bu 5 dakikalik siirede tekrar yeni tiipler ¢ikartilmig, her birinin {izerine

yeniden 6rnek numaralari yazilmistir.

20- Santrifiij sonrasi tiiplerin i¢indeki siipernatant kisim dipteki peletleri
hareket ettirmeden hazirlanan yeni tiiplere aktarilmig ve {izerlerine 835 pl,
derin dondurucudan ¢ikarilmis, Absolute Ethanol (~%100 EtOH)
eklenmistir.

21- EtOH eklendikten sonra bir siire beklenmis ve tiipler nazikge alt st
edilerek ¢evrilmistir.

22- Cevirilme sirasinda DNA’nin yeterince yogunlasip viskoz bir materyal

olarak goriiniir hale gelmesi saglanmstir.

23- Vizkoz halde olan DNA’y1 ¢Oktiirmek igin tiipler santrifiij cihazina
koyulmus ve en yiiksek devirde 3 dk boyunca santrifiijlenmistir.

24- Santrifiij sonrasinda dibe pellet olarak ¢coken DNA’y1 hareket ettirmeden
stipernatant kisim dokiilmiis {izerine 500 ul %70 EtOH eklenmistir.

25- Tiipler en yiiksek devirde 1 dk boyunca santrifiij edilmistir.

26- %70 EtOH ile yikama basamagi olan 24 ve 25. basamaklar bir kere daha
tekrar edilmigtir.

27- Tiiplerdeki %70’lik EtOH dikkatli bir sekilde bosaltildiktan sonra tiiplerin
kapaklari kalan alkoliin de ugmasi i¢in agik birakilmustir.

28- Etanolu uzaklagtirilan tiiplere 100 pl steril saf su eklenerek DNA’nin
¢Oziinebilmesi igin 48 saat siire ile 181 bloklarinin
(Eppendorf® Thermomixer® R, dry block heating and cooling shaker)

iizerinde birakilmustir.
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3.2.3. DNA orneklerinde miktar ve kalite tayini

DNA izolasyonu tamamlanan orneklerin miktar ve saflik tayinlerine yonelik
Olgiimleri spektrofotometre cihazinda (NanoDrop 2000) yapilmistir. Yalniz
spektrofotometrik olgiimlere giivenilemeyeceginden, Orneklerin ayni zamanda
elektroforez jelde gorsel kontrolleri de yapilmistir. Spektrofotometrik Olgiimler
icin istenilen degerlerde (260nm:~50ng, 260/280nm:~1.8 ve 260/230nm: ~2.0)
olmayan Orneklerin ya da elektroforez sonucunda istenen goriintiiyli vermeyen
orneklerin DNA izolasyon basamaklar1 tekrarlanmistir. Her iki kistas bakimindan
da iyi oldugu belirlenen Ornekler saf su ile Macrogen firmasinin gogaltilacak
bolgenin 1/10°u kadar DNA miktarina gelecek sekilde seyreltilmistir. Bu ¢aligma
icin 531 be¢’ lik bir bolge ¢ogaltilacagindan ~53+3 ng/ul degerleri elde edilene
kadar seyreltilmistir.

3.2.4. mtDNA kontrol bdlgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
cogaltilmasi

Kontrol bolgesi tizerinde tandem tekrarlardan kaginmak i¢in 531 bg’ lik kisa bir
fragmanin dizilenmesi tercih edilmistir (Chen vd., 2006). Calismada, AF010406
kodu ile NCBI gen bankasina Hindleder vd. (1998b) tarafindan tanimlanmis
dizilim tizerinde 16007 ile 16537 niikleotidler arasi bolge ¢ogaltilmigtir (Chen vd.,
2006). Bu fragmanin PCR ile ¢ogaltimimi saglayacak primer ¢ifti Cizelge 3.2.°de

verilmistir.

