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OZET

ANTALYA YORESI KIL KECILERINDE GENETIK POLIMORFiZMIN
RAPD-PCR YONTEMI iLE BELIRLENMESI

Emine SAHIN

Yiiksek Lisans Tezi, Zootekni Boliimii
Damisman: Yrd. Dog. Dr. M. Soner BALCIOGLU
Nisan 2005, 48 sayfa

Bu ¢aligmada amag, RAPD-PCR yontemi kullanarak Antalya yoresi kil kegileri
arasmdaki genetik polimorfizmi belirlemektir.

RAPD-PCR, Antalya bblgesinden 7 digi ve 7 erkek Kil kecisi igin toplam 20
farkls primer kullanilarak gahgtinlmgti Biitin RAPD primerleri 100-600 bg aralifmda
- belirlenmigtir. RAPD-PCR kullanarak Opp08 primeri ile toplam 121 DNA fragmenti
| elde edilitken, Opp03 primeri ile 29 DNA band1 elde edilmistir. Tiim primetlerin
kullanilmastyla toplam 1363 bant degerlendirilmigtir. Toplam 153 bandin 142’°si
polimorfik bulunmugtur. Genetik benzerlik (bant paylasim frekansy, Iy) oram ve
genetik uzaklik suastyla 0,6464 ve 0,3536 olarak bulunmustur. Ortalama heterozigotiuk
oran1 0,3691:0,1472 olarak tahmin edilmigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Kil kegisi, polimorfizm, RAPD-PCR

TORT: Yrd Dog. Dr. M. Soner BALCIOGLU
Prof. Dr. 1. Zafer ARIK
Dog Dr. Hiiseyin BASIM




ABSTRACT

THE DETERMINATION OF GENETIC POLYMORPHISM IN ANTALYA
REGION HAIR GOAT BY RAPD-PCR

Emine SAHIN

M.S. in the Department of Animal Science
Adviser: Assist. Prof. Dr. M. Soner BALCIOGLU
Nisan 2005, 48 page

The main purpose of this research is to determine genetic polymorphism among

Hair goats in Antalya province by RAPD-PCR.

RAPD-PCR was employed by using total 20 different primers for 7 male and 7
female hair goats from Antalya province. All the RAPD fragments determined were
100-600 bp in size The RAPD-PCR using primer OppO8 resulted in 121 DNA
fragments. On the other hand, the RAPD-PCR using primer Opp03 resuited in 29 DNA
fragments. Total 1363 DNA bands were evaluated. One hundred fourty two bands of the
total one hundred fifty three bands were polymorphic. Genetic similarity (Band Sharing
Frequency, F,, ) and genetic distance were 0,6464 and 0,3536, respectively. The
expected heterozygosity was estimated as 0,3691+0,1472

KEY WORDS: Hair goat, polymorphism, RAPD-PCR
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ONSOZ

Son zamanlarda, genetik potansiyelin belirlenmesinde molekiiler biyoloji
tekniklerinden yaygm olatak yararlamlmaktadw Cifilik hayvanlaninda ekonomik
snemi olan karakterlerin, gdzle yapilan 8lgiimlerinin yanmda molekiiler tekniklerin
uygulanmastyla, bu 6zelliklerin DNA diizeyinde genetik olarak tespiti de saglanabilir
Molekiiler biyoloji tekniklerinin ilerlemesi ile DNA tiplerinin belirlenmesine yonelik

* yontemler de glincellenmistir.

Molekiiler biyoloji tekniklerinden biri olan DNA parmakizi teknifi, hayvan
populasyonlar1 ve bu populasyonlar olusturan hayvanlar arasmdaki iligkinin
belitlenmesinde ~ ve  vetigtime  stratejilerinin - olugturulmast  galigmalarinda
kullanilmaktadr. DNA  parmakizi yontemlerinin, canhlarm genetik yapilanni
arastiilmasmda son yillarda diinya Gizerinde yaygn bir gekilde kullaniimasma katsin,
bu tir calsmalar {lkemizde yeni yeni kullamlmaya baglanmstir, Yerli ¢iftlik
hayvanlarmiza ait DNA  diizeyindeki varyasyonun belirlenmesi, iilkemiz
hayvanciliinda gen kaynaklarmuzin tamnmasi, korunmasi ve gelistirilmesi agisindan

biiyiik bir dnem tagimaktadir.

Bana bu konuda calisma imkam sunan damgmamm Saym YrdDog¢Dr M
Soner BALCIOGLU’ na (Akdeniz Universitesi Zootekni Boliimii), laboratuar
cahismalarmda bilgisini ve imkanlarin esirgemeyen Saym Dog.Dr. Hiiseyin BASIM' a
(Akdeniz Universitesi Bitki Koruma Bélimii), analizlerin yapimasinda katkisi olan
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Sayin Dog Dr. Fehmi GUREL’ e (Akdeniz Universitesi Zootekni Boliimil) ve 6zellikle

aileme tesekkiirlerimi sunarim.

iii

- T TS

o — — >

o

T
il op
!

'K:&



ICINDEKILER

1 GIRIS..

iv

FOINDERILER . - ot i s o S
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.. oo o s s
SERILLER DIZINI.. oot oo i o i e
© QIZELGELER DIZIND .-t o i s s e e e

' 2 KURAMSAL BIiLGILER VE KAYNAK IARAMALARI e
2 1. RAPD-PCR YOIEEIIU .o o s s s oo e s 000
31, MIBEETYAL L. i o s s e

32 IVEEEOY s o i R L

3.9 1. Kan drneklerinin alinmast .. .. .. oo oo s

3.2.2. DNA TZOLASTOTU .- evrar oo s st s s et

3.2 3. Genomik DNA miktarinin hesaplanmast... ... o e

3.2.4. Primerlerin SOGUIE ... o s s i s

3 2 5. Polimeraz zinch reaksiyonu teknigi (Polymerase chain reaction}. ...

3.2.6. Elektrolit GOZEMIST ... . cow o s s

3.2 7. Jelin Rzt ANIMIAST .. v oo oo e e

32 8 PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi ve elekiroforez iglemi. ..o

32.9. Jelin boyanmasi ve RAPD bant fotograflarnimn elde edilmesi. ...........

3.2 10, Bantlarin degerlendirilmesi.. . oo

4 1. RAPD-PCR Bantlarmm AnaliZi... .. oo e e i
OZGECMIS . 1o oo oo e oot ares o it e




EDTA

GELER VE KISALTMALAR DiZINi

Deoksitiboniikleikasit

Restriction Fragment Leght Polymorphism
Amplified Fragment Lenght Polymorphism
Randomly Amplified Polymo:phic DNA
Polymerase Chain Reaction

ve digerleri

Kilogram

ve benzeri

Quantitative Trait Loci

Variable Number of Tandem Repeat
Termus Aquaticus

Baz cifti

Magnezyumkloriit

Adenin

Guanin

Timin

Cytosin

Tris-EDTA
Ethylendinitrilotetraaceticacid
Nanogram

Miliitre

Mikrolitre

Optic Density

Molat

Rotation per minute

Dongii

Dakika

Diniikleotidtrifosfat

Magnezyumsiilfat

A I

B o




gKILLER DIZING

$ek11 2.1. RAPD-PCR yonteminin asamalart....

'_Sekll 4.6. Op09 primerine ait RAPD bant goriintiisi ..

Sekil 4.7. Opp03 primerine ait

vi

okil 4 1. 19 nolu primere ait RAPD DANE OIS v 1o v
Sekll 4.2. Du01 primerine ait RAPD bant gOrutlstl ... v
Sekﬂ4 3. Ra33 primerine ait RAPD bant gOIGOLESTL . oo v e
-Sekll 4 4. Ra59 primetine ait RAPD bant @OTTIUESIL cooovvnven st 0
ekﬂ 4.5. Opp08 primerine ait RAPD bant @Orintiistl .. oo s

RAPD bant gOTTItlSt ... v

.12
.28
.29
.30
.30
-3
.33
.34

= -




(iZELGELER DiziNi

Cizelge 2.1. Tirkiye’deki bazi tiirlere ait hayvan sayisy, siit ve et Giretimindeki paylar:..4
Cjzelge 3.1. Calismada kullamlan primerler ... v s s s 26
'Cizelge 4.1 Kullanilan primerler ile elde edilen bant sayis1 ve uzunluklari................. 26
Cizelge 4.2. Her bir primer igin bant FEKANSIAT .. ..o 36

Cizelge 4.3. Kuilanilan primetlere ait her bir lokus igin heterozigotluk oranlati.......... 37

vii




: {Tikemiz tarmmsal geliti iginde hayvancilik faaliyetlerinin dnemli bir yere sahip
| olmasy, hayvancihktan elde edilen verimlerin  arttmilmasmm  gerektirmektedir.

hayvancilik faaliyetlerinin tarm sektSriine ve iilkenin genel ekonomisine katkismi
* azaltmaktadir. Bundan dolay1 evcil hayvan islal jle ugrasan aragtwictlarn en Snemli
hedefi, meveut ekonomik kosullarda yetistiricilere en. fazla geliri getirecek genotipleri

geligtirmektir,

Evcil hayvanlann verimlerinin islahinda &ncelikle tizerinde durulan ozelik
pakimindan populasyonun  genetik  yapisinin - gok iyi tammlanmas) gerekir.
Populasyonlatm genetik ozelliklerinin iyi bir sekilde belitlenmesi, 1slah faaliyetlerinin
hizl, giivenilit ve daha verimli olmasins saglamaktadn (Daywoglu vd 1989). Son
yillarda, hayvansal tiretimde nicelk ve nitelik bakimmdan saflanan Snemli
gelismelerde, genetik analize dayal ve uygulamali genetigin gerektirdigi metotlarla

¢alismanm da bityiik katkist vardur.

Populasyonlarin genetik szelliklerinin belitlenmesinde yakm zamanlara kadar
polimorfik biyokimyasal sistemlet kullamimaktaydi. Daha sonta, DNA diizeyinde
genetik  varyasyonu saptamaya yOnelik tekniklerin  gelistirilmesiyle bireylerin
genotiplerini dogrudan belirleme imkam elde edilmistit. Giiniimiizde DNA diizeyinde
saptanan genetik varyasyon; ¢iftlik hayvanlarinda genetik farkhiligm tanmmlanmasinda,
farkli wk ve eko-tipler arasmndaki genetik iliskilerin tahmm edilmesinde ve pedigt
tayini gibi ¢aligmalarda yogun olarak kullamlmaktadr (Cerit 2003). Son yillarda
canlilarn genetik yapilarinm aragtirilmasmda DNA parmakizi yontemleri yaygm bir
sekilde kullanilmasma karsmn, bu tiir ¢abgmalann iilkemizde kullamlmas: oldukea
yenidir. Dogrudan nikleik asit sialamgindaki  varyasyonu belirlemeye yonelik
yontemlerin ¢ofu tek niikleotid bazindaki degigimi belitleyebilecek kapasitededir. Bu
nedenle her birey igin 8zgiin bir parmak izi modelinin saptanmasi miimkiindi.
Genetik varyasyonun bu yontemlerle duyarh bit sekilde olgiilebilmesi, aragtirtcilart
DNA markerleri ile ¢aligmaya yonlendiren 6nemli sebeptir.




 Gliniimiize kadar, DNA marketlerinin kullanimi ile genetik varyasyonun

tanmasl amactyla ¢ok sayida yontem geligtirilmigtii. Bunlarm baghcalar1 RFLP

gﬁiction Fragment Leght Polymorphism; Restriksiyon Fragment Uzunluk

orfizmi), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism; Cogaltilmig
gment Uzunluk Polimorfizmi), Mikrosatelit (Microsatellite) ve RAPD (Randomly
Aﬁﬁgﬁﬁed Polymorphic DNA; Rasgele Cogaltiimus Polimorfik DNA)’dir. Bu
ckniklerin  hemen hepsi PCR (Polymerase Chain Reaction; Polimeraz Zincit
eaksiyonu) temelinde c¢alismaktadwr. Cesitli yontemler kullamlarak niikleik asit
tizeyinde saptanan polimorfizmin Mendel kaltim g&stermesi, bunlarn genetik marker
larak kullanmum olanakli hale getirmekiedir (Bardakci ve Skibinski 1994). Bugiine
adar nilkleik asit diizeyindeki bu tip ¢aligmalara; koyun (Crawford vd 1994, Cushwa
d 1996), keci (Yongjum vd 1998, Saitbekova vd 1999, Ajmone-Marsan 2001, Li vd
002), sigir (Ajmone-Marsan vd 1997, Giineren 1999, Horng ve Huang 2000}, muhtelif
“kanatli tiirleri (Dunnington vd 1990, Plotsky vd 1995, Burt vd 1995, Smith vd 1996,
ei vd 1997, Sharma vd 2001) ve domuz (Yen vd 2001) gibi bir ¢ok ¢iftlik hayvam

tiiriinde rastlanmustir.

DNA polimorfizm ydntemlerinden birisi olan rasgele cogaltiloms polimorfik
DNA (Randomly Amplified Polymorphic DNA-PCR; RAPD-PCR) yontemi, rasgele
primetler kullamlarak, PCR’ da &zgiin DNA fragmentlerinin ¢ogaltilmasi temeline
dayanu. Diger polimoifizm ydntemlerine gre daha basit, géreceli olarak daha ucuz ve
daha az is glicti gerekturdidinden yaygm olarak kullamimaktadir.

