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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TURKIYE’DE YETISTIRILEN MANDALARIN mtDNA D-LOOP VE SITOKROM B GEN
BOLGELERI ILE GENETIK CESITLILIGIN BELIRLENMESI

SEREF M. TOPALOGLU

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Zootekni Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Emel OZKAN UNAL

Bu ¢alismada, Tiirkiye nin 6 bdlgesinden toplanan 16 farkli manda populasyonunda mtDNA
D-loop ve Cyto-b gen bolgesi ¢esitlilikleri, populasyonlar arasi farkliliklar ve bu
populasyonlarin cografi dagilimlari ile olan iliskisinin ortaya konulmasi amacglanmistir.
Bolgeler bazinda en yiiksek haplotip gesitligi H=0.934 (+0.024) degeri ile i¢ Anadolu bélgesi
populasyonlarinda oldugu belirlenmisken, en diisiik haplotip ¢esitliligi ise 0.910 (+0.036)
degeri ile Dogu/Giiney Dogu Anadolu bolgesi populasyonlarinda gézlenmistir. Bolgelere gore
niikleotit ¢esitliligi sonuglart degerlendirildiginde ise, en yiiksek degerin Marmara/ Ege bolgesi
populasyonlarinda  0,00908 (+£0.00073), en diisiik degerin ise Karadeniz bdlgesi
populasyonlarinda  0.00634 (+0.0073) oldugu gozlenmistir. Tim veriler birlikte
degerlendirildiginde, D-loop bolgesinin, Cyto b gen bélgesinden daha yiiksek mutasyona sahip
oldugu ve bu bolgenin Tiirkiye manda populasyonlarindaki genetik cesitliligin
tanimlanmasinda daha detayli bilgi verebilecegi belirlenmistir. MIDNA {izerindeki iki ayri
bolge sonuglart incelediginde, Tiirkiye’ de yetistirilen mandalarin iki ayr1 farkli manda
grubundan koken aldigr belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bubalus bubalis, manda, mtDNA, D-loop, sitokrom b, genetik gesitlilik
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ABSTRACT

MSc. Thesis

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY BY mtDNA D-LOOP AND
CYTOCHROME B GENE REGIONS OF WATER BUFFALO REARED IN TURKEY

SEREF M. TOPALOGLU

Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Animal Science

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. EMEL OZKAN UNAL

This study aimed to reveal the genetic diversity among the sub-population of Turkey’s
water buffalo population (Bubalus bubalis) and relationship between the distiribution of
polymorphic variants and geographical regions with respect to mtDNA D-loop and cyto-b gene
regions. Experimental material of genetic characterization were consisted of 197 blood samples
obtained from 16 provinces of 6 geographical regions of Turkey. According to the results of
the mtDNA D loop gene region, the highest haplotype variance observed was H = 0.934 (+
0.024) in Central Anatolian populations, while the lowest haplotype diversity was 0.910 (+
0.036) in Eastern / South Eastern Anatolian populations. When the results of nucleotide
diversity according to gene regions were evaluated, it was observed that the highest value was
0.00908 (£ 0.00073) in the population of Marmara / Aegean region and 0.00634 (£ 0.0073) in
the Black Sea region populations. When all the result are evaluated together, the D-loop region
showed more higher mutation of the gene regions comparing with cyto-b region and it’s
concluded that d-loop gene region have more potential informatic content in Turkey’s water
buffalo population. The maternal inheritance of water buffalo populations had shown that there
were two distinct mitochondrial lineages in Turkey.

