ANKARA UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZIi

BOSNA HERSEK YERLI KOYUNLARI VE KECILERINDEKI
MITOKONDRIYAL DNA (mtDNA) D-LOOP POLIMORFIZMi

Adelina PILJUG

ZOOTEKNIi ANABILIM DALI

ANKARA
2016

Her hakki sakhdir



TEZ ONAYI

Adelina PILJUG tarafindan hazirlanan “Bosna Hersek Yerli Koyunlar1 Ve
Kegilerindeki Mitokondriyal DNA (mtDNA) D-Loop Polimofizmi” adli tez
caligmas1 12/08/2016 tarihinde agsagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Ankara
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Zootekni Anabilim Dali'nda YUKSEK
LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Damisman: Prof. Dr. Mehmet Ali YILDIZ

Jiiri Uyeleri

Baskan : Prof. Dr. Mehmet Ali YILDIZ
Ankara Universitesi Zootekni Anabilim Dali

Uye : Prof. Dr. Orhan KAVUNCU
Kastamonu Universitesi Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi
Genetik ve Biyomiihendislik Bolimii

Uye : Prof. Dr. Ensar BASPINAR
Ankara Universitesi Zootekni Anabilim Dali

Yukaridaki sonucu onaylarim.

Prof. Dr. ibrahim DEMIR

Enstitii Miidiir V.



ETIK

Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii tez yazim kurallarma uygun olarak
hazirladiZim bu tez i¢indeki biitiin bilgilerin dogru ve tam oldugunu, bilgilerin
tiretilmesi asamasinda bilimsel etige uygun davrandigimi, yararlandigim biitiin
kaynaklar1 aktif yaparak belirtigimi beyan ederim.

12/08/2016

Adelina PILJUG



OZET

Yiksek Lisans Tezi

BOSNA HERSEK YERLI KOYUNLARI VE KECILERINDEKI MITOKONDRIYAL
DNA (mtDNA) D-LOOP POLIMORFIZMi

Adelina PILJUG

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Zootekni Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Mehmet Ali YILDIZ

Bu arastirmada Bosna Hersek yerli koyun ve kegi irklarinin mitokondriyal DNA D-
loop bolgesindeki genetik polimorfizm ve filogenetik iliskileri ile PCR teknigi ve
sekans analizi belirlenmistir. Mitokondriyal DNA (mtDNA) filogenetik
calismalarinda kullanilan en 6nemli belirteclerden biridir. Bosna Hersek'te yerli
Pramenka koyunu ve Alaca dag kegisi ¢cok degerli genetik kaynaklardir. Bu yerli
wrklar hastaliklara dayaniklidir ve yiiksek irtifali bolgeler i¢in uygundur. Bu mtDNA
D-loop bdlgelerinin sekans analizlerinin sonucunda Bosna Hersek endemik koyun
ve keci wrklarinda yiiksek genetik varyasyonu tespit edilmistir. Bu sonuglara gore
Bosna Hersek Pramenka koyunu A haplogrubuna ait oldugu goriilmektedir. Ayrica
Bosna Hersek Alaca kegisinin de A haplogrubuna ait oldugunu goriilmektedir.
Bosna Hersek yerli koyun ve kegi irklari tizerinde yapilan bu genetik calisma,
Akdeniz Bolgesi'nde koyun ve ke¢i kokeni ile evcillestirilme siirecinin
anlasilmasima yardimci olacagi beklenmektedir. Bu arastirma sonuglart Bosnha
Hersek yerli koyun ve ke¢i kaynaklarinin korunmasi igin bir teorik temel

vermektedir.

Augustos 2016, 82 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bosna Hersek yerli Pramenka koyun 1rki, Bosna Hersek

yerli kegi irk1i, mtDNA, D-loop, polimorfizm



ABSTRACT
Master Thesis

MITOCHONDRIAL DNA (mtDNA) D-LOOP REGION POLYMORPHISMS IN
BOSNIAN NATIVE SHEEP AND GOAT BREEDS

Adelina PILJUG

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Animal Science
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Ali YILDIZ

In this research the mitochondrial DNA D-loop regions of Bosnian native sheep and
goat breeds were analyzed by PCR technique and sequenced to determine their genetic
polymorphisms and phylogenetic relationships. Mitochondrial DNA (mtDNA) is one of
the most important marker being used in phylogenetic studies. Bosnian native Pramenka
sheeps and spotted goats are valuable genetic resources in Boshia and Herzegovina.
These native breeds are resistant to diseases and well suited to a region with high
altitude in which livestock breeding is difficult. As a result of sequence analysis of
mtDNA D-loop regions have been detected a high genetic diversity on Bosnian native
sheep and goat breeds. These results indicate that the Bosnian Pramenka sheeps belong
to haplogroup A. Bosnian spotted goats also belong to haplogroup A. It is expected that
genetic study on Bosnian native sheep and goat breeds will light on understanding the
orgin and process of sheep and goat domestications in the Mediterranean area. These
results give a theoretical basis for the protection of Bosnian native sheep and goat

genetic resources.

August 2016, 82 pages
Key Words: Bosnian native Pramenka sheep breed, Bosnhian native goat breed,

mtDNA, D-loop, polymorphism
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1. GIRIS

Giliniimiliz diinyasinda biyolojik varyasyona sahip hayvansal genetik kaynaklarin
korunmasi1 gelecek kusaklar i¢in biiyilk 6nem tasimaktadir. Bu varyasyona, bazi
kaynaklarda, populasyonlar aras1 s6z konusu oldugunda cesitlilik, populasyon i¢i s6z
konusu oldugunda polimorfizm de denmektedir (Hartl ve Clark 2007). Genetik
varyasyon terimi canli tlirlerin kalitsal bilgilerinin zenginligini ifade etmektedir.
Biyolojik varyasyonun korunmasi herhangi bir {ilkenin degil tiim diinyanin mevcut
varliklarindan birisinin korunmasi anlamina gelmektedir. Buna bagli olarak irklar

arasindaki farkliliklar genetik varyasyon bakimindan ¢ok dnemlidir.

Gilintimiizde bu biyolojik ve genetik varyasyonlar, tiir, irk ve gen diizeyinde azalma
veya yok olma nedeniyle giderek Onemli Ol¢iide azalmaktadir. Bu azalma biitiin
Okaryotik organizmalarda s6z konusu olmakla birlikte bu tezde, tezin konusu icab,
hayvancilik ele alinacaktir. Hayvancilikta bu azalmaya neden olan onemli faktorler
olarak ekonomik, sosyal ve cevresel gelismelerin cesitli diizeylerde entansiflesmeyi
zorunlu kilmasi, kiiltiir irklar1 lehine yapilan seleksiyonlar ile az girdi ile yetisebilen
ancak diisiik verimli olan yerli irklarin yerini hizla kiiltiir irklarinin almasi gosterilebilir.
Su an diinyada yaklagik 40 hayvan tiiriiniin %30°dan fazlas1 6zellikle gelismekte olan
iilkelerde yetersiz yararlanma nedeniyle yok olma riski tasimaktadirlar. Bu durumun ise
yakin gelecekte diinya tarimini ¢ok olumsuz yonde etkileyecegi tahmin edilmektedir.
Bu nedenle diinyada ozellikle son yillarda hayvan gen kaynaklarini koruma

konusundaki ¢aligmalarda hizli bir artis gézlenmektedir (Ertugrul vd. 2010).

Ayrica bu yerli hayvansal gen kaynaklarinin korunmasinin yami sira kayit altina
alinmasi, tanimlanmasi, stirdiiriilebilir kullanimi ve bu konuda toplumsal bilincin
saglanmast onemlidir. Buna bagli olarak hayvan genetik kaynaklarinin, yani genetik
varyasyonun korunmasi ile ilgili firsat ve tehditlerin degerlendirilmesi gerekmektedir.
Bu yiizden bir¢ok irkin ¢esitli verim 6zellikleri yoniinden tanimlanmasi g¢aligmalari

devam etmektedir. Yerli (endemik) hayvan populasyonlarinin modern irklarla rekabet



edebilmeleri i¢in Kkiiltiirel 1rklardaki gen kombinasyonlarina sahip olmalari ¢ok

Onemlidir.

Giiniimiizde koyun ve kegi yetistiriciligi, sahip oldugu 6zellikler nedeni ile tarimda ¢ok
sayida ve cesitli yararlar saglamaktadir. Pek cok ¢alismadan edilen bilgilere gore koyun
(Ovis aries) ve kegi (Capra hircus) yaklasik 11.000 yil 6nce evcillestirilmis ve kopekten
sonra evciltilmis ilk hayvan tiiriiniin koyun oldugu bulunmustur (Pariset vd. 2011,
Ryder 1984). Genelde hayvan evciltmesi sayesinde toplumlarin iirettigi besin maddesi
miktar1 artmis ve toplumlar etkin olarak besin iiretebilir hale gelmistir. Ayrica bu
beceriye sahip olan toplumlar artan niifusunu beslemek i¢in besin maddesi
depolayabilme olanagina sahip olmustur. Boylece gelismenin sonucu olarak toplumlarin
niifusu artmis ve yeni ¢evrelere yayilabilir hale gelmistir. Insanlarin kiiltiirel evrimini de

onemli bicimde etkileyen evciltme Neolitik devrim i¢inde atilan ilk adim olmustur

(Child 2006).

Koyun ve keci yetistiriciliginin insanlarin ilk hayvansal {retim alani oldugu
bildirilmektedir (Zeder 2008). Evcil koyunlarin (Ovis aries) kokeni {i¢ temel yabani
koyundan olusturmaktadir. Bu yabani koyunlar Muflon, Arkar (Urial) ve Argali adlan
ile bilinmektedir. Bu yabani koyunlar halen orijinal yetisme bolgelerinde yasamaktadir.
Muflonun, Asya (Ovis orientalis) ve Avrupa Muflonu (Ovis musimon) olmak tizere iki
varyetesi vardir. Asya Muflonuna Kafkasya’nin bazi bolgelerinde, Avrupa Muflonuna
ise Sardunya ve Korsika adalarinda bugiin dahi rastlanmaktadir. Ayrica, kegilerin
kokeninin ii¢ veya bes temel keciden geldigi diisiiniilmektedir. Baz1 arastirmalarda evcil
kegilerin (Capra hircus) kokeninin ii¢ tirden C. aegagrus, C. falconeri ve C. prisca
oldugu belirtilmektedir (Yarkin 1965). Diger baz1 arastirmalara gore ise evcil kegi, bes
yabani kegi tlirlinden koken almaktadir. Bu bes yabani kegi tiiri C. ibex, C. prisca, C.

caucasica, C. aegagrus (Bezoar) ve C. falconeri (Markhor)’dir (Batu 1951).

Bugiin diinyanin ¢esitli bolgelerinde ve birbirinden oldukca farkli ¢evre kosullarinda
1400°den fazla koyun 1rki, 580’den fazla kec¢i irki oldugu bilinmektedir (Anonymous

2000b). Uluslararasi diizeyde gen kaynaklarinin korunmasi ¢aligmalart FAO tarafindan



kontrol edilmektedir. Yalnizca son yilizyilda Avrupa’da hayvan irklarinin %181
kaybedilmis oldugu icin ¢ok biiyiik bir tehditle kars1 karsiya bulunulmaktadir. Bunun
yaninda gelecek 20 yilda yok olma riskinin %40 olacagi varsayilmaktadir. Son yillarda
diinyada yapilan 1slah ¢aligmalarinin bir¢ok 1rkin gen havuzunu daralttigi veya tamamen
yok ettigi belirlenmistir. Endemik tiirlerin i¢inde varyasyonunun kaybedilmesi,

ekonomik, ekolojik, bilimsel ve toplumsal etkileri bakimindan da énemlidir.

Hayvan gen kayaklarinin kaybolmasina karst FAO araciligiyla DAD-IS (Domestic
Animal Diversity Information System) veri tabanli program, SOWAnGR (State of the
World’s Animal Genetic Resources) belgelemesi i¢in koruma programi baslatmistir
(Anonim 2000a; Lawson Handley vd. 2007). Ayrica, MoDAD (Measurement of
Domestic Animal Diversity), Ciftlik Hayvanlar1 Genetik Farkliligi Olgiim Sistemi de
kurulmugtur. Bu sistem genetik varyasyonun ve farkliligin 6l¢imii i¢in ¢alismalar
baglatmistir. Bu iki sistem, Hayvan Gen Kaynaklar1 Kiiresel Strateji Programi (The
Global Strategy For Farm Animals Genetic Resources) ile beraber uluslararasi diizeyde
koordine edilmektedir (Anonymous 2000b). 2000 yilinda FAO tarafindan hayvan
genetik kaynaklarinin risk durumlarinin siniflandirmasi yapilmistir. Bu simiflandirmaya
gore wrklar, yok olmus 1rklar, kritik durumda irklar, yok olma tehlikesi altinda irklar,
yok olma sinirinda irklar, risk durumu olmayan irklar ve durumu bilinmeyen irklar

olarak risk gruplarma ayrilmistir.

Ote yandan, Avrupa’da Hayvan Gen Kaynaklari Koruma Ulusal Programi aktif bir
bicimde yliriitiiliirken Bosna Hersek'te bu program aktif olmayip heniiz hazirlanma
asamasinda bulunmaktadir. Bosna Hersek'te ¢cevre kosullarina yiiksek uyum saglamis
endemik hayvan irklar1 bulunmaktadir. Bu hayvanlar bulunduklar1 ¢evrenin kosullarina
yiiksek uyum sagladiklar1 i¢in hastaliklara karsi direnglidirler. Bosna Hersek’teki yerli
hayvanlarin varlig giinden giine azalmaktadir. Bu yerli (endemik) hayvan irklarin ¢ogu
yok olma tehdidi altindadir. Bu yiizden acil olarak Bosna Hersek yerli hayvan irklarinin
genetik yapisim1 incelemek gerekmektedir. Bulunan sonuglar1 karsilastirmali olarak
degerlendirmek gerekmektedir. Bosna Hersek’te bu hayvan populasyonlarinin

degerlendirilmesi i¢in bunlarin genetik yapilarimin ve mevcut irklarin karsilagtirmali



olarak iyi arastirilmasi gerekmektedir. Bu yerli rklar ekonomik, bilimsel, kiiltlirel ve

ekolojik nedenlerle koruma altina alinmalidir.

Bu arastirmada Bosna Hersek yerli koyun ve kegi irklarindaki mitokondriyal DNA D-
loop bélgesinin varyasyonlar1 (polimorfizm) incelenmistir. Baslangigta DNA {izerinde
yapilan genetik varyasyona iliskin c¢aligmalar, hayvanlarin genetik yapilarinin
belirlenmesi ve evrim caligmalarinda 6nemli ipuglari ortaya koymustur. Bu anlamda
mitokondri organeli {izerinde mitokondriyal DNA ile ilgili birgok bilimsel arastirma
halen devam etmektedir. Bu mitokondri organelinde bulunan mitokondriyal DNA'nin

kesfedilmesi genetik biliminin gelismesine ¢ok onemli katkilar saglamistir.

Mitokondriyal DNA anasal (maternal) kalittm modeline sahip olmasiyla gekirdek
genomundan bagimsiz olarak generasyonlar boyunca tek bir ebeveynden
aktarilmaktadir. Ayrica mitokondriyal DNA ¢ekirdek DNA'dan ayr1 6zeliklere sahip
olup replikasyonu, ¢ekirdek DNA polimerazindan farkli bir DNA polimeraz enziminin
etkisi ile olmaktadir. Mitokondri genomunda intronlar olmadig: i¢in intronun yerinde
kiiclik intergenik araliklar vardir. Bu intergenik ayiricilar okuma gercevelerinde bazen

tist iste gelebilmektedir.

Sonu¢ olarak mitokondriyal genom ¢ok verimli bir sekilde diizenlenmektedir.
Mitokondriyal DNA’nin anasal kalitim gdstermesi, haploit ya da mitotip yapist ve hizl
evrim orani ile rekombinasyon eksikligi yiiziinden filogenetik analiz marker1 olarak
kullanilmaktadir. Dolayisiyla molekiiler sistematikte en ¢ok kullanilan markerlardan
biridir. Tiim bu 06zelliklerinden dolayr mtDNA molekiilii fonksiyonel ve filogenetik
olarak ¢ok sayida genin var oldugu tek bir baglanti grubundan meydana gelmis siiper
gen olarak tanimlanmaktadir. Mitokondriyal DNA genotipleri molekiiler klonlar,
mitotipler (mitotypes) ya da haplotipler (haplotypes) olarak tanimlanmaktadir. Mitotip
kavrami, “mitochondrial genotype” kelimelerinin kisaltilmast ile tiiretilip sadece
mitokondriyal genom bakimindan genotipi ifade etmektedir. Ancak haplotip kavrami
mitotip kavramindan daha genis anlamda kullanilmakta olup mitokondriyal 6zellikler

bakimindan genotiplerin tanimlanmasinda kullanilmaktadir (Ozdil 2007).



Temel olarak hayvansal mitokondriyal genom ¢ift iplikli, halkasal bir DNA’dir.
Mitokondriyal DNA 37 geni icermektedir. Bu genler sunlardir: 22 transfer RNA
(tRNA) geni, 2 adet ribozomal RNA (rRNA) geni (ribozomun biiyiik ve kiiciik alt
birimleri) ve 13 adet mesajct RNA (mRNA) geni, protein kodlayan genler veya
solunum zincirindeki yapisal proteinler olarak da bilinmektedir (Kvist 2000). Bu
genlerin ifadesi, hayvanlarda enerji iiretimi, metabolizma, hiicresel homeostasis ve
apoptosis ile diger islevler icin gereklidir. Yani hayvansal mitokondriyal DNA
mitokondride islev goren bazi proteinleri sifreledigi gibi mitokondrinin protein sentez

makinesinin bazi bilesenleri i¢in de sifre tasimaktadir.

Mitokondriyal DNA farkli hizlarla evrimlesen farkli bolgelere sahiptir. Ayrica mtDNA
cift iplikli olarak kendi basina replike olabilen hafif (L) ve agir (H) iplikten
olugsmaktadir. mtDNA {izerinde bulunan farkli bolgelerden biri agir (H) ipligin
replikasyon orijinini ve digeri her iki ipligin (hafif ve agir iplikler) promotor bolgelerini
barmdiran mtDNA Kontrol Bolgesi (D-loop bdlgesi)’dir. Bu bolge, herhangi bir enzim
ya da protein karsilig1 olmayan bir bolge olmasina bagli olarak, mitokondriyal genomun
diger kisimlarindan 3-5 kat daha hizli evrimlesmektedir (Brown vd. 1982, Wenink vd.
1994).

Ozetle koyunlar ve kegilerle ilgili filogenetik calismalarda mitokondri DNA ‘s1, tiirlerin
cografi dagilimina gore farkliliklar gdstermesi, genomik DNA‘ya oranla daha hizli
evrimlesmesi, rekombinasyon olmayist ve ana tarafindan kalitimli olmasi gibi
ozelliklerinden dolay1 siklikla tercih edilen belirteglerden birisidir (Cinar 2010).
Simdiye kadar filogenetik analizler sayesinde koyunlarin haplogrup kimligi {izerinde
bircok mtDNA calismalar1 yapilmis ve koyunlarda bes mitokondriyal haplogrubun
varlig1 ortaya koyulmustur. Bunlar A, B, C, D ve E haplogubudur. Ayirca, kegilerde
yedi farkli mitokondriyal haplogruplarin oldugu bilinmektedir. Bunlar A, B, C, D, E, F
ve G haplogruplaridir.