Tirkiye ¢iftlik hayvanlarinda vyapilan polimorfizm ¢aligmalarimin  6nemli bir
bolimii biyokimyasal polimorfizme yoneliktii (Balcioglu 1995, Karabag 2000,
Ozbeyaz vd 2001). Tiirkiye’de, sigularda (Giineren 1999 ve Cerit 2003) ve
bildrremlarda (Yegenoglu 1999) olmak tizere DNA diizeyinde yapilan ¢ok az sayida
¢aligmaya rastlanmmstr. Ancak kegilerde benzer cahsmalara diinyada ¢ok az sayida,

Tiirkiye’de ise hig rastlanmarmigtic.

Ttrkiyve'deki vetlt ¢ifilik hayvanlarma ait tiirler, Tiirkiye cografyasmin
ozeltiklerine bagh olarak farkli bolgelere adapte olmusg, cok cesitli uk ve eko-tiplerden




ana gelmistit. Bu ¢ifilik hayvanlan1 arasinda kiigiikbag hayvan yetistiriciliginin

y:e' ekonomisinde 6zel bir 6nemi vardu.

Akdeniz bolgesi bitki ortiisiiniin makilerce zengin olmasi,, daglarm sarp ve
gebeli bir yapiya sahip olmasi, Antalya ve ceviesinde kegi yetistiricilifinin yaygm
snda en onemli etkenlerden birisidir. Kil kegilerinden elde edilen et ve kil
{retiminin yotede ekonomiye katkisi oldukca fazladu. Ozellikle kegi eti, Antalya
resinde yasayan insanlar tarafindan koyun etine nazaran daha fazla tercih
egﬂdigmden, ckonomik olarak bu bolgedeki vetistiriciler igin olduk¢a Snemli bir yere

.

ahiptir,

Yerli ¢iftlik hayvanlarimiza ait DNA diizeyindeki varyasyonun belirlenmesi,
lkemiz hayvanciimda gen kaynaklarmmizm tamnmasi, korunmasi ve geligtirilmesi
cisindan biiylik bir 6nem tagimaktadr Bu galiymada, Tiirkiye kegi varbmm biiyik
ir boliimiinii kapsayan ve Antalya yoresinde de yogun bigimde yetigtiricilii yapilan
&l kegilerinin, RAPD-PCR yéntemi ile DNA parmak izlerini gikarmak ve DNA
;_dﬁzeyinde genetik polimorfizmi belitlemek amaclanmgtr. Boylece, bu yOntemin
'}(':ullanﬂmaswla elde edilebilecek bulgular dogrultusunda, yerli bir mkimz olan kil

‘kegisine ait bant modelleri belirlenebilecektir.
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 KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI

Kiiglikbag hayvan yetistiriciligi, genel olarak zayif meralar, nadas, aniz ve
itkisel tiretime uygun olmayan alanlan degerlendirerek et, siit, yapag, kil ve deri gibi
uﬁmkre doniistiiren bir tretim etkinliZidir. Tiurkiye'nin dogal kaynaklarmmn, dzellikle
-ayu-mexalann keci ve koyun tiitlerine daha uygun olusu ve ozellikle kusal kesimdeki
m tiiketim aliskanliklar gibi etmenler, kiiglikbas yetistiriciligi icin uygun bir ortam
aratmaktadir,

Tiirkiye’deki yerli ¢iftbk hayvanlarna ait tirler, Tiwkiye cografyasmmn
szeliiklerine bagh olarak farkh bolgelere adapte olmus, cok gesitli irk ve eko-tiplerden
meydana gelmistir. Bu ¢iftlik hayvanlan arasinda kiigiikbas hayvan yetistiricilifinin
Tiirkiye ekonomisinde &zel bir &nemi vardir Cizelge 2.1.’de de goriildiigii gibi,
Tiirkiye’ de toplam 6 700 000 bag kegi vardwr. Tiirkiye et {iretiminin %7,2°si, siit
{iretiminin ise %2,7’si bu kegilerden saglanmaktadir (FAO 2004).

' Cizelge 2 1. Tiirkiye’deki bazi tiirlere ait hayvan sayisi, siit ve et tiretimindeki paylan (FAO 2004)

Hayvan say1si 2004 yili Uretimi
| Tiirler (2004) Et (ton) Siit (ton) Et, % Siit, %
Koyun 25 000 000 267 000 750 000 44,3 7,2
Sigir 9 800 000 290 000 | 9400000 48,2 89,7
Kegi 6 700 000 43 500 280 000 7,2 2,7
Manda 136 000 1700 48 000 0,3 0,4
Toplam 41 636 000 602 200 | 10478 000 100 100

Ozellikle tropik ve suptropik iilkelerdeki halkin besin ihtiyaglanmin
kargilanmasmnda kecilerin Gnemli bir yeri vardu. Diinyann farkh iklim ve cografi
-_k%ullarma sahip bit ¢ok iilkede yogun olarak keci yetistiriciligi yapilmakiadir.
:_Hindistan, Meksika, Nijerya, Irak, Libya, Fas, Yunanistan ve Tiirkiye gibi tlkelerde
rutubeti az, kurak ve yan kurak alanlarda kegi vetistiriciligi oldukga yaygmdi
(wWww, ziraatcicom) Kegi, agiz yapismm  verdigi avantaj ile farkh beslenme
_:k0$uﬂaxma adaptasyon yetenegi ve engebeli araziye uygun yapisal dzelliklerinden

‘dolay1 olumsuz cevie sartlarma son derece uyumlu bir hayvandir. Bu nedenle, arazi,



_ve mera kosullarmmn elverissiz oldugu yerlerde keci yetistiriciligi tercih

imektedir.

Tiwkiye’de kegi yetistiriciliini genel olarak @¢ grup altinda toplamak
umkundux Bunlar; saywsal varligi en yiksek olan kil kegisi yetigtiriciligi, Ankara
é‘; i yetistiriciligi ve genellikle ailelerin siit ihtiyaglarm kargilamak amaci ile ¢ok az
ayida yapilan siit kegisi yetistiriciligidir (Aydm 1999).

Tiirkiye’de en yaygmn olarak yetistirilen kegi mk, halk arasinda kara keci olarak
bilinen kil kegisidir Daghk ve engebeli yerlerde yetigtiriciligi ¢ok yaygmdir
:kiye’nin cesitli bolgelerinde yetistirilen kil kegileri, bolgenin beslenme kogullanyla
akin iliskili olarak, viicut yapisi ve biiytikiigi yontinden farkliik gostermektedir. Kil
keg:1s1 sicak ve sofuga toleransl, makiliklerden iyi yararlanabilen, hastaliklara karsi
-'idayamkh uzak mesafelere iyi yiiriiyebilen sit ve et verimi yeterli, yiiksek kalitede deri
.-_ve'ren ve oransal olarak iri vilcut yapilt bir ke¢i ukidu. Kil kegilerimmn viicut rengi
-_geneﬂlkle siyah olmakla birlikte kahverengi, kursuni, agik sari ve sarnmsi hatta beyaz
:r’énkli olanlara rastlant  Hem keciler hem de tekeler biiyiik ¢ogunlukla boynuzludur.
'Kﬂ kegilerinin her iki cinsiyetinde de sakal bulunur. Kulaklar genellikle uzundur. D6l
verimi ok yitksek olmayip, bir dogumda genellikle bir yaviu verit. Siitteki yag oram
%s5- 55 arasmdadu. Kil kegilerinde canh agulk 45-65 kg ve kil verimi 0,5-1 kg
" kadardu (Ozder 1997).

Akdeniz bolgesi bitki ortiisiinin makilerce zengin olmasi, daglarm saip ve
engebeli bir yapiya sahip olmasi, difer eiftlik hayvanlari i¢in elverigsiz bir durum
yaratuken, ozellikle Antalya ve cevresinde kegi yetistiriciliginin yaygin sekilde tercih
edilmesine neden olmugtur. Antalya yoresi ki kegisi varhf (570 470 bas) bakimdan
Tiirkiye’nin en zengin bélgelerinden birisidir (Anonim 2003).

Muhtelif cifilic hayvanlarma ait wklann tanumlanmasinda ve bu wklarn
birbirleriyle olan benzerlik ve farkhliklarm ortaya konulmasinda 8lgiit olarak cesith
morfolojik ve metrik dzellikler (canlt agulk, viicut olgiileri, cesitli verim Szellikleri
vb) kullamlmustr. Bu &zellikler siirekli olarak seleksiyon baskisi altndadir. Buna
kargihk, polimorfik biyokimyasal karakterler ve DNA diizeyinde saptanan degisik

Py



_marketler bakimindan belitlenen farkliliklar, genellikle dogrudan seleksiyona : kong - L

imazlar. Seleksiyon etkisi altndaki Gzellikler ile biyokimyasal Szellikler arasinda ¢ok
yakm bit genetik iligki bulunmuyorsa iizerinde durulan polimorfik karakterler
:;::':gogunlukla seleksiyona kars1 nétraldir ve populasyonlarm genotipk yapilanm ve
El'bixbiﬂeriyle olan genetik iligkilerini tarafsiz olarak tahmin etmede son derece
fkullamshdu (Balcioglu 1995) Bu nedenle son yillarda giftlk hayvanlarinn genetik
:olarak tammlanmasinda biyokimyasal ve DNA marker sistemlerinden giderck daha
fazla yararlaniimaktadu.

Hayvanlarn  verimletinin  islahinda, 6ncelikle izerinde durulan zellik
bakimindan populasyonun genetik yapismmn gok iyi tammlanmasi gerekir  Bir
populasyonu olugturan bireylerin biyokimyasal ve molekiiler genetik ydntemlerle
aragtiriimasi, o populasyonun genetik yapisma iliskin daha ayrmtili ve kesin bilgilerin
elde edilmelerine olanak vermektedir (Asal 1989). Populasyorlarm bu sekilde genetik
szelliklerinin iyi bir sekilde belirlenmesi, 1slah faaliyetletinin hizh, giivenilir ve daha
verimli olmasm saglar (Dayioglu vd 1989).

Populasyonlarn genetik &zelliklerinin belirlenmesinde bir dénem, polimorfik
biyokimyasal sistemler olduk¢a sk kullamtnugti. Daha somra, DNA diizeyinde
genetik varyasyonu saptamaya yomelik tekniklerin gelistirilmesiyle, bireylerin bu tip
marketler bakimmdan genotiplerini dogrudan belirleme imkami dogmugtur. DNA
diizeyinde saptanan genetik varyasyon, ¢iftlik hayvanlarinda genetik varyasyonun
tanimlanmasinda, farklh wk ve ckotipler arasmdaki genetik iligkilerin tahmin
edilmesinde, ayrica pedigri tayinlerinde yogun olarak kullandmaktadir (Cerit 2003).
Kantitatif bir 6zellik i¢in viiksek etkili allelleri tagryan bireylerin saptanmasi damuzhik
segiminin en zor yanidu Gerek hayvanlarda gerekse bitkilerde, biyokimyasal ve DNA
markerleri ile cesithi ekonomik &zellikler arasmda muhtemel genetik iligkiler iizerinde
durulmaktadr. Ozellikle kantitatif karakterleri belirleyen poligen bloklarm (QTL;
Quantitative Trait Loci; Kantitatif Ozellik Lokuslar) haritalanmasinda muhtelif DNA
markerleri tizetinde vyopun olarak ¢absimaktadi. DNA markerlermin  islah
programlarmda kullandmalarmin birgok  avantajlan bulunmaktadir; DNA drnekleri

organizmanm herhangi bir dokusundan ve yasam siirecinin herhangi bir asamasinda




almablhl ve alinan bu DNA ornekleri uzun siire saklanabilir, kantitatif karaktetlerin
rsine cevre kosullarmdan etkilenmez Kantitatif ozellikler ve DNA markerleri
é?asmda yiiksek genetik kotelasyonun belirlenmesi halinde bu durum, damizhklarin
'é ken vasta segilmesini miimkiin kiacak ayrica dzellikle tek cinsiyette goriilen

karakteﬂer bakmnindan danuziiklarm belitlenmesinde ¢ok yararh olacaktir.

- Bir populasyonun tammlanabilmesi ve sahip oldugu  Oeelliklerin
elirlenebilmesi  igin, populasyon ici ve populasyonlar arasmnda  kolaylikla
olgulebﬂecek parametrelerin bilinmesine gereksinim varder (Rassman vd 1991, Tautz
1992, Suzuki vd 1993). Tiirkiye yerh giftlik hayvanlarinm genetik 6zelliklerinin
:'t.anunlamnasz konusunda yapilan ¢ahgmalarm yeterli oldugunu stylemek miimkiin
:degﬂdu Bu populasyonlarm genetik dzelliklerinin belitlenmesi ilk planda bilinmesi
sereken noktalardan birisidir. Bu durum ayn: zamanda yok olma tehlikesi tasiyan gen

kaynaklarmmn korunmast i¢in de zorunludur.