Keywords: Bubalus bubalis, water buffalo, mtDNA, D-loop, cytochrome b, genetic diversity
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ONSOZ

Son yillarda artan diinya niifusuna paralel olarak besin maddelerine olan talebin artmasi,
tiiketicilerin daha bilingli hale gelmesi, dengeli ve yeterli beslenmenin saglanmasinda ¢iftlik
hayvanlarimin 6nemini daha da artmigtir. Hayvansal iiriinlere olan talebin artmasi beraberinde
bu hayvanlarin birden fazla verim yoniinde gelistirilmesini zorunlu hale getirmektedir. Ciftlik
hayvanlarinda ekonomik ©nemi olan kantitatif karakterler iizerinde yapilan seleksiyon
calismalar1 ile wrklarin sahip olduklar1 genetik varyasyon daralmakta ve bu durum ise
populasyonlarda saglanabilecek genetik ilerlemeyi zorlastirmaktadir. Ayrica yerli irklarin
yetistirildigi bolgelerde tiretimi artirmak amaciyla genetik olarak istiin hayvan irklarinin
dogrudan ya da dolayl olarak devreye sokulmasi, potansiyel dnemi olan diger yerli gen
kaynaklarmin kaybolma riskini artirmaktadir. Yerli gen kaynaklarin ileride kullanilmasi
olasiligt durumlar1 i¢in korunmalar1 gerektiginden, 6zgiin genetik yapilarin belirlenmesi
onem arz etmektedir. Son zamanlarda genetik varyasyonun belirlenmesi, filogenetik analiz,
seleksiyon ve gidalarin orijinlerinin tespiti gibi ¢esitli alanlarda kendine 6zgii birgok 6zellige
sahip ve molekiiler diizeyde tanimlamaya imkan saglayan Mitokondrial DNA (mtDNA) gibi
kaliim faktorlerinden genis bigimde faydalanilmaktadir. Molekiiler genetik tekniklerden biri
olan mtDNA analizleri hem 1rklarin evrimlesme siirecini ortaya ¢ikararak hem de genetik icerik
acisindan popiilasyonlar hakkinda bilgi vererek yerli irklarin korunmasi siirecinde genetik
yapinin incelenmesine katkida bulunur. Bu tez calismasinda, Tiirkiye’nin farkli bélgelerinde
yetistiriciligi yapilan Anadolu mandasi1 populasyonlarindan segilen bireylerde mtDNA kontrol
bolgesi (D-loop, n=183) ve sitokrom b (Cyto b, n=197) gen bdlgelerine ait genetik polimorfizm
ve filogenetik iligkilerin DNA dizileme yontemi ile incelenmesi yapilmistir. Elde edilen
sonuglar farkli istatistiksel yontemler kullanilarak analiz edilmis, Tiirkiye manda
populasyonlar1 arasindaki genetik benzerlik ya da farkliliklarin belirlenmesi ve mandanin
evcillestirilme silirecinin aydinlatilmasi amag¢lanmistir. Egitimim boyunca ve Yiiksek lisans tez
calismam siiresince, her zaman bana destek veren, yanimda olan ve her konuda yardimlarini
esirgemeyen, danisman hocam Dog. Dr. Emel OZKAN UNAL’a, her daim benden
tecriibelerini, manevi destegini eksik etmeyen Prof. Dr. M. Thsan SOYSAL hocama, yol
gostericiligi ve bana kattig1 bilgi birikimiyle bu noktaya gelmemde emegi gegen, Prof. Dr. Eser
Kemal GURCAN hocama, egitimim boyunca her animda beni destekleyen aileme ve tiim

boliim hocalarim ile bana emegi gecen herkese tesekkiirii borg bilirim.

Haziran, 2019 Seref M. TOPALOGLU



1. GIRIS

Siit, et ve ¢eki hayvani olarak Diinyada onemli bir ekonomik degere sahip bir ciftlik
hayvant olan manda, biiyiik bir ¢ogunlugu (% 97.4) Asya kitasinin tropik ve sub-tropik
kisimlarinda (Giiney Asya, % 80.76) olmak iizere, 40’ a yakin iilkede yetistirilmektedir. Ingilizce
adi “Water Buffalo” olan manda Tirkiye’de ayrica Dombay, Camiz, Camis ve Komiis gibi
isimlerle de anilmaktadir. Tiirkgedeki manda kelimesinin Hindistan’da cografi bir bolge olan

Manda’dan geldigi diisiiniilmektedir (Soysal, 2006).