Bosna Hersek’teki yerli koyunlar ve kegilerle ilgili yapilmis ¢alismalarda mitokondriyal

DNA’lar (mtDNA) iizerindeki D-loop bolgesine rastlanmadigi i¢in bu ¢calismada D-loop



varyasonu incelenmistir. Bu ¢alismada Bosna Hersek endemik koyun ve ke¢i irklarinin
haplogruplar1 belirlenmistir. Ozgiin oldugu diisiiniilen bu ¢aligmanin Bosna Hersek’e

hayvancilik alaninda ve galisma yapan arastirmacilarimiz bilimsel agidan yararli olmasi

beklenmektedir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Bosna Hersek’te Tarim

Bosna Hersek, Avrupa’nin giineyinde bulunan 51.209 km?’lik yiizolglime sahip bir
tilkedir. Asagida sekil 2.1°deki haritada Bosna Hersek’in Avrupa’da bulundugu yer
gosterilmistir (http://kem.co.kr 1997).
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Sekil 2.1 Bosna Hersek’in Avrupa’da yerlesimi

Bosna Hersek’in biiyiik boliimii daglik ve ormanlik yapida olup iilkenin biiyiik bir
boliimii hayvansal tarim iiretimine uygundur. Ulkenin kuzeybat: bdlgesinin yam sira
nehirler iizerindeki vadilerde ve Hersek bolgesinde bitkisel liretimi yapilmaktadir. Bu
bolgede tarimsal iiriin olarak bugday, yulaf, arpa, misir gibi, bakliyat, yem, kok ve
yumrulu bitkiler, tiitiin, Gizim ve diger meyve ve sebze iriinleri yetistirilmektedir.
Bosna Hersek’in kuzeyinde ilimli karasal iklimi, ortasinda dag iklimi ve giineyinde ise
Akdeniz iklimi goriilmektedir. Ulkenin giineyinde meyve sebze iiretimi Akdeniz iklimi
sayesinde gesitlilik arz etmektedir. Sekil 2.2'de Bosna Hersek’in daglik haritasi tizerinde
irtifalar1 gosterilmistir (https://hr.wikipedia.com 2011).
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Sekil 2.2 Bosna Hersek'in daglik haritasi iizerinde irtifalar

Genel olarak Bosna Hersek topraklarmin %50,3i tarimsal arazi, %48,3’l ise
ormanlarla kaplidir. Tarimsal arazinin ise %62’si ekilebilir durumdadir. Tarimsal
arazinin yaklasik %56°s1 cayir ve otlak, %40°’1 islenebilir arazi ve %4’l ise meyve
bahgeleri ve baglardan olugmaktadir (www.btso.org.tr 2013). Buna gére denilebilir ki,
ilkede cayir mera ve otlaklar ¢iktiktan sonra geriye kalan tarim arazisi yaklasik 1,5
milyon hektaridir. Bunun yaninda Bosna Hersek’te bol bol temiz ve kolayca erisilebilen

zengin yeralt1 ve yeriistii su kaynaklar1 bulunmaktadir.

Bosna Hersek’teki tarimsal potansiyelin kismen kullanilabildigi diisiintilmektedir.
Bunun 6nemli sebeplerinden biri sektoriin finansal kaynak ihtiyacidir. Ciinkii sektorde
tarimsal {Uretimin eski teknoloji ve ara¢ gereclerin yenilenmesi ihtiyaci olup tarim
sektoriiniin ~ mevcut  yapisinin  iyilestirilmesi  konusunda yatirnm  yapilmasi

gerekmektedir. Eskiden beri sinirli miktarda ve modern olmayan yontemlerle yapilan



bitkisel ve hayvansal {retim, yasanan savas sirasinda Onemli oranda azalma
gostermistir. Ozellikle hayvan varliginda biiyiik gerileme yasanmistir. Bunlara ragmen
bugiin modern tarim teknikleri ile iiretim yapmak, tarimda ileri iilkelerin seviyesine

ulagsmak i¢in ¢aba harcanmaktadir (www.btso.org.tr 2013).

Bosna Hersek’in tarim sektdriinde hayvancilik ilk sirada yer almaktadir. Bu iilke dogal
kosullar itibariyle hayvancilik i¢in elverisli sartlara sahiptir. Savastan dnce hayvancilik
onemli Olgiide gelismistir. Ancak hayvancilik sektorii savas yillarinda gerilemis olup
yeniden toparlanmasi hedeflemektedir. Bosna Hersek’te hayvancilik ve et sektorii
savagta biiyiik darbe almis olmasina ragmen altyap1 ve bilgi birikimi halen mevcuttur.
2008 yili itibariyle tarimsal iriinlerin satis degerinin %21’ini bitkisel {irlinler
olustururken, %79’unu hayvancilik iiriinleri olusturmaktadir (Kiigiikkiremitgi vd. 2010).
Ozellikle, 2014 yildan itibaren Bosna Hersek hayvancilik sektoriinde énemli gelismeleri
kaydedilmistir. Bosna Hersek’in Tiirkiye’ye 15 tonluk et ihracat etmesinin yani sira siit

ve siit tiriinleri Avropa Birligi’ne sinirsiz miktarda ihracat edilmeye baslanmistir.

Aslinda Bosna Hersek’te hayvanciligin toplam tarimsal iiretimdeki paymin %350
dolaylarinda oldugu varsayilmaktadir. Ulke topraklarmin biiyiik bir kismi (8zellikle su
kaynaklar1 acisindan zengin olan daglik orta kesim) yem, otlaklar ve iklimsel kosullar
gbz Oniine alindiginda biiyiikbas ve kiigiikbas hayvancilik, et-siit ve ciftlik tiretimi
acisindan uygundir. Ancak, hayvancilikta da mevcut potansiyelin yeterince
kullanilamadig1  diisiiniilmektedir. Ulkede savas oOncesi ddénemde tamami devlet
kontroliinde yaklasik 970 bin civarinda olan biiyiikbas hayvan sayis1 savas nedeniyle
200 bin civarina diismiis ve buna paralel olarak et ve siit liretiminde de ¢arpici diistisler
yasanmistir. Havyancilifin yeniden yapilandirilmasina yonelik olarak savas sonrasi
donemde aktarilan finansman ile 6zellikle 2003 yilindan sonra keg¢i haricinde tiim
hayvan cinslerinde sayica artis kaydedilmistir (Kii¢likkiremitg¢i vd. 2010). Hayvancilik,

Bosna Hersek’te hizli bir gelisme gostermesine ragmen istenilen diizeye ulasamamustir.

Ozet olarak Bosna Hersek iklimi, topografyasi ve bitki ortiisii, koyun ve kegi
yetistiriciligi i¢in ¢ok elverisilidir. Bosna Hersek’in hayvanciliginda agirlikli olarak

kiiciikbas hayvan yetistiriciligi yapilirken, biiylikbas hayvan yetistiriciligi de 6nem



tasimaktadir. Bosna Hersek kiigiik siit isletmeleri ve peynir-yogurt tesislerinin
(mandiralarin) yani sira biiyiik biiyiikbag hayvan ciftlikleri, koyun-keci siitii isleyen
tesisler kurulmasina ¢ok uygundur. Buna bagli olarak ilerdeki zamanda biiylik hayvan
ciftlikleri kurulmasi planlanmaktadir. Planlanan projeler baslica keci, sigir, koyun ve

tavuk ciftlikleriyle ilgilidir.

2.2 Koyun ve Kegci Evcillestirilmesi

Diinyada koyun ve ke¢i birgok oOzellikleri nedeniyle Onemli yere sahiptir. Bu
hayvanlarin adaptasyon yetenegi yiiksektir ve bu hayvanlar, insanlarin tiiketimi i¢in
uygun hallerde et, siit, yapagi ve deri gibi cesitli iiriinlere doniistiiriilebilmektedir.
Ayrica ekonomik anlamdaki Oneminin yaninda fizyolojik ve biyolojik ozellikleri
sebebiyle de biiyiik nem tasimaktadir. Insanlik i¢in déniim noktalarindan birisi sayilan
“Evcillestirme”, Neolitik ¢agda, yaklasik 11.000 yil 6nce Verimli Hilal (Fertile
Crescent) olarak bilinen topraklarda baslamistir (Zeder 2008). Ciftlik hayvanlarinin
evcillesitirmesinde oncelikli olarak 4 tiiriin ad1 gegmektedir. Bunlar sigir, domuz, koyun
ve kecidir (Sekil 2.3). Evcillestirme tarihleri yakin olmakla beraber koyun ve keginin ilk
evcillesitiren tiirler oldugu bilinmektedir (Zeder 2008). Sekil 2.3’te koyunlarin ve

kecilerin ilk evcillestirilme bolgeleri ve evcillestirilme zamani goriilmektedir.
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Sekil 2.3 Koyun, ke¢i ve diger evcil hayvanlarin ilk evcillestirilme Yyerleri ve
evcillestirilme zamani (Zeder 2008)

Sekil 2.3’de goriildiigli gibi koyun ve kegilerin ilk evcillestirilmeleri Yakin Dogu’da
bulunan bdlgelerde gerceklestirilmistir. Bunlarin  Verimli Hilal olarak bilinen
Anadolu’dan Kuzey Bati Iran’a kadar genis bir alaninda evcillestirildigi
distintilmektedir. Ayrica evcil koyunun (Ovis aries) yaklasik 10.000 yil dnce ve evcil
keginin (Capra aries) ise yaklasik 10.000 yil Once yetistirilmeye baslandigi
bildirilmektedir (Luikard vd. 2001, Zeder 2008).

LTS T

Sekil 2.4 Koyun, keg¢i ve diger evcil hayvanlarin Tuna ve Akdeniz rotasiyla batiya
dogru daglimi ve evcillestirilme zaman1 (Zeder 2008)
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Sekil 2.4’te koyun, ke¢i ve diger hayvanlarin Neolitik donemde evciltme bolgesinden,
Tuna ve Akdeniz rotastyla batiya dogru dagilimi ve evcillestirilme zamamn

gorilmektedir.

2.2.1 Evcil Koyunun Taksonomideki Yeri

Koyunun sahip oldugu 6zellikler nedeniyle ¢ok yararl bir kiigiikbas hayvan tiirii oldugu
bilinmektedir. Glinlimiizde ¢ogu arastirmacilarca kabul edilen ortak goriise gore evcil
koyunun (Ovis aries) yaklasik 11.000 yil once evgillestirilmeye baglandigi
diisiiniilmektedir. Ryder’in (1984) arastirmasina gore ise koyunun 8000 - 9000 yil dnce
evcillestirilmeye baglandig1 gosterilmistir. Sistematik koyun yetistiriciligine klasik

donemin basinda Yunanlilar tarafindan baslandig diisiiniilmektedir (Boyoni 1983).

Tiim bu bilgiler 1s18inda evcil koyunun taksonomideki yeri de su sekilde

tanimlanmaktadir (Linnaeus 1758):

Alem : Animalia (Hayvanlar)

Sube : Chordata (Kordalilar, Sirt Iplikliler)
Alt Sube : Vertebrata (Omurgalilar)

Sinif : Mammalia (Memeliler)

Alt Simf : Placentalia (Yavru Zarhlar)

Takim : Ungulata (Tirnaklilar)

Alt Takim . Artiodactyla (Paridigatata) (Cift Tirnaklilar)

Grup : Ruminantia (Gevis Getirenler)
Familya : Bovinae (i¢i bos boynuzlular)

Alt Familya : Ovinae (Koyunlar)

Cins : Ovis (‘Yabani ve Evcil Koyunlar)
Tiir : Ovis aries (Evcil Koyun)
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Gliniimiiz evcil koyununun olas1 atasi olabilecek yabani koyun populasyonlari hala
varliklarin1  siirdiirmektedirler. Koyunun kokeni heniiz tam anlagilmamistir ve
evciltilmesinin de kronolojik olarak smirlar1 tam olarak aydinlatilamamis olan ii¢

asamada gergeklesmis bir siire¢ oldugu diisiiniilmektedir (Oner 2010):

1. Senozoik zamanin sonunda yeryliziinde var olan ilk ruminant olarak kabul edilen
Gelocus’dan koken alan biiyiik bir hayvan toplulugu ortaya ¢ikmustir.

2. Buzul ¢aginda bu ruminantlarin bir kismi1 Ovis cinsine dogru farklilasmistir. Bazi
aragtirmacilar Gelocus’un Caprinae ve Ovis’in dahil oldugu Ovinae alt familyalarindan
olusan Bovinae familyasina farklilastigini bildirirken, Pipet ve Ruvinsky (1997)
Bovinae familyasinin dokuz alt familyadan olusan bir grubuna (Aepycerotinae,
Alcelaphinae, Antilopinae, Bovinae, Caprinae, Cephalopinae, Hippotraginae, Peleinae
ve Reduncinae) dahil oldugu ve Caprinae alt familyasinin koyun ve kegiye
farklilastigini ileri siirmektedirler.

3. Gilinliimiizde Ovis cinsinin viicut biiyiikliigii, boynuz yapisi, post rengi ve bicimi,
cografi dagilim ve diploid kromozom sayisina gore siniflandirilmis yedi adet yabani
tiirii bulunmaktadir (Rezaei vd. 2010). Asagidaki ¢izelgede cesitli arastiricilar tarafindan

olusturan koyunun taksonomisi gosterilmistir.

Evrimsel ve sistematik agidan en karmasik memeli tiiri koyundur. Cilinki farkl
kromozom sayilarina sahip yabani koyun populasyonlar1 kendi aralarinda g¢iftlestirilip

fertil doller vermektedir (Nadler vd. 1973; Ryder 1984) (Cizelge 2.1).

13



Cizelge 2.1 Koyun taksonomisi (Rezaei vd. 2010)

Valdez (1982);
Authors 2n Tsalkin Haltenorth | Nadler et | Wilson and Reeder Festa-
(1951) (1963) al. (1973) | (1993)O Shackleton Bianchet
and Lovari (1997) (2000)
Dall Sheep | 54 | O.canadensis/ | O.ammon O. dalli O. dalli O. dalli
O. nivicola
Bighorn 54 | O.canadensis/ | O.ammon 0. O. canadensis O.
0. nivicola canadensis canadensis
Snow 52 O.canadensis/ | O.ammon | O. nivicola O. nivicola O. nivicola
Sheep O. nivicola
Argali 56 O. ammon O.ammon | O.ammon O. ammon O. ammon
Asiatic 54 0. ammon 0. ammon 0. O. orientalis O. gmelinii
Mouflon orientalis
Urial 58 0. ammon 0. ammon O. vignei O. orientalis O. vignei
European 54 O. ammon 0. ammon 0. O. orientalis O. orientalis
Mouflon musimon musimon musimon

Cizelge 2.1°de gosterilen Avrupa Muflon (O.musimon) ve Asyatik Muflon (O.orientalis

veya Ovis gmelinii) Bati Asya ile Avrupa’da bulunmaktadir. Argali (O.ammon) Orta

Asya’nin daglik bolgelerinde, Urial (Arkar) (O.vignei) ise Anadolu’da, Dall koyunu

(O.dalli) veya ince boynuzlu koyun olarak isimlendirilen yabani koyuna ise Kanada’nin

batisindaki daglik bolgelerde ve Amerika’da rastlanmaktadir. Kalin boynuzlu (Bighorn)

(O.canadensis) Kanada’dan Colorado’ya kadar olana kayalik bolgelerde ve giineyde

Meksika’ya kadar uzanan bir bolgede dagilim gdsterir ve en son olarak da Kar koyunu

(Snow sheep) (O. Nivicola) genellikle kuzeydogu Asya’da bulunmaktadir. Sekil 2.5te

yabani koyunlarin diinya tizerindeki dagilimi gériilmektedir.
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Europearn Maulion Dall Sheep
{O. moscimor) RO Snow Sheep (O . dalli)
Y, . (O. iwenda)

Asravc Mavuflon
{O. arigrnalis )

ghorn

Sekil 2.5 Yabani koyunlarin diinya iizerindeki dagilimi (Taberlet 2008)

Giliniimiizde evcil koyunun (Ovis aries) atasi olabilecegi ihtimali {izerinde en ¢ok
durulan Muflon (Avrupa Muflonu olarak bilinen O. Musimon ve Asyatik muflon O.
Orientalis ve Ovis gmelinii), Urial (O. vignie) ve Argali (O. Ammon) olarak bilinen
tirlerdir. Bugilinkii koyun irklarinin pek ¢ogu kokenini Urial (O. vignei)’dan almistir.
Simdi diinyanin ¢esitli bolgelerinde ve birbirinden oldukga farkli ¢evre kosullarinda
1400°den fazla koyun ki yetistirilmektedir. Rezaei ve ark. (2010) caligmasina gore
evcil koyunun (Ovis aries) kokeninin Urial (O.vignei), Argali (O.ammon) ve Muflon
(O.musimon ve O.orientalis) atalarindan biiyiik olasilikla Muflon oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica bu ii¢ yabani ata arasindan Asyatik Muflon’un Avrupa’ya ilk

giren evcil koyunlarin atasi olabilecegi tahmin edilmektedir.

2.2.2 Evcil Kec¢inin Taksonomideki Yeri

Kegiler eski caglardan itibaren insan topluluklari i¢in ekonomik ve kiiltiirel amaglarla

kullanilmaktadir. Kiiltiir yetistirciliginde “kiiglikbas hayvan” grubunda sayilan kegi eti,
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stitii, kil1 ve derisinin kullanilabilmesi sebebiyyle 6énemli bir ¢iftlik hayvanidir. Keginin

taksonomik siniflandirmasi agagida belitilmistir (Linnaeus 1758).

Alem : Animalia (Hayvanlar)

Sube : Chordata (Kordalilar, Sirt Iplikliler)
Alt Sube : Vertebrata (Omurgalilar)

Sinif : Mammalia (Memeliler)

Alt Simf : Placentalia (Yavru Zarlilar)

Takim - Ungulata (Tirnaklilar)

Alt Takim . Artiodactyla (Paridigatata) (Cift Tirnaklilar)

Grup : Ruminantia (Gevis Getirenler)
Familya : Bovinae (I¢i bos boynuzlular)

Alt Familya : Caprinae (Kegiler)

Cins : Capra (Yabani ve Evcil Kegiler)
Tiirler : Capra aegagrus (Yaban Kegisi -Bezoar ibex)

(Capra hircus aegagrus)

: Capra caucasica (Bat1 Kafkas Tur‘u)

: Capra cylindricornis (Dogu Kafkas Tur‘u)
: Capra falconeri (Markhor)

: Capra ibex (Alpine Ibex)

: Capra nubiana (Nubian Ibex)

: Capra pyrenica (Spanish lbex)

: Capra sibirica (Siberian Ibex)

: Capra walie (Walia Ibex)

: Capra hircus (Evcil Kegi)

Kegilerin ilk ne zaman, nerede evcillestirildigi ve hangi irklarin ilk olarak ortaya ¢iktig1
konusundaki bilinmeyenler, arkeoloji ve genetik biliminin ortak katkilari ile hizla
aydinlanmaya baglamistir (Zeder 2008). Bu arkeoloji ve genetik bilgileri farkl
belirteclerden yararlanarak degerlendirilmektedir. Arkeolojik bilgiler morfolojik ve

morfolojik olmayan belirtecler basliklar: altinda toplanirken, genetik bilgiler molekiiler
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belirteglerden yararlanilarak ~degerlendirilmektedir. Oncelikle, kegilerin boynuz
morfolojisine gore yapilan ve yaygin olarak kabul goren klasik siniflandirma
sonuglarima uyumlu sonuglar alinamamamasi mitokondriyal DNA analizlerine

yonelinmesine sebep olmustur.

Koyun yetistiriciliginin yan sira ke¢i yetistiriciliginin ilk hayvansal iiretim alanlarindan
biri oldugu diistiiniilmektedir. Sekil 2.3’de goriildiigii gibi evcil keginin Verimli Hilal
olarak bilinen Yakin Dogu alaninda yaklasik 11.000 yil o6nce evgillestirilmeye
baslandigin1 goriilmektedir (Luikard vd. 2001, Zeder 2008). Bazi arastirmalara gore
evcil kegilerin (Capra hircus) kokeni ti¢ temel yabani kegiden olugmaktadir. Bunlar C.
aegagrus, C. falconeri ve C. Prisca (Yarkin 1965). Diger arastirmalara gore ise evcil
kecinin bes yabani keci tiirlinden koken aldigi gosterilmistir. Bu bes yabani kegi tiirleri
C. ibex, C. prisca, C. caucasica, C. aegagrus (Bezoar) ve C. falconeri (Markhor)‘dur
(Batu 1951). Sekil 2.6’ta zoolojik smiflandirma ile Capra cinsine ait yabani kegilerin

diinya tizerindeki dagilimi gdsterilmistir.