Cizelge 3.2. mtDNA'da kontrol bdolgesi iizerinde 531 bg'lik bolgeyi c¢ogaltmak icin

kullanilan primerler

Lokus Bolge Primerler (5' 2 3')
MDNA-CR Kontrol bolgesine ait ACTGCTTGACCGTACATAGTA
i 531 bg’lik fragman AGTATTGAGGACGGGGTAA

Izolasyonu tamamlanan &rneklerden mitokondri DNA’sinda bulunan kontrol
bolgesi polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢cogaltilmigtir. PCR bilesenleri olarak PCR
Buffer, MgCl,, Taq Polimeraz enzimi (NEB, Taq Plus DNA Polymerase), dNTP
karigimi (Thermo, dNTP Set 100mM), ileri ve geri primer ¢ifti ve kalip DNA
kullanilmigtir. Karigimlar 200 pl’lik ince cidarli PCR tiipleri igerisinde
hazirlanmistir. Son hacim 25 pl olacak sekilde hesaplanan PCR karigimlar1 kalip
DNA’lardan 1 pl sonradan konacak sekilde, her bir tiipe 24 pl olarak esit bir
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sekilde paylastirilmistir. Hazirlanan PCR igin Dbilesenlerin stok ve son
konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.3. mtDNA kontrol bolgesinin PCR ile ¢ogaltimi ¢ogaltimi i¢in kullanilan son

konsantrasyonlar
PCR Bilesenleri Stok Konsantrasyonlar1  Son Konsantrasyonlar
ddH20 - -
PCR Buffer 10X X
MgCL2 25 mM 1,5 mM
dNTP 3 mM 200 uM
fleri Primer 100 pmol 10pmol
Geri Primer 100 pmol 10pmol
Taq Polimeraz 5U0/ul 1 U/ul
Kalip DNA ~50 ng/pl ~50 ng/pl

PCR tiipleri igerisine her bir birey icin karisimlar hazirlandiktan sonra tiipler 1s1
dongiileyici (ABI, VeritiTM Thermal Cycler) cihazlara yerlestirilmistir. PCR
cihazina yiikseltgenme kosullar1 Cizelge 3.4’de verilen sekilde programlanmus,
531 bg’lik hedeflenen bolgeler ¢ogaltilmustir.

Cizelge 3.4. mtDNA kontrol bélgesi i¢cin PCR yiikseltgenme kosullari

Basamaklar Sicakhik Zaman Dongii
Ik Ayrim 95 °C 3 dk 1 dongii
Ayrilma 95 °C 50 sn

Baglanma 50 °C 1dk 35 dongii
Uzama 72 °C 1dk

Son Uzama 72 °C 10 dk 1 dongii

3.2.5. PCR iiriinlerinin kontrolii

PCR islemi sonrasinda tiim ornekler icin, islemin basarili bir sekilde gergeklesip
gerceklesmedigini kontrol etmek icin agaroz jel elektroforezinde iiriinler yiiriitiiliip
daha sonra goriintiilenerek emin olunmustur. Oncelikle 2 gr agaroz hassas terazide
(KERN) tartilmig, 100ml dl¢ii silindiri ile dl¢lilmiis 1X TBE (Tris-borat-EDTA)
tamponunun i¢ine mikrodalgaya dayanikli bir sise icerisinde karigtirilmistir.
Agarozu ¢Oziinmiis olan tampon ¢ozeltisinin  i¢ine firmanin  Onerileri
dogrultusunda UV 15181 altinda 1s1ma yapan Etidyum Bromiir tiirevi olan kimyasal
ajan (abm, SafeViewTM Classic), 100ml’ye 5 pl olacak sekilde hesaplanarak
eklenmigtir. SafeView eklenmis sise igindeki karigim taraklari yerlestirilmis,
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elektroforez kiivetine dokiiliip katilagsarak jel bir goriinlim alana kadar
beklenmistir. Hazir olan elektroforez kiiveti, icerisinde yine 1X TBE tamponu ile
dolu olan elektroforez tankina yerlestirilmistir. PCR {iriinleri, 6X’lik yiikleme
boyast X’e seyrelecek sekilde hesaplanarak birbirine karistirtlmistir. Bu galigma
icin 10ul PCR iiriini, 2pl yiikleme boyasiyla karistirilarak tarak alindiktan sonra
olusan kuyucuklara yiiklenmistir. Ilk kuyucuga marker (Thermo, 50bp O’Gene
Ruler, ready-to-use), devamina da PCR iiriinleri yiiklenmistir. Yiikleme islemi
tamamlandiktan sonra elektroforez tankinin kapagi kapatilmis, giic kaynagina 10
V/cm olacak sekilde 75 dakika yiiriitilmistir. UV 1s1ma yapan goriintiileme
cihazinin (Vilber Lourmat, Gel Documentation System) altinda bantlarin
kontrolleri goéz ile bakilarak yapilmistir. Goriintiileme sonucunda bant
gbzlenemeyen orneklerin PCR basamaklar1 tekrarlanmugtir.