Manda basta siitinden olmak iizere eti, derisi ve is giliciinden yararlanilmak {izere
yetistirilen Bovidae ailesinden bir tiirdiir. Degisik ¢evre kosullarina uyum saglayabilen, diisiik
kaliteli ve ucuz kaba yemleri degerlendirebilen olduk¢a kanaatkdr olan mandalar, giiniimiizde
yukarida sozii edilen bolgelerdeki 40’a yakin iilkede ¢esitli yogunluklarda yetistirilmektedir
(Saridzkan, 2011). 2017 yilit i¢in FAO’ nun (Food and Agricultural Organization) elde ettigi
istatistiklere gore Diinyada 200.967.747 bas manda bulunmaktadir. Bu say1 Diinya genelinde 1997
yilina gore % 27.9 oraninda artig gostermistir. Kitalar ve bazi iilkelere ait 1997 ve 2017

yillarindaki manda sayilar1 ve degisim oranlari asagidaki Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1 incelendiginde bazi iilkelerde manda sayisinda Onemli artiglar olurken,
Tiirkiye’nin de i¢inde bulundugu bazi iilkelerde ise bu sayida dnemli diisiislerin oldugu dikkat
cekmektedir. FAO 2017 yili istatistiklerine gore; Diinya’da manda yetistiriciliginin en yaygin
oldugu iilkeler sirastyla Hindistan (113.329.671), Pakistan (37.700.000) ve Cin’nin (23.471.754)
oldugu dikkat c¢ekmektedir. Bu iilkeleri Nepal (5.177.998), Myanmar (3.746.870), Misir
(3.375.727), Filipinler (2 881 894), Banglades (1.478.000) Endonezya (1.395.191) ve Brezilya
(1.381.395) izlemektedir. Ayrica Avrupa’da, diger Avrupa iilkelerine oranla daha yogun olarak
yetistiriciligi yapilan Italya’da, 400.792 bas manda oldugu gériilmektedir (FAO, 2017). Sonuglari
inceledigimizde (FAO, 2017), iilkeler bazinda manda sayisinin en fazla artis gosterdigi (%50 ve
{izeri) iilkelerin basinda Yunanistan’in oldugu ardindan Italya, Pakistan, Banglades, Myanmar
(Burma) ve Nepal’in geldigi goriilmektedir. Manda sayisinin en ¢ok azaldig: tilkelerin basinda ise
Iran’in (-%72.73) geldigi dikkati ¢ekmektedir. Iran’in ardindan %30’un iizerinde azalmanin
gortldiigii diger iilkelerin ise sirasiyla Tayland, Sri Lanka, Endonezya, Tiirkiye ve Azerbaycan

oldugu goriilmektedir.



Cizelge 1.1. Kitalara ve farkli iilkelere gore 1997-2017 yillart arasindaki degisim (FAO,2019)

KITALAR 1997 2017 Degisim Dagihm
Afrika 3.095.946 3.375.752 %9 %1.7
Amerika 983.902 1.387.987 % 41.1 % 0.7
Asya 152.815.109 195.772.907 % 28.1 % 97.4
Avrupa 200.146 430.836 % 115.3 %0.2
Okyanusya 195 265 % 35.9 % 0.0
Diinya 157.095.298 200.967.747 % 27.9 %100.0
ULKELER 1997 2017 Degisim
Hindistan 89.918.000 113.329.671 | % 26.04
Pakistan 20.838.000 37.700.000 % 80.92
Cin 19.645.851 23.471.754 % 19.47
Tayland 2.864.715 996.307 - % 65.22
Misir 3.095.921 3.375.727 % 9.04
Endonezya 3.064.532 1.395.191 | - 9% 54.47
Nepal 3.362.440 5.177.998 % 53.99
Vietnam 2.943.615 2.491.662 - % 15.35
Filipinler 2.968.130 2.881.894 -9 2.91
Myanmar (Burma) 2.297.140 3.746.870 % 63.11
Brezilya 977.767 1.381.395 % 41.28
Laos 1.223.800 1.189.000 -% 2.84
Banglades 854.000 1.478.000 % 73.07
Sri Lanka 726.400 283.550 - % 60.96
Kambogya 766.300 655.498 - % 14.46
Tiirkiye 235.000 142.073 -% 39.54
Azerbaycan 302.000 196.651 -% 34.88
Italya 150.000 400.792 % 167.20
Bulgaristan 11.438 12.273 % 7.30
Yunanistan 735 2 702 % 267.62
Iran 465.000 126.765 -% 72.73