C. [i] caucasica

I

Il C pyrenaica

[ Clifibex Bl < ovindricornis o~
~r— -
[ €. aegagrus B ¢ falconeri = Jl‘ ™, (T $ T
; / - - v ¥
. ~ sy \ % ~
B C. [i] nubiana [ C. [i] sibirica b -
A =)
G —4 N 2
o - ST FRO N o
rd \\‘ 1% o7 f J| f .
J i o — {
/A - <l N { “
< ~{ o / .\ |
o { Le— C. [i] cancasica / \ |
BN N J
C[ilibex | W J / ,C. eylindricornis \ o
X / / —t
C. pyrenaic GO N / / C. aegagrus o = /
“‘&\_ D] = e | L T /’ C. [i] sibirica /
R A e e—/ P Qe
(N Y BN T > /| ay o A
L, - - T S |1 ’ \ | ,/ <y \\
s -\ - ] \ | ) Fe 2
o~ Qi ] Y . N
Y, R ™ I ¢ b — C. falconeri 72
/7’\‘ - - - vI; f_tb /,"
AL\ . & D ¥ \ -
C. [i] nubiana & .};\:_'_ T A pa i PR o
\,\\ = 4 ~ e - \ S
~ \ / \
'-,__/"i N ‘)\[""\‘- A
/
7 W\

Sekil 2.6 Yabani kegilerin diinya {izerindeki dagilimi (Pidancier vd. 2006)

17



Buna ek olarak evcil kegilerin genetik yapisini arastiran en 6nemli genetik calisma
Luikart vd. (2001) tarafindan yapilmistir ve materyal olarak eski diinyadan (Avrupa,
Asya, Afrika) 88 1rki temsil eden Ornekleri kapsamaktadir. Bu genetik calismasinda
Avrupa, Asya, Afrika, Ortadogu ve Yakindogu‘dan 44 farkli sehirden toplanan 406
evcil ve 14 yaban kegisine ait materyaller incelenmistir. Bu elde edilen verilerin
kecilerde evciltmenin tarihi ve iwrklarin ortaya c¢ikisi icin 6nemli bir kilometre tasi
oldugu soylenmektedir. Bu calisma mitokondriyal DNA’nin (mtDNA) en degisken
bolgesinin dizi analizini kapsayip cografi olarak irklar arasi iligkilere bakilmistir. Bunun
yaninda mtDNA haplogruplarin ilk farklilagtigi zamani hesaplamak icin tim Cyt b
geninin dizi analizi yapilmistir. Calisma sonucunda belirlenen 3 haplogrubun (A, B ve
C) 200.000 yil once birbirlerinden farklilastiklari ve bundan binlerce yil sonra
evciltmeye farkli zamanlarda, farkli yerlerde katilarak yayillim gosterdiklerini

belirlemiglerdir (Luikart vd. 2001).
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Sekil 2.7 Ke¢ide mtDNA haplotipleri ve komsu birlestirme analizleri (NJ) (Luikart vd. 2001)
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Bu sekilde goriilen biiyiik yildiz-sekilli kiime (C.hircus A) 316 mtDNA tipini
icermektedir. Daha kii¢iik olan diger iki hat ise (C.hircus B ve C) sirasiyla, sadece 8 ve
7 mtDNA tipi i¢cermektedir. C.hircus B sadece Dogu ve Giliney Asya‘da goriliirken,
C.hircus C Mogolistan, Slovenya ve Isvi¢re‘den alman &rneklerde goriilmiistiir. Evcil
kegiye en yakin yaban kecisi C. aegagrus olarak belirlenirken (ortalama 61,3 baz
degisimi), ikinci benzer dizin C. cylindricornis‘de (ortalama 84,5 baz degisimi)
gorilmistiir. Elde edilen veriler, kecinin birden fazla anasal orjinden koken aldigi
(parafiletik) ya da ilk evciltmenin ardindan diger haplogruplarin introgresyonu (gen

havuzuna dahil olma) oldugu diisiincelerini pekistirmektedir (Cinar-Kul 2010).

Bu bulgular 1s1ginda yanlis eslesme dagilim analizi de yapilmis ve bu sonuglardan
hareketle introgresyon sirasi i¢in bir varsayim iretilmistir (Cinar-Kul 2010). Bu
varsayima gore 10.000 yil once ilk evciltmenin A haplogrubundan bir disi hayvanla
basladig1, bundan 6000 yil sonra C haplogrubu ve 2000 y1l sonra da B haplogrubundan
disi hayvanlarin evciltmeye dahil edildigi diisiiniilmektedir. Ayrica yine bu ¢aligmaya
gore, genetik cesitliligin daha ¢ok 1rklar i¢inde olmas1 ve cografi farklilik géstermemesi,
kegilerin kitalar arasi yogun bir sekilde yer degistirmelerinin bir sonucu olabilecegi
seklinde yorumlanmistir (Cinar-Kul 2010). Sigirlarda toplam mtDNA varyasyonunun %
84°1i kitalararas1 farkliliktan gelirken, bu deger kecilerde sadece %10’da kalmaktadir.

Ancak bu 6nemli arastirmada varilan bir diger sonug da, 6zellikle evciltme bolgesinden
yapilan Ornekleme sayisinin arttirilmasi durumunda kegilerde evciltmenin tarihini
degistirebilecek sonuclara varilabilecegidir (Luikart vd. 2001). Bu 6nemli ¢alismanin
ardindan evcil ke¢i rklarinda A, B ve C haplogruplarina ek olarak Joshi vd. (2004)
tarafindan D haplogrubu, Sardina vd. (2006) tarafindan F haplogrubu, Naderi vd. (2007)
tarafindan G haplogrubu oldugu da bildirilmistir. Ancak bu haplogrubu tagiyan 6rnek
sayilar1 yetersiz oldugu i¢in, gen havuzuna introgresyon zamaninin hesaplanmasinda
kullanilan uyumsuzluk dagilim analizinden tutarli sonuglar alinamamistir (Naderi vd.

2007).
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Ayrica Fernandez vd. (2006)’nin Fransa’da neolitik radyoizotop isaretleme ile
tarihlendirdikleri ve Neolitik doneme ait olduklarini bildirdikleri yaban kegisi
orneklerinde yaptiklar1 bir diger ¢calisma da sundugu bilgiler agisindan ayr1 bir 6neme
sahiptir. Bu calisma ile ad1 gecen Neolitik gé¢ rotalarindan 6zellikle Akdeniz yoluyla
olan dagilimin 6nemli oldugu ve ilk evciltmeye katkida bulunan haplogruplarin A ve C
hatlar1 oldugu hipotezi ortaya atilmistir (Sekil 2.3). Fernandez vd. (2006) tarafindan
bulunan bu sonug isaret ettigi iki nokta acisindan 6nemlidir. Birincisi evciltmenin olasi
ilk merkezlerini ikiye indirmesidir (ya Tiirkiye ya da Iran). Her iki bolgeden de Akdeniz
yoluyla Avrupa’ya Neolitik gocler olmustur. Ikincisi ise diger hatlarm evciltmeye
katilmast Avrupa’ya neolitik goclerin oldugu donemden sonradir. Ciinkii Naderi ve
arkadaglarinin  (2007) agirhikli olarak A haplogrubunu ortaya koydugu Giiney
Avrupa’da incelenen antik kemikler evcil kegi irklarinda goriilmekte olan A, B, C, D, F
ve G haplogruplarindan sadece ikisini (A ve G) tagimaktadir. Bu haplogruplarin daha
sonra yine Tiirkiye ya da Iran‘daki evciltme merkezlerinde mi gen havuzuna katildiklart
yoksa Pakistan, Hindistan gibi diger tiirlerin (s1gir, manda vb.) evciltme merkezi olan
bolgelerden mi dahil olduklar1 hala tam olarak net degildir. Naderi vd. (2007) tarafindan
yapilan ¢alismada, Luikart vd. (2001) ¢alismasinda kullanilan ve sadece A haplogrubu
bulunan 1wrklarda ayrica D haplogrubunun da bulundugu gosterilmistir. Bu sonug, daha
fazla sayida 6rneklemle galismanin 6nemini géstermesi agisindan énemlidir (Cinar-Kul

2010).

2.3 Bosna Hersek’teki Yerli Hayvan Irklar:

Bosna Hersek’te ¢evre kosullarina yiiksek uyum saglamis yerli hayvan irklar
bulunmaktadir. Bunlar modern irklarindan daha diisiik verim performansina sahiptirler.
Bu Bosna Hersek yerli hayvanlari bulunduklari c¢evrenin kosullarina yiiksek uyum
sagladiklari i¢in hastaliklara kars1 direnclidirler. Bosna Hersek’te bu yerli hayvanlarin
sayist hizla azalmaktadir. Bu yerli hayvanlar hem ekonomik anlamda hem de genetik
kaynak olarak Onemli bir kullanim potansiyeline sahiptir. Bosna Hersek’te yerli
hayvanlarin gen kaynagi olarak tasidigi oneme ve bu konuda alinmasi gereken

Oonlemlerin aciliyetine ragmen yerli hayvan 1rklarin tanimlanmasina yonelik ¢calismalarin
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yeterli oldugu sdylenemez. Diger taraftan Bosna Hersek yerli hayvan irklari tizerinde
yakin zamanlara kadar genetik caligmalar yapildigni sdylemek de miimkiin degildir.
Ancak son zamanlarda bu yerli hayvan irklarinin gen kaynagi olarak tasidigi 6nem goz
Oniine almarak bunlarin genetik karakterizasyonuna yonelik calismalar yapilmaya

baslanmugtir.

Yerli hayvan populasyonlarinin 6nemi, modern irklarda olmayan genlere sahip
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Gelecekte de bu genlere sahip olabilmek i¢in bu yerli
hayvanlarin korunmasi1 gerektigi aciktir. Buna bagli olarak Avrupa’da yerli hayvan
irklarinin korunmasi i¢in “Hayvan Genetik Kaynaklart Koruma Ulusal Programi”
vardir. Diger bir¢ok Avrupa iilkesinin aksine Bosna Hersek'te Hayvan Genetik
Kaynaklar1 Koruma Ulusal Programi hala hazirlanma asamasinda bulunmaktadir; yani

aktif olarak yoktur.

Ozet olarak Bosna Hersek’te bulunan yerli hayvanlarin varlig giinden giine
azalmaktadir. Bugiin Bosna Hersek yerli irklariin ¢ogu yok olma tehtidi altindadir.
Oysa bu yerli irklarin ekonomik, bilimsel, kiiltiirel ve ekolojik nedenlerle koruma altina
alinmas1 gerekmektedir. Cizelge 2.2’de Bosna Hersek yerli hayvan irklarinin

tanimlanmasi gosterilmistir.

21



Cizelge 2.2 Bosna Hersek tiim yerli hayvan irklar

Hayvan tiirii | Bosnian Native Breeds Bosna Hersek endemik hayvan irklari

Sigir Busha and Gatcko cattles Busa ve Gatagko Sigir

Koyun Pramenka sheep Pramenka Koyunu

Kegi Bosnian spotted goat Bosna Hersek Boynuzlu Alaca Dag Kegisi

At Bosnian mountain horse Bosna Hersek Daglik At

Esek Bosnian donkey Bosna Hersek Esegi

Kopek Torniak and Barak dogs Tornyak ve Sert Killi Barak Kopekleri
Balik FreshV\_/ater_Trout and Neretv_a'daki Tatlisu Alabalig1 ve

Glavatica fishs Glavatista Baligi

2.3.1 Bosna Hersek yerli koyun irki (Pramenka Irki)

Bosna Hersek’te tiim endemik hayvanlar igerisinde Pramenka koyun irki en yaygin
olanidir. Pramenka koyunu Bosna Hersek’te ¢ok degerli bir hayvan irkidir. Yerel dilde
pramen kelimesi, bu dag koyunun yapag: karakteristigi olarak kaba elyaf tiirii anlamina
gelmektedir. Bosna Hersek yerli koyunlarindaki ylinlerin en biiyiik kism1 beyaz veya
nadiren siyah olmaktadir. Ayrica, diger vucut kisimlar1 yani kafasi ve ayaklari tamamen
siyah ya da az siyah olabilmektedir. Pramenka koyunlar1 boynuzsuz, Pramenka koglari
ise boynuzlu veya boynuzsuz olabilmektedir. Pramenka koyunlarinin ortalama omiirliik

9 yildir.

Pramenka koyun 1rkin iilkenin daglik alanlarda ve kirsal bolgelerde bir gelir kaynagi
olarak ¢ok 6nemli rol oynamaktadir. Pramenka koyunu diisiik verimlilik performansina
sahip olsa da siit kalitesi yiiksektir. Bu yerli koyunlar Bosna Hersek’in Vlasi¢, Kupres
ve Privor daglarinda bulunmaktadir (Sekil 3.1). Nadir olarak Hersek bolgesinde de

rastanmaktadir. Pramenka irkinin ¢oguna Vlasi¢ Dagi’nda rastlanmakatadir. Bazen

22



Vlasi¢’teki Pramenka koyununa Dubian Pramenka da denmektedir. Bu Bosna Hersek
yerli koyunlarinin siitlinden Vlagic Dagi’nda bunlarin meshiir geleneksel peynirleri
yapilmaktadir. Bugiin Bosna Hersek’te bu yerli koyunlarin sayis1 sadece birka¢ bin
oldugu i¢in bu endemik 1irki tehlike sinirinda olarak siniflandirmaktadir. Yani bu irkin
populasyon genisliginin hizli bir sekilde azaldigin1 gosterilmistir. 1939 yilinda Bosna
Hersek’te Pramenka koyununun say1 4 milyon olmustur. 1990 yilinda ise bunlarin sayisi
yaklasik 1.3 milyon olmustur. Bugilin Pramenka irkinin toplaminin bu sayinin yarisina

kadar oldugunu tahmin edilmektedir.

Sekil 2.8 Bosna Hersek Pramenka Koyunu

2.3.2 Bosna Hersek yerli kegi irki

Bosna Hersek’in boynuzlu Alaca Dag Kegisi yerli bir hayvan tiiriidir. Bu yerli irk1
daglik yerel ¢evre kosullarina ¢ok uyum saglamistir. Bosna Hersek’in yerli keci 1rki
daglik bolgelerin hayvanidir. Agaclarin filizlerini yemek suretiyle beslenmektedir.
Bunun siit verimleri azdir ve etleri orta kalitededir. Bu acidan Bosna Hersek yerli
kecilerin ¢ok oOnemi yoktur. Bu yerli dag keci kotii yetistirme kosullarina cok
dayaniklidir, oldukga kiictik, hafif ve ¢cok canli bir irktir. Bosna Hersek yerli kegileri iki

renkli olduklar1 i¢in Bosna Hersek yerli kecilerine Alaca Kegiler de denmektedir.
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Bunlarin viicut rengi, hem beyaz renkte hem kirmizims: gri veya acgik siyah renk tonu
arasinda bir renkten olusabilmektedir. Ayrica, bunlarin erkekleri boynuzludur disiler de

boynuzlu ama biraz daha kii¢iik ve ince boynuz yapisina sahiptirler.

Eskilerde ormanlara zarar verdigi icin sayilarinin azaltilmasi yoluna gidilmistir. Ayrica
Bosna’da savas sirasinda bu yerli hayvan sayisinda 6nemli oranda azalma giizlenmistir.
Giliniimiizde Bosna Hersek’te bu yerli kegilerin sayis1 ¢ok az odugu icin yok olmaya
yaklagilmistir. Yani bu ke¢i i¢in durum Pramenka koyunlarindan oldukga farklidir.
Bosna Hersek’in bazi bolgelerinde alacali dagi kegisi yok olmustur. Bugiin Bosna
Hersek yerli keci k1 ¢ok kritik yok olma tehlikesi altindadir. Bu nedenle bu alacali
boynozlu dag kegisiyle ilgili caligmalarda koruma Oncesinde genotip gruplarinin

tanimlanmasi caligsmalarina 6nem verilmesi gerekmektedir.

Sekil 2.9 Bosna Hersek boynuzlu alaca dag kegisi

2.4 Molekiiler Genetik ve Filogenetik Calismalarinda Kullanilan Yoéntemler

Aslinda hayvan genetigi ya da kalitim, genetik materyalin kalitimi, varyasonu ve
hastaliklarla iligkilerini inceleyen bir bilim dalidir. Giiniimiizde molekiiler ve diger

genetik alanlarinda hayvansal hiicreler lizerinde birgok aragtirmalar yapilmaktadir.
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Hayvansal hiicrede toplam genetik materyal olarak genomik DNA’nin (nDNA) yani sira

mitokondrilerde mitokondriyal genomu (mtDNA) bulunmaktadir.

Son yillarda hayvan genetigi alanindaki 6nemli konulardan biri olarak yer alan mtDNA
caligmalari, arastirma yapan bilim insan1 sayisinin da artmasi ile birlikte ortaya
cikmistir. mMtDNA, genomik DNA ile karsilastirildiginda son derece polimorfiktir. Bu
mtDNA’ya ait varyasyonlarin incelenmesi tiir diizeyinde veya daha alt diizeydeki
iliskilerin belirlenmesi bakimindan ¢ok Onemlidir. Ayrica populasyonlar arasindaki
iligkilere ve populasyonlarda bulunan varyasona yonelik molekiiler genetik yontemlerle
geligen bilgisayar teknolojileri sayesinde incelenmesi miimkiin ve kolay hale gelmistir.
Genetik calismalarda gbzlenen varyasyonlarin, incelenen irklar hakkindaki tarihi ve
cografik bilgilerle uyumlu sonuclar ortaya koydugu bilinmektedir. Hayvan
populasyonlar1 i¢inde veya populasyonlarin arasindaki fakliliklarin/benzerliklerin tespit
edilmesi amaciyla DNA molekiili seviyesinde daha duyarli yeni ydntemler
gelistirilmistir. Boylece molekiiler genetik yontemlerle belirlenen DNA polimorfizmleri

icin molekiiler belirtecler kullanilmaya baslanmistir.

Cesitli arastiricilar, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ve mikrosatelit gibi
molekiiler genetik belirtegler kullanarak yerli koyun irklarinda bulunan genetik
varyasyonu ve aralarindaki genetik iligkileri incelemislerdir. Ancak bu arastirmalarin
cogunda az sayida ik ve az sayida belirte¢ kullanildigindan elde edilen sonuglar
celiskiler gostermektedir (Pedrosa vd. 2005, Meadows vd. 2007). Son zamanlarda hem
yerli hem de evcil hayvan irklarinda mtDNA ve y-kromozomu belitegleri kullanilarak
cok sayida oOnemli caligma yapilmaktadir. Bdylece tiir diizeyinde veya daha alt
diizeydeki iliskilerin belirlenmesi bakimindan mtDNA’ya ait varyasyonun incelenmesi

¢ok onemlidir.

Sonug olarak populasyonlar i¢i ve populasyonlar aras1 fakliliklarin veya benzerliklerin
tespit edilmesi amaciyla gelistirilen ve yaygin olarak kullanilan yontemler arasinda
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR, Polymerase Chain Reaction), Rasgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA (RAPD, Random Amplified Polymorphic DNA), Restriksiyon
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Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP, Restriction Fragment Length Polymorphism),
Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNPs, Single Nucleotide Polymorphisms), Cogaltilmis
Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (AFLP, Amplified Fragment Length Polymorphism), Basit
Dizilim Tekrarlar1 (SSR, Simple Sequence Repeats), Ardisik Basit Tekrarlar (STR,
Simple Tandem Repeats), mikrosatelitler (microsatellites) ve DNA dizi analizi (DNA

sequencing) gibi yontemler 6nemli olarak yer almaktadir.

DNA sekans analizi populasyonlarin farklilasmasinda rol oynayan mutasyonlar1 daha
1yl ortaya koyabildigi ve mutasyon olusum hizim1 kullanarak populasyonlarin ayrildigi
zamanin hesaplanmasina katki sagladigi i¢in filogenetik ¢alismalarda tercih
edilmektedir (Oner 2010). Buna bagh olarak filogenetik terimine sik rastlanmaktadir.
Filogenetik terimi, bir tiirlin ya da yiiksek taksonomik gruplarin soy gelisimi, diger
gruplardan farklilasmas: ve evrim ge¢misi anlaminda kullanilmaktadir. Boylece bir
grubun Filogenisi denilince evrimsel tarihi kast edilmektedir. Filogenetik ¢alismalarda
mtDNA’nin D-loop ve cyt b bdlgeleri iizerinde sikg¢a arastirmalar yapilmaktadir.

mtDNA’nin cyt b bolgesi evcillestirilmenin zamanini 6grenmek i¢in kullanilmaktadar.

2.5 Mitokondriyal DNA (mtDNA) ve D-loop Bolgesi

Mitokondri organeli hemen hemen biitiin Okaryotik hiicrelerde ve Okaryotik
mikroorganizmalarda bulunmaktadir. Bakterilerde, eritrositlerde ve yesil alglerde
mitokondri yoktur. Genel olarak mitokondriler 10-20 giin arasinda yasar. Bu organel
hiicre sitoplazmanin her yerinde bulunmaktadir. Mitokondri organeli, 1.5 milyar yil
Once serbest yasayan bir aerobik bakteriden evrimlesip, anaerobik bir konukcu hiicreye
girmistir. Dolayisiyla baslangicta simbiyotik yasayan prokaryotik bir organizma oldugu
sanilmaktadir. Simbiyoz iligkide ortak yasayan canlilar uzun siireler hatta dmiir boyu
birbirleriyle iligki halinde kalmaktadir. Simbiyotik yasam, evrimsel siiregte gercekten
onemli bir adimdir ve prokaryotlardan Okaryotlarin evrimine imkan vermistir
(endosimbiyoz). Boylece mtDNA'nin okaryotik hiicrelerde var olusu endosimbiyotik
teoriyle agiklanmaktadir. Mitokondri hiicreye oksijen elde edilmesinden ve dolaysiyla

enerji temininden sorumlu bir organeldir. Ayrica bu organel, hiicrenin enerji tiretim
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merkezi olarak kabul edilmesinin yaninda hastaliklar ve yaslanma ile ilgili olarak

kendine has genomu nedeniyle 6nemli rol oynamaktadir (Griffiths vd. 2012).