Polimorfizm kisaca, bir populasyonda iki yada daha fazla alternatif fenotipin
varlg olarak tanimlanr, Genetik polimorfizm ise, en az iki allelli bir lokusta, nadir
‘allelin populasyondaki frekansmin tekrarlanan mutasyonlarla agiklanamayan oranlarda
‘olmasi seklinde tanumlanmaktadrr (Bushman ve Schmid 1968). Populasyonda belirki
:bir lokusta genin farkli formlar: bulunuyorsa bu lokus polimorfik olarak kabul edilir.
Bit gen lokusunun polimorfik olabilmesi igin, nadir allelin populasyondaki nispi
frekansmmn en az 0,05 veya 0,01 diizeyinde olmast gerektigi bildirilmigtir (Hedrick
- 1985).

Polimorfizm, cesitli biyokimyasal ozelliklere ait farkh genetik formlar (gesitli
protein ve kan grubu faktdrleri), kromozomlara ait motfolojik farkhiiklar (kromozomal
polimorfizm) ve DNA’daki niikleotid dizilisindeki farkhiklar (DNA polimorfizmi)

temelinde arastirlabilir.

Son zamanlarda, genetik potansiyelin belirlenmesinde molekiiler genetik
tekniklerinden yaygm olarak yararlamlmaktadu. Yetigtirme programiarinda ekonomik

dnemi olan karakterlerin lgiimlerinin  yanmda, gelismis molekiiler tekniklerin




uygulanmastyla, bu dzellikleri belirleyen genletin kromozom {iizerindeki yerlerinin
tespiti de  yapilabilmektedir. Molekliler biyoloji tekniklerinin ilerlemesi ile DNA
diizeyinde farkli polimo1fizm belirleme ySntemleri gelistirilmigtir.

DNA parmakizi teknigi, ilk kez Jeffieys vd (1985) tarafindan Leicester
Universitesi’'nde insanlar tizerinde yapiian ¢aligmalar sonucunda tammlannis ve
uygulanmustir.  Daha  sonra dier canllarda uygulanmasmna yogun bir gekilde
‘paslannugtr. Kedi ve kipekler (Jeffreys ve Morton 1987), atlar, koyuntar ve domuzlar
(Morton vd 1987) iizerinde yapilan calismalardan bagarii sonuglar almnugtr. Bu
‘teknikle her bireye 8zgii DNA bantlar: elde edilebilmektedit Elektroforez sonunda
lusturulan bireye 6zgii bu DNA bant modelleri DNA parmakizi (DNA fingerprint)
olarak tanimlanmaktadir.

DNA parmakizi bireylerin DNA karakteristiklerinin tespitinde kullamimak
__'ﬁzer‘e gelistirilmistir. Bireylere ait elde edilen DNA bant modelleri tipki parmakizi gibi
isiye 6zgii oldugundan dolay, DNA parmakizi teknikleri giiniimiizde canhlarm
‘genetik  Gzelliklerini saptamak igin yogun bir sekilde kuilanilmaktadar. Bireyin
.”"zgiinliigﬁ ve tim dokularda aym DNA’ya sahip olmasi DNA analizlerinin temel

eleridir.

_ Tiim diinyada molekiiler biyoloji ve genetik alanmnda yapilan calismalar biiylk
bir hizla ilerlemektedir. Boylece tiir i¢i ve tiirler arasi genetik farkhliklar bireylerin
_l DNA’larinin kargilastmilmas: ile molekiiler diizeyde aragtiilabilmektediin Baz swalar
: arasmdaki bu farkliiklar ayn1 zamanda genom haritalannm olusturulmasinda, kalitsal
astalklarin  teshisinde, organ transplantasyonlarmda, populasyon — genetigi
“caligmalarinda &nemli rol oynamaktadir. Ayrica bu parmakizleri adli tipta, ebeveyn
‘testlerinde, tibbi taruda, bitki ve hayvan tiitlerine ait populasyonlar arasmdaki
iliskilerin  belitlenmesinde ve vyabani formlarin aragtimilmasinda uygulama alami

bulmaktadu (Kirby 1988).

_ DNA markerleri ile genetik varyasyonun saptanmast 1980’1 yillatn baginda ilk
kez restriksiyon fragment uzunluk polimotfizmi (RFLP) teknifinin kullanimas: ile
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egtirilmistir  (Griffiths vd 1996). Giintimtize kadar c¢ok sayida yOntem
hgtiri]mistill Bunlarin baglcalar;; RFLP, AFLP, Mikrosatellit ve RAPD‘drr ve bu
khﬂderm hemen hepsi PCR temelinde ¢aligmaktadir.

Genetik marker olarak kullanilan RFLP, restiiksiyon enzimlerinin DNA’daki
im yerlerinin dagimumt etkileyen nokta mutasyonlart veya kromozomda kesim
leri arasinda DNA fragment uzunlugunu etkileyen bilyitk ktomozomal degigimler

ucunda meydana gelmektedir.

Genomik DNA boyunca nitkleotid ya da niikleotid gruplan degisik araliklarla
- tekrarlanit. Bu tekrarlarm sayist ve tekrarlanma aralify zoolojik sistemdeki farkh

smzﬂara gote birey diizeyine kadar varyasyonlar gostermektedir (Watson vd 1992). Bu

Number of Tandem Repeat)’lerin bir alt grubu, kisa tekrarlar halinde olan ve
uzunluklar: 2-6 nitkleotidten olusan mikrosatellitlerdir (Machugh vd 1994).

Mikrosatellit parmakizi yontemi bir ¢ok ¢ahgmada kullamlmugtu (Ganai ve
“Yadav 2001, Behl vd 2003, Xiang ve Valentini 2004). Mikrosatellit bolgelerinin
- gevresinde, belirli bir bdlgenin baz dizilerine ait bilgihjn olmasi gerekir. Ancak, PCR
| tekniginde kullanlacak olan primerlerin  baz diziletinin olusturulabilmesi igin,
incelenecek genomik DNA’nm ilgili bdlgesindeki baz dizisinin bilinmesi gerekir. Bu da
mikrosatellit parmakizi yonteminin en bilyiik dezavantaji olarak kabul edilmektedir

(Meghen vd 1994}

Ganai ve Yadav (2001), Hindistan bolgesine ait 3 kegi wkinda yaptiklan
gahismada 16 mikrosatellit markeri kullanmuglarda Bu caligmalarmda, ortalama

heterozigotluk degerini 0,5400+0,2000, polimorfizm orammni ise 0,480040,2000 olarak
bulmuglardr.

iki Hindistan kegi mkinda (Bengal ve Chegu) yapilan bir bagka ¢alismada Behl
vd (2003), 22 mikrosatellit markeri kullanarak genetk farklihg: belirlemeye
cahsmuslardr. Yapilan bu galigmada heterozigotluk, Bengal igin 0,6900+£0,1100 ve




Chegu igin ise 0,6600+0,0700 olarak tahmin edilmistir. Polimorfizm degetleri ise,
"'éﬁgal icin 0,790010,0800 ve Chegu i¢in de 0,780040,0500 olarak hesaplanmgtir.

Nyamsamba vd (2002) Mogol ke¢i wklarmda yaptikiari ¢aligmada, 8 farkh
polgeden aldiklan Srneklerle 10 mikrosatellit markeri deneyerek genetik farkhh@
:;'taya koymaya calignuglardr. Bu caligmada heterozigotluk orantan 0,6690-0,7300
erleri arasinda tahmin edilmistir.

AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism; Cogaltilmug Fragment
zuntuk  Polimorfizmi), restriksiyon enzimi kesimiyle olusturulan DNA
agmentlerinden bir kismunm selektif ¢ogaltmyna dayanan bir polimorfizm belirleme
“yontemi olarak tanmlanmstsr (Vos vd 1995).

Ajmone-Marsan vd (2001), 7 farkh ltalya ke¢i wkmnda 7 primer kullanarak
AFLP yontemiyle yaptiklan caligmada, bu ke¢i wklarn arasmdaki genetik benzerligi
0,5700-0,8700 degerleri arasmda, ortalama 0,7200 olarak bulmuglardu. Bu wuklar
arasinda ortalama heterozigotluk oram ise 0,2100-0,2400 degerleti arasinda olduBu ve
dolayistyla wkiar arasinda énemli bir farklibgm olmadig: belirtilmistir.

2.1. RAPD-PCR Yontemi

PCR, hiicreden arnndmlmus bir yéntem olarak, DNA’nm ¢ogaltilmasim
saglayan ve DNA diizeyinde yapilan aragtirmalar i¢in kullanilan ok Snemli bir aragtir.
PCR analizi; molekiiler biyoloji, insan genetigi, evrim, gelisim ve adli vakalar gibi bir
¢ok konuda uygulama olanag: bulmugtur (Flaman vd 1994, Suazo vd 1998, Cerit 2003,
Oz Aydin 2004) PCR teknifinin uygulanmaya baslanmasiyla, DNA parmakizi
tekniginin yaygmlagmasmda ve degisik yontemlerin gelistirilmesinde Snemli yol kat
edilmistir.

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

sartlarda, sentetik olarak hazirlanmig primer adi verilen oligoniikleotidler yardimmyla

¢ogaltilmas1 esasma dayanmaktadu (Mullis ve Faloona 1587) Bu yOntemin
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uygulanabilmesi icin son derece az miktarlardaki DNA bile veterlidir. PCR ile belirli
f bir bolgeyi gogaltabilmek i¢in, o bolgeye komplementer primerlerin kullaniimas:
gerekit. Bu primetler, ¢ogaltilacak tek zincitli DNA molekiilindeki tamamlayici
 diziletle hibridlenir. Daha sonra ytiksek 1siya dayamkh bir bakteri olan Thermus
aquaticus’dan elde edilen DNA polimeraz (Taq polimeraz), ¢ahsitan DNA’daki hedef

“polgenin sentezini yapar.

DNA’yi olusturan bazi bolgeler, aym nitkleotid swalanmin genom {izerinde
iekrarlanmasmndan olugmustur. Mutasyonlar sonucunda bu bolgelerden bazilarinm
- yerlerinden koparak yer degistirdikleri ya da rastlantisal olarak aym dizinin degisik
yerlerde olustugu kabul edilir. Boylece, genomda yeni varyasyonlar ortaya gikimustar.
" Bu durumda, bir genomun digerine benzeme olasthg: cok diistiktlir. Bu varyasyonlar
tiir, wk, hatta fert bazinda goriimektedir. Organizmalarda var olan bu farkliiktan
- yararlanarak Williams vd (1990) ile Welsh ve McClelland (1990) aym zamanda farkh
 laboratuarlarda, tiler arasi ve tiirler igi akrabalif: ve genetik varyasyonu DNA
diizeyinde belirleyebilmek igin kullamlabilecek bir metot gelistirmislerdit. RAPD-PCR
- (Randomly Amplified Polymorphic DNA-PCR; Rasgele Cogaltilms Polimorfik DNA-
PCR) adi verilen bu metot kisa zamanda bir ¢ok canh tlriinde kullamm alam

-~ bulmustur.

RAPD yonteminin temel piensibi, ilgili olan tiire ait genomik DNA {izetinde,
niikleotid sasmda belirli bir 8l¢ti olmadan rasgele hazirlanan primerletin (vaklagik 10
be), diisiik baglanma sicaklignda tesadiifi olarak, komplementeri olan hedef bdlgelere
yapismast ve bu bolgelerin PCR teknifi il geometrik olarak ¢ogaltlmasi esasma
dayanmaktadn (Bardakgi 2001) PCR teknigiyle cogallmig bu DNA pargaciklar
elektroforez teknigiyle agaroz jelde birbirinden ayrililar, Elektriksel ortamda molekiil
bityiikliiklerine gore swalanan DNA parcaciklart daha sonra ethidium bromide ya da
radyoaktif maddelerle boyanarak ultraviole isik altmda gdriiniir hale getirilir (Williams
vd 1990, Scott vd 1992, Morgan vd 1993, Rothuizen ve Wolferen 1994) (Sekil 2 1.).
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Sekil 2.1. RAPD-PCR ydnteminin asamalar1

RAPD-PCR yontemiyle elde edilen ve agaroz jelde belirlenen DNA bantlarina
‘RAPD bantlar’ adi verilmektedir Bantlarm varbg ya da yokluguyla sonuclar
degerlendirilmektedit. RAPD teknigi ile DNA iizerinde bazi kismmlain (fragment)
gogaltiimasy, kullanlan primerlerin uzuniuguna, primerin G-C igerigine ve primer
dizisindeki tek bir nitkleotidin bulundugu yere gore degisiklik gosterir.