Cizelge 1.1°den anlasildig: gibi 6zellikle son yillarda Tiirkiye’de manda sayisinda 6nemli
degisimler olmustur. Genellikle ekstansif kosullarda yapilmakta olan manda yetistiriciligi bir¢ok
avantaja sahiptir. Kalitesiz kaba yemi siit ve ete doniistiirebilmesi, diger ¢iftlik hayvanlarina gore

hastaliklara daha dayanikli olmasi, siit ve etinin kolesterol ve yag iceriginin diisiik olmasi, diger



ciftlik hayvanlarimin (sigir ve koyun) yararlanamadigi alanlardan yararlanabilmesi nedeni ile
birgok iilkede manda sayilar1 artmistir. Bazi iilkelerde gézlemlenen artisa ragmen Tiirkiye’de ise
manda sayilar1 1997 yilindan itibaren 2008 yilina kadar giderek azalmis hatta yok olma tehlikesi
ile kars1 karsiya kalmislardir. FAO istatistikleri incelendiginde, 2011 yilindan sonra manda
sayisinda T.C. Tarim ve Orman Bakanlig1, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii
(TAGEM) tarafindan yiriitilen “Halk Elinde Manda Islahi” projesi kapsaminda verilen

desteklemeler sonrasinda manda sayisinda artis goriillmeye baslanmistir.

1997-2017 Hayvan Varhg
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Sekil. 1. 1. 1997-2017 yillar1 arasindaki hayvan varlig1 degisimi (TUIK,2019)

Sekil 1.1’ den anlasildigi gibi ozellikle 2011 yilindan sonra Tiirkiye manda
populasyonunda énemli bir (% 67.68 oraninda) artis goriilmektedir. TUIK verilerine gore 2018

yili manda varligimiz 178.397°dir (https://www.tarimorman.gov.tr/sgh/Belgeler/SagMenuVeriler/HAY GEM.pdf).

Tirkiye’de manda yetistiriciligi siit ve et yoniiyle deger bulmaktadir. Manda siitii, basta
kaymak olmak iizere yogurt, peynir ve dondurma yapiminda; eti ise 6zellikle sucuk iiretiminde
kullanilmaktadir. Manda siitinden yapilan tereyagi kivamimin yumusak olmasi sebebiyle tercih
edilmemektedir. Tiirkiye'de manda basina diisen siit ve et verimi, laktasyon siiresi gibi 6zellikler
manda yetistiriciliginde ileri lilkelerin olduk¢a gerisindedir. Bu iilkelerin bir mandadan aldiklari
stit miktar1 1600-5000 kg arasinda degismekte iken (ortalama 2000 kg), iilkemizde bu rakam 700-
1600 kg arasinda ortalama 1000 kg'a yakin bir degerdedir. Bu veriler dogrultusunda Tiirkiye'deki
mandalarin en kisa silirede oncelikli olarak korunmalari, sonrasinda melezleme ya da seleksiyona

tabi tutularak islah edilmeleri ve béylece verimlerinin de arttirilmasi gerekliliginin mevcut oldugu

goriilmektedir.


https://www.tarimorman.gov.tr/sgb/Belgeler/SagMenuVeriler/HAYGEM.pdf

Birgok caligmada, yerli gen kaynaklarinin korunmasi ve islahi i¢in asagida belirtilen

asamalarin sirasi ile yapilmasi gerektigi belirtilmektedir (Soysal ve ark., 2003).