Fonksiyonel durumuna gore sayi, sekil ve biiyiikliikleri devamli degismektedir.
Mitokondride kiigiik halka seklinde mtDNA bulunmaktadir. Baska bir deyisle,
mitondriyal DNA yapisal olarak dkaryot DNA's1 gibi lineer degil, bakteri DNA's1 gibi
halkasaldir. Mitokondriyal DNA’nin mitokondride bir¢cok kopyasi (2-12) vardir. Bu
mitokondri genleri matriks boélgesinde bulunup mitokondrinin enerji iiretme islerini

yerine getirebilmesi i¢in ihtiya¢ duydugu genlerdir.

Mitokondriyal DNA ¢ekirdek genomundan bagimsiz generasyonlar boyunca tek bir
ebeveynden aktarilmaktadir. Erkek ve disi gametlerin zigota sitoplazma katkilar1 esit
olmadigr icin disi ebeveynin sitoplazmayla birlikte mitokondriyal DNA's1
kalitilmaktadir. Spermin sitoplazma icermemesi ve mitokondrilerinin fertilizasyona
katilmayan kuyruk kisminda toplanmasi nedeniyle, zigottaki mitokondriler sadece
yumurtaya aittir. Anne tiim yavrularina mitokondriyal DNA’sim1 aktarirken sadece disi
yavrular bunu ikinci kusaga aktarmaktadir. Sonucta zigotta erkek ebeveyn
mitokondriyal DNA's1 bulunmamaktadir. Bu nedenle mitokondriyal DNA sadece anne
tarafindan kalitildigr icin mtDNA’nin kalitm modeline anasal (maternal) kalitim

modeli denmektedir.

Ozet olarak mitokondriyal DNA c¢ift iplikli, halkasal bir molekiildiir. Bu halkasal
kromozom her biri kendi bagma replike olabilen hafif ve agir iplikten olusmaktadir.
Agwr iplik, ingilizce heavy strand (H) kelimelerinin kisaltilmasiyla tiiretilip
mitokondriyal DNA’larin dis ipligini ifade etmektedir. Hafif iplik ise, ingilizce light
strand (L) kelimelerinin kisaltmasi olup mitokondriyal DNA i¢ ipligi olarak ifade
edilmektedir. Transkripsiyonun kutuplagsmasi ve transkripte edilen iplik, mtDNA’nin

yapisini gosteren Sekil 2.10°da beyaz ve siyah oklarla gdsterilmistir.
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Sekil 2.10 mtDNA’nin yapis1 (Strachan ve Read 2010)

Hayvansal mitokondriyal genom 37 geni igermektedir. Bu genler sunlardir:
a) 22 adet transfer RNA (tRNA) geni,
b) 2 adet ribozomal RNA (rRNA) geni (ribozomun biiyiik ve kii¢iik alt birimleri)
ve
c) 13 adet mesajct RNA (mRNA) geni veya solunum zincirindeki yapisal
proteinler olarak da bilinmektedir (Kvist 2000).

Yukaridaki sekilde mitokondriyal DNA iizerinde bulunan genler gosterilmistir. Protein
kodlayan genler NADH dehidrogenaz (Nikotinamid Adenin Diniikleotit Dehidrogenaz),
sitokrom ¢ oksidorediiktaz, sitokrom c¢ oksidaz ATP sentetaz enzimlerini kodlamaktadir.
Bu genler ATP sentezi ve elektron tasinmasinda yer alan enzimlerin alt birimlerini
belirtmektedir. CO genleri sitokrom oksidazin kodlanmasini saglar. ND genleri ise

NADH dehidrogenazin kodlanmasini saglar. 15 adet protein kodlayan veya rRNA
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genlerden 14’1 ayn1 yol ile transkribe edilir. 22 tRNA geninden ise 14 gen saat yoniinde
ifade edilirken 8’1 saat yoniiniin tersinde okunur. tRNA genleri protein kodlayan genler
ve TRNA arasinda bulunmaktadir. Ayrica bu sekilde H-ipligin Oy olarak gosterilen
orjini ve L-ipligin Op olarak gosterilen orjini, H ve L ipliklerin sentezinin yoniini
gosterir. H-ipligin ise Py olarak isaretlenmis olan orjini ve L-ipligin P, olarak
isaretlenmis orjini H ve L ipliklerin transkripsiyon yoniinii gosterir. Son yillardaki
caligmalara gore AGA veya AGG’nin stop kodonlar1 oldugu goriilmiistiir. Bunun yani
sira AUG, AUA veya AUU kodonlariin start kodonlar oldugu goriilmiistiir (Lewin
1987). Mitokondriyal DNA'da intron bolgeleri bulunmamaktadir. Ancak bazi canlilarin
mitokondriyal DNA’sinda Ornegin  S.cerevisiae mayasinda intronlar  vardir.
Mitokondriyal DNA farkli hizlarla evrimlesen farkli bolgelere sahiptir. Bu bdlgelerden
biri de mtDNA agir ipliginin replikasyon orijinini ve her iki ipligin (hafif ve agir
iplikler) promotor bdlgelerini barindiran mtDNA Kontrol Bolgesi veya D-loop
bolgesidir. Bu bolge, herhangi bir enzim ya da protein karsilifi olmayan bir bdlge
olmasina bagli olarak, mitokondriyal genomun diger kisimlarindan 3-5 kat daha hizli

evrimlesmektedir (Wenink vd. 1994).

Mitokondriyal DNA’da kodlanmayan tek bolge yaklagik 1000 baz ¢ifti uzunlugundaki
D-loop bolgesidir. D-loop, displacement loop kelimelerinin kisaltilmasindan tiiretilip
kontrol bolge olarak da bilinmektedir. Bu D-loop bdlgesi H-ipligin replikasyonunu
kontrol eder ve iki iplik i¢inde promotor bolge roliinii oynamaktadir. Mitokondriyal
DNA molekiiliinde replikasyon ve transkripsiyonun baglatildigt kontrol bdlgesi,
omurgalilarda D-loop, Drosophila’da A ve T’ce zengin bolge olarak adlandirilan ve
herhangi bir iiriin karsiligi bulunmayan bolge olarak ifade edilmektedir (Cornuet ve
Garnery 1991). Bagka bir deyisle mitokondriyal DNA’ nin kontrol bolgesi kodlayici
olmayan bir bolgedir. mtDNA nin D-loop bolgesi hem H-iplikli replikasyon orjini hem
de L-iplikli ve H-iplikli transkripsiyonun promotorlarini igermektedir. Mitokondriyal
DNA replikasyonu D-loop mekanizmasina gére olusmaktadir. Oncelikle H-ipligin
replikasyon orijininden 5’-3’ yoniine dogru sentez baslar. Yeni sentezlenen H-iplik, L-
ipligin replikasyon orijinine geldiginde, ters yonde ilerler ve hafif iplik sentezlenir.
Mitokondriyal DNA transkripsiyonu ise D-loop bolgesindeki promotordan birbirine ters

yonde baslar ve iki iplik de, ayn1 anda tamamen transkripsiyona ugramaktadir. Sonugta,
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rRNA, tRNA ve mRNA’lar olusur. D-loop bolgesi en fazla varyasyonun gorildiigii
bolgedir.

HSP

12S fRNA Phe CSBs TAS The Cytoctuame b
& —0O0 1]
L Pro
LSy >
\ Ori ¥ 7
N N\ /

D-loop region

Sekil 2.11 D-loop’un mtDNA’da bulundugu yer

Son zamanlarda D-loop bdlgesinin mitokondriyal genomunun geri kalandan daha hizli
gelistigi gosterilmistir. Yani evrim orani mitokondriyal genomun diger kisimlardan 3-5
kat daha hizlidir (Wenink vd. 1994). D-loop bélgesi herhangi bir enzim ya da protein
karsiligt olmayan bir bdlgedir. Bu bdlgenin kiiresel populasyon yapisinin
aydinlatilmasinda giiclii bir ara¢ oldugu kanitlanmistir. Yani D-loop bolgesinin analizi
ile wrklar arasindaki ayrim, filogenetik agaca, daha belirgin olarak yansimaktadir.
mtDNA’daki D-loop bdlgesi ve sitokrom b bir¢ok analizler i¢in kullanilmasinin yaninda

filogenetik ve populasyon genetigi analizleri i¢in de sik¢a kullanmaktadir.
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Sekil 2.12 Insanin ve hayvanlarin D-loop bolgelerinin karsilastirmasi (Sultana ve
Mannen 2004)

Sekil 2.12°de goriildiigii gibi D-loop bolgesi ti¢ boliime ayrilmaktadir. D-loop’un bu
bolimleri sunlardir: L-Domain (5-end, left domain) sol etki alani, C-Domain (central
domain) merkez alan1 ve R-Domain (3 ’-end, right domain) saga etki alanidir. Burada
Oy olarak gosterilen isaret H-ipligin replikasyon orjinini gostermektedir. Ayrica, LSP
ve HSP olarak gosterilen isaretler ise insan D-loop bdlgesindeki H-ipligin ve L-ipligin

replikasyon promotorlarin1 gostermektedir.

Genel olarak mtDNA’daki D-loop’un birinci bolimii bir C-streg (C-stretch) ve
terminasyon iligkili dizileri (TAS) icermektedir. Bu bolim H ve L iplikli
transkripsiyonunun diizenlenmesi ve H iplikli replikasyondan sorumludur. En fazla
korunan ikinci boliim olup F-, C- ve D-kutular1 gibi yapisal elemanlar1 igermektedir.
Ucgiincii bliim, kontrol bolgesinin 3” ucunda en fazla varyasyon gosteren boliimdiir. Bu
boliim korunmus dizi blogu 1 (CSB-1, Conserved Sequence Block 1) ile baglamaktadir.
Muhtemelen mitokondriyal transkripsiyon faktorii (mtTFA) CSB-1'e baghdir. mtTFA-
CSB-1 kompleksi bagli oldugunda transkripsiyonun replikasyona gegcisine aracilik
etmektedir. Bu boliimiin geri kalan1 fonksiyonel kisitlamalar ve biiyiik interspesifik
insersiyonlar veya delesyonlar i¢in 6zgiir gibi goriiniiyor. Ayrica, bu ii¢ tane korunmus
dizi blogunun (CSB-1, CSB-2, CSB-3) sag etki alanindaki (3’-end, right domain)
RNA’dan DNA’ya sentezin gecisine dahil olduklar1 goriilmiistiir. Buna bagli olarak
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birden fazla terminasyon iligkili dizileri (TASs) ve 5°- TACAT -3’ olarak korunmus
pentaniikleotidi (ikincil yapilar) sol etki alanindaki (5’-end, left domain) H-ipligin
sentez tevkif ile ilgili oldugunu gosterilmistir. Bunun yaninda D-loop bdlgesine ait
onemli Ozellikler olarak polipirimidin sistemi ve dogrudan tekrarlar (direct repats)
oldugunu bidirilmistir. (Zardoya vd. 1995). Mitokondriyal DNA’daki sitokrom b’nin
yaninda D-loop bdlgesi bir¢ok analizler i¢in kullanilmasinin yaninda filogenetik ve

populasyon genetigi analizleri i¢in de uygundur.

Goriildigl gibi mtDNA’nin ¢ok 6nemli yapist vardir. Ayrica, mtDNA’nin bulundugu
mitokondri organelinde bir¢ok énemli rol oynadigi goriilmiistiir. Genelde mitokondri i¢
bolmesinde kendi niikleik asitlerinin bulunmasi, mitokondriye kendi enzimlerinin bir
kismimi ¢ekirdekten bagimsiz sentezleme olanagi saglamaktadir. Mitokondriler
islevlerini tamamen bagimsiz yiirliten organeller degildir. Ciinkii dis ve i¢ zarlarinda ve
matriksinde bulunan proteinlerinin bir boliimii ¢ekirdek DNA'siyla sifrelenerek
sitoplazmada sentezlenmekte ve mitokondri i¢ine transfer edilmektedir. Mitokondrinin
kendi RNA transkripsiyonu icin gerekli enzimlerin hemen hemen tiimii g¢ekirdek
genleriyle sentezlenmektedir. Boylece mitokondriyal proteinlerin %?2’si mitokondryial
genom tarafindan sentezlenirken, %98’i ¢ekirdek genleri tarafindan sentezlenerek,
mitokondriye taginmaktadir. Mitokondrilerin  matriks bolgesinde replikasyon,
transkripsiyon ve translasyon icin tiim sistemi mevcuttur. Cekirdek genom materyali
(nDNA) ile karsilastirildiginda hayvansal kokenli mtDNA molekiilii arasinda onemli
farkliliklar bulunmaktadir (Cornuet ve Garnery 1991, Griffiths vd. 1996). Bu farkliliklar
sOyle 6zetlenebilir:
a) Mitokondriyal DNA eseyli ¢ogalan tiirlerde cogunlukla anasal kalitim
gostermektedir.
b) Hayvansal mtDNA molekiiliniin ¢ogunlukla daire seklinde oldugu
bildirilmektedir.
c) Cekirdek genom materyali histon proteinleri igerirken mtDNA molekiiliinde
histon proteinleri bulunmamaktadir.
d) Mitokondriyal genomdaki tiim bdolgelerin protein, enzim, rRNA ve tRNA
gibi bir lirlin karsiligi bulunmaktadir. Mitokondriyal DNA'da intron bolgeleri
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9)

h)

bulunmamaktadir. Mitokondriyal DNA’da kodlanmayan tek bdlge yaklagik
100 baz ¢ifti uzunlugundaki D-loop bolgesidir.

Cekirdek DNA ile karsilastirildiginda mitokondriyal DNA molekiilii daha
kiigiiktlir (yaklasik 16.3-17 kb). Cekirdek DNA ise ¢O0k daha biiyiiktiir
(yaklasik milyon kb).

Bir hiicre ¢ekirdeginde anne ve babaya ait 2 allel gen bulunurken, her
mitokondri 2-10 adet mtDNA genomu icermektedir. Her bir insan
hiicresinde yiizlerce mitokondri oldugu disiiniiliirse, binlerce de
mitokondriyal DNA mevcut oldugu sdylenebilir. Normalde bunlar tamamen
tanimlanmis olup genotipleri homoplazmiktir. Normal mtDNA yaninda
mutant tipler de mevcutsa hiicre genotipi heteroplazmik olarak adlandirilir.
Heteroplazmik mtDNA’lar yavru hiicrelere diizensiz dagilim gostererek
gegmektedir. Sonugta tekrar tekrar boliinen hiicreler, sadece mutant veya

sadece normal mtDNA’lar igeren genotipe dontisebilmektedir.

Mitokondriyal DNA’nin evrim hiz1 gekirdek DNA’ya gore 10-20 kat daha
fazladir. Bunun nedeni, oksijen radikallerine daha fazla maruz kalmasi,
koruyucu ve tamir sistemlerinin yoklugudur. Bu ylizden mtDNA

mutasyonlara daha agiktir.

Mitokondriyal DNA’daki bazi kodonlar protein sentezi siirecinde
cekirdekteki DNA molekiiliinde belirtilen evrensel kurallardan farkl

anlamlar tasiyabilmektedir. Ornegin,

1) UGA kodonunun gekirdek DNA’da stop (STOP), mtDNA’da ise
triptofan (Trp) amino asidi anlam1 bulunmaktadir.
2) AUA kodonunun c¢ekirdek DNA’da izolosin (Ile) amino asidi,

mtDNA’da ise metiyonin (Met) amino asidi anlam1 bulunmaktadir.
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3) AGA, AGG kodonlarmin, ¢ekirdek DNA’da arginin (Arg) amino
asidi, mtDNA’da ise stop anlami bulunmaktadir (Ozdil 2007).
Genetik sifrenin 6zglin olma evrensel kuralini boan bu durum

arastiritlmaya deger bir konudur.

Mitokondriyal DNA ¢ekirdek DNA'dan ayr1 &zeliklere sahip olup ¢ekidek DNA
polimerazindan farkli bir DNA polimeraz enziminin etkisi ile replike olabilmektedir.
Mitokondri genomunda intronlar olmadig1 i¢in intronun yerinde kiigiik intergenik
araliklar vardir. Bu intergenik ayiricilari okuma bazen c¢ercevelerde iist iiste
gelebilmektedir. Sonu¢ olarak mitokondriyal genom ¢ok verimli bir gekilde
diizenlenmektedir. Bu tiim Ozelliklerden dolayr mitokondriyal DNA molekiili
fonksiyonel ve filogenetik olarak ¢ok sayida genin var oldugu tek bir baglanti
grubundan meydana gelmis siiper gen olarak tanimlanmaktadir. Mitokondriyal DNA
genotipleri molekiiler klonlar, mitotipler (mitotypes) ya da haplotipler (haplotypes)
olarak tamimlanmaktadir. Mitotip kavrami, mitochondrial genotype kelimelerinin
kisaltilmas1 ile tiiretilip sadece mitokondriyal genom bakimindan genotipi ifade
etmektedir. Ancak haplotip kavrami mitotip kavramindan daha genis anlamda
kullanilmakta olup mitokondriyal 6zellikler bakimindan genotiplerin tanimlanmasinda
kullanilmaktadir. Haplotip genotip, tek genomlu (n sayida kromozom igeren) canlilarin
genotipine denmektedir (Ozdil 2007). Haplotip kavrami, ayni kromozom iizerinde
baglant1 (linkage) halinde bulunan ve birlikte dolden dole aktarilan 6zgiin baglanti

gruplar1 ya da gen setleri olarak ifade edilmektedir.

Mitokondriyal DNA dizisi farkli taksonomik seviyelerde haplotiplerin kaynagmasinin
tarthini belirlemek i¢in kullanilabilmektedir. Mitokondriyal DNA markor olarak
kullanabilmektedir. Aslinda mitokondriyal DNA'nin nétral bir markdr olup olmadigi
tartisma konusudur. Mitokondriyal DNA’nin evrimi biiyilik ihtimalle orta zararli modele
veya notrale yakin modele uymaktadir. 14 farkli ¢calismadan elde edilen molekiiler
verilerin noétralite testlerine dayanarak (Fry 1999) tiir i¢indeki nadir haplotiplerin fazla
oldugunu ve bunun az miktarda da zararli mutasyonlar tasidigini iddia etmistir. Ballard
ve Kreitman’nin (1995) ¢alismasi mitokondriyal DNA’daki herhangi bir kisimda olan

bir seleksiyonun populasyondaki tiim molekiillerin polimorfizmi {izerinde etkili
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oldugunu gostermistir. Dolayisiyla rekombinasyon eksikligi mitokondriyal genomda
duyarl bir genetik siiriiklenmeye (genetic drift) neden olabilmektedir. Soylar boyunca
heterojenlik oranlar1 ve polimorfizmin yerine gecebilecek aminoasit degisikliklerindeki
asirilik, seleksiyonun mtDNA polimorfizminde bir rolii oldugunu desteklemektedir.
Ancak Ballard ve Kreitman (1995) mitokondriyal DNA evriminde genetik
stiriklenmenin giiglii bir etken olabilecegini vurgulamistir. Mitokondriyal DNA siki
notr olsun ya da olmasin populasyon yogunlugunun siiregleri i¢in hassas bir belirtectir
(indicator). Boylece iliskili bireyler veya popiilasyonlarinin i¢indeki anasoylu iliskiler
gibi cografi kiimelerin meydana ¢ikarmasi icin mitkondriyal DNA’nin uzaklagma
analizleri kullanilabilmektedir. Ayrica, filogenetik olarak yakin iligkili takson
¢oziilmesinde mitokondriyal DNA ¢ok yararli olabilir. Sonucta DNA molekiiler markor
olarak pek ¢ok avantaja sahiptir. Muhtemelen verimsiz replikasyon tamiri nedeniyle
mitokondriyal DNA c¢ekirdekteki DNA'dan daha hizli gelismektedir. Mitokondri
genomlarmin farkli bolgeleri farkli oranlarda gelismektedir (Kvist 2000). Asagida

mtDNA markerlerinin kullanm alanlar1 goriilmektedir. Bunlar soyledir:

1) Populasyonlarin tanimlanmast,

2) Populasyon ve ekotiplerin orijinlerinin belirlenmesi,

3) Populasyonlarin cografi dagilimlarinin ortaya konmasi,

4) Alt tiir igerisindeki haplotiplerin belirlenmesi,

5) Populasyonlar arasindaki gen akisi ve hibritlenme seviyelerinin tahmin
edilmesi,

6) Anasal kalitm modellerinin izlenmesi,

7) Populasyonlar igi/aras1 genetik varyasyon diizeylerinin hesaplanmasi ve

8) Populasyonlarin genetik benzerlik ve farkliliklarindan yararlanilarak
filogenetik 1iligkilerin tespit edilmesi c¢alismalarinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Ozdil 2007).

mtDNA’nin farkli bolgeleri amaclarina gore kullanilirken biitiin molekiil bir baglanti
grubu olarak kalitilmaktadir. Ne kadar sayida mitokondriyal genler incelenirse
incelensin bu bir gen agacini olusturur. Mitokondriyal DNA, ¢ekirdekteki genlerin

efektif populasyon boyutunun yaklasik dortte birine sahiptir.
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2.5.1 Koyun mtDNA’s1 ve D-loop Bolgesi

Koyun mtDNA’s1 16.616 baz ciftinden olusan, ¢ift iplikli, halkasal bir DNA’dir
(NC _001941.1). Bu mtDNA’nin L-ipligi %33,7 (A), %25,8 (C), %13,1 (G) ve %27,4
(T) bazlarindan olugmaktadir (Hiendleder vd. 1998). Ayrica, koyun mtDNA’sinda
yaklagik %63 oraninda A+T’ce zengin bdlge bulunmaktadir. Aslinda bu bolge
koyunlarda D-loop bolgesidir ve diger memelilere gore daha biiyiiktiir. Genelde koyun
MIDNA D-loop boélgesi replikasyon ve transkripsiyonun baglatildigi kontrol bolgesidir.
Koyunlarda bu bolge hem H-iplikli replikasyon orjini hem de L-iplikli ve H-iplikli
transkripsiyonun promotorlarini igermektedir (Zardoya vd. 1995). Cizelge 2.3’te koyun

mtDNA’siin organizasyonu gosterilmistir.