3.2.6. DNA Dizilimlerinin Cikartilmasi

PCR iirilinleri elde edilen ve goriintiillemeler sonucunda tek bant elde edildiginden
emin olunan Ornekler DNA dizilimi elde edilmek tizere &6zel bir firmaya
(Macrogen Europe, The Netherlands) gonderilmistir. Firmada saflastirma
islemlerini takiben sekanslar1 biten iiriinlerin sonuglar1 firma tarafindan, hem ham
elektroforegram goriintiileri hem de fasta formatinda tarafimiza géondermistir.

3.2.7. Dizilim Sonuclarimin Analiz Edilmesi
3.2.7.1. Dizi analiz sonuclarinin degerlendirilmesi

Macrogen firmasindan dizilim hizmeti alinirken her bir sekans dosyasinin NCBI
gen bankasinda blast prosediirii ile gen bankasina tanimli veriler icinde
uyumlarmin test edildigi bir prosediir istenmistir. Analiz sonuglarinda ilk olarak
uyumun diisiik oldugu ornekler kontrol edilmistir. Daha sonrasinda elde edilen
dizilim bilgileri Bioedit ve Finch TV programlarinda geri kalan herbir 6rnek igin
dizilim ile ham veri olan eleftroforegram goriintiileri ayr1 ayr1 degerlendirilerek
sonuglar degerlendirilmistir. Birkag iyi olmayan 6rnegin (12) tekrar dizilimlenmesi
talep edilmistir. Tekrar sonuglarindan tatmin olunmus ve analizlere baslanmustir.
Dizilim dosyalar1 kontrollerinden sonra Bioedit programinda alt alta eklenerek
Clustal W algoritmasi ile hizalanmistir (align). Hizalanma sonucunda ayni
niikleotidle baslayip ayni niikleotidle bitecek sekilde ortak bolgelere karar verilip

geri kalan kisimlar dizilimlerden uzaklastirilarak (trim) analize hazir bir dosya
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haline getirilmistir. Hazirlanan dosya hemen hemen biitiin programlarin
degerlendirebildigi en ¢ok kullanilan formatta (fasta) kaydedilmistir. Dizilimlerin
diizglin bir sekilde siralanmasindan sonra diger programlara giris formatlarina
uygun hale getirmek icin, ALTER (ALigment Transformation EnviRonment)
dontistiiriiciisii kullanilmistir (Glez-Pefia vd., 2010).

3.2.7.2. istatistiksel Analizler

Niikleotid ve Haplotip Cesitliliginin Belirlenmesi

Caligilan 6rneklem kiimeleri iginde veya arasinda var olan niikleotid olusumlarini
ve bunlarin ¢esitliligini ortaya ¢ikarmak popiilasyon genetiginin OSnemli
amaglarindandir.  Nikleotid  varyasyonu,  dizilim  iizerinde  varyant
niikleotidlerin/bdlgelerinin belirlenmesi ve bu ayirt edici bolgelerin (segregating —
S) diziyi olusturan niikleotid sayisina bdliimiinmesi sonucu ve dizilim ciftleri
arasinda belirlenen niikleotid farkliliklarinin orani ve bu farkliliklarin sekans
frekansina orani ile elde edilmektedir. Bu elde edilen deger calisilan popiilasyonlar
arasi-i¢i ¢esitliligi ve evrimsel iligkileri belirlemek icin yogun bir sekilde
kullanilmaktadir (Nei ve Kumar, 2000).

Niikleotid gesitliligi i¢in kullanilan hesaplama ve niikleotid ¢esitliligine ait standart

sapmasinin hesaplamasi Denklem 3.1 ve Denklem 3.2 de verilmistir.
n
T = Yicmij/ (2) Denklem 3.1.

(6 = ) Qicjxixjmij)? Denklem 3.2.