1. Irklarin genetik yapilar1 belirlenmeli, 2. Siirii kayitlar1 tutulmali (pedigri kayzitlari), 3.
Irklarin envanter calismasit yapilmali, 4. Yetistirici Birlikleri kurulmali, 5. yerli irklarda siit ve et
verimi i¢in uygun seleksiyon kriterleri belirlenmeli ve ayrica 6. diger tilkelerde oldugu gibi orjinal
etiketli agro-turizm firtinleri gelistirilmelidir. Tiim bu asamalar1 basari ile sonu¢landirmak igin
onemli olan ve Oncelikli yapilmasi gereken asama olarak, yerli irklarin genetik yapilarinin
molekiiler teknikler kullanilarak incelenmesi, populasyonlar arast ve populasyonlar ici

farkliliklarin belirlenmesi oldugu ileri siirtilmistiir (Maudet ve ark., 2002; Bruford ve ark., 2003).

Molekiiler genetik teknikler (mikrosatellit, mtDNA) hem irklarin evrimlesme siirecini
ortaya cikararak hem de genetik igerik acisindan populasyonlar hakkinda bilgi vererek yerli
irklarin korunmasi siirecinde genetik yapinin incelenmesine katkida bulunacaktir. Boylece hangi
populasyonlarin birbirine benzedigi, hangilerinde gen aligverisine miisaade edilebilecegi,
hangilerinin farkli, 6zgiin ve olas1 lokal adaptasyon 6zelliklerine sahip olup olmadig1 hakkinda bir

oOn bilgi elde edilecektir.

Mandada mtDNA (D-loop, sitokrom b) gen bolgesi iizerinde yapilan referans ¢alismalar
incelendiginde, Tiirkiye manda populasyonlarinin genetik yapilarinin incelendigi sinirh sayida
calisma oldugu goriilmiistiir. Yiiriitiilen bir proje ¢alismasinda, Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden
toplanan (8 il, 4 farkl1 bolge (Trakya, Giiney Marmara, Ege-I¢ Bat1 Anadolu ve Karadeniz bolgesi))
56 bireyde mtDNA D-loop ve sitokrom b gen bdlgesi polimorfizmlerinin ortaya kondugu
(TURKHAYGEN-1, http://www.turkhaygen.gov.tr/data/belgeler.asp) goriilmektedir. Bu projenin

disinda herhangi bir arastirmaya rastlanmamastir.

Bu tez caligmasinda; Tiirkiye yerli gen kaynaklari icerisinde Onemli bir yer tutan
Tiirkiye manda populasyonlarinin genetik c¢esitliliginin ortaya konulmasi amaglanmaktadir.
Ayrica bu c¢alisma yiiksek sayida birey ve populasyon ile ¢alisilmasi, mevcut haplotip ve
niikleotid ¢esitligin incelenmesi, yerli gen kaynaklarin1 koruma ¢aligmalarina katki saglayacak
verilerin elde edilmesine olanak saglayabilecek ilk ¢alisma olacaktir. Calismada, Anadolu
mandasina ait 4 farkli bolgedeki (Marmara/ Ege Bolgesi, Karadeniz Bolgesi, Dogu-Giliney
Dogu Anadolu Bolgesi ve I¢ Anadolu Bélgesi) 16 ilden toplanan yaklasik 197 bireyin mtDNA
D-loop (n=183) ve Sitokrom b (n=197) gen bolgeleri kullanilarak genetik karakterizasyonu

yapilmustir. Elde edilen DNA dizi verileri farkli istatistiksel yontemler kullanilarak analiz


http://www.turkhaygen.gov.tr/data/belgeler.asp

edilmis, Tirkiye manda populasyonlar1 arasi ve igerisindeki benzerlik ve farkliliklarin

belirlenmesine ¢aligilmistir.



2 KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI
2.1.Manda (Bubalus Bubalis) Hakkinda Genel Bilgiler, Siniflandirmasi ve Kékeni

Gliniimiizde diger ¢iftlik hayvanlarinda oldugu gibi mandalarinda ilk ne zaman ve nerede
evcillestirildigi, hangi irklarmn ilk olarak ortaya ¢iktigi konularindaki bilinmeyenler, arkeoloji ve
genetik bilimlerinin ortak katkilar ile aydinlatilmaya ¢alisilmaktadir (Zhang ve ark., 2011; Hassan
ve ark., 2009; Yang ve ark., 2008, Lei ve ark., 2007’a, 2007b; Kierstein ve ark., 2004). Bu
caligmalarda arkeolojik bilgiler morfolojik ve morfolojik olmayan belirtecler basliklar1 altinda

toplanirken, genetik bilgiler molekiiler belirteclerden yararlanilarak elde edilmektedir.