Cizelge 2.3 Koyun mtDNA genomunun organizasyonu (Hiendleder vd. 1998)

Feature From To Size Start codon Stop codon”® 3" spacer
IRNA-Phe I o8 68

125 tRNA 69 1.026 958

tRNA-Val 1,027 1,093 67

16S t1RNA 1,094 2667 1574

(RNA-Leu (UUR) 2,668 2,742 75 AA
NADH1 2,745 3.700 256 ATG TAa

tRNA-le 3,701 3.769 69

IRNA-Gln (L) 3,767 3.838 72 AT
TRNA-Met 3841 3,909 69

NADH2 1910 4951 1042 ATA Taa

1RNA-Trp 4952 5.018 67 A
tRNA-Ala (L) 3.020 5.088 69 A
tRNA-Asn (L) 5.090 5.162 73

Ongm of L-strand repl 5163 5.194 32

1RNA-Cys (L) 5.195 5.262 68

1RNA-Tyr (L) 5,263 5.330 68 C
Col 5332 6876 1,545 ATG TAA

tRNA.-Ser (UCN) (L) 6874 6944 71 TAAAC
tRNA-Asp 6,950 7.017 68 T
con 7.019 7,702 634 ATG TAA AAT
IRNA-Lys 7,706 .73 68 T
ATPasel 1775 1975 201 ATG TAA

ATPases 7936 8615 620 ATG TAa

com 8616 9399 784 ATG Taa

IRNA-Gly 9,400 9463 69

NADH3 9,469 9815 547 ATA TAa

tRNA-Arg 9816 9884 69

NADHIL 9885 10,181 297 ATG TAA

NADH4 10,175 11,552 1378 ATG Taa

1RNA-Hs 11,553 11,621 69

IRNA-Ser (AGY) 11,622 11,681 60 A
tRNA-Leu (CUN) 11,683 11,753 7t

NADHS 11,754 13574 1821 ATA TAA

NADHS6 (L) 13,558 14,085 528 ATG TAA

1RNA-Glu (L) 14,086 14,154 69 ACTA
Cyt b 14,159 15.298 1.140 ATG AGA CAA
tRNA-Thy 15,302 153N 70

tRNA-Pro (L) 15371 15436 66

Countrol regron 15437 16616 1180
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Bu sekilde 1. baz tRNA-Phe geninin sol etki alan1 (5’-end, left domain) oldugunu
gostermektedir. Burada goriildiigi gibi koyun mtDNA’sinda ATPaz6 ve ATPaz8’in alt
birimleri, sitokrom ¢ oksidazin I-11l (COI-III) alt birimleri, Cyb’nin alt birimleri, NADH
dehidrogenaz’1 1, 2, 3, 4, 4L, 5 ve 6 alt birimleri ve ¢esitli tRNA genleri bulunmaktadir.
Tiim koyun mtDNA’sina baktigimizda D-loop’un varyasyonu en yiiksek seviyededir.

!< 063+75n :!
— i Fr—T—H—+H d—
epeat: 8 N
Pro-tRNA P TAS cenwal CSB CSBI CSB23  Phe-tRNA

Sekil 2.13 Koyun mtDNA’sindaki D-loop bolgesi (Xingbo vd. 2001)

Koyun mtDNA’sinda D-loop bolgesi Proline (Pro) tRNA ve Fenilalanin (Phe) t-RNA
genleri arasinda bulunmaktadir (Zardoya vd. 1995, Wood ve Phua 1996, Hiendleder vd.
1998). Sekil 2.13’te sematik olarak koyun mtDNA’sinin D-loop bolgesi gosterilmistir.
Sekil 2.14’te daha ayrintili koyun mtDNA D-loop bolgesi ve onun iginde bulunan

yapilar goriilmektedir.
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Sekil 2.14 Koyun mtDNA’sindaki D-loop yapilar (Zardoya vd. 1995)

Bu sekilde tRNA-Thr ve tRNA-Pro arasinda 1383 bp’lik diziler gosterilmistir. D-loop
bu gosterilen 1383 bp’li dizi igerisinde tRNA-Pro ve tRNA-Phe (L-iplik) genleri
arasinda yer almaktadir. Koyun mtDNA’sinda D-loop bolgesi yaklasik 1180 bp’dan
olusup on tane terminasyon iligkili dizileri (TASs, Termination Association Sequences)
ve bir tane korunmus dizi blogu 1 (CSB-1, Conserved Sequence Block 1) igermektedir.
Bu TAS blogu genisletilmis terminasyon iligkili dizileri (ETAS, Extended Terminal
Associated Sequence) olarak da bilinmektedir. Bunun birinci dizisi (TAS-A) koyun
mtDNA’sinda 16.006 ve 16.020 baz ciftleri arasinda bulunmustur. Koyun D-loop’un
CSB-1 blogu saga etki alaninda (3’-end, right domain) bulunmaktadir. Diger deyisle
CSB-1 koyun mtDNA’smin 16.417 ve 16.444 baz giftleri arasinda yer almaktadir.
Ancak, CSB-2 ve CSB-3 dizileri koyun D-loop bélgesinde bulunmamaktadir. Bunlarin
yerinde, 16.477 ve 16.488 bp arasinda, kisa tandem tekrart (SR-1 ve SR-2, Short

Tandem Repeat) vardir.
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Ayrica, koyun D-loop bdlgesinin ii¢ farkli terminasyon ilisikli dizileri igeren sol etki
alaninda (5’-end, left domain) tandem tekrar: gorilmistiir. Bu terminasyon ilisikli
diziler TAS-5, TAS-6 ve TAS-7dir. Sekil 2.5.6’da LR-1 ve LR-2 olarak gosterilen bu
tekrarlar, sol etki alaninda (5’-end, left domain) bulunan tRNA-Proline (Pro) genine
yakin olup yaklagik 75 bp’den olusan tandem tekrarlaridir. Her tandem tekrar: ayna
simetrisindeki (mirror symmetry) iki oktamerli dizileri (TTAATTAA, TACATA)
icermektedir. Bu ayna simetrisindeki iki oktamerli diziler istikrarli kok dongiilerini
olusturabilmektedir. Koyun D-loop bdlgesinde farkli sayida bulunan bu 75 bp’lik
tandem tekrarlar heteroplazmiye sebep olmasi nedeniyle koyun mtDNA D-loop
bolgesinin uzunlugunu degistirmektedir (Zardoya vd. 1995). Buna bagli olarak ikinci ya
da sonraki tandem tekrar1 75 bp veya 76 bp’lik olabilmektedir. Bu tandem tekrarinin
uzunlugu belirteg rolii alip bunlari iki farkli haplogrup kiimesine (clusters) ayirmaktadir.
Birinci kiimede yer alan A, B ve D haplogruplar1 75 bp’lik tandem tekrarlara sahiptir.
Ikinci kiimede yer alan C ve E haplogruplar1 ise 76 bp’lik tandem tekrarlara sahiptir.
Buna ek olarak, Meadows ve ark. (2011) tarafindan Avrupa muflon (O.musimon) ve
Argali (O.ammon) yabani koyunlarinda dortlii 75 bp’lik tandem tekrar1 bulurken Urial
(O.vignei) yabani koyununda ise dortlii 76 bp’lik tandem tekrarlar1 bulunmustur.

Bugiin bes tane olan haplogruplardan (HPGs) en yaygin bulunant A ve B
haplogruplaridir. Nadir bulunanlar ise E ve D haplogruplaridir. Avrupa’da B
haplogrubuna, Asya’da ise A haplogrubuna sik¢a rastlanmaktadir (Pedrosa vd. 2005,
Demirci vd. 2013, Sanna vd. 2015). Ayrica, goriildiigii gibi koyun haplogruplarina ait
olan belli 6zellikler vardir. Koyun B haplogrubunda tRNA-Pro geninde dort tane 75
bp’lik tandem tekrarina rastlanmaktadir. Koyun A haplogrubunda kismen dizilenmis
mtDNA’larda ise 1ii¢ tane tandem tekrar1 bulunabilmektedir. Ancak, koyun
mtDNA’smin heterojenlik boyutuna bagli olarak tandem tekrarlarin sayis1 bes veya alti
tane olabilir. Bunun disindaki dort tane tandem tekrar1 olan koyun mtDNA’laria
homoplasmik denmektedir. Genelde koyunun hem A hem de B haplogruplar1 i¢in dort
tane tandem tekrar ortak 6zelliktir. Bu iki tane koyun haplogruplarinin D-loop bdlgeleri
arasinda %#4,25 bp fark bulunmustur. Ayrica, koyun D-loop bélgesinde tiim nokta
mutasyonlariin goriilmesi miimkiindiir. Sonucta, koyun L ve H ipliklerinin

promotorlart ile H-ipligin replikasyon orjini tamamen korunmustur. Ayrica, koyun
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tandem tekrarlarinin simetrikal sekanslari da fazlasiyla korunmustur (Hiendleder vd.

2002).

2.5.2 Kec¢i mtDNA’s1 ve D-loop Bolgesi

Ke¢i mtDNA’s1 da c¢ift iplikli halkasal yapiya sahip olup 16.643 baz ciftinden
olugmaktadir (No:GU295658.1). Ayirca kegilerin mtDNA’s1 37 gen icermektedir.
Bunlar: 2 adet ribozomal RNA geni (12S ve 16S rRNA), 22 transfer RNA (tRNA) geni
ve 13 adet protein kodlayan gen veya mesajct RNA (mRNA) genleri olarak da
bilinmektedir (Parma vd. 2003). Bu 13 adet protein kodlayan gen, NADH
dehidrogenaz’in 1, 2, 3, 4, 4L, 5 ve 6 alt birimleri, sitokrom c oksidazin I, II ve III alt
birimleri, ATPaz’in 6 ve 8 alt birimleri ve sitokrom b’ den olusmaktadir. L-iplikte,
bunlardan sadece NADH dehidrogenaz’in 6. alt birimi ve sekiz tRNA kodlanmistir. H-
iplikte ise digerleri kodlanmistir (Parma vd. 2003). Kegilerdeki bu protein kodlayan gen
sigir ve koyundaki protein kodlayan genleriyle karsilastirildiginda %1,2 ve %12,2
arasinda farklilik oldugu gosterilmistir. Ayrica bu protein kodlayan genler ayri ayri
bakildiginda ke¢i ve sigir arasinda %7,3 farklilik oldugu keci ve koyun arasinda ise
%¢4,7 farklilik oldugu gosterilmistir (Parma vd. 2003).

Pietro vd. (2003) calismasina gore mtDNA’nin L-ipligi %33,47 (A), %27,40 (T),
%25,92 (C) ve %13,10 (G) oraninda bazlardan olugsmaktadir. Ke¢i mtDNA’sinin ND2,
ND3 ve NDS5 genleri hari¢ tiim protein kodlayan genleri metionini (AUG) start kodon
olarak vardir. ND2, ND3 ve NDS5 genlerinde ise izolosin (ATA) start kodonu olarak
vardir (Parma vd. 2003). Cizelge 2.4’te keci mtDNA genomun organizasyonu

gosterilmistir.
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Cizelge 2.4 Keci mtDNA genomun organizasyonu (Parma vd. 2003)

Name of gene Location Size (bp) Start codon Stop codon
tRNA-Fhe 1-68° 68 H'

125 rfRNA 69-639 956 H

tRNA-Val 1025-10891 67 H

165 rRNA 10922663 1562 H

IRNA-Leu (UAA) 2664-2738 75 H

NADH dehydrogenase subunit 1 (NDT) 2741 -36594 54 H AlG TAA
IRNA-lle 3697-3765 9 H

tRNA-Gln 3763-3834 72 L

tRNA-Met 3837 -3905 69 H

NADH dehydrogenase subunit 2 (ND2) IN6-4946 1041 H ATA TAG
tRNA-Trp 4948~5014 67 H

tRNA-Ala 5016-5084 69 L

IRNA-Asn 50865158 73 L

O 5161-519% 37 H

tRNA=Cys 51915258 67 I

IRNA-Tyr 5259-5326 68 L

Cytocrome ¢ oxidase subunit 1 (COJ) 5328 ~-686Y 1542 H ATG TAA
RN A=ser (UGA) 68706938 69 I

IRNA-Asp 69467013 68 H

Cytocrome ¢ oxidase subunit 11 (COI) 7015-7695 681 H ATG TAA
IRNA-Lys T2-7768 67 H

ATPase subunit 8 (ATPeses) T770=7964 195 H ATG TAA
ATPase subunit 6 (ATPase6) 7928 ~8605 678 H ATG TAA
Cytocrome ¢ oxidase subunit 111 (COI) S608-93%0 783 H ATG TNN?
tRNA-Gly 93929460 o9 H

NADH dehydrogenase subunit 3 (ND3) 9461 -9805 M5 H ATA TNN
IRNA-Arg IB08-9876 69 H

NADH dehydrogenase subunit 4L (ND4L) 9877-10173 266 H ATG TAA
NADH dehydrogenase subunit 4 (ND4) 10167=11544 1377 H ATG TNN
IRNA-His 11545-11614 70 H

tRNA-Ser (AGY) 11615-11674 &0 H

IRNA-Leu (UAG) 11676=11745 70 H

NADH drhydn»gtmw subunit 5 (ND5) 11746~13560 1818 H ATA TAA
NADH dehydrogenase subunit 6 (ND6) 1355314077 525 L ATG TAA
IRNA-Glu 13778-14146 6y L

Cytochrome b (Cyth) 1415115287 1140 H ATG AGA
tRNA-Thr 1529415363 70 H

tRNA-Pro 15363-15428 66 L

D-loop 1542916640 1212

D-loop bolgesi, kegilerde yaklagik 1212-1213 bp degisken bolge ile en fazla
varyasyonun gorildiigli bolgedir. mtDNA D-loop bolgesinde mutasyonlarin en ¢ok
dagilim gosterdigi iki ¢cok degisken bolge bulunmaktadir. Bu bolgeler 1.¢ok degisken
bolge (1. Hypervariable region, HVR-1) ve 2.¢ok degisken bolgedir (2. Hypervariable
region, HVR-2). Ke¢i D-loop’un L-domain’de HVR-1, R-domain’de ise HVR-2
bulunmaktadir. Giiniimiizde kecilerin filogenetik ¢alismalardaki ge¢misini anlayabilmek
icin mtDNA’nin en degisken bdlgesi olan ve D-loop kontrol bdlgesinde bulunan 1.cok
degisken bolgenin (HVR-1) dizi analizi yapilmaktadir. HVR-1 bolgesi HVR-2
bolgesinden daha polimorfiktir. D-loop’un HVR-1 bdlgesinde yaklasik %83,4 mutasyon
olmakta HVR-2 bolgesinde ise %16,6 mutasyon olmaktadir. HVR-1 bdlgesinin
uzunlugu insersiyon/delesyon mutasyonlarindan dolay:r degismektedir. Ayrica, burada
baz degismeleri (substitutions) olarak transisyonlara (transitions) ve transversiyonlara

(transversions) da rastlanabilmektedir (Naderi vd. 2007). Sekil 2.15’te keg¢i D-loop
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bolgesindeki 17°lik bp delesyon ve 76 bp’lik insersiyon polimorfizmlerinin oldugu

yerler gosterilmistir.
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Sekil 2.15 Ke¢i mtDNA’daki polimorfik D-loop bélgesi (Sultana ve Mannen 2004)

Sekil 2.15’te L-domain alaninda D isaret 17 bp’lik delesyonu, IS isaret ise insersiyon
dizi veya uzun tekrarlari (long repeats) géstermektedir. Keginin D-loop bolgesinin, sigir
ve koyundaki D-loop bolgesinden ¢ok daha uzun oldugu bulunmustur. Buna sebep
olarak ke¢i D-loop bolgesinde tiim niikleotid sayisinin %50'sinden fazlasini olusturan en

uzun L-domain (647/1213) etki alanidir (Sultana ve Mannen 2004).
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Sekil 2.16 A, B, C ve D haplogruplara ait ke¢i mtDNA’sindaki D-loop yapilari (Sultana

ve Mannen 2004)
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Sekilde 2.16’da A, B, C ve D ke¢i haplogruplarinin mtDNA’larindaki D-loop
bolgesinin organizasyonu ve polimorfizmleri gosterilmistir. Burada siyah {i¢cgen
semboliiyle 76 bp’lik insersiyon (insertion), kesintisiz ¢izgi ile de 17 bp delesyon
(deletion) gosterilmistir. Sekilde TAS-A veya A blogu, cift alt ¢izgili olarak gosterilmis
merkezi alan1 (central domain), ist ¢izgili olarak gosterilmis B blogu, kesik ¢izgili
olarak gosterilmis CSB-1 ve alt ¢izgili olarak gosreilmis CSB-2 ve CSB-3 blogu
gorilmektedir. Burada TAS elementler noktali {ist ¢izgiyle gosterilmistir. Ayrica,
yukaridan asagiya gosterilen ok isareti H-ipligin replikasyon orijinini gostermektedir.
Sola € ok isareti ile L-ipligin replikasyon promotoru, sag = ok isaretiyle H-ipligin
replikasyon promotoru gdsterilmistir. Ayrica, ke¢i D-loop bdlgesinin sol etki alaninda
(5-end, left domain) 6 tane korunmus A blok bulunmaktadir. Bu D-loop’un ikinci
bolimii merkez alani (central domain) veya C alani olarak da bilinmektedir. Kegi D-
loop bdlgesinin sag etki alaninda (3 ’-end, right domain) B blogu ve CSB-1, CSB-2 + 3
korunmus diziler bulunmaktadir. Aslinda CSB-2 + 3 korunmus dizi kaynagsmig CSB-2
ve CSB-3 korunmus dizileridir. Kegi D-loop bolgesi, kegilerde yaklasik 1212-1213 bp
degisken bolgedir. Kegi D-loop’un 1 - 657 bp arasinda sol etki alan1 (left domain), 648 -
886 bp arasinda merkez alani (cental domain) ve 887 — 1213 bp arasinda sag etki alani
(right domain) bulunmaktadir. Kegilerde merkez alani, B blogu ve CSB-1 dizi A
blogundan daha korunmus oldugu bildirilmistir (Sultana ve Mannen 2004).

tRNA-Pro geninin 174. niikleotid pozisyonunda 17 bp delesyon ve 379. niikleotid
pozisyonunda ise 76 bp insersiyon polimorfizmi bulunursa A haplogrubu oldugu
anlamina gelmektedir. Yani bu polimorfizmin her ikisinin de A haplogrubuna ait oldugu
gozlenmistir. Ayrica, D-loop bélgesinde 76 bp’lik veya 77 bp’lik iki ardisik tekrar
(tandem repeats) bunmaktadir. Bu ardigik tekrarlar kegi mtDNA dizisinde 15.810 —
15.957 pozisyonlar1 arasinda bulunmaktadir (Parma vd. 2003). Diger bir arastirmaya
gore ise keci mtDNA’sinda {i¢ ardisik tekrar bulunmustur (Luikard vd. 2001).

Kecilerdeki D-loop bolgesi kecilerin filogenetik analizi i¢in sik¢a kullanilmaktadir.
Bugiin alt1 tane keg¢i mitokondriyal haplogruplarindan (HPGs) en yaygin bulunant A
haplogrubudur. Evcil ve yabani kegiler arasinda belli sayida niikleotid degisimleri

bulunmaktadir. Takada vd. (1997) ¢alismasina gore evcil kegi ve yabani Bezoar (Capra
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aegagrus) kegcileri arasinda 6zel bir niikleotid degisimi bulunmustur. Ayrica, A ve B
haplogruplarinda insersiyon ve delesiyon bulunmustur. Ke¢i A haplogrubunun mtDNA
D-loop bolgesinin 554. baz ciftinde C niikleotidi 558. baz ¢iftinde T niikleotidi bulunup
insersiyon tespit edilmistir. Ayica, ke¢i B haplogrubunun ise mtDNA D-loop bolgesinin
554. baz ¢iftinde C niikleotidi 558. baz c¢iftinde T niikleotidi bulunup delesiyon oldugu
goriilmistiir. Bu A haplogrubu diinyanin tiim bolgelerinde goriilmektedir. Haplogrup
C’ye Avrupa’da ve Asya’da rastlanmaktadir. Haplogrup B ve D ise sadece Asya’da

gorilmiistiir.