Canldarin sahip oldugu DNA’lar bilyikk dlgiide farkh oldupundan, primetlerin
kullanilmasiyla ortaya cikartilan RAPD belirtegleri de farkl olacakti. Iste bu farkhilik
organizmalann karsilagtirilabilmesini saglamaktadn  RAPD bantlar, Mendel kalitim
yolunu izler ve cesitli tirlerin gen haritalannm yapiimasinda kullanilabilirler (Cushwa
vd 1996). Ilgili ozelligi belidleyen genletle iliskisi bilinen DNA belirleyicileri, gen
klonlamasi, hastaliklarm tamsinda ve yetigtirme programlarinda, hayvan ve bitkilere gen
aktarilmas: konularmda kullanlabilir (Rothuizen ve Wolferen 1994).
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__ Genel olarak RAPD teknigi diger tekniklerle (RFLP, AFLP ve Mikrosatellitler)
“kargilagtirsidiginda en biiyiik avantajy; az miktarda ve diisiik kalitede DNA’mn yeterli
: Jmast ve DNA baz swasma iligkin 6n bilgiye gereksinim duyulmamasidr (Williams
vd 1990). Cogaltmada tim organizmalar i¢in aym oligoniikleotid primer seti
{lku]}anﬂabilmekte ve bu oligoniikleotidler 6zgiin bolgelete rasgele baglanarak gogaltma
._-:}:/apmaktadlﬂal‘.‘ RAPD tekniginin, diger ydntemlere gore basit, daha ucuz ve daha az is
giicii gerektirmesi de bu yOntemi avantajh hale getirmektedir. RAPD ile RFLP
‘yontemieri aym oranda giivenli ve etkili iken, RAPD yonteminin uygulamasinm daha
hzh ve kolay oldugu, wklar ya da hatlar arasindaki iligkilerin aranmasma yonelik
‘caligmalarda RAPD’in tercih edildigi goriilmiistiir (Hallden vd 1994). Bununla birlikte,
her iki yontemin toplam maliyeti, kullamlan belitleyicilerin artmasi ve azalmasi ile
orantili olarak degismektedir (Williams vd 1990).

RAPD, genetik akrabalifin ve genetik farklihfin hesaplanmasi, tlir tanamlamasi
ve cesitli ¢iftlik hayvam tiirlerinde genetik haritalamay: kapsayan bir cok ¢alisma igin
kullantmigtr  (Kantanen vd 1995, Cushwa vd 1996, Cushwa ve Medrano 1996,

Deepak vd 1998, Yongjum vd 1998, Sharma vd 2001, Albustan vd 2001). Bu
| caligmalar, RAPD’in potansiyel bir genetik matker olarak etkinlifini yansitoustur.
Ayrica radyoaktiviteye, Southern transferine veya DNA hibridizasyonuna gerek
duyulmamaktadir.

RAPD yontemi ile elde edilen polimorfik batlarm dominant oldugu ve bu
nedenle heterozigot bireylerin tespitlerinin yapilamadif1 bildirilmistir (Williams vd
1990, Welsh vd 1991). RAPD ydnteminin uygulama asamasmda bazi faktorlerin
optimize edilmesi durumunda Mendel Kalitim yolunu izleyen bantlatin da bu yontemle
tespitinin miimkiin oldugu bildirilmektedir (Rothuizen ve Wolferen 1994).

RAPD metodunun giivenilirligini ve tekrarlanabilitligini etkileyen pek ¢ok faktor
bulunmaktadr (Bowditch vd 1991) Hedef DNA, MgCl, konsantrasyonu, Taq DNA
polimeraz konsantrasyonu, primer konsantrasyonu, dNTP konsantrasyonu, primer
baglanmasi, basglangic denatiirasyonu, primer kangmmlanni RAPD teknifini etkileyen
temel degiskenlerdir. Ayrica PCR’da olusan ¢eliskili sonuglar i¢in, yabanci DNA
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afindan  olugturulan kontaminasyona ck olarak DNA izolasyon teknigindeki

sasyonlar, kullanian doku kaynagi, PCR kosullart ve PCR cihazinm tipi sorumiu
pilmektedir. RAPD cabismalarnda her farkl tir icin reaksiyon kogullarinm
umzasyonu sarttn. Bunun amaci §zglinligi ve tekrarlanabilirligi kontrol etmektir

Son yillarda RAPD yontemi, sigi, tavuk, hindi, at, koyun ve kegi gibi gesitli
iftlik hayvanlarinda genis kullanim alani bulmugtur (Kantanen vd 1995, Smith vd
'996 Wei vd 1997, Sharma vd 2001, Apostolidis vd 2001, Tahmoorespur vd 2003).

Kegﬂer iizerinde RAPD vyontemi ile yapian cahsmalar, ortaya cikartilabilen
: 'hmorﬁzmlerm, tiirlerin genetik yapisimm ve tiir bazinda populasyonlar arast ve igi

".'.farkhhgm velitlenmesinde kullanilabilecegini gdstermistit (Plotsky vd 1995, Cushwa
1996, Romanov ve Weigend 2001).

Yongjun vd (1998), Tibet Kasmit kegilerinin, populasyon ici genetik
varyasyonunu ve DNA polimorfizmini 28 bireye ait Omekte aragtunuglardir.
Caligmalarmda DNA fragmetleri, 37 primerden secilmis yitksek polimotfizme sahip 5
primer kombinasyonu ile cogaltilmistir. Sonugta, 61 lokus ve 2926 bant elde etmiglerdir.

Bu lokuslarn % 90’ mmn, bantlarm ise % 83’iinlin polimorfik oldugunu bulmuglardun. Bu

calismada populasyon ici ortalama benzerlik 0,6734, populasyondaki ortalama genetik

uzaklk ise 0,3266 olarak bulunmugtur.

Li vd (2002), 3 Shanxi bolgesi yerli keci populasyonlann (Bai, Hei ve Qing)
arasindaki genetik iliskiyi RAPD yontemi ile belirledikleri ¢ahiymada, 102 bireye ait kan
 smeklerinden elde ettikleri DNA fragmentlerini, 60 primer ile gogaltruglardu. Elde
edilen DNA fragmentleri 180 ve 2870 bg arabginda bantlar vermigtir. Kullanian 8
primer ile toplam 76 fragment elde edilmis ve bunlardan 44 fragment bu kegi
populasyonlar igin polimorfik bantlar meydana getirmigtit Polimorfizm oramm 0,5789
olarak, populasyonlar arasi genetik uzakhg: ise 0,0810-0,2040 arasinda tahmin

etmiglerdir.

Ahmet Al (2003), Misir’da yetigtirilen 4 farkl koyun wkmda (Baladi, Barki,
Rahmani ve Suffolk) yaptig1 caligmada, DNA fragmentlerini ¢ogaltmak i¢in 19 1asgele
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or kullanarak RAPD markerler ile genetik analizi yapmgtir Irklar a:rasmda,.
orfizm seviyeleri ile RAPD modellerini ortaya ¢tkarmustn. Irklar arasindaki
Jk benzerlik 0,8190-0,9570 deperleri arasinda bulunmus, Barki’ nin, Bahrani (%
7y ve Baladi’ ye (% 91,3) daha yakm oldugunu belirtilmistir

Cushwa vd (1996), RAPD yontemiyle 53 primer kullanarak, 5 farkli koyun mk1
_o'opworth, Merinos, Perendale, Romney ve Texel) ve bu uklarm melezlerinde

hmorfizm oranmi 0,6500-0,9600 arasinda ortalama 0,8500 olarak tahmin

lerdir.

Romanov ve Weigend (2001), RAPD markerleri kullanarak Ukrayna ve
Almanya’da bulunan 5 tavuk ukmna ait genetik polimorfizm aragtumuglardu. Ukrayna
populasyonunun orta diizeyde genetik varyasyona, Almanya populasyonunun ise daha
diigiik diizeyde genetik varyasyona sahip oldugu belirlenmistir. Sonugta bu ¢aligmada da
RAPD marketlerinin basit ve hizl bir molekiiler ara¢ oldugu belirtilmistir.

Lee ve Chang (1994) tarafindan yapilan caliymada ise RAPD metodu, farkh
! tiizlerin tanimlanmas: amactyla kullanlmsta  Bu galismada, sadece tek bir primer ve bit
_. PCR programu kullanilmugtr, Sonug olarak, RAPD-PCR tekniginin insan, sifu, kegi,
domuz, kopek, sigan, tavsan, tavuk ve Srdege ait parmakizleri kargilagtiilarak, bu tiirleri

tanimlamada kullamiabilecegini g&stermislerdin

Huang vd (2003), hayvanlarm tiir tamimlamasmda RAPD parmakizini temel
alarak yaptiklari calismada, devekusu, Tayvan tavuklan, Aboracres broyleri, leghorn,
bildrem, kumru, Beltville wki hindiler, siliin, kaz, 6rdek, Holstein ve Landrace
domuzlarmm genomik DNA Omekleri, rasgele primetler yardimiyla ¢ogaltilmugtir. Ay

tlirler aym primer ile galigimustr, temel bantlarm tiimii benzer sonuglar gostermistir.

RAPD teknigi ayrica Ilhak ve Arslan (2003) tarafindan, et ve et lrfinlerinin
orijininin tespit edilmesi amaciyla, siu, koyun, kegi ve yabani domuz etinin ayut
edilmesinde kullamlmmstar. Kullantlan diger vyontemlerdeki (anatomik farklihiklas,

duyusal analizler, proteine dayali testler vs.) zorluklar ve bazi dezavantajlar nedeniyle,
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sntemiyle, 10 bazlik bir primer (CGC CCT GGT C) kullamlarak, et ve et firiinlerinin
hangi hayvan ttiriine ait oldugunun belirlenmesinde kullanilabilecegi gésterilmistir,

RAPD gibi DNA diizeyinde genetik varyasyonu saptamaya yonelik tekniklerin
Jistirilmesi, bireylerin genotiplerini daha dogru saptamaya olanak saglamaktadn Bu
1amda, DNA diizeyinde tespit edilebilecek varyasyonlar 1slah ¢alismalarmda &nemli

kazanumlar saglayacaktir,

16

¢ veren, basit ve hizh, ozellikle DNA’nm in vitro olarak lasasuxede o
galtimasmnt saplayan PCR temeline dayanan RAPD yontemi kullanmuglardur. RAPD
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ATERYAL VE METOT

Materyal

Bu calismada, Antalya ve ¢evresinde 6zel isletmeler elinde bulundurulan farkh
kegisi siiriileri materyal olarak kullanilmugtir. Bu stiriilerden rasgele alinan 7 farkh
i'keg:isi populasyonunun her birinden, 1 disi ve 1 erkek olmak tizere toplam 14
yvandan kan drnekleri almmgtir.

3.2. Metot
_ 3.2.1. Kan drneklerinin ahnmasi

DNA izolasyonu igin gerekli kan 6mekleri kegilerin boyun toplar damarmdan
‘vena jugularis), vakumlu kan alma tiipleri ve kaniil kullanlarak almmugtw. Her
hayvandan yaklagk 5 ml kan almmugtir. Alman kan drnekleri kisa stirede laboratuara
getirilerek DNA izolasyon iglemine kadar -20 °C’de saklanmugtur.

:3.2.2. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu icin DNA izolasyon kitleri kullamlmigt (Bio Basic Inc.). Bu
' DNA izolasyon kitinin igerigi asagida verilmistir.

- 40 ml Cell Lysis Solution

- 60 ml Precipiatation Solution

- 25 ml TE Buffer

-20 ml 1,2 M NaCl

- 6 mg Proteinase K

- 3 mg Rnase A

Proteinase K ve Rnase A —20 °C’de, diger soliisyonlar ise oda sicakliginda
muhafaza edilmistir.

1‘7. f



DNA izolasyon iglemi agafida anlatlan agamalar takip edilerek
eklestirilmistir.

o 1,5 ml’lik mikro tiipe, 300 pl kan &rnegi konulmug ve tizerine 400 pl Cell
is Solution ekleperek kisa bir stire (5-10 saniye) vortekslenmigtir.

e 3 ul Proteinaz K eklenerek, 65 °C’de ara sua galkalamak suretiyle 13 dakika
be edilmistir.

o Bu iglemin ardindan tiipe 500 pl kloroform eklenmis ve yaklasik 10 saniye
vorfeksle calkaladiktan sonra 12000 1pm (rotation per minute, d/da)‘de 4 dakika
: aﬁtriﬁij (Hettich marka) yapilmustn

e Santrifiijden alman tiipletin igerisinde li¢ faz g6zlenmistir. Ust kisimdan

recipitation) soliisyonu eklenerek iyice kaugtwitmustu Bu agamada DNA sarmallar:
éaihsyon icerisinde asihi sekilde g6zlenmigtir.
e 2 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonta 2 dakika santrifij yapiimstir.
Bu islem sonucunda DNA ihtiva eden kisim tiipiin dibine ¢Oktiiga icin, tist kisimdaki
S.'I'Vl (stipernatant) dikkatlice dokiilmiis ve tiipe 100 pl NaCl eklenmigtir. Bu asamada
tiplerdeki DNA’nm pelet haline geldigi gdrtilmiigtiir
¢ Bu pelet DNA, tamamen ¢ziilene kadar pipet ucu yardmiyla kangtnldiktan
sonra iizerine 3 pul RNAz eklenmis ve 37 °C’de 13 dakika su banyosunda inkiibe
“edilmistir
: o Inkiibasyonun ardmdan tiipe, —20 °C’de saklanan % 99,5°lik alkolden 300 pl
: "eklenmig ve vorteksle calkaladiktan sonra 10 dakika —20 °C’de bekletilmigtir.
s Daha sonta 3-4 dakika yiiksek hizda (12000-13000 rpm) santriflij yapilomstir.
Bu islem somunda DNA peleti tiipiin dibine ¢okmiistiit. Tiipteki alkol yavasca
dokiilmiis ve % 70’1k soguk alkol ile DNA’lar tekrar yikanmustir.
s 3 dakika santrifiij yapildiktan sonra DNA’larm tiiplerden akmamasima dikkat
edilerck alkol uzak1a§tu'ﬂ1m§tu". Tiipler agzi agik ve yatay konumda 10 dakika oda
sicakliginda kurutulmustur.
e Son asamada DNA mn bulundugu ttipe 100 pl TE (Tris-Edta buffer) tamponu
eklenerek DNA’lar ¢dzdiiriilmiigtiit. Kullamma hazir hale getirilen saf DNA’lann
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gu tiiptin kapaklarmnmn etrafi bubarlagmay1 engellemek amaciyla parafiim ile |
ﬂdﬂqtan sonra +4 °C’de saklanmustir.

g ‘eﬁomik DNA miktarinin hesaplanmasi

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullamlacak —genomik DNA  miktarimn
31 PCR isleminin saglikli yapilabilmesi i¢in Onemlidir Genomik DNA’min

Janmas1 yontemi, DNA iceren saf suyun emdigi ultraviyole radrasyon miktarinin
pektréfotometre ile dlgiilmesi esasina dayanmaktadu (Giineren 1999) DNA muiktar
Jetimleri 760 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapiimugtir. 260 nm ve 280 nm’de
wunan degerlerin oram  (ODago / ODsg) nikleik asidin safifmin  Sleiistini
' nﬁéktedu Bunlardan, 260 nm dalga boyunda yapilan okuma, ornekteki niikleik asit
antrasyonunun hesaplanmasma olanak saglamaktadar. 1 OD (Optic Density)

ekte yaklagtk 50 pl/ml (40 ng) ¢ift sarmalli DNA, oldugu kabul edilmektedir.