4
V(n) = —[
nn—1) |[+(n — 2)Xx XX 7T + Vi j X007

Niiklear DNA veya mitokondriyal DNA’da bulunan yakin mesafede ki genler
veya niikleotid bolgeleri dole aktarilirken bir arada aktarilirlar ve bu aktarilan
kisimlara haplotip denilmektedir. Haplotipik veriler ve bunlarin karsilagtirilmasi

cesitlilik aragtirmalar1 ve karsilastirilmalari bakimindan oldukg¢a 6énemli verilerdir.

Haplotip cesitliligi icin kullanilan hesaplama ve haplotip ¢esitliligine ait standart
sapmasinin hesaplamasi Denklem 3.3 ve Denklem 3.4’ de verilmistir.
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Hd =

n
1 — Yxi2 Denklem 3.3.
—— (1~ 3xi?)

2(n— 2)[in3 - (ZXiZ)Z]} Denklem 3.4.

1
viHa) = n(n — 1){ +Yxi? — (Xxi?)?

Calismaya ait sekans verileri irklar arasindaki niikleotid ¢esitliligi () ve Haplotip
cesitliliklerini ve bu degerlerin standart sapmalarini belirlemek i¢in DnaSP v6
(Rozas vd., 2017) genetik analiz paket programi kullanilmustir.

Niikleotid yer degistirme oranlarimin belirlenmesi

[lk defa Jukes ve Cantor (1969) yilinda ortaya atilan, dizilim iizerinde
niikleotidlerin yer degistirme fikri, hehangi bir dizilim {izerinde niikleotidlerin
degisimi esit olasilik altinda, her bir niikleotidin a frekansi ile belirli bir zaman
araliginda degismesi prensibine dayanmaktadir. Gergek dizilimler incelendiginde
degisimlerin esit olmak yerine transisyonel (A<—>G veya C<—>T) degisimlerin
transversiyonel (A<—>C veya T, G<—C veya T) degisimlere gore daha sik
gozlemlendigi anlagilmistir (Nei ve Kumar, 2000). Bu gozlemler dikkate alinara
Kimura (1980) tarafindan K2P modeli gelistirilmistir. Bu modelde her bir
niikleotid transisyonunun her bir yil i¢in degismi oram1 (a) ve transversiyon
degisim oram (2B) belirlenir. iki dizilimin birbirlerinden ayrim zamanlari
(t)biliniyorsa herbir yil i¢in herbir bdlgenin toplam yer degisim orani (r=o0+2)
hesaplanarak toplam yer degisim sayisi denklem 1.5” de verilen sekilde hesaplanir
(Nei ve Kumar, 2000).

d=2rt=20ut+40t¢ Denklem 3.5

Denklemde ¢ iki dizinin birbirlerinden ayrildiklar1 zamani ifade ederken, r herbir
yil i¢in herbir bdlgenin toplam yer degistirme oranlarini, d ise toplam yer degisim
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sayisini ifade etmektedir (Kul, 2010).

Daha sonrasinda bu degisimlerin belirlenebilmesi i¢in bircok matematiksel model
olusturulmus bunlardan en sik kullanilanlar1 Jukes-Cantor (1969) gelistirdigi
JC69, Kimura (1980) gelistirdigi K80 ve Hasegawa vd., (1985) gelistirdigi
HKYS85 ve Tamura ve Nei (1993) gelistirdigi TN93 modelleridir. Gamma dagilist
(I') ve degismez bolge oranlari (I: Invariable sites) farktorlerinin de modellere
eklenerek en temel model olan JC96’ dan en karmasik modele (GTR+I+]) biitiin
testler yapilarak degerlendirilebilmektedir (Posada ve Crandall, 2001). Modellerin
karsilastirilasi, olabilirlik orami testi ile ger¢eklesmektedir (Felsenstein, 1981;
Kiraz, 2009).

Populasyonlar aras1 farklar ve niikleotidlerin yer degistirme oranlarinin
saptanabilmesi i¢in MEGA X (Kumar vd., 2018) paket programi kullanilmistir.
Prosediir gergeklestirilirken Tamura-Nei (1993) modelinde okunamayan ve eksik
veriler, ¢iftler bazinda veri silme secenegi segilip temizlenerek analiz edilmistir.

Haplotiplerin belirlenmesi

Populasyon icinde olugan haplotipleri 