2.6 Kaynak Ozetleri

Glniimiizde koyun 1k ve hatlarinin tanimlanmast ve filogenetik iliskilerinin
belirlenmesi i¢in mitokondriyal genom {iizerinde yiiriitiilmiis bir¢ok ¢alisma mevcuttur.
Bu boliimde, koyun mtDNA’s1 lizerine yapilmis ¢aligmalar ile 6zellikle yerli koyun
wrklart lizerine c¢alismalar 6zetlenmeye c¢alisiimistir. Kecilerde yapilan ¢alismalara da
temas edilmis, ancak Balkanlarda endemik kecilerde mtDNA ile ilgili bir ¢caligmaya

rastlanmamustir.

Farkli yerli hayvan popiilasyonlarin tanimlanmasi i¢in cografi ve ekolojik izolasyonu,
fenotipik farkliligi ve popiilasyonlar arasindaki genetik farklilasma seviyesi hakkinda

bilgileri kullanmak gerekmektedir.

Diinyada  hayvanlarin  evcillestirilmesi ~ kopegin  evciltilmesiyle  baglandigini
bilinemktedir. Ciftlik hayvanlarinin evciltilmesine ise koyun ve kecinin evciltilmesiyle
yaklasik olarak M.O. 10.000 - 9.500 yillarinda baslanilmistir. Ciftlik hayvanlarinin
evciltilmesi bitkilerin evciltilmeye baslamasindan yaklasik 1.000 yil dnce ve bitki
evciltilmesinin merkez bolgesinin kuzey ve dogusunda bir bolgede meydana gelmistir
(Zeder 2008). Bundan dolayr ciftlik hayvanlarmin haplogruplarinin arastirilmasi
baglaminda yapilacak olan ¢alismalarin evciltmenin merkezinde, gen havuzunun en
cesitli olmasi beklenen yerde yapilmasi mantiklidir. Bu gerekge, insan populasyonlari

yeni yerlesim bolgelerine yayilirken yanlarinda evcil hayvanlardan sadece bir kisiminm
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aldiklar i¢in ve biiyilik bir olasilikla artan cografi uzakliklarla genetik soylarin bazilari
azaldig1 ya da kayboldugu neden olduklar: i¢in akla yatkindir (Meadows vd. 2007).
Bosna Hersek’teki yerli koyun ve kegi irklarmin da bu baglamda gelecekte Gnem
kazanacak degerli genetik cesitlilige sahip olabilecekleri disiiniilmektedir. Aym
zamanda bu cesitliligi 1yi degerlendirmek i¢in bu ¢esitliligin miktarinin iyi belirlenmesi

gerekmektedir.

Simdiye kadar koyunlarin haplogrup kimligi iizerinde bircok mtDNA c¢alismalar
yapilmis ve koyunlarda bes mitokondriyal haplogrubun varligi ortaya koyulmustur.
Bunalar: A ve B haplogruplart (Wood ve Phua 1996, Hiendleder vd. 1998), C
haplogrubu (Guo vd. 2005, Pedrosa vd. 2005, Bruford ve Townsend 2006.), D
haplogrubu (Tapio vd. 2006) ve E haplogrubudur (Meadows vd. 2007, 2011). Bu A ve
B haplogruplarinin en sik goriilen haplogruplar oldugu bulunmustur. Bu varyantlar ilk
kez Wood ve Phua (1996) tarafindan belgelenmis ve Hiendleder ve arkadaslarin (1998)
calismasiyla siniflandirilmistir. Asya muflonu (Ovis orientalis) A haplogrubuna ait olup
Avropa muflonu (Ovis musimon) ise B haplogubuna aittir (Hiendleder vd. 2002).
Ancak, koyun mtDNA verilerine gore Urial ve Argali tiirlerinin evcil koyuna higbir
katkilar1 olmadig1 ortaya konulmus ve bdylece evcil koyunun tek atasinin muflon tiirleri

oldugunu kanitlamilmistir (Hiendleder vd. 1998, 2002).

Genel olarak Balkan Yarimadasi (Balkan Peninsula) koyun yetistiriciliginde ¢ok uzun
bir gelenege sahiptir. Ryder (1984) Balkan koyunun yaklasik 7000-8000 y1l 6nce Orta
Dogu'dan Avrupa'ya girmesiyle evcillestirildigini belirtilmektedir. Balkanlar'daki yerli
koyunlar siit, peynir ve kaba yiinii (yapagi) kullanilmaktadir. Balkanlar'daki tim yerli
koyun 1rklarina Pramenka koyunlar: denmektedir. Farkli biyocografi ve sosyokiiltiirel
sartlar altinda gelismis Pramenka koyun 1wrklar1 ¢ok sayida farkli tiirleri ve fenotipleri
icerir. Bunlardan biri Bosna Hersek Pramenka koyun tiirlidiir. Balkanlar'da tiim
Pramenka koyunlari arasinda farklilikari bulunmaktadir. Cinkulov ve arkadaslarinin
(2008) yapitig1 ¢alismaya gore Balkanlar’daki yerli koyunlarda A ve B haplogruplari
bulunmustur. Sirbistan ve Hirvatistan’daki Pramenka koyunlarin A haplogrupa ait

oldugu tespit edilmistir. Ayrica, Karadaga, Kosova, Makedonya ve Arnavurluk’taki
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endemik koyunlarin B haplogruba ait oldugunu bildirlenmistir. Balkanlar’daki endemik

koyunlar genetik ¢esitliligin degerli bir kaynagini olusturmaktadir.

Genel olarak kegilerde yedi farkli mitokondriyal haplogrup oldugu bilinmektedir. Bu
haplogruplar A, B, C, D, E, F ve G ile gosterilmektedir. Luikart ve arkadaslarinin
(2001) galismasinda 44 tane farkli iilkeden 406 tane kegide mtDNA’taki D-loop’un 481
baz ¢iftli HVR (Hypervariable sequence) bolgesi incelemislerdir. Bu ¢alismanin
sonucunda kecilerde 3 mitokondriyal haplogrubun varligi ortaya koyulmustur. Bu ii¢
haplogrup siinlardir: A haplogrubu, B haplogrubu ve C haplogrubudur. A haplogrubu
tim kitalarinda, B haplogrubu ise sadece Asya’nin dogu ve giineyde yani Hindistan,
Pakistan, Mogolistan ve Malezya iilkelerinde yasayan kecilerde bulunmustur; yani
sadece Asya’da rastlanmaktadir. Ayrica, A haplogrubu diinyanin tiim bdlgelerinde
goriilmektedir. Bu A haplogrubu her zaman en yiiksek frekanslarda bulunurken Asya’da
%89, Avrupa’da %98, Orta Dogu’da ve Afrika’da ise %100 yiiksek frekanslarda
rastlanmaktadir (Pereira vd. 2005). C haplogubu Mogolistan, Pakistan, Hindistan,
Isvigre ve Slovenya’daki kecilerde bulunmustur. Yani Avrupa’da ve Asya’da

gorilmektedir.

Ancak, Joshi vd. (2004) calismasina gore Hindistan’nin farkli bolgelerinden toplanan
363 tane keg¢ide mtDNA’daki D-loop’un 475 baz ¢iftli bir bolgesi calisilmistir. Bunlarin
sonucuna gore kecilerde 4 mitokondriyal haplogrubun varlig1 ortaya koyulmustur. Bu
bes haplogrup siinlardir: A, B, C ve D haplogruplardir. Ayrica, Sultana ve Mannen’in
(2004) caligmasina gore ise 4 haplogrubun varligi ispatlanmistir. D haplogrubu Pakistan
ve Hindistan yerli kecilerde bulunmustur. Bu D haplogrubu daha sonra Kuzey
Avrupa'da da bulunmustur. F haplogrubu Sicilya, G haplogrubu ise Yakin Dogu ve
Afrika’nin kuzeyinde bulunmustur (Naderi vd. 2007). Boylece kegilerin tarth1 daha
kompleks oldugunu gdstermektedir. Buna ek olarak Cinar’in (2010) caligmasina gore
Tiirkiye yerli kegi irklarinda A, D ve G haplogruplari olmak iizere ti¢ fakli haplogrup

belirlenmistir.

Mitokondriyal DNA, tiirlerin cografi dagilimina gore farkliliklar gostermesi, ¢ekirdek

DNA’ya (nDNA) oranla daha hizli evrimlesmesi ve maternal kalitilmasina bagli olarak
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disi ebeveynin gecmisi agisindan fikir verici olmasi gibi 6zelliklerinden dolayz,
hayvanlarda genetik polimorfizm calismalarinda siklikla tercih edilen belirteclerden
birisi olmustur (Luikart vd. 2001). Bu nedenlerle hayvan filogenetik ¢alismalarinda
populasyon gec¢cmislerinin ortaya konulmasi, cografi ve genetik uzaklik bagintilarinin
aragtirtlmasi, populasyonlarin farklilagma zamanlarinin belirlenmesi gibi konularda

siklikla tercih edilirler (Naderi vd. 2008, Wu vd. 2009).

Hayvan filogenetik calismalarinda mitokondrial DNA‘nin D-loop ve Cyt b bdlgeleri
siklikla tercih edilmektedir (Hiendleder vd. 1998, Luikart vd. 2001). D-loop ve cyt b
bolgelerinin, kecilerin evciltilmesi ile ilgili tarihin aydinlatilmasinda biiylik Onemi
vardir. Kegilerde D-loop bdlgesi ile ilgili olarak Luikart vd. (2001), Mannen vd. (2001),
Sultana ve Mannen (2004), Joshi vd. (2004), Pereira vd. (2005), Sardina vd. (2006),
Fernandez vd. (2006), Naderi vd. (2007), Naderi vd. (2008) ait ¢alismalar literatiire

katkilart agisindan 6nemlidirler.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Canh materyal

Bu tez calismasinda Bosna Hersek yerli irklarina ait toplam 31 koyun ve 23 keci kani
materyal olarak kullanilmistir (Sekil 3.1). Kan ornekleri, antikoagiilant olarak 2-5
mL’lik EDTA iceren tliplerde tek kullanimlik steril igneler kullanilarak Bosna
Hersek’teki yerli koyun ve kegilerden alinmig olup DNA izolasyonu yapilacak zamana
kadar -80°C’de saklanmistir. Calismada kullanilan Bosna Hersek yerli koyun ve
kegilerin disi ve erkek sayilari ¢izelge 3.1°de ve cografi konumu sekil 3.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Caligsmada kullanilan Bosna Hersek yerli irklar ve 6rnek sayisi

Irk Pramenka koyun Alaca Dag
ki Keci irki
Q 29 22
) 2 1
Toplam 31 23

Sekil 3.1°de Bosna Hersek’ten canli materyal 6rneklerinin alindigi yerler gosterilmistir.
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Travnik

Sekil 3.1 Bosna Hersek haritasi iizerinde canli materyal orneklerinin alindig: yerler

3.1.2 Aracg ve gerecler

Bu tez ¢alismas1 Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Boliimii, Biyometri ve
Genetik ABD, Genetik Laboratuvari’'nda gergeklestirilmistir. Bu laboratuvarda
aragtirmayla 1ilgili olarak DNA izolasyonu, PCR kosullarinin optimizasyonu ve
uygulanmasi, elektroforez islemleri, calismada kullanilan jel ve c¢ozeltilerin
hazirlanmasi yapilmigtir. Cizelge 3.2°de calismada kullanilan ara¢ ve gereglerin

detaylar1 agiklanmistir.
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Cizelge 3.2 Arag ve gereg listesi

Ara¢ (Model)

Calismada Kullanim Amaci

Bidestile Saf Su Cihazi (Biichi Fontavapor 285)
Ultra Saf Su Cihazi1 (Sg Ultra Clear Basic)

DNA izolasyonu ve PCR reaksiyonlari igin
kullanilan tampon ¢dzeltilerin hazirlanmasi

pH metre (Inolab 720)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi igin gerekli
pH’nin belirlenmesi

Otoklav (Hyrama)

Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu

Nano Drop Spectrofotometre (ND 1000)

DNA o&rneklerinin konsantrasyonlar1 ve saflik
derecelerinin belirlenmesi

Sicak Su Banyosu (Kotterman)

DNA izolasyonu

Isiticili Manyetik Karistiric1 (Janke & Kunkel KG)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Calkalayici-Vortex (Julabo Paramix3)
Calkalayici-Vortex (Labnet VVX100)

Tampon ¢dzeltilerin hazirlanmasi ve DNA
izolasyonu

Santrifiij (NUVE NF1215 5000 rpm)
Mikro Santrifiij (SIGMA 1-15, 14.000 rpm)
Mikro Santrifiij (HERMLE Z 231M, 15.000 rpm)

DNA izolasyonu ve PCR asamalarinda
orneklerin santrifiij edilerek ¢oktiiriilmesi

Sogutmal1 Santrifiij
(Thermo I. M. Rf 8467 0260, 16.800 Rpm, 30.000 g)

DNA izolasyonu sirasinda 6rneklerin
bozulmadan santrifiij edilmesi

Dijital Hassas Teraziler (Sartorius R 200 ve D 1000G)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda sarf
malzemelerin tartilmasi

Gradient Thermal Cycler 96 Ornek. (Biorad)
Thermal Cycler 25 Orneklik (Techne TC 312)

PCR ile lokuslarin ¢ogaltilmast

Yatay Agaroz Jel Elektroforez Takimlari (Thermo)

DNA izolasyonu ve PCR iirlinlerinin tespit
edilmesi, restriksiyon sonucu elde edilen bant
modellerinin jelde belirlenmesi

Gii¢ Kaynaklar1
(HSI1 2500 DC, Bimetra P25, Bio Rad Model 200/2.0)

Elektroforez sistemlerinin elektrik ortamlarinin
saglanmast

Jel Goriintiileme ve Analiz Sistemi
(Kodak Gel Logic 200)

DNA izolasyonu, PCR firiinleri ile RFLP
lokuslarin jelde goriintiilenmesi ve bilgisayar
ortamina aktarilmasi

Termal Yazici (Sony Digital Graphic Printer Up-D895)

DNA izolasyonu, PCR firiinleri ile RFLP
lokuslarin argivlenmesi i¢in baski yapilmasi

Mikro Dalga Firin1 (Argelik MD 500)

Agaroz jellerin hazirlanmasi

UV Transilluminator (Vilber Lourmat)
UV Lambasi ve Gozliikleri
(Mineralight Lamp UV-254/366 Nm)

DNA izolasyonu ve PCR firiinlerinin 6n
denemelerinin agaroz jel elektroforez ayrimi
strasinda kontrollerinin yapilmasi

Derin Dondurucu (Rua Instruments, -80 C°)
Derin Dondurucu (Argelik, -20)
Derin Donduruculu Buzdolab: (Argelik, +4)

Ornekler ile bazi sarf malzemelerin saklanmasi

Steril DNA Izolasyon Kabini (Metisafe Class II)

DNA izolasyonu ve PCR’larin steril bir ortamda
yapilmasi

Ceker Ocak (Metisafe Class 1)

Tampon ¢dzeltilerin hazirlanmasi
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3.1.3 Tampon cozeltiler

Bu ¢alismada Bosna Hersek yerli koyun ve kecilerin DNA izolasyonundan sonra DNA
orneklerinin safliklarinin belirlenmesi ve ¢ogaltilan mtDNA D-loop PCR iiriinlerinin
gorlntiilenebilmesi i¢in agaroz jel elektroforez yontemi kullanilmistir. Bu amagla

kullanilan tampon ¢ozeltilerin miktari ve igerikleri ¢izelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3 Calismada kullanilan tampon ¢ozeltilerin miktari/molarite ve igerikleri

Tampon Cozelti Miktar/Molarite icerik
Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi 0.32 M | Siikroz
10mM | EDTA
5mM | MgCl,
Fizyolojik Tampon Cozeltisi 75 mM | NaCl
25mM | EDTA
Lisis TE Tampon Cozeltisi 500 mM | Tris-HCI
20mM | EDTA
10 mM | NaCl
6 M NaCl Cozeltisi 5.64 g | NaCl
10 mL’ye tamamlanir | Steril bdH,O
DNA Yiikleme Tampon Cozeltisi 5.0 mL | Gliserol
/Boyasi 2.0 mL | Bromfenol mavisi
1.5mLO05M | EDTA
1.5 mL | Steril bdH,0O
10 x TBE Elektroforez/ 108 g | Tris (Trizma Base)
Jel Tamponu Cozeltisi 55 g | Borik Asit
40 mL | EDTA (0.5 M)
1000 mL’ye tamamlanir | bdH,O

1000 mL’ye tamamlanir

20 x TBE Elektroforez/ 216 g | Tris (Trizma Base)
Jel Tamponu Cozeltisi 110 g | Borik Asit
80 ml | EDTA

Steril bdH,0O

1 x TBE Elektroforez/

Jel Tamponu Cozeltisi

10 x TBE’den veya

20 x TBE' den seyreltme yapilir

52




3.2 Yontem

Bosna Hersek endemik koyun ve kegilerinden alinan kan 6rneklerine; sirastyla genomik
DNA izolasyonu, D-loop bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile

cogaltilmasi ve ardindan DNA sekans analizi uygulanmistir.

3.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Kandan genomik DNA izolasyonunda Miller vd. (1988) tarafindan bildirilen DNA
izolasyon protokolii laboratuvar ortaminda uygulanmistir. Asagida protokolde verilen
siraya gore Bosna Hersek yerli koyun ve kegi kanlarindan genomik DNA izolasyonu

yapilmuistir.

1. Baslangigta —80 °C’lik derin dondurucunde muhafaza edilen kan 6rnekleri ¢ikarilip
tamamen ¢oziilene kadar oda sicakliginda (2425 °C) bekletilmistir.

2. Her bir kan o6rneginden 500 pL almarak steril 1,5 mL’lik ependorf tiiplerine
koyulmustur.

3. Kan o6rneklerinin tizerine 1000 pL Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.3)
ilave edilmis ve kisa bir siire vorteksle karistirilarak 10 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir.

4. Bekletme siiresinin sonunda ornekler 8000 rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir.

5. Santrifiij sonunda ependorf tiiplerin {ist kisminda toplanan sivi kisim (siipernatant)
dikkatli bir sekilde uzaklastirilmistir. Dipte kalan peletlerin rengi goézlenerek
peletlerin rengi beyaz olana kadar Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi ile tekrar
muamele edilmistir.

6. Peletlerin {izerine 1000 pL Fizyolojik Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.3) eklenmis ve
kisa bir siire vorteksle karistirilmistir.

7. Ornekler 8000 rpm de 5 dakika santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda sivi kisim

uzaklastirilmistir.
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8. Peletlerin tizerine 600 pL Lisis TE Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.3) eklenmis ve
peletlerin iyice ¢oziinmesi saglanmistir.

9. Coziilen peletlerin tizerine 100 pL %10’luk SDS solusyonu ve 5 pL proteinaz K (10
mg/ml) eklenerek karistirilmis ve 65 °C’de 1,5 saat su banyosunda inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresince her 15 dakikada drnekler karistirilmistir.

10. Inkiibasyondan cikarilan &rneklerin iizerine 200 pL 6M NaCl Cozeltisi
(Cizelge 3.3) eklenmis ve 15 dakika vorteksle iyice karistirtlmistir.

11. Ornekler 11000 rpm de 10 dakika santrifiij edilmistir.

12. Santrifiij sonunda iistte kalan s1vi kisim dikkatli bir sekilde yeni bir ependorf tiipiine
aktartlmistir.

13. Ornekler 8000 rpm de 5 dakika santrifiij edilmis ve yine iistte kalan siv1 kisim yeni
bir ependorfa koyulmustur.

14. Orneklerin iizerine 6rnek hacminin iki kat1 hacimde (yaklasik 1000 uL) —20 °C’de
saklanan %99,9’luk saf etil alkolden eklenmistir.

15. Saf etil alkol eklendikten sonra ependorf tiipii DNA iplik¢ikleri kiimelesinceye
kadar hafifce karistiriimistir.

16. Kiimelesen DNA iplikgiklerinin tiipiin dibine ¢dkmesi i¢in tiip 12000rpm de 5
dakika santrifiij edilmistir.

17. Santrifiij sonunda etil alkol uzaklastirilarak tiipiin dibine ¢Okmiis olan DNA
peletinin tizerine 1000 uL % 70’lik etil alkol eklenmis ve 12000 devrpm de 5 dakika
santrifiij edilmistir.