Niikleik asitletle yapilan galigmalarda, DNA ve RNA o1neklerinin bulundugu
i ODago / ODzg0 otanmni 1,8 ve 2,0 olmasi istenir. Niikleik asit siispansiyonunda
stein ya da fenol artiklarn bulunmasi durumunda bu otan onemli Sl¢lide azalmakta

e nuklelk asit miktarinn kesin olarak hesaplanmas: giiclesmektedir (Giineren 1999).

Toplam 14 hayvandan izole edilen DNA miktarlarmun belitlenmesi, Akdeniz
Universitesi Saghk Bilimleri Aragtuma ve Uygulama Merkezi'nde yapimugti. DNA
‘miktarmin Slgiilmesinden sonra, bu Slgiimlerden 1 pl’de 20ng DNA olacak sekilde,

‘steril saf su ile seyreltme yapilmigti

3.2.4. Primerlerin se¢imi:

Bu calismada daha once farkh calismalarda da kullanllan 20 adet 10 bazhk
primerler kullanlmustir Kullanilan primetlerin isimleri baz diziligleti ve baglanma
sicakliklari gizelge 3.2. de verilmistir,
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lg"e 3.1. Cahsmada kullamlan primerler ve baz sualari

;: Primerin Ismi Baz Sirasi (5> 3%) Baglanma Sicakhg: (GC)
18 GGG CTAGGGT 34
19 ACC GGG AACG 34
21 AAA GCT GCG G 32

Du01 AGTCCT CGCC 34
Du(7 GGG CTAGGGT 34
Du08 ACC GGG AACG 34
Ra33 TGC GGA CGT C 34
Ra35 AAGCTC CCCG 34
Ra59 CGG GCAACGT 34
Opp08 ACATCG CCCA 32
Oppl1 AACGCGTCG G 34
Oppl5 GGA AGC CAAC 32
Opq04 AGT GCG CTG A 32
Opq06 GAGCGCCITG 34
Op08 TGG ACC GGT G 34
Op09 CTCACCGTICC 34
Opp03 CTG ATACGCC 32
Opa07 GAA ACG GGT G 32
Opm10 TCT GGC GCAC 34
Opbl9 ACCCCC GAAG 34
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»olimeraz zincir reaksiyonu teknigi (PCR, Polimerase Chain Reaction)

aha énceden yapilmig arastirmalarda uygulanan PCR teknikleri (protokolleri)
vd 1994, Suazo vd 1998, Oz Aydmn 2004) bu ¢alismada denenerek en iyi
o veren miktar ve oranlar ile program ¢ahstuilarak optimize edilmistir.

‘Bireysel DNA 6rmekleri, PCR reaksiyonunda kullanmak amaciyla 20 ng/pl
ogunlﬁgunda ayarlanmustr. 0,5 ml’lik PCR tiiplerine her bit DNA’dan 1’er pl
_uj'mugtur PCR tiiplerinin reaksiyon hacmi toplam 25 pl olacak sekilde
1r1m1n11§t11 PCR reaksiyonu i¢in gerekli kimyasallar ve miktarlan agafida
é.r_'ilﬁﬁstir.‘

1 6meklik reaksiyon karigim;
- 14,5 pul  Steril distile su
-2ul 10 X Buffer
-2,5ul MgSO4

-4 pl dNTP;

-0,5ul  Primer

-0,5ul  Tag Polimeraz

PCR uygulamalan i¢in Eppendo:f Master Gradient Thermal Cycler marka
cihaz kullamlmusty. Cihazm kapak sicaklign 102 °C’ye ve blok sicakligi 94 °C'ye
- ayarlanmustir. Boylece PCR srasmda reaksiyon kangmmunin buharlagmasi dnlenmigtir,
| Oncelikle, her bit PCR tiipine 1 ul DNA konulmustur ve cihaza yerlestirilerek 94
°C’de 2 dakika bir 6n sicakliga tabi tutulmustur (hot start). Daha sonra, hazirlanan
reaksiyon kanisum (master mix) her bir PCR tiipiine (24 pl +1 pl DNA= 25 ul)
paylagtirtimugti

PCR programi, ayridma (depaturasyon: DNA iplikgiklerinin  ayrnilmas),
yapisma (annealing: primerlerin DNA zincirindeki komplementer — olan  bolgelere
yapismasl) ve uzama veya sentez (extention: DNA’ya yapismug olan primer ile Taq

polimeraz yardmiyla DNA zincirinin sentezlenmesi) asamalarmdan 01u$maktadnz.
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Genel olarak, denaturasyon sicaklig 90-95 °C, annealing sicakhgy 30-60 °C ve

ontion sicakhig 70-75 °C arasinda defismektedir. Bu galismada uygulanan dongii

caldlk ve stireleri asagida verilmigtir.

-94°C’de 2 dakika
-94°C’de 50 saniye <4
~32°C’de 55 saniye 40 dongi

-72°C’de 50 saniye — <4——
-72°C'de 5 dakika

‘Bu sekilde toplam 40 dongii uygulanmig ve son olarak 72 °C’de 5 dakika
kletilerek PCR programt tamamlanmstir, PCR’ dan sonra tiipler yani PCR firtinleri
Jektroforez islemine kadar, 4 °C’de kapaklan parafilm ile sar ilarak saklanmigtur.

1.2.6. Elektrolit ¢bzeltisi

Elektroforezde tampon ¢Ozeltisi olarak Tris-Acetate-EDTA

(EtbylenDinitrilo TetiaAceticacid) (TAE) kullaminugtir. Bu ¢dzelti pH: 8.0 olacak
sekilde ve 350X yogunlugunda hazmlanarak 1 It suda ¢ozdirilmistir Bu stok
'(;'ifzeltiden 20 ml alip saf su ile 1 lt’ye tamamlanmig ve boylece elekiroforez igin 1X’lik
TAE tamponu hazulanmsgti. Asag1da bu ¢ozeltinin hazirlanmasmnda  kullamian

kimyasallar ve miktarlan verilmistir;

- 242 g1 Tris base (0,5 M)
- 51,1 ml Glacial Asetic Asit
- 100 m! EDTA (0,5 M, pH: 8.0)

:3.2.7. Jelin hazirlanmasi

PCR’da elde edilen DNA pargalarmn elekiroforezde birbirinden aymmak igin
‘agaroz jel (Bio Basic Inc.) kullanlmstir. Yapilan denemeler sopucunda %1,5°Iuk

- agaroz jel en uygun oran olarak goritlmiistiit, Agaroz, TAE tampon ¢ozeltisi ile bir
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meyetde, homojen bir karigim olmasi amaciyla ara swa Karigturdarak,

*délgada (2-3 dakika) isitilarak hazirlanmigtir.

Jel kalibma, jele DNA yiiklenebilmesi icin gerekli olan kuyucuklan
armas) amaciyla tarak vyerlestirilmistir. Siirekli sallamak suretiyle sogutulan jel,
allbma hava kabarciklarmm olmamasma dikkat edilerek dokilmiis ve
t‘_ﬂaémcaya kadar sogumaya burakilmistir. Jel donduktan sonra tarak yavasea
arﬂrmg; ve elektroforez tankimn igine, jelin tist kismum kapatacak kadar elektrolit
zeltisi dokiilmistiir.

o e

.8. PCR iiriinlerinin jele yitklenmesi ve elektroforez islemi

PCR’ da ¢opaltilan DNA fragmentlerinin UV 15151 altinda goriintiilenebilmesi
Dye ad1 verilen bir ¢ozelti hazulanmigty. Bu PCR firiinlerinin her bitinden 15%er
almip, bir tip icerisinde 3 pl Dye ile mikropipet yardmuyla kangtirilarak
vyanmistr. Boyanmis olan DNA fragmentlerini iceren bu kangm  jeldeki
yucuklata dikkatli bir sekilde yilklenmistii. Asagida Dye’m hazrlanmasinda
kullamlan kimyasallar ve oranlan verilmistir,

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

Bantlaun baz ¢ifti olarak, uzunluklariin tahmin edilebilmesi amactyla standart
olarak DNA Moleculer Weight marker (1 Kb Ladder) kullantimustir. Bu markerden 3
pl alip yine bir tiip icerisinde 3 pl Dye ile boyandiktan soma bu kangm da jele
yiklenmistit ve 75 V’da 2,5-3 saat elektroforezde yiiriitiilmistiz Boylece RAPD
* bantlaninm jel igerisinde, elektriksel ortamda molekiil biyilklikklerine gére swalanp

: ayrdmasi saglanmistur.

Elektroforez uygulamasi sonucunda RAPD bantlarma ait iyi goriintiller elde

edebilmek igin; jelin yogunlupunu, elektrik akimini ve elektroforez siiresini optimize



'dogrultusunda ¢ahyma devam ettirilmistir.
Jelin boyanmasi ve RAPD bant fotograflarinin elde edilmesi

-f’Elektroforez islemi sona erdikten somra jel, 0,5 pg/ml oraninda Ethidium
omide igeren bit tampon ¢dzeltisinde 15-20 dakika bekletilmigtir. Ethidium Bromide
yanan jel, UV 111 altmda goriilebilecek hale gelmisti. RAPD bantlar, Jel

rintiileme Sisteminde goriintiilenmis ve fotograflari gekilmigtir.
| 0. Bantlarin degerlendirilmesi

: RAPD-PCR bantlan gekilen jel fotograflari incelenerek degerlendirilmis ve
___evéut bantlar 1, olmayan bantlar ise 0 olacak sekilde bir veri matrisi olugturulmusgtur.
ide edilen veri matrisi kullanlarak benzerlk orani, polimorfizm oram ve

eterozigotluk oranlan gibi istatistikler NTSYS programi ile hesaplanmigtr

' Bantlarm uzunluklari belirlenirken standart olarak DNA Moleculer Weight
rker (1 Kb Ladder) dikkate alnmugti. Bireyler arasimdaki genetik benzetlik (Fxy)
s_a{glda verilen formiile gdre hesaplanmugtir (Nei 1987).

Fxy= 2Mxy / (Mx + My)

Burada; Mxy: Iki birey arasmdaki ortak RAPD bant sayisy,
Mx : Birinci bireyin toplam RAPD bant sayist,
My : ikinci bireyin toplam RAPD bant sayisidir

Ortalama heterozigotlufun (H) hesaplanmasmda asagida verilen formiil
kullanlmistr (Nei 1987).

: H=sh/t

Burada; 1: Lokus sayis,

h: Beklenen tek lokus heterozigotlugudur ve asagidaki gibi hesaplani;
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 RAPD-PCR Bantlarimn Analizi

Arastumada degetlendirilen RAPD-PCR bant modelleri, Antalya gevresinde
yetigtirilen kil kegi populasyonundan rasgele alman 7 disi ve 7 erkek hayvana aittir. Bu
bantlar 20 primer kullamlarak elde edilmigtir. Kullamlan primerler ve verdikleri

pantlarm say1 ve yaklagik uzuniuklan gizelge 4.1."de verilmistir.