Manda, Bovidae (Sigirgiller) ailesinin, Bos cinsine ait bir sigir tiiriidiir. Mandanin

sistematikteki yeri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Mandanin sistematikteki yeri

ALEM | Hayvanlar (Animales)
SUBE | iskeletliler (Chordata)
ALT SUBE | Omurgalilar (Vertebrata)
SINIF | Memeliler (Mammalia)
ALT SINIF | Tirnaklilar (Ungulata)
TAKIM | Cift tirnaklilar (Artiodactyla / Poridigitata)
ALT TAKIM | Gevis getirenler (Ruminantia)
AILE | Bos boynuzlular (Bovidae)
ALT AILE | Sigir benzerleri (Bovinae)
KABILE | Bovini
GRUP | Sigir (Bovina), Asya Mandasi (Bubalina), Afrika Mandasi (Syncerina)
CINS | Bubalus ve Syncerus
TUR Bubalus Arnee, Bubalus bubalis, Bubalus mindorensis, Bubalus
depressicornis depressicornis, Bubalus depressicornis quarlesi, Syncerus
caffer caffer, Syncerus caffer namus, Syncerus equinoctialis

Sig1ir ailesinde yer almasina ragmen mandalar bazi 6zellikleri ile sigirlardan farkliliklar
gostermektedir. Mandanin boynuz kesiti irklara gére yuvarlak ya da tiggen olup oldukga kalindir.
Boynuzlarin iizerleri diiz ya da kalin enine ¢izgili sekildedir. Boynuzlar, irklara gore degisik se-
killerde olup asagi, yukar1 ya da geriye yonelebildigi gibi uglar ige dogru kivrik da olabilir.
Boynuzlardaki bu 6zellikler manda irklarinin ayirt edilmesinde 6nemli bir gostergedir. Mandanin
beden yapis1 kaba goriiniislii fakat saglamdir. Bacaklar1 ve ayaklari kuvvetlidir; ayaklari sigirdan
daha biiylik ve genistir. Bu 6zellik mandaya bataklikta ve suda kolay hareket etme ve yiizme

olanag1 saglamaktadir. Kulaklar daha uzun, kuyruk daha kisa ve az killi, sagr1 daha diisiik fakat



daha genistir. Sagrinin genigligi ve egimi mandaya daha kolay dogum yapma olanagim

vermektedir.

Mandada kil ve deri rengi irklara gore farklilik géstermektedir. Gri, kahverengi, kizil ve
siyah renkli mandalar oldugu gibi, beyaz renkli (albino) ve alaca renkli olabilmektedirler. Kil
ortiistiniin siklig1 ve uzunlugu yetistirme kosullari, iklim ve mevsime bagl olarak degismektedir.
Tiirkiye mandalarinda deri rengi, gri ve kahverengiden siyaha kadar; kil ortiisii ise kizil
kahverengiden siyaha kadar degisebilmektedir. Dogumdan sonra kizil kahverengiye doniisen kil
ortlisti daha sonra dokiilerek yerini daha seyrek olan koyu gri ya da siyah renkli killara birakir.
Mandalarda ergin deri kalinlig1 genel olarak 6.0-7.6 mm olup sigir derisinden daha kalindir. Ancak
kil ortiisii ve deri alt1 ter bezleri si8ir derisine gore 1/10 oraninda daha azdir. Ter bezlerinin ve kil
oOrtiisiiniin azlig1 nedeniyle, yazin sicak aylarinda beden 1s1sin1 kendiliginden ayarlayamaz, rahatsiz
olur; bu dengeyi saglamak i¢in de suya, batakliga ya da camura girer. Bunun yanisira derilerindeki
kil yogunlugunun az olmasi nedeniyle soguk havaya karsi direngleri si§irlardan daha azdir. Ayrica
manda iireme organlar1 sigir iireme organlarindan fiziksel olarak bazi farkliliklar géstermektedir.
Ayrica manda kromozom sayist ile de sigirdan ayrilir; sigirda 2n=60 olan kromozom sayis1 nehir
mandalarinda 2n=50, bataklik mandalarinda ise 2n=48'dir. Bataklik ve nehir mandalariyla yapilan
melezlemelerde 2n=49 kromozomlu ve verimli doller alinabilmektedir. Melezleme hangi tipe
dogru yapilirsa, kromozom sayisi o yonde degismektedir. Cizelge 1.3’de manda tiirlerine ait