18. Santrifiij sonunda tiipiin listiinde yer alan alkol uzaklastirilmis ve alkoliin tamamen
uzaklagmasint saglamak amaciyla Ornekler kurumalart i¢in c¢eker ocaga
birakilmiglardir.

19. Tamamen kuruyan ve i¢cinde DNA bulunan tiiplin tizerine 100 pL steril bdH,O

konularak ¢oziilmesi i¢in bir saat kadar oda sicakliginda bekletilmistir.

DNA izolasyonu yapildiktan sonra ND1000 nanodrop spektrometre’de DNA’larin

saflig1 ve derisimleri l¢iilmiis ve PCR islemi yapilana kadara -20°C’de saklanmistr.
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3.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bosna Hersek yerli koyun ve keci D-loop gen bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksyonu
teknigi (Polymerase Chain Reaction) ile ¢ogaltilmasinda kullanilan PCR karisimi
belirtilen miktarlarda kuru buz iizerindeki 0.2 mI’lik PCR ependorf tiipleri igerisinde
hazirlandiktan sonra, PCR sartlar1 programlanip PCR cihazina yerlestirilmistir.

Asagidaki alt bagliklarda koyun ve keci PCR protokolleri gosterilmistir.

3.2.2.1 Koyun PCR Analizi

Gen Bankast (No:AF010406.1) internet portalindan evcil koyun icin tiim
mitokondriyal genoma ait referans diziden D-loop, tRNA-Pro, tRNA-Phe gen bdlgesini
igeren dizi bilgilerini kullanarak, D-loop bolgesini igeren 1434 bp’lik kismui primerler
kullanarak ¢ogatilmistir. Bu analizi i¢in Hiendleder vd. (1998) tarafindan belirlen ileri

ve ters primerler kullanilmistir. Bunlar:

YG-F (Forward Primeri) : 5’- CTCACCATCAACCCCCAAAGC -3’
YG-R (Reverse Primeri): 5’- TCATCTAGGCATTTTCAGTG -3°.

Uygulanan PCR karisimi ¢izelge 3.4’de ve PCR protokolii ise ¢izelge 3.5’de

verilmistir.
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Cizelge 3.4 Ornek Basima 0.2 m1’lik PCR Tiiplerine Konulan Malzemeler ve

Miktarlari
Kullanilan Malzeme Miktar
50 ng DNA 1wl
10 x Taq Buffer (+KCI —MqgCl,) 2,5ul
1,5 mM MgCl; 1,5 ul
0.2 mM dNTP 2,5 ul
5 pM Forward Primer 1 ul
5 pM Reverse Primer 1 ul
5 U Taq DNA Polimeraz 0.25 pul
bd H,O Deiyonize su 15.25 pl
Toplam Hacim 25 ul

PCR rekasyonunun gergeklesmesi igin MyCycler Thermal Cycler (Biorad) cihazi
kullanilmistir. Asagida gosterilen PCR sartlar1 altinda koyun PCR reaksyonu
gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.5 Koyun PCR Protokolii

95°C 3 min. Initial Denaturation
95°C 30 sec. ) Denaturation

52°C 45 sec. >35 bt Annealing

72°C 90 sec. Extension

72°C 15 min. - Final Extension

PCR ile ¢ogaltilan 6rneklerin goriintiilenmesi i¢in %2’lik agaroz jelleri kullanilmistir.
100 V’te yaklasik 45 dakika’lik agaroz elektroforezinin ardindan Jel Kodak Gel Logic
200 Goriintlileme ve Analiz Sistemi kullanilarak jellerin fotograflari ¢ekilmistir. Koyun

elektroforez analizinde marker olarak GenRular Express Ladder kulanilmistir.
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3.2.2.2 Keci PCR Analizi

Gen Bankas1 (N0:GU295658.1) internet portalindan evcil ke¢i igin tiim mitokondriyal
genoma ait referans diziden D-loop tizerinde bulunan 1.¢ok degisken bolgesinin (1.
Hypervariable region, HVR-1) dizi bilgileri kullanilmistir. Yani 663 bazlik bir blgenin
cogaltilmasi i¢in Luikart vd. (2001) tarafindan kullanilan primerler, forward ve reverse

primerleri olarak kullanilmigtir. Bu primerler sunlardir:

CAP-F (Forward Primeri): 5’- CGTGTATGCAAGTACATTAC -3’
CAP-R (Reverse Primeri): 5’- CTGATTAGTCATTAGTCCATC -3°.

Cizelge 3.6 Ornek Basina 0.2 mI’lik PCR Tiiplerine Konulan Malzemeler
ve Miktarlari

Kullamilan Malzeme Miktar

35-50 ng DNA 1-1,5uw

10 x Taq Buffer (+KCI —MqgCl,) 2,5 ul

2 mM MgCl, 2ul

0.2 m dNTP 2,5 ul

10 pM Forward Primer 1 ul

10 pM Reverse Primer 1 ul

5 U Taq DNA Polimeraz 0.25 pul

bd H,O Deiyonize su 14,75 - 14.25 wl
Toplam Hacim 25l

PCR rekasyonunun gergeklesmesi i¢in MyCycler Thermal Cycler (Biorad) cihazina
koyulmustur. Asagida gosterilen PCR sartlar1 altinda kegilerin PCR reaksyonu
gerceklesmistir.
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Cizelge 3.7 Kegi PCR Protokolii

95°C 10 min. Initial Denaturation
95°C 30sec. ) Denaturation
55°C 30sec. . 39dongd Annealing
72°C 1 min. Extension

-/
72°C 5 min. Final Extension

%?2’lik agaroz jelinde yapilan elektroforez islemi sonucunda PCR fiiriinlerine ait bantlar
goriintiilenmistir. Agaroz elektroforezde DNA’larin yiiriitiilmesinin yaninda marker

olarak 100 bp’lik ladder kulanilmistir.

3.2.3 DNA Sekans Analizi

PCR iirlinlerinin agaroz elektroforezde band goriintiilerinin belirlenmesinin ardindan
orneklerin DNA sekans analizi yapilmistir. Bosna Hersek endemik koyun ve kegilerin
DNA sekans analizi Teknokent’teki Refgen Gen Arastirmalart ve Biyoteknoloji
Laburatuvari’nda yapilmigtir. PCR iriiniin temizlenmesinden sonra BIORAD T100
Thermal Cycler cihazinda sekans PCR yapilmistir. Sekans PCR’in gergeklestirilmesin
ardindan sekans PCR iiriiniin temizlenmesi yapilmistir. Bundan sonra bu temizlenmis
sekans PCR iriinlerinin sekanslanmalari ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer cihazinda
gerceklestirmistir. Bu analizde elde edilen sekans verileri Finch TV (ver.1.4.0) paket
programinda okunmustur. Ayrica, sonuglarin degerlendirmesi i¢in MEGAG6 (Tamura vd.
2004, Tamura vd. 2013), SplitTree4 (Huson ve Bryant 2006) ve ARLEQUIN 3.5
(Excoffier ve Lischer 2010) paket programlar1 kullanilmistir. Filogenetik analizi ic¢in
haplotiplerin genetik farkliligt ve dendogram olusturulmasinda MEGA 6 paket
programinin Neighbor-joining tree (NJ, komsu birlestirme) modelleri kullanilmustir.
Ayrica filogenetik analizi i¢in Median-joining tree (MJ agaci) yonemi SplitsTree 4

paket programi kullanarak yapilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 DNA izolasyon

Bosna Hersek yerli koyun ve keci irklarina ait 6rneklerin DNA izolasyonu, bdliim
3.2.1°de detayli olarak anlatilmigtir. DNA izolasyonunun ardindan, DNA’larin saflig1
ve derigimleri ND1000 nanodrop spektrometrede Ol¢iilmiistiir. DNA’nin saflik degeri
1.8 — 2.0 arasinda olmas1 tecrih edilmektedir. Cizelge 4.1°de bu DNA’larin saflig1 ve

derisimlerinin sonucu gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Bosna Hersek yerli koyun ve kegi irklarin izole edilen DNA 6rneklerinin
derisim ve saflik degerleri

Kgi',ﬁgkllje I;IIA Derisim (ng/pL) Saflik Iéif:el;lljﬁ Derisim (ng/pL) Saflik
BH S 51 61,33 1,21 BHG1 39,16 1,56
BH S 52 129,38 1,64 BHG?2 57,08 1,53
BH S 53 318,51 1,87 BHG3 94,34 1,74
BH S 54 324,39 1,83 BHG4 221,02 1,66
BH S 55 282,17 1,85 BHG5 312,79 1,67
BH S 56 278,77 1,80 BHG6 789,92 1,9
BH S 57 333,98 1,88 BHG7 221,14 1,56
BH S 58 204,82 1,69 BH G 8 340,04 1,46
BH S 59 332,36 1,77 BHG9 181,97 1,68
BH S 60 267,66 1,82 BH G 10 194,73 1,57
BH S 61 195,32 1,85 BHG 11 288,95 1,65
BH S 62 227,67 1,84 BHG 12 265,17 1,66
BH S 63 320,12 1,88 BH G 13 2225,92 1,49
BH S 64 244,02 1,83 BHG 14 122,51 1,61
BH S 65 302,22 1,85 BH G 15 456,92 1,8
BH S 66 376,1 1,86 BH G 16 670,11 1,91
BH S 67 924,89 1,83 BH G 17 579,51 1,82
BH S 68 313,66 1,86 BH G 18 220,97 1,82
BH S 69 317,4 1,85 BH G 19 1116,45 1,88
BH S 70 242,6 1,86 BH G 20 182,37 1,79
BHS 71 192,05 1,81 BH G 21 119,55 1,68
BHS 72 336,21 1,78 BH G 22 172,87 1,64
BHS 73 351,75 1,83 BH G 23 154,77 1,66
BH S 74 234,65 1,83
BH S 75 17,69 1,55
BH S 76 61,63 1,78
BHS 77 134,01 1,84
BH S 78 119,55 1,80
BH S 79 273,9 1,83
BH S 80 217,04 1,84
BH S 81 389,79 1,85
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4.2 mtDNA D-loop Boélgesinin PCR ile Cogaltilmas1 ve DNA Sekans Analizi

Bosna Hersek endemik koyun ve ke¢i irklarinin D-loop bdlgesinin gen dizileri
belirlenmistir. Gen dizi bilgilerine goére koyunlarda ve kecilerde mtDNA
polimorfimizmi, haplotipleri ve haplogruplari belirlenmistir. Ayrica, belirlenen koyun
ve kecideki haplotipler ile belli haplogruplara ait yabani irklar arasinda filogenetik

iligkiler ortaya konmaya calisilmistir.

4.2.1 Koyun D-loop’un PCR ile Cogaltilmas1 ve DNA Sekans Analizi

Bosna Hersek Pramenka koyunlariin PCR analizi sonucunda D-loop bolgesi igeren
mtDNA’nin 1434 bp’lik kismu g¢ogaltilmistir. Genel olarak koyunlarda D-loop bolgesi
1180 bp’tir. PCR analizinin ardindan %?2’lik agaroz elektroforez islemi sonucunda PCR

iriinlerine ait bantlar goriintiilenmistir. Sekil 4.1°de bu bantlar1 goriilmektedir.

Sekil 4.1 Forward primer 5°’- CTCACCATCAACCCCCAAAGC -3’ (YG-F) ve reverse
primer 5’- TCATCTAGGCATTTTCAGTG -3’ (YG-R) kullanilarak izole
edilip ¢cogaltilan ve D-loop bdlgesini iceren 1434 bp’lik bolgenin %2’lik
agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii
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Bosna Hersek Pramenka koyunlarina mensup 31 bireyin, ¢ogaltilan D-loop bdlgesi
bakimindan DNA dizi analizi sonuglari, yabani koyunun tiirlerinden Ovis Orientalis
(Ovis gmelinii - Asyatik muflonu), Ovis Musimon (Avrupa Muflonu), Ovis vignie
(Urial), Ovis Ammon (Argali), Ovis canadensis (Bighorn), Ovis aries voucher (Cin
koyunu), Ovis aries Balkan Pramenka (Hirvatistan ve Sirbistan Pramenka koyunu, S-H
S1) ve Ovis aries (Evcil koyun) irklarina ait dizilimler ile karsilastirilmistir (Cizilge
4.2). Bu yabani koyun referans tiirlerin GenBank erisim numaralar sirasi ile KF677293,
AF039577, KF938361, HM236188, NC_015889, KP998473, KF938347 ve AF039577
alimmustir. Yapilan karsilastirmada, Bosna Hersek endemik Pramenka koyununa ait 31
birey icinde yapilan karsilagtirmada, mtDNA D-loop bolgesi bakimindan 12 farkl
haplotip (BHS 1 — BHS12) belirlenmistir. Bu belirlenen haplotipler arasinda BHS 1
haplotipi en yaygin haplotip olup (n=11), bunu BHS 2 (n=6), BHS 3 (n=3) ve BHS 4
(n=3) haplotipleri ise takip etmektedir. Diger 8 haptolotipin her biri birer Srnekte

gorilmistir.

Ayirca Bosna Hersek Pramenka koyunun karsilastirma yapilan diger wrklar ile gesit
niikleotitler bakimindan farkliliklar gosterdigi saptanmistir (Cizilge 4.2). Bu
degerlendirme g¢ercevesinde karsilastirilan haplotipler arasinda MEGA 6 paket
programinda genetik uzakliklar (Pairwise distance) saptanmistir (Cizelge 4.3). Burada
elde edilen sonuglarina gére Ovis candensis digerlerinin hepsinden uzak bulunmustur.
Bosna Hersek Pramenka koyunlarinda belirlenen haplotipler birbirinden genellikle ¢ok
uzak degildir. Nitekim Sekil 4.2°deki NJ agacinda bu durum daha belirgin olarak

gorilmektedir.

Bu analizin ¢ergevesinde koyun populasyonunun genisleme bulgulart ARLEQUIN 3.5
paket programi kullanilarak incelenmistir. ARLEQUIN paket programinda yapilan

sonuglari incelenmesinden de benzer sonuglara varmak miimki{indir.
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Cizelge 4.2 Bosna Hersek yerli Pramenka koyunlarinda mtDNA D-loop bélgesi bakimindan tespit edilen haplotipler

Niikleotit numarasi

Haplotipler Fi?n'Bank g |w|lo|lo|lagls|~|lo|lag|la| P I ~|lwln|w|lo|lag|lo|lo|lgd|low|lo|lts|o|lo|wvw|ag|lo|lo|lo|la|low|w|o|s|
sim No. So|lo|lo|lo|ld|lalalala|la]|S S|l N|r|lo|lo|lg|lo|lw|jlo|R |l |lad|lo|F|I|F|o|lolo|o || x
Al |||V |d|d|d|a V||| |d|d|d|df@|lolo|lo|lo|o|F|F | v (v | |F|F|F|F|5|F
Ovis orientalis KF677293 T|IT|IA|A|T|A|J]A|G|G|C|-|C|]A|]T|A|J]C|C|]C|T|G|C|C|G|T|C|C|A|C|G|TI|T|A|A|T|G|T
Ovis musiomon AF039577 . A | T T| T . . . T . .
Ovis vignei KF938361 c|C G .| G| A T T . T| T . . T . T T T C
Ovis ammon HM?236188 C . G - . T T| . |A|T|T|A TI| T T . . .
0. canadensis NC_015889 C C|G C|IG|T|A|T C C|A|-|A|C|C|T T Al . A A|G
Ovis aries AF039577 A - | T T T . C|T]|. .
O.aries voucher KP998473 G G T . . A . . G A .
S-HS1 KF938347 - T T T T T C
BHS 1 (n=11) - . T T T T C
BHS 2 (n=6) - T T T T T C
BHS 3 (n=3) - T T T T cC| .
BHS 4 (n=3) - T T . T T c|C
BHS 5 (n=1) - T T T T T C
BHS 6 (n=1) - T T T T T C
BHS 7 (n=1) - T T T T .| C
BHS 8 (n=1) . - T T TI|T C
BHS 9 (n=1) A . A - T T T|T C| .
BHS 10 (n=1) A - T T TI|T c|C
BHS 11 (n=1) - - | T T . T T . c|C
BHS 12 (n=1) . . . . . . . . . . - . . . . T . . T T T T T c|C
Not: Ovis orientalis DNA dizisi standart olarak kullanilmigtir ve bu DNA dizi sirasi ile ayn1 olanlar nokta (.) ile gosterilmistir.
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Cizelge 4.2 Bosna Hersek yerli Pramenka koyunlarinda mtDNA D-loop bdlgesi bakimindan tespit edilen haplotipler (devami)

Niikleotit numarasi

Haploter | gl |55 |als|sslslsslslzlalslnlalslelnlalalglalalnlalalelzlslalelzlalelels
< < < < < < n Yo} o o o o n o o o o o o o Yo} Yo} Yo} n o o o o n L L n o o Lo o

Ovis orientalis KF677293 TIA|]T|]T|]C|]C|]C|G|C|A|JA|T|G|T|T|G|]T|T|C|]A|JC|T|G|A]|J]T|G|T|A|JG|T|AJAJC|JCJ|A]A

Ovis musiomon AF039577 . . . . . . . . .1 G| .
Ovis vignei KF938361 G A|lC|C . .| A|C Al C . . T . G
Ovis ammon HM?236188 . . . AlA]|. C . . . . Cl|A]|. . AlC . G| T|T|G]| G
0. canadensis NC_015889 G T A A A T|{C|A|T|A|C|A|G|A|C|T T|T|.]|G
Ovis aries AF039577 . T . . . . G| .

O.artes voucher KP998473 ) ) G clAlcC cl|lac G| G
S-HS1 KF938347 G T C G

BHS 1 (n=11) G T . .
BHS 2 (n=6) G T C G
BHS 3 (n=3) G T C G
BHS 4 (n=3)

BHS 5 (n=1) .

BHS 6 (n=1) T

BHS 7 (n=1) _ . _

BHS 8 (n=1) G T C .

BHS 9 (n=1) G T C

BHS 10 (n=1) G T . .
BHS 11 (n=1) c G
BHS 12 (n=1) . C G

Not: Ovis orientalis DNA dizisi standart olarak kullanilmistir ve bu DNA

dizi sirasi ile ayn1 olanlar nokta (.) ile gosterilmistir.
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Cizelge 4.3 mtDNA D-loop bolgesi bakimindan GenBank ve Bosna Hersek Pramenka haplotiplerine ait beklenen genetik uzakliklar

1 2 3 4 5 & 7 a 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
1. Ovis orientalis
2. Owvis musiomon 0.052
3. Qvis vignei 0,082 0,076
4, Ovis ammaon 0.090 0,067 0.073
5. Ovis canadensis 0467 0493 0.464 0.432
6. Ovis aries 0.052 0,000 0,076 0067 0,493
7. Owis aries voucher  0.079 0.067 0.092 0.091 0.483 0.067
8. 5H51 0.064 0,020 0079 0084 0,481 0020 0073
9.BH5 1 0.055 0,023 0079 0070 0,481 0023 0076 0,008
10, BHS 2 0.064 0,020 0079 0064 0,431 0020 0073 0000 0,003
11, BHS 3 0.061 0,023 0,082 00587 0,488 0023 0070 0003 0005 0,003
12, BHS 4 0052 0020 007 00687 0,483 0020 0073 0015 00083 0015 0013
13, BHS 5 0052 0,020 0070 0062 0,483 0020 0073 0020 0013 0020 0,018 0,005
14, BHS 6 0,055 0,023 0073 0084 0,438 0023 007 0018 0010 0018 0,015 0003 0,003
15.BHS 7 0.050 0,018 0073 0084 0477 0013 0070 0018 0010 0018 0015 0003 0,003 0,005
16, BHS 8 0.058 0026 0082 0073 0,490 0026 0079 0010 0003 0010 0008 0010 0015 0013 0.013
17.BH5 9 0.061 0028 0082 007 0,499 0028 0082 0013 0005 0013 0010 0013 0018 0015 0,015 0,008
18, BHS 10 0.061 0028 007 007 0483 0028 0082 0013 0005 0013 0010 0008 0,013 0010 0010 0008 0.010
19, BHS 11 0.058 0,020 0079 0084 0489 0020 0067 0010 0013 0010 0008 0005 0,010 0013 0008 0015 0013 0013
20, BHS 12 0.063 0,026 0073 0058 0500 0026 0073 0015 0018 0015 0013 0010 0010 0,013 0,013 0021 0023 0018

19

0.005



Neighbor-joining tree (NJ agaci, komsu birlestirme) kiimeleme analizi sonucunda,

karsilastirilan populasyonlar asagidaki sekilde gruplandirilmistir.