Cizelge 4.1 Kullamlan primetler ile elde edilen bant sayist ve uzunluklari

No | Primerin | Bam |1 ] 2 | 3 ‘ 4 l 5 | 6 l 7 |3 ' 9 l10 11 | 12| 13 | 14 | Toplam
Adi JArahg (bg) ERKEK BIREYLER Disi BIREYLER Bant Say
1 18 20300 12 14 12 [3 16 [8 {8 |2 (2 43 |5 |3 {7 |6 61
2 19 17030013 13 |3 |3 (2 |3 [3 3 |4 |3 |4 |3 |4 3 44
3 21 50-450 (7 |7 |7 |7 16 |5 {8 |8 [5 17 |3 |8 |5 0 83
2 | Duol 180240 (3 |3 [5 (2 [4 |2 |4 |6 |4 |3 313 |3 |3 48
5 | Duo7 180350 (7 |4 |7 |2 |6 |8 [5 |6 |6 |8 8§ 6 |6 |0 79
6 | Du0g8 |150-300[0 |3 |1 0o (2 |3 (3 |3 |4 3 13 (3 |3 |0 31
7 [ Ra33 |160-600[4 |4 [4 [6 |6 {3 |2 |6 |4 |4 4 |4 14 |0 55
8 | Ra35 |100-400(5 {8 {8 [6 {8 {8 {9 |8 (8 :° 8 |6 16 |7 104
9 [ Ras9 | 130-400[5 |4 |5 |5 |7 11 |9 18 17 {7 |7 I |7 |5 78
10 | Opp08 [50-400 |7 [8 |8 [10 |10 1119 J11l10(8 |105 {3 (11| 121
i1 [Oppil [100-40016 |3 |7 |6 |6 g8 (2 |5 17 |6 |6 |6 |4 8 80
12 [Oppls 15045016 |2 |2 14 |7 |4 5 16 [7 (3 |7 14 |8 |8 73
13 [Opq04 [100-300(3 |3 |4 4 |4 |2 4 |5 |6 {6 {7 |7 |7 |0 62
14 [Opq06 |[100-200(7 |5 |4 14 |4 |7 8 e |4 |4 (6 |5 8 |8 80
15 | Op08 |[170-350|2 4 5 |5 5 |8 |1 4 |4 |4 14 |4 (8 |8 66
16 | Op09 (150-280(0 |3 |1 |0 |3 i1 302 i3 [3 {3 |4 |3 |4 33
17 {Opp03 [200-450|2 (2 2 |3 |2 2 3 |4 (2 |3 o]0 |4 40 29
18 [Opa07 [160-450|5 (6 |6 |6 |7 16 5 6 {4 |6 [0 |6 |8 [0 71
19 [Opm10 [100-350,7 |8 16 |7 |7 g8 t6 6 |5 |9 |5 6 |2 |7 89
20 {Opbl9 [120-400{6 |9 |7 |8 |4 |9 g 13 13 17 |5 {0 |7 |0 76
Toplam Bant Sayist 87193194 |91 )06 [107105}108/99 1106|9884 107|78| 1363
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gizelgede gdrilldiigii gibi, kullandan primerler yardmuyla elde edilen
- nluklan genel olarak 100-600 bg araliginda degismektedir Opp08 primeri
da 121 ile en fazla bant sayisma ($Sekil 4.1.) ve Opp03 primeri ise 29 ile en az
aylsma (Sekil 4.2.) sahiptii Biitiin primerler toplamda 1363 bant meydana
ictir. Bu bantlarm 683 tanesi etkeklerde ve 680 tanesi de disi bireylerde

"'N'T.SYS programi ile yapilan analizler sonucunda, her bir lokusa ait bant
ans}én ve yine her bir lokusa ait heterozigotluk oranlan hesaplannng ve sonuglar
; 1f1a ¢izelge 4.2. ve cizelge 4.3 °de verilmistir. Cizelge 4.2 de verilen RAPD
__ﬂafma ait lokus numaralar, DNA fragment bilyiiklikieri bakmmindan her primer
bitytikten kiiglige dogru swalanarak numaralandirilmistr. Asagida her bir primer
.elde edilen polimorfik bant saylarn ve ¢izelge 4.2. ve gizelge 4.3 ile ilgili
"'émalar yapilmistir. Buna ek olarak kullamlan primetlere ait elde edilen bazi
ptograflar drnek olarak verilmistir (Sekil 4.1-4.7).

Cizelge 4.1. de goriildiigii gibi, 18 nolu primer ile, 100-300 b¢ arahifinda 6’s:
olimot fik olmak iizere toplam 8 bant elde edilmistir. 100 bg ve daha diigiik boigede 2
dn tim bireylerde monomorfik oldugu gértlmistiir. Diger bantlarda ise
éliinorﬁzm saptanmugtir. 1, 3, 8 ve 9 nolu bireyler en az bant veren bireylerdir. En
fazla bant ise 6 ve 7 nolu bireylerde goriilmiigtin. Cizelge 4.2 °de goruldugi gibi,
%ﬁevcut lokuslarda en yiiksek frekansa 1 ve 7 nolu lokuslar sahipken, en diisiik
frekansa ise 3 nolu lokuslar sahiptir. Bu lokuslar arasnda en yiiksek varyasyon 3.

lokusta gériilmektedir ve gizelge 4 3 *de de goriildiigi gibi en yiiksek heterozigotluk
bu lokustadir (0,4809)

19 nolu primerin kullamlmasiyla elde edilen toplam 4 bant 100-300 b
arahfinda elde edilmis ve bu bantlarm 2°si polimorfik bulunmustur. Bu arabklarda
mevecut 2 bandin monomorfik oldugu belirlenmigtir Ay bantlaia sahip olan 9, 11 ve
13 nolu bireyler en fazla banda sahiptir, en az bant sayisina 5 nolu bireyde rastlanfn@tn

(Sekil 4 1)
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1Kb Erkek Digi
M1 2 3 4 5 &6 7 M 8 ¢ 10 11 12 13 14

3 LS

400bg - o —

300b§ J P — . P . B i e o e o b 5 .

Sekil 4 1. 19 nolu primere ait RAPD bant gorlintiisi

Cizelge 4.2 de en yiiksek frekansin 4. lokusa, en diigiik frekans ve en yiiksek
varyasyonun ise 1 Jokusa ait oldugu goriilmektedit. Dolayisiyla en  yiiksek

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

21 nolu primer kullamilarak, hepsi polimorfik olmak tzere toplam & bant elde
edilmistir ve bu bantlar 100-500 bg aralifina yayilmistr 7, 8§ ve 12 nolu bireyler en
fazla banda sahip bireyletrdir. 14 nolu bireyin bu primer ile hi¢ bant vermedigi
goriilmiistiir (Cizelge 4 1.). Diger bireylerde ise polimorfik bir ¢ok bant ghzlenmistii.
Burada ise en vyiksek frekans 3. lokus, en diistik frekans ise 5. ve / lokuslarda
goriilmektedir (Cizelge 42) 1 ve 6. lokuslarin en vyiiksek heterozigot oranlarina

(0,4809) sahip olduklan da gizelge 4.3 *de goriilmektedir.

Ahmed Ali (2003) 4 farkh koyun ikinda (B arki, Rahmani, Baladi ve Suffolk)
toplam 19 primer denemis ve bunlarn 57 polimorfik bant vermigtir. Kullamlan 18, 19
ve 21 numasali primerler bu galigmada da kullamlmigtr. Bu primerlerden 18 ve 19
nolu primer kil kegilerinin aksine bu 4 koyun irkinda hig polimorfik bant vermedigi, 21

nolu primetin ise polimorfik oldugu bildirilmistis.




1Kb Erkek Digi
M1 2 38 4 56 7 M8 9 10111213 14
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Sekil 4 2 DuO1 primerine ait RAPD bant goriintiisti

Du01 primerinin kullaniimasiyla, 100-300 bg aralifinda elde edilen toplam 6
bandin hepsi polimorfiktir. Bu primer ile caligildifinda, 4 ve 6 nolu bireyler en az
banda sahip bireyler olarak belirlenmistir. 8 nolu birey ise en fazla banda sahiptir
(Sekil 4.2) Cizelge 42’ de goriildigii gibi 3. lokus en yiiksek frekansa sahiptir ve en
diistik frekansa ise 2. ve 5. lokuslar sahiptir, 1 lokusta ise varyasyonun en yitksek
oldugu goriilmektedir Buna bagl olarak en yiiksek heterozigotluk (0,4976) da 1.
lokusta goriilmustiir (Cizelge 4.3.)

Du07 ile, 100-400 bg araliginda elde edilen 8 bandin timii polimorfiktir. 14
nolu birey hi¢ bant vermemekle birlikte en az bandi 4 nolu birey vermistit. En fazla
banda 6, 10 ve 11 numarali bireyler sahiptir (Cizelge 4.1.) Du07 primeti ile 5. lokus
en yiiksek miisterek bant frekansima sahipken 7 ve 8. lokuslar en disiik frekansa sahip
lokuslardir. Varyasyonun en yiiksek oldugu Jokus ise 1. lokustur (Gizelge 4 2.} Aytica
bu lokus en yiiksek heterozigotluk (0,4976) oranma sahiptir (Cizelge 4.3.).

Du08 primeri, 100-300 bg aralifinda hepsi polimorfik olmak tizere toplam 4
bant vermistir. 1, 4 ve 14 nolu bireylerde hi¢ bant goriilmemistir. 9 nolu birey en fazla
banda sahiptir (Cizelge 4.1.) En vyiiksek frekans 4. lokusta, en diisiik frekans ise 3.
lokusta goriilmektedir. En yiiksek varyasyonun 1 ve 3. lokuslaida oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4 2 ) Heterozigotlugun en yiiksek oldugu lokuslar ise yine 1. ve

3. lokuslardir (0,4972) (Cizelge 4.3.).
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1Kb Erkek Digi
M1 2 3 4 586 7 M 8 9 10 11 12 13 14

Se 4.3 Ra33 primerine ait RAPD bant gOriintiisi

Ra33, 100-600 bg¢ aralifinda hepsi polimorfik olmak iizere toplam 6 bant

vermistir. 14 nolu birey hi¢ bant vermemistir, bununla birlikte 4, 5 ve 8 nolu bireyler
en fazla banda sahip biteylerdit (Sekil 4.3 ) En vitksek frekansa 3. Iokus, en diistik
frekansa ise 2. lokus sahiptit (Cizelge 4.2.) En yiliksek varyasyonun goriildugii
lokuslar 4. ve 6 lokuslardir ve bu lokuslar en yiiksek heterozigotluk oranina (0,4972)
sahip olan lokuslardir (Cizelge 4.3 ).

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

1Kb Erkek Disi
M 1 2 3 4 56 7 M8 9 10111213 14

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

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

1Kb Erkek Disi
M 1 2 2 4 56 7 M8 9 10 1112 13 14

Sekil 4.5. Opp08 primerine ait RAPD bant gOitintlisii

Opp08 primeti ile, 100-400 bg aralifinda toplam 12 bant elde edilmistit Bu
lokuslarin 11 tanesinde polimorfizm goriilmiistiit. 6, 8 ve 14 nolu bireyler en fazla
banda sahip bireylerdir 13 nolu birey de en az banda sahiptis Opp08 biitlin primerler
gz ontinde tutuldugunda, bu bireylerde en fazla bant veren primerdit (Sekil 45.) En
yitksek frekans 12 lokusta ve en disiik frekanstar ise 1, 2, 6, 7. ve 8. lokuslarda

gdriilmektedir. Fn yliksek varyasyonun goriildigt lokuslar ise 4. ve 10. lokuslardir
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jmektedir. En yitksek varyasyonun goriildiigt lokuslar ise 4. ve 10. lokuslardir
izelge 4.2.). Bu primere ait heterozigotluk oranlarinda (0,4976) en yiksek deZere 4
0. lokuslarda rastlanmustir (Cizelge 4.3.).

Oppl1 primeri ile, 100-400 bg araliginda elde edilen toplam 10 bandm 9u
morfiktit. 200 ve 300b¢’lik bdlgede biitlin bireyler igin monomorfik bant
imunaktadu: En fazla banda 6 ve 14 nolu, en az banda ise 7 nolu birey sahiptir
izeloe 4 1.). En yiiksek frekans 9. lokusta ve en diisiik frekans ise 1. ve 7. lokuslarda
belirlenmistir (Cizelge 4.2.). Burada da 8. lokusta en vitkksek varyasyon ve dolayisiyla
én yiiksek heterozigotluk oram (0,4972) goritlmektedit (Cizelge 4.3 ).

Oppl5 primeri ile, 100-500 bg arahgmda elde edilen 8§ bandin hepst
polimorfiktir. En fazla bant 13 ve 14 nolu bireylerde goriiliirken en az bant 2 ve 3 nolu
bireylerde goriilmektedit (Cizelge 4.1.). Bu primerin kullanilmasiyla 1. lokusta en
yitksek frekans, 5. lokusta ise en diisiik frekans elde edilmigtit Varyasyonun en yiiksek
oldugu lokus ise 4. lokustur (Cizelge 4.2.). En yiiksek heterozigotluk (0,4976) da 4.
lokustadwr (Cizelge 4.3.).