kromozom sayilar1 gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Baz1 mandalarin kromozom sayilari

Manda Tipi/ Tiirii | Kromozom Sayisi (2n)
Nehir Mandasti 50
Bataklik Mandasi 48
Afrika Mandast 52
Kongo Mandasi 54




Mandalar, Afrika yabani mandalar1 ve Asya mandalar1 olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir.

Afrika yabani mandalari ise kendi igerisinde 5 farkli alt cins grubuna ayrilmaktadir (Sekil 2.1).

Asya mandalari ise, kendi i¢erisinde 2 farkli alt cins grubuna (Asya yabani mandalari, Asya
evcil mandalari) ayrilmaktadir. Asya mandalar1 grubunda olan evcil mandalar bataklik ve nehir
mandalari olarak 2 alt gruba ayrilmaktadir (Sekil 1.2.). Orijinlerinin Hindistan oldugu belirtilen
nehir mandalari, daha ¢ok et ve siit {iretmek igin yetistirilen kombine verimli irklardir. Carabao
ismiyle anilan bataklik mandalar1 ise, siit iiretimi i¢in pek uygun olmayip, daha ¢ok Cin ve
Glineydogu Asya’da bulunan ve et liretimi yaninda tarla stirmek i¢in de kullanilan wrklardir
(Kiigiikkebap¢1 ve Sahin, 2002). Tiirkiye’deki mandalarin, nehir mandalarinin alt grubu olan
Akdeniz mandalarindan koken aldigi digtiniilmekte olup, Anadolu Mandasi olarak da

adlandirilmaktadir (Soysal ve ark., 2005).

Mandanin temelde nehir ve bataklik mandasi olarak iki genis gruba ayrildigi kabul
edilmekle birlikte bu iki grubun iki ayr1 evcillestirmenin {iriinleri olup olmadig: bilinmemektedir.
Literatiirde yerli nehir ve bataklik mandanin kdkenine iligskin ¢eligkili dneriler bulunmaktadir
(Tanaka ve ark., 1996; Lau ve ark., 1998; Kierstein ve ark., 2004). Son zamanda mtDNA belirteci
kullanilarak yapilan c¢aligmanin sonuglari ile filogenetik, ekolojik, fenotipik parametreler ve
yayilim alanlar1 bilgileri beraberce degerlendirildiginde bataklik ve nehir mandalarinin iki ayri
evcillestirmenin {irlini olduklar1 ve iki alt tiir kategorisinde sayilabilecekleri 6ne siirtilmiistiir

(Kumar ve ark., 2007).

Mandalarin ilk evcillestirilmesine “Hindistan yabani mandasi Arni” ler ile baglandigi
diisiiniilmektedir. {lk zamanlarda Arni’ler sicak ve nemli batakliklarda, gol kenarlarinda, otlak
bolgelerde, ormanlik bolgelerde bakilmislardir. Asya’da piring tarlalarinda bu hayvanlarin
giiciinden yararlanilmistir. Hindistan’dan c¢ok sicak ve nemli olan Asya, Japonya, Havai
adalarinda, Avustralya, Dogu Asya, Gliney Asya, Orta ve Dogu Afrika, Giliney Avrupa’da yayillma
alan1 bulmuslardir. Gliney Avrupa’da mandalar tarlalarda siiriim isleminde kullanilmistir. Yakin
Dogu’da ilk evcillesmis mandalar M.O. 3. yiiz yilin baslarinda goriilmiistiir. Avrupa’da tarih
oncesinde evcillesmis mandalar goriilmiistiir. Ik defa Biiyiik Iskender’in askerleri Hindistan
seferinde manda gdrmiislerdir. italya’da Kral Arululava 595-596 yillarinda Avar Hanindan hediye
olarak manda almistir. Bazilaria gére Avrupa’da Atilla seferinden sonra goriilmiistiir. Bazilarina

gore ise Haglilarin Bat1 Avrupa’ya doniisii sirasinda goriilmiistiir (Y1lmaz, 2013).