—— BHS 8
L BHS 8
BHS 1
BHS 10
BHS 3
— S-H 51
L BHS 2
BHS 4
—— BHS 11
L BHS 12
BHS 7
——BRS 5
L—— BHS 6

—— Owis musiomon

L Owis aries

Cwis orientalis

Owis aries voucher

Owis vignei

Cwis ammaon

Owis canadensis

Sekil 4.2 mtDNA D-loop bolgesi bakimindan Bosna Hersek Pramenka ve yabani kegi
irklar arasinda niikleotit doniistimlerinin beklenen miktarlarindan elde edilen
NJ agacinin goriintiisii

MEGA paket programi ile elde edilen ve sekil 4.2°de gosterilen NJ agacina gére Bosna
Hersek Pramenka haplotipleri Ovis orientalis kiimesinin altinda yer aldigi
gorilmektedir. Bosna Hersek Pramenka kiimesinin altinda baska kiimelerin olustugu
goriilmektedir. Bunun yaninda S-HS1 koyunu da Bosna Hersek Pramenka kiimesinde
yer alimistir. Ayrica BHS haplotipleri genel olarak birbirlerine oldukg¢a yakin iken, Ovis

candensis irkina oldukg¢a uzak kiimelerde yer almislardir.
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Belirlenen 12 Bosna Hersek Pramenka haplotipi ve karsilagtirma yapilan diger irklara
ait niikleotit farkliliklarindan yararlanilarak SplitsTree 4 (splitstree4 windows 4 14 4:
http://ab.inf.uni-tuebingen.de/data/software/splitstree4/download/welcome.html)  paket
programi ile mtDNA D-loop boélgesi bakimindan haplotipler siniflara ayrilmistir (Sekil
4.3). Buna gore BHS 7 haplotipi Ovis orientalis’e en yakin yer aldigi goriilmektedir. Bu
haplotipten sonra iki tane sinif olustugu gortilmiistiir. Bu iki smifta BHS 4 ve BHS 5
haplotipleri yer almislardir. Diger haplotiplerin ¢ogu BHS 4 haplotipi iizerinde yeni
smiflarda yer almiglardir. Ayrica BHS 11 ve BHS 12 haplotipleri mutasyon ile Ovis
aries voucher ve Ovis Ammon’a yakin yer aldigi gorilmektedir. Asagidaki sekilde

median-joining tree (MJ agac1) analizinin sonucu gosterilmistir.

BHE G

ELS-ﬁ Oz wignei
Crvis.orientalis

\ + Owis.candensis
Owiz.amman
Ovig.muzimon,Oviz.aries  #——_ %

BHS 7
-
/ BHS.12
\QS.H
-

Owizovoucher

S-H.BHS.2

Sekil 4.3 mtDNA D-loop bolgesi bakimindan karsilastirma yapilan GenBank dizileri ve
12 Bosna Hersek Pramenka haplotipi kullanilarak MJ agac1 yontemi ile ¢izilen
network semasi. BHS 1 — BHS 12 (Bosna Hersek Pramenka haplotipleri)
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4.2.2 Keci D-loop’un PCR ile Cogaltilmasi ve DNA Sekans Analizi

Bosna Hersek Alaca Dag Kegilerinin PCR analizi sonucunda 1212 bp’lik mtDNA D-
loop’daki birinci ¢ok degisken bolgenin (HVR-1) 663 bp’lik bir kism1 ¢ogaltilmistir.
PCR analizi yaptiktan sonra %?2’lik agaroz jel elektroforezi islemi sonucunda PCR

tirtinlerine ait bantlar goriintiilenmistir. Sekil 4.4’te bu bantlar goriilmektedir.

Sekil 4.4 Forward primer 5’- CGTGTATGCAAGTACATTAC -3’ (CAP-F) ve reverse
primer 5’- CTGATTAGTCATTAGTCCATC -3’ (CAP-R) kullanilarak

cogaltilan 663 bp’lik bolgenin %2’lik agaroz jel elektroforezi goriintiileri
(M: GeneRuler 100 bp DNA Ladder)

Bosna Hersek keci irkina mensup 23 hayvanin, ¢ogaltilan D-loop HVR-1 bolgesi
bakimindan DNA dizi analizi sonuglari, yabani kec¢i tiirlerinden Capra aegagrus
(Yabani kegisi - Bezoar Ibex), Capra caucasica (Bat1 Kafkas Turu), Capra falconeri
(Markhor), Capra ibex (Alpine Ibex), Capra nubiana (Nubian Ibex), Capra pyrenaica
(Spanish Ibex), Capra sibirica (Siberian Ibex) ve Capra hircus (Evcil kegi) irklarina ait
dizilimler ile karsilagtirillmistir (Cizilge 4.4). Bu yabani keg¢i referans tiirlerin GenBank
erisim numaralar1 sirast ile NC 028161, NC 020683, NC 020622, NC 020623,
NC_020624, NC_020625, NC_020626 ve NC_005044 alinmistir. Bosna Hersek Alaca
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Dagi Kegisine ait 23 birey icinde yapilan karsilastirmada, mtDNA D-loop bdlgesi
bakimindan 16 farkli haplotip (BHG 1 — BHGI16) belirlenmistir. Bu belirlenen
haplotipler arasinda BHG 1 haplotipi en yaygin haplotip olup (n=3), buna BHG 2, BHG
3, BHG 4, BHG 5 ve BHG 6 haplotipleri takip etmektedir (n=2). Diger 10 tane

haptolotipin her biri bireysel dagilim (n=1) gdstermistir.

Buna ek olarak ¢alismaya konu olan Bosna Hersek yerli kegisinin karsilastirma yapilan
diger rklar ile ¢esit niikleotitler bakimindan farkliliklar gosterdigi saptanmistir (Cizilge
4.4). Bosna Hersek alaca dagi kecilerin D-loop HVR-1 bolgesideki TAS bolimi
polimorfik oldugu goriilmiistiir. Bu bolgede biiylik oranda supsitusyonlarin ve kiigiik

oranda delesyonun oldugunu goriilmiistir.

Bu degerlendirme c¢ergevesinde karsilastirilan haplotipler arasinda MEGA 6 paket
programinda genetik uzakliklar (Pairwise distance) saptanmistir (Cizelge 4.5). Bu
analizin c¢ercevesinde ke¢i populasyonun genisleme bulgular ARLEQUIN 3.5 paket
programi kullanilarak incelenmistir. Nitekim bu sonuclarin incelenmesinden de benzer

sonuclara varmak miimkiindiir.
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Cizelge 4.4 Bosna Hersek Alaca Dagi Kegisinde mMtDNA D-loop’un HVR-1 bolgesi bakimindan tespit edilen haplotipler

Haplotipler

GenBank
Erisim No.

Niikleotit numarasi

317

318

321
325
326
327
330
334
335
340
342
352
352.1
353
356
368
371
378
384
385
388
389
391
398
412
421
422

431

448

451

461

463

476

489

491

498

C. aegagrus

NC_028161.1

C. caucasica

NC_020683.1

>|®
ol
?)
> o

ol

>|®

>

C. falconeri

NC_020622

—|4lo
e IGls)

C. hircus

NC_005044

[elkelielts]

C. ibex

NC_020623

|-

C. nubiana

NC_020624

>|>>

C. pyrenaica

NC_020625

||| =0

@
O|o|d(d| o [O|d

||
O.

> >\

C. sibirica

NC_020626

(a}[ollelbglalEl b0}
o |>|> >
®
ol |0
> (22|12

@
> |-
_‘

BHG 1 (n=3)

(@]

BHG 2 (n=2)

BHG 3 (n=2)

BHG 4 (n=2)

BHG 5 (n=2)

®

BHG 6 (n=2)

OOl O|0Of-

BHG 7 (n=1)

> > > > B B> >

BHG 8 (n=1)

BHG 9 (n=1)

BHG 10 (n=1)

Ol-

QOO D -

BHG 11 (n=1)

BHG 12 (n=1)

BHG 13 (n=1)

OO 0OO[O|0]O]|O[O[O]|0O|O

BHG 14 (n=1)

DO

BHG 15 (n=1)

> > > |(>|>|>-

BHG 16 (n=1)

e IR e R

e I I ] T ] I T 1]

[ellelielielke Rk
00|

Not: C. aegagrus DNA dizisi stan

dart olarak kullanilmistir ve bu DNA dizi sirasi ile ayni olanlar nokta (.) ile gésterilmistir.




Cizelge 4.4 Bosna Hersek Alaca Dag1 Kegisinde mMtDNA D-loop’un HVR-1 bolgesi bakimindan tespit edilen haplotipler (devami)

Niikleotit numarasi

GenBank

Haplotipler Erisim No.

499
508
521
528
540
543
547
549
550
551
555
556
559
56

563
570
571
572
575
581
589
598
600
601
605
615
616
632
633

C. aegagrus NC_028161.1 T|c|c|Cc|G|T|C|A|T|T|C|T|T

®
> o
®

C. caucasica NC_020683.1 C | . . . . C | . . . C

—
> .

C. falconeri NC_020622 G

C. hircus NC_005044

C. ibex NC_020623 A

I EEp
>|>> > >0
(@)
(@]

C. nubiana NC 020624

> > >\
olo(of-

C. pyrenaica NC_020625 A

0L

= |||
oo o
®
_|
> (> > > -

> |-
@

C. sibirica NC_020626 A

BHG 1 (n=3)

BHG 2 (n=2) clT

BHG 3 (n=2) T[T

BHG 4 (n=2)

BHG 5 (n=2)

—|=|=|=|=] | -

|-

BHG 6 (n=2)

BHG 7 (n=1)

BHG 8 (n=1)

BHG 9 (n=1)

|||

BHG 10 (n=1)

BHG 11 (n=1) C

BHG 12 (n=1)

—| = |||

BHG 13 (n=1) T|.|.|c

BHG 14 (n=1) T

BHG 15 (n=1) .. [T A

e I e R e =T
olololo| o |o|o|o|olo|olo|o|o|o] of -

BHG 16 (n=1) . . C G

Not: C. aegagrus DNA dizisi standart olarak kullanilmistir ve bu DNA dizi sirasi ile ayni olanlar nokta (.) ile gosterilmistir.

634
635
637
638
640
642
647
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Cizelge 4.5 mtDNA D-loop’un HVR-1 bolgesi bakimindan GenBank ve Bosna Hersek Alaca Dag Kegi haplotiplerine ait beklenen genetik

WOB w1 L R

[ e e L =

uzakliklar
1 2

. Capra aegargrus

. Capra caucasica 0.143

. Capra falcomeri  0.130 0.134

. Capra hircus 0.046 0.177

. Capra ibex 0.210 0.297

. Capra nubiana 0.455 0.481

. Capra pyrenica 0.113 0.151

. Capra siberica 0.186 0.220

, BHG 1 0.040 0,154
.BHG 2 0.043 0.158
. BHG 3 0.046 0,169
. BHG 4 0.040 0.154
,BHG 5 0.049 0,170
.BHG & 0.096 0.169
.BHG 7 0.043 0,143
,BHG 8 0.0%6 0,158
,BHG 9 0.069 0,165
. BHG 10 0.069 0,165
. BHG 11 0.052 0.146
. BHG 12 0.056 0,165
. BHG 13 0.046 0.161
. BHG 14 0.062 0,165
. BHG 15 0.096 0.162
. BHG 156 0.043 0,158

0.

113

0.269
0.489

0.

166

0.243

=]

o0 Do oo o000 00D oo

141
.152
145
141

143
145
137
145

141
141

156
152

141

143

149
148

0.206
0.468
0.133
0.199
0.062
0.079
0.069
0.062
0.072
0.069
0.059
0.05%9
0.065
0.065
0.075
0.073
0.062
0.073
0.059
0.072

0.623
0.175
0.252
0.210
0.210
0.198
0.210
0.220
0.215
0,208
0.215
0.210
0.210
0.210
0.219
0.210
0.232
0.220
0.219

0.425
0.617
0.462
0.516
0.462
0.482
0.512
0.502
0.488
0.475
0.468
0.468
0.516
0.502
0.488
0.509
0.499
0,495

CoooOoo0ooooo0Do00 o000

187

115
115
111
115
122
118
113
113
122
122
115
107
115
125

122
22

0.207
0.207
0.212
0.207
0.213
0.207
0.190
0.195
0.203
0.203
0.207
0.130
0.203
0.203
0.208
0.207

0.021
0.018
0.000
0.015
0.012
0.015
0.015
0.027
0.027
0.024
0.027
0.012
0.021
0.012
0.015

10

0.021
0.021
0.013
0.015
0.024
0.024
0.030
0.030
0.015
0.013
0.027
0.024
0.027
0.024

11

0.018
0.021
0.018
0.021
0.033
0.027
0.027
0.024
0.027
0.018
0.033
0.024
0.027

12

0.015
0.012
0.015
0.015
0.027
0.027
0.024
0.027
0.012
0.021
0.012
0.015

13

0.003
0.024
0.024
0.024
0.024
0.021
0.030
0.021
0.024
0.027
0.013

14

0.021
0.021
0.021
0.021
0.018
0.027
0.018
0.021
0.024
0.015

15

0.024
0.030
0.030
0.021
0.030
0.015
0.030
0.021
0.024

16

0.018
0.018
0.033
0.024
0.027
0.018
0.021
0.024

17

0.000
0.033
0.037
0.033
0.030
0.034
0.030

18

0.033
0.037
0.033
0.030
0.034
0.030

19

0.033
0.024
0.033
0.030
0.021

20

0.027
0.024
0.027
0.037

21

0.033
0.021
0.021

22 23

0.027
0.024  0.027



Neighbor-joining tree (NJ, komsu birlestirme) kiimeleme analizi sonucunda,

karsilastirilan populasyonlar asagidaki sekilde gruplandirilmistir.

Capra aegargrus

Capra hircus

— Capra ibex
L Capra siberica

Capra falconen

Capra caucasica

Capra pyrenica

Capra nubiana

Sekil 4.5 mtDNA D-loop HVR-1 bolgesi bakimindan Bosna Hersek Alaca Dag Kegi ve
yabani keci 1rklar1 arasinda niikleotit doniistimlerinin beklenen miktarlarindan
elde edilen NJ agacinin goriintiisii

Buna gore tiim Bosna Hersek Alaca Dag Keci haplotipleri Capra aegagrus kiimesinin
altinda yer aldig1 goriilmektedir. Ayrica haplotiplerinin ¢cogu bu kiimenin altindaki
kiimelerde yer almiglardir. Bosna Hersek Alaca Dag Kegi haplotipleri ve Capra
nubiana irki birbirlerinden oldukga uzak kiimelerde yer almislardir. Nitekim ¢izelge

4.5’in incelenmesinden de benzer sonuclara varmak mimkiindiir.
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Ayirca belirlenen 16 Bosna Hersek Alaca Dag Kegi haplotipi ve karsilastirma yapilan
diger irklara ait niikleotit farkliliklarindan yararlanilarak SplitsTree 4 (http://ab.inf.uni-
tuebingen.de/data/software/splitstree4/download/welcome.html) paket programi ile
MIDNA D-loop bolgesi bakimindan haplotipler siniflara ayrilmistir (Sekil 4.6). Buna
gore BHG 3 ve BHG 15 haplotipleri Capra aegagrus’a en yakin yer aldig
goriilmektedir. Bu iki haplotip iizerinde BHG 1 ve BHG 4 haplotipleri yakin yer
almaktadirlar. Bunun yani sira bu sinif tizerinde BHG 14, BHG 8, BHG 9, BHG 10 gibi
haplotipleri bulundugunu goériilmektedir. Bunun yaninda BHG 7 haplotipi Capra
caucasica tizerinde diger haplotiplere smiflanmayr devam etmistir. Ayrica BHG 11
haplotipiden de Capra caucasica iizerinde haplotipleri yer almaktadir. BHG 12 haplotipi
mutasyon ile Capra siberica’a yakin yer almistir. Bosna Hersek Alaca Dag Kegi
haplotipleri Capra nubiana, Capra ibex, Capra pyrenica irklardan uzak yer aldigi
goriilmektedir. Sekil 4.6’te  median-joining tree (MJ agaci) analizinin sonucu

gosterilmistir.

Capra.caucasica 3Pra-aegagrus
Capra.ibesx

BH3.3
.
\ BHE.11 \
Capra.pyreni BHGZ.15
Capra.nubiana Japtaas BHG.2 HG.7 -
BHG.
Caprasiberica

BHG
BH&.1,BHG .4
BHG.5 * j/ff
K BHG.
BHG.16
BHG.
kﬁwiﬂ
-
BHG.Q

Capra\i rous
-

Capra.falconeri

BHG .14

Sekil 4.6 mtDNA D-loop bolgesi bakimindan karsilastirma yapilan GenBank dizileri ve
16 Bosna Hersek Alaca Dag Kegi haplotipi kullanilarak MJ agac1 yontemi ile
cizilen network semasi. BHG 1 — BHG 16 (Bosna Hersek Alaca Dag Keci
haplotipleri)
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5. SONUC

Bu tez arastirmasinda, Bosna Hersek yerli koyunlarinin ve kegilerin mitokondriyal
genomlarinda yiliksek diizeyde varyasyon gosteren ve irklarin filogenetik iligkilerinin
aydinlatilmasina yonelik ¢alismalarda sik¢a kullanilan mitokondriyal DNA D-loop
bolgesinde bulunan polimorfizmlerin varligi ve miktar1 incelenmistir. Bu arastirmada,
mitokondriyal DNA D-loop bdlgesi analiz edilip yeni haplotipler belirlenmistir.
Arastirma sonucunda incelenen Bosna Hersek endemik koyun ve kegi irklarinin

haplogruplar1 belirlenmistir.

Bu ¢alisma, Bosna Hersek yerli koyun ve kegi irklarinda mtDNA diizeyinde yiiriitiilen
ilk c¢alismadir. Daha 6nce Bosna Hersek yerli koyun iizerinde Brka ve arkadaslar
tarafindan yapilan genetik arastirmalar olmustur. Ancak, Bosna Hersek yerli koyun ve
kegi 1rklar1 tizerinde boyle bir filogenetik arastirma yapilmamigtir. mtDNA D-loop
bolgelerinin  sekans analizlerinin sonucunda Bosna Hersek yerli koyun ve kegi

rklarinda yiiksek genetik varyasyon tespit edilmistir.

Bu aragtimanin sonucunda incelenen Bosna Hersek Alaca Dag Keg¢i populasyonunda
cogaltilan mtDNA D-loop’un HVR-1 bdlgesi bakimindan 16 haplotip tespit edilmistir.
Bosna Hersek Alaca Dag Kegisinin A haplogrubuna ait oldugu goriilmiistiir. Bu A
haplogrubu diinyanin tiim kitalarinda goriilmektedir. Keci A haplogrubu her yerde en
yiiksek frekanslarda olup Avrupa’da %98, Asya’da %89, Orta Dogu’da ve Afrika’da ise
%100’liik frekanslarda rastlanmaktadir (Pereira vd. 2005). Bu calismada, Bosna Hersek
Alaca Dag Kegisinin ¢esitli yabani keci tiirleri ve evcil kegi ile karsilagtirmalari

yapilmis ve bunlarla ¢esitli niikleotitler bakimindan farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

Bunun yani sira incelenen Bosna Hersek Pramenka koyun populasyonunda ¢ogaltilan
MtDNA D-loop bolgesi bakimindan 12 haplotip tesip edimistir. Bosna Hersek
Pramenka koyunlarinin A haplogrubuna ait oldugu goriilmiistiir. Genel olarak koyun A
ve B haplogruplarinin en sik goriilen haplogruplar oldugu bilinmektedir. Asya muflonu

(Ovis orientalis) A haplogrubuna ait iken Avrupa muflonu (Ovis musimon) ise B
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haplogubuna aittir (Hiendleder vd. 2002). Nitekim koyun A haplogrubuna Avrupa’da

rastlanmay1p Asya’da rastalanmaktadir.

Ozet olarak elde edilen sonuglara gore Bosna Hersek Pramenka Koyunu ve Alaca Dag
Kegisi ¢ok degerli genetik kaynaklardir. Bu sebeple gelecekte de bu genlere sahip
olmalar1 ¢ok onemlidir. Bu Bosna Hersek yerli hayvanlar bulunduklari ¢evrenin
kosullarina yiiksek uyum sagladiklar1 i¢in hastaliklara karst giiglii olup direng
gostermektedirler. Bu calismanin, arastirmada kullanilan yontemler ve elde edilen
sonuglar bakimindan ilerde yapilacak olan Bosna Hersek yerli koyun ve kegileri ile ilgili
calismalara kaynak olusturacak nitelikte oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica Bosna Hersek
Pramenka Koyun ve Alaca Kegi irklari iizerinde yapilan bu genetik ¢aligmanin, Akdeniz
Bolgesi’nde koyun ve kegilerin kokeninin ile evcillestirilme siirecinin anlagilmasina
yardimci olacagi beklenmektedir. Bulunan sonuglar, Bosna Hersek yerli koyun ve keci

kaynaklarimin korunmasi i¢in teorik bir temel vermektedir.
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