Opq04 primeri kullannldiginda, 100-300 be araliginda belirlenen 7 bandmn hepsi
polimorfik olarak tespit edilmistir. 14 nolu bireyde hi¢ bant gdzlenmemistir. 6 nolu
birey en az banda, 11, 12 ve 13 nolu bireyler ise en fazla banda sahiptir (Cizelge 4.1).
2 ve 6. lokuslarda en yiiksek frekansa, 4. ve 7. lokuslarda ise en disiik frekansa
rastlanmistir. 1. lokus ise varyasyonun en yiksek oldugu lokustur (Cizelge 4.2.). En
yiiksek heterozigotluk (0,4809) oranmna da 1. lokus sahiptir (Cizelge 4.3.)

Bu primer Japon bildircmlarmn DNA parmakizlerinin ¢ikarilmasi amaciyla
kullamlmustir (Yegenoglu 1999). Japon bildircmnlarnda yapilan gahgmada daha fazla

sayida bant vermesine 1agmen, bu primerin kecilerde de polimorfizmi belitlemede

etkili olarak kullamlabilecegi belirlenmistir.

Opg06 ise, toplam 8 bant vermistir ve bu bantlarm 5°i polimorfiktit. Bu primer
ile 100-200 bg arahinda monomorfik bantlar elde edilmigtir. 3, 4, 3, 9 ve 10 nolu
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:?'((;izelge 4.1.). 6 lokusta en yiiksek frekans elde edilirken 1. lokusta en diistik frekansa
rastlanmustin. 3. lokus varyasyonun en yiiksek oldugu lokustur (Cizelge 4.2.). En

yiiksek heterozigotluk (0,4809) 3. lokusta gortilmistiir (Cizelge 4.3).

Li vd (2002), Shanxi wk: vetli kegileri tizerinde yaptiklari calismada toplam 60
primer kullanmuglar ve bu primeilerden 8’i ile polimorfik bantlar elde etmiglerdir. Bu
calismada da, bu primerler arasindan Opp08 primeri kullanilmig ve toplam 10 bant,
Opp15 primeri ile de toplam 12 bant elde edilmistir Opg04 ve Opq06 primeileri de bu
calismada kullanilmus ve polimorfik bantlar elde edilmistir. Opq04 primeri ile 9 bant

elde edilirken Opq06 primeri ile toplam 10 bant elde edilmigtir.

Op08 primeti ile, 100-400 bg aralifinda elde edilen toplam 8 bandin hepsi
polimoifiktir 13 ve 14 nolu bireyler en fazla banda sahiptir, 7 nolu birey ise tek bix
bantla en az banda sahiptir (Cizelge 4.1.). 1. ve 2. lokuslaun en yiiksek frekansa, 6. ve
7. lokuslarin ise en diisiik frekansa sahip olduklart gériilmektedir. Bu primer ile 3. ve
5. lokuslarda ise en yiiksek varyasyon gortilmektedir (Cizelge 4 2.). En yiiksek
heterozigotluk da (0,4702) 3. ve 5. lokuslarda goriilmektedir (Cizelge 4.3.).

1Kb Erkek Digi
M 1 23456?M891011121314

Sekil 4 6. p09 primerine ait RAPD bant goriintiisit
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Op09 primeti ile, 100-300 be araliginda, hepsi polimorfik olmak iizere, toplam
4 bant elde edilmistir. 1 ve 4 nolu birey hi¢ bant vermezken 12 ve 14 nolu birey en
fazla bant veren bireylerdir (Sekil 4.6.) En yiiksek frekans 4 lokusta, en diigiik frekans
ise 3. lokustadir. 1 lokusta ise varyasyonun en yiiksek oldugu goriillmektedir (Cizelge
42). Aynica en viksek heterozigotluk oram (0,4976) da 1. Iokusta goriilmektedir
(Cizelge 4 3.).

1Kb Erkek Disi
M 1 2 3 4 5 6 7 M 9 10 11 12 13 14

200b9'5%;lf11'“”“

100be [§

Sekil 4 7. Opp03 primerine ait RAPD bant goriintlisii

Opp03 primeti bu bireylerde, 200-500 bg aralifinda toplam 4 bantla, en az bant
veren primer olmasina karsihk bu bantlarn hepsi polimorfiktir. 11, 12 ve 14 nolu
bireyler hig bant vermezken, 8 ve 13 nolu bireyler en fazla bant veren bireyleidir (Sekil
47). En vyiiksek frekans 2 lokusta, en diisik frekans ise 3. ve 4. lokuslarda
gdriilmiistiit. En yitksek varyasyonun bu lokuslarda oldugu belirlenmistir (Cizelge
42, En vyiiksek heterozigotlugun (0,4972) 3. ve 4. lokuslarda oldufu goriilmektedir
(Cizelge 43) Li vd (2002), Shanxi ki yerli kegileri Uzerinde yaptiklari calismada

Opp03 primeri kullanilmis ve bu primer ile toplam 3 bant elde edilmistir.

Opa07, 100-500 bg aralifinda toplam 9 bant vermistir ve bu bantlann hepsi
polimorfiktir. 11 ve 14 nolu bireyler hig bant vermezken 13 nolu birey en fazla bandi
vermistir (Cizelge 4.1.). 5. lokusta en yiiksek frekansin, 4. lokusta ise en dissiik
frekansin oldupu goriilmektedir. En yiiksek varyasyon 9 lokusta goriilmektedir

(Cizelge 4.2.). En yiiksek heterozigotluk (0,4976) dolayistyla 9 lokusta goritlmektedir.
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. frekansin oldugu gorillmektedir. En yiiksek varyasyon 9. lokusta goriilmektedit
(Cizelge 42.). En yitksek heterozigotuk (0,4976) dolayisiyla 9. lokusta gortilmektedir.

Opm10 ile, 100-400 be’lik alanda toplam 9 bant elde edilmigtir ve bu bantlarin
8’1 polimorfiktir. 100 bg’lik boigeye yakin kisimda monomorfik bantlar elde edilmistir.
Fn fazla banda 10 nolu birey sahipken en az banda ise 13 nolu bireyin sahip oldugu
_ goriilmiigtiic (Cizelge 4.1.). Ortak bant sayisiun en fazla 7. lokusta, en diisiik 4. lokusta
* pldugu belirlenmigtir. Bu primerin kullanilmasiyla en yitksek varyasyon ise 1., 3. ve 8.
~ lokuslarda olmak {izere hemen hemen birbiriyle aym bulunmugtur (Cizelge 4.2.). kn
| yilksek heterozigotluk (0,4976) ise yine bu lokuslarda gériilmektedir (Cizelge 4.3.).

Son olarak Opbl9 primeri ile, 100-400 be araligmda toplam 11 bant elde
edilmistir ve hepsi polimorfiktir 12 ve 14 nolu bireyler hig bant vermezken 2 ve 6 nolu
bireyler en fazla banda sahiptir (Cizelge 4.1.). Bu primer ile de 2 lokusta ortak bantlar
bakimindan en yitksek frekans, 3. ve 10. lokusiarda ise en distik fiekans goriiimektedit
(Cizelge 4.2)) Varyasyonun en yitksek oldugu lokus ise 6. lokustur ve bu lokusta en
yiiksek heterozigotluk oranmna (0,4972) rastlanmaktad (Cizelge 4.3.).




Cizelge 4.2. Hex bir primer i¢in bant frekanslan

Allel | Polim. | Alfel LOKUSLAR
Sayisi| Allel S. 1 2 3 6 7

8 6 0,845210,707110,5976 - 0,8452
0,1548 10,2929 10,4024 10000 [ 0,1548
0.2673 - -
0,7327 11,0000 1,6000
0,5976 10,3780 0,707¢ 0,5976 | 0.2673
0,4024 10,6220 (0,2929 04024 :0,7327
0,5345 10,3780 [ 0,9636 0,5976
0,465510,6220 [0,0364 0.4024
0,5345(0,3780(0,3780 0,755910,2673
04655 (0,6220]0,6220 0,244110,7327
0,5345(0,5976 | 0,4629
0,4655 [0,4024]0,5371
0,7071(0.3780 | 0,8018 0,4629
00,2929 (0,6220]0,1982 0,5371
0,2673 | 0,3780 | - 07071
0,7327(0,6220]1,0000 0,2929
0.7071 [0,8018 | 0,4629 0,5976
0,2929 [0,198210,5371 04024
0,3780 10,3780 06,7071 0,3780
0,6220 (0,622010,2929 0,6220
(,2673 10,7559 10,7071 0,8864
0,732710,244110,2929 0,1136
0,7559 [ 0,6547 10,7071 0,6547
(.2441 10,345310,2929 0,3453
0,5976 | 07559 10,6547 0,7559
0,4024 10,2441 10,3453 0,2441
4,3780 - 0,5976 0,8864
0.6220 | 1,0000 ;0,4024 0,1136
(,8864 { 0,8864 10,3780 0,2673
0,1136 10,1136 10,6220 0,7327
0.5345|0,5976 10,3780
(,4655 | 0,4024 10,6220
0,8018 [ 0,9258 10,4629
01982 10,0742 10,5371
(6547 0,5976 10,4629
0,3453[0,4024 | 0,5371
0,4629 [ 0,3780 | 0,4629
0,5371 | 0,6220 | 0,5371
0,7559(0.9636 | 0,3780
(,2441 (06,0364 | 0,6220

4 2
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RAPD-PCR yontemiyle belitlenen her bir lokusa ait bant frekanslarmm verildigi

cizelge 4.2 ‘nin kullanlmasiyla primerlere ait, her bir lokustaki bant frekanslarmdan

gibi polimotfik lokuslarda Nei (1987)’ye gore hesaplanan heterozigotluk oranlar

0,2014-0,4976 arasmda defisim gostermis ve ortalama heterozigotluk oram

0,36914+0,1472 olarak hesaplanmustur.




Cizelge 4.3. Kullanian primetlere ait her bir lokus i¢in heterozigotluk oranlari

Lokus Or. bity. h Lokus h Lokus h

18-1 14 0,2617 {Ra35-8 0,2014 | Opq06-3 0,4809
18-2 14 0,4142 {Ra35-9 0,3917 | Opq06-4 0,3690
18-3 14 0,4809 |Ra35-10 0,4972 | Opq06-5 0,4522
18-4 14 0,3179 1 Ra59-1 0,4142 | Opgl6-6 0,2014
18-5 14 0,0000 |Ra59-2 0,3179 | Opg06-7 0,0000
18-6 14 0,0000 |Ra39-3 0,4972 | Opg06-8 0,0000
18-7 14 02617 |Ra59-4 0,4702 | Op08-1 0,2014
18-8 14 02617 |Ra59-5 0,4976 | Op08-2 (,2014
19-1 14 0,3917 | Ra59-6 0,4809 | Op08-3 0,4702
19-2 14 0,0000 |Ra59-7 0,4976 | Op08-4 0,3690
19-3 14 0,0000 | Ra59-8 0,2617 | Op08-5 0,4702
15-4 14 0,2014 | Ra59-9 0,4976 | Op08-6 0,3917
21-1 14 0,4800 |Opp08-1 | 0,4702 | Op08-7 0,3917
21-2 14 0,4702 | Opp08-2 0,4702 | Op08-8 0,2617
21-3 14 0,4i42 | Opp08-3 0,4142 {Op0S-1 0,4976
21-4 14 0,4522 | Opp08-4 0,4976 | Op09-2 0,4809
21-5 14 0,3917 | Opp08-5 0,4142 | Op09-3 0,4702
21-6 14 0,4809 | Opp08-6 04702 | Op09-4 0,1374
21-7 14 0,3917 | Opp08-7 0,4702 | Opp03-1 0,3179
21-8 14 0,4702 | Opp08-8 0,4702 | Opp03-2 0,1374
Dub1-1 |14 0,4976 | Opp08-9 0,3690 | Opp03-3 0,4972
Du01-2 |14 0,4702 {Opp08-10 | 04972 | Opp03-4 0,4972
Du01-3 |14 0,0701 | Opp08-11 0,0000 | Opal7-1 0,4522
Du0i-4 |14 0,2617 | Opp08-12 { 0,3690 | Opal7-2 0,4809
Du0i-5 |14 0,4702 |1 Oppll-] 0,3917 | Opa07-3 0,4972
Du0i-6 {14 0,4809 : Oppll-2 0,3690 | Opa07-4 0,4702
Du07-1 |14 0,4976 | Oppll-3 0,4142 | Opal7-5 0.0701
Dud7-2 |14 0,4702 1 Oppll-4 0,4522 | Opal7-6 0,4522
Du07-3 {14 0,4702 | Oppli-5 0,0000 | Opal7-7 0,4522
Du07-4 {14 0,4809 | Oppil-6 0,2014 | Opad7-8 0,2617
Dub7-5 114 0,2617 | Oppll-7 0,3917 | Opal7-9 0,4976
Du07-6 |14 0,3690 | Oppl1-8 0,4972 | Opm10-1 0,4972
Du7-7 14 0,3917 | Oppll-9 0,1374 | Opm10-2 0,4702
Du07-8 |14 0,3917 | Oppll1-10 | 02014 | Opml0-3 0,4972
Du08-1 |14 0,4976 | Oppl5-1 0,3690 | Opmli(-4 0,3917
Du08-2 |14 0,4809 |Oppl5-2 | 0,4522 {Opmi0-5 | 04142
Du08-3 |14 0,4972 | Oppl5-3 | 04142 |Opmi0-6 | 0,4522
Du08-4 |14 0,0701 | Oppl5-4 0,4976 |1 Opm10-7 0,2014
Ra33-1 |14 0,4142 | Oppl3s-5 0,3917 | Opm10-8 0,4976
Ra33-2 |14 0,4702 | Oppl5-6 04522 | Opmi0-9 0,0000
Ra33-3 |14 0,3179 | Oppl5-7 0,4809 | Opbl9-1 0,3690
Ra33-4 14 0,4972 | Oppl5-8 0,4702 | Opb19-2 0,0701
Ra33-5 |14 0,4809 | Opgq04-1 0,4809 | Opb19-3 0,4702
Ra33-6 |14 0,4972 | Opq04-2 0,3690 | Opbi9-4 0,2014
Ra335-1 |14 0,3917 | Opq04-3 0,4522 | Opbhl9-5 0.2617
Ra35-2 |14 04702 |Opq0d-4 | 0.3917 |Opbi9-6 | 04972
Ra33-3 |14 0,0000 | Opq04-5 0,4142 | Opbl19-7 0,3179
Ra33-4 |14 0,3917 | Opq04-6 0,3690 | Opb19-8 0,4522
Ra3s5-5 |14 0,3179 1 Opq04-7 0,3917 | Opbl8-9 0,4142
Ra35-6 14 (,4142 | Opq06-1 0,4702 | Opbl9-10 0,4702
Ra33-7 |14 0,3917 | Opq06-2 0,0000 | Opblo-i1 | 0,4142

Ortalama ve standart hata 0.3691+ 0,1472




Toplam 153 lokustan 142’sinin polimorfik oldugu tespit edilmigtir. Yapilan
analizler sonucunda polimorfizm orani %92,81 olarak bulunmustur. Ortalama genetik
benzerlik 06464, genetik uzaklik ise 0,3536 olarak tahmin edilmigtir,

Li vd (2002), Shanxi bolgesi kegilerinde RAPD ydntemiyle, 8 primet
kullanarak yaptikian ¢alismada; Bai, Hei ve Qing kegi vklarmda elde edilen DNA
fragmentleri 180 ve 2870 bg aralifnda bantlar vermistir. Bu caligmada toplam 76
fragment elde edilmis ve bunlardan 44 fragment bu kegi populasyonlart igin polimorfik
bantlar meydana getirmigtir. 8 primer ile elde edilen polimorfizm oram %57,89,
genetik uzakhk ise 0,2040-0,0810 arasmda tahmin edilmistir. Bu sonuglarla mukayese
edildiginde, Antalya ¢evresinde yetistirilen kil kegilerinde genetik varyasyonun Shanxi
bolgesi kegi nklarma gore daha yitksek oldugu goriilmektedir.

Yongjun vd (1998), Tibet Kesmit kecilerinde 5 primer ile 2926 bant elde
edildigini ve bu bantlarin %83 linlin polimorfik oldugunu belirtmislerdir. Caligmada
populasyon ici ortalama benzerlik 0.6734, populasyondaki ortalama genetik uzakhk ise
0,3266 olarak bulunmugstur. Bu aragtirmada, Antalya bolgesi kil kegileri igin tahmin
edilen ortalama genetik benzetlik (0,6464) ve genetik uzaklign (0,3536) bu deferlere
yakin oldugu soylenebilit,

Ajmone-Marsan vd (2001)‘nin 7 farkh Jtalya keci nkinda AFLP yontemiyle
belirledigi cahsmada genetik benzetlik 0,57-0,87 arasmda ortalama 0,72 olarak
bulunmustur. Bu wklarda ortalama heterozigotluk oram ise 0,21-0,24 degerleri
arasmda tahmin edilmistit. Bu deferlere bakildigmda, Antalya bolgesi kil kegilerinde
genetik varyasyonun italya kegi wklarina gore daha yitksek oldugu séylenebilir.

Ganai ve Yadav (2001)° m mikrosatellit markerler ile, Hindistan bélgesine ait 3
ke¢i wkinda yaptiklan calismada 16 mikrosatellit markeri kullanmglardiz. Bu
calismalarinda, ortalama heterozigotluk degerini 0,54+0,20, polimorfizm orapmi ise
0,4840,20 olatak bulmuglardm. Gapai ve Yadav’m vaptigi bu cabgma 1le
kiyaslandigmda, Antalya’daki kil kegilerine ait heterozigotlufun (0,3691) daha diigik
ve polimor fizm oranmm (%92,81) da daha vilksek oldugu sonucu gérilmektedir




iki Hindistan keci mkmda (Bengal ve Chegu) yapilan bir bagka ¢alismada Behl

vd (2003) 22 mikrosatellit markeri kullanmuslardn.  Yapilan bu  cahgmada,

heterozigotluk Bengal i¢in 0,6920,11 ve Chegu i¢in ise 0,6610,07 olarak bulunmugtus

Polimorfizm degerleri ise Bengal i¢in 0,7940,08 ve Chegu icin de 0,7840,05 olarak

hesaplanmistr: Bu calgma ile kiyaslandigmda tahmin edilen heterozigotlugun

. (0,3691) daha distk, polimorfizm orammnm (%92,81) ise daha yiksek oldugu
goriilmektedir.

Nyamsamba vd (2002)’nin Mogol keci uklarmda yaptiklar: caligmada, 8 farkh
blgeden aldiklari drneklerle 10 mikrosatellit markeri deneyerck genetik farklihd
ortaya koymaya ¢ahgmuslardir. Bu ¢algmada heterozigotluk 0,6690-0,7300 deBerleri
arasmda degisim gostermektedit. Antalya bilgesindeki kil kegileri ile kiyaslandifinda,
heterozigothuk oranmm (0,3691) daha diigiik oldugu belirlenmistir

Barker vd (2001} 11 Asya kegi populasyonlar: arasmdaki genetik iligkiyi 25
mikrosatellit Jokusu, 59 protein lokusu ile ortaya koymaya cahsmiglarda. Ele alman
populasyonlardaki genetik farkliik protein lokuslan igin 0,1170-0,5720 arasinda
ortalama 0,3390, mikrosatellit lokusu igin ise 0,2590-0,7020 degerleri arasinda
ortalama 0,5200 olarak tahmin edilmistii Antalya bolgesi ki kecileri i¢in tahmin
edilen ortalama genetik uzaklik (0,3536) dikkate almdignda, protein lokuslarna ait
hesaplamanin bu degere yakin oldugu fakat mikiosatellit lokusu igin hesaplanan

degerin daha diisiik oldugu séylenebilir.

Ahmed Ali (2003) tarafindan Misr’daki 4 koyun wkmnda (Barki, Rahmani,
Baladi ve Suffolk), toplam 19 RAPD primer denenmis ve bunlarin 5’1 polimorfik bant
vermistir. Sonug olarak bu uklar arasmdaki benzerlik 0,8190-0,9570 arasmnda
bulunmustur. Antalya bolgesindeki kil kegileri (0,6464) ile kiyasladifinda, Ahmed Ali
(2003) tarafindan yapilan bu calismada Misu’daki koyan wklan arasmdaki genetik
benzerligin daha yiiksek oldugu soylenebilir.




Cushwa vd (1996), RAPD yontemiyle 53 primet kullanarak, 5 farkh koyun ki

: (CoopWOIth, Merino, Perendale, Romney ve Texel) ve bu wklarin melezlerinde

polimor fizm oranini 0465-%96 arasinda ortalama % 85 olarak bulmustur. Bu sonuglara
pakildiginda polimorfizm oranmin Antalya kil kegilerine gdre kismen daha az oldugu
soylenebilir.
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5, SONUC

Tarimsal iiretim sistemlerinde, stirdiutiilebilirligin en 6nemli  unsurlarmdan
birisi genetik kaynaklatdir (Romanov ve Weigend 2001) Tiizkiye, sahip oldugu gen
kaynaklar: yoniinden diinyamin en zengin iilkelerinden birisidir. Gen kaynaklarmm
yonetimi  ve  gelecekte  1slah  programlarmda  bu  populasyonlarm
deperlendirilebilmesi i¢in, genetik yapilarmin ve farkk mklar arasmdaki genetik
benze:lik ve farkliliklarin ¢ok iyi arastmilmas: gerekmektedin Bu durum, dzellikle
hizhh bir sekilde genetik erozyona ugrayan ve dinya gindemindeki yerli gen

kaynaklarinin korunmasma yonelik projelerde son derece nemlidir.

Ciftlik hayvanlarmm genetik &zelliklerinin - degetlendirilmesinde, gectigimiz
yiizythn ikinci vanismdan yakm zamana kadar degisik biyokimyasal &zelliklerden
yararlanilmistyr. Giinlimiizde modern molekiiler genetik yontemlerin gelistirilmesi,
¢ifilik hayvanlarmun genetik 6zelliklerinin dogrudan DNA diizeyindeki farkhliklara
dayanarak vapilabilmesine izin vermektedii Bu yontemlerden birisi de RAPD
yontemidir. Bu yontemin ¢iftlik hayvanlarina ait bir ¢ok tlirde genetik baritalamada
dahil olmak tizere (Cushwa vd 1996) genetik gesitlilifi ve populasyonlar arasindaki
genetik iliskileri orfaya koymada olduk¢a basarli sonuglar verdigi bildirilmigtir
(Bardak¢t ve Skibinski 1994, Plotsky vd 1995, Smith vd 1996, Romanov ve
Weigend 2001, Tahmoorespur vd 2003). RAPD yontemi uk i¢i ve unklar arasmdaki
genetik vatyasyonun en azindan bit on degerlendirmesini yapmada son derece

kullanigh oldugu bildiritmistir (Romanov ve Weigend 2001).

Bu ¢aligmamn iki hedefi bulunmaktadir; bunlardan birincisi Antalya bdlgesi kil
kecilerinde genetik varyasyonun belitlenmesi, ikinci de genetik varyasyonun
belirlenmesinde RAPD yonteminin kullanulabilirlifini ortaya koymaktir. Karabag vd
(2002) ve Balcioglu vd (2005), Antalya bdlgesi kil kegilerinde genetik polimorfizmi
biyokimyasal 6zellikleri kullanarak belirlemisler ve incelenen o6zellikler bakimmdan
kil kegisi populasyonunun ele ahnan karakterler bakmmundan polimorfik bit yapiya
sahip oldugunu bildirmiglerdir Benzer sonug RAPD yontemiyle de DNA diizeyinde
belirlenmistit.  Genetik cesitliligi  ortaya koymada kullanilan primer sayismm




standard: bu konuda yapilan bir ¢ok ¢alismaya (Yongjun vd 1998, Barker vd 2001,
Ahmed Ali 2003) gore oldukga yitksek sayilabilir. Kullanilan 20 primerin tamam
polimorfik bulunmustur. Kullanulan primerlerden Opp08 primeri (ACA TICG CCC
A) en fazla band sayisma (12 Jokusun 11’1 polimorfik), 19 (ACC GGG AAC G)
olarak isimlendirdigimiz primer en az polimorfizme sahiptii (4 lokusun 2°si
polimorfik). Bunun yanmda Opp03 primeti (CTG ATA CGC C) toplamda en az
bant sayisma (29) sahiptit. Polimorfik lokus orani 0,9281 olmak iizere oldukca
yiiksek bulunmustur. Ayrica tahmin edilen ortalama heterozigotiuk oram da
(0,3691+0,1472) genetik varyasyonun oldukea yiiksek oldugunu gdstermektedi

Molekiiler genetikle ilgili yontemler genellikle gelismis laboratuar gerektiren
pahali  yéntemlerdi. RAPD  yontemi diger yontemlerle karsilagtirsldigmda
uygulanabilirlik agismdan daha kolay ve ucuz bir yontemdir. Antalya bolgesi kil
kegilerinde yapilan bu aragtwma smurl imkanlarla kurulmus bir laboratuarda bu
alanda yapilan ilk ¢alisma olmasmna karsm yeterli diizeyde giivenilir sonuclar elde
edildigi séylenebilir. DNA diizeyinde polimotfizm belitieme yontemlerinden RAPD
yonteminin Kil kegilerinde bagarili bir sekilde kullamlabilecegi ortaya konmustur

Sonug olarak, RAPD markerleri bakimmndan kil kegisine ait bireyler arasmda
genetik polimorfizm ortaya konularak, en azindan bu hayvanlar hakkmda
tanmmlayict bir &n bilginin elde edildigi séylenebilir Laboratuar ve biitge imkanlar:
genigletildiginde, DNA diizeyinde farkh polimotfizm belitleme yontemlerinin de
kullanddig1 daha kapsamh ¢ahsmalarla, Tiukiye’nin tim ki kecisi populasyonu
igerisinde olmast muhtemel farkl ekotipleri de igine alan, hatta diger verli ciftlik
hayvanlarmi da kapsayacak arastumalarm planlanp gergeklestirilmesi  yerinde
olacaktir. Bu gekilde, dogal gen kaynaklarmuza ait genetik bilgiler elde edilmig
olacaktir. Bu durum, ilerde yapimas: muhtemel yerli gen kaynaklarmm korunmasi
programlar: i¢in de gereklidir.
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