Yapilan genetik ¢aligmalarda ise; bir grup arastirmact mandalarin Indus Vadisi’nde ya da
Dicle-Firat Havzasi’nda (Cockrill ve ark., 1981) evcillestirildigini, diger bir grup ise Cin’de (Chen
ve Li, 1989) evcillestirildigini iddia etmektedir.



MANDA

AFRIKA YABANI MANDALARI (Syncerus caffer) ASYA MANDALARI (Bubalus bubalis)
Suncerus caffer caffer. (Cape huffalo) Asya Ya‘l;ﬂ Mandalan Asya Evcil Mindam
Dogu Afrika tilkeleri (Kenya, Etivopya, Tanzanya vb.) v '
Bubalus Arnee: “Hindistan Nehir Tipi Batakhk Tipi
Syncerus cafffer nanus. yabani Arni mandas” Bubalus Bubalis Bubalus carabanesis
Afrika orman mandasi (Ctice manda ya da Kongo Mandas1) +
Bubalus depressicorgjs:
Syncerus caffer brachyceros Anoa Mandas1, Endonezya mandast
Sudan mandas1 (Bati Afrika mandasi) i
Syncerus caffer aequinoctialis Bubalys mindorensis :
Orta Afrika Savanna mandas: Tamarao mandasi, Filipin Mandas1

Syncerus caffer mathewsi

(Dag Mandasi1 ya da Virunga mandas1)

Sekil 2.1. Manda irklar1 ve simiflandirilmasi
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2.2.Yabani Manda Irklan

2.2.1.Afrika Yabani Mandalar1 (Syncerus caffer)

A) Syncerus caffer caffer: Kara manda, Afrika mandasi ya da Cape mandasi olarak
adlandirilmaktadir (Sekil 2.2.). insanlar i¢in en tehlikeli manda tiirii oldugu, buna karsilik
yavrularinin evcillestirilerek ciftlik hayvanm olarak kullanilabildigi bildirilmektedir. Dogu
Afrika tilkelerinde yaygin olarak yasamaktadir.

Sekil 2.2. Afrika Mandasi1 (Syncerus caffer caffer)
(http://natureimages.eu/species/mammals/images/syncerus_caffer/1200x800/2.jpg)

B) Syncerus caffer nanus: Kongo mandasi ya da Kizil manda olarak adlandirilan bir yabani

manda tiridir (Sekil 2.3.). Afrika orman mandasi olarak bilinmektedir.

Sekil 2.3. Orman mandas1 (Forest Buffalo - Syncerus caffer nanus)
(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8c/Syncerus_caffer _nanus_001.)
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https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8c/Syncerus_caffer_nanus_001

C) Syncerus caffer brachyceros: Sudan mandasi ya da Bat1 Afrika mandasi olarak adlandirilan

bir yabani manda tiiridiir (Sekil 2.4.). Bat1 Afrika lilkelerinde yaygin olarak yasamaktadir.

Sekil 2.4. Sudan Mandasi (Bat1 Afrika Mandasi- Syncerus caffer brachyceros)

(https://www.inaturalist.org/photos/9767812)

D) Syncerus caffer aequinoctialis: Bu alt tiir Orta Afrika {ilkelerinde yasamaktadir (Sekil 2.5.).
Sahelo-Sudanian grubu iginde (savanlar ve galeri ormanlar): giineydogu Cad, kuzey Orta
Afrika Cumhuriyeti (Chari Nehri'nin dogusunda), kuzey Demokratik Cumhuriyeti Kongo,
giineydogu Sudan ve bat1 Etiyopya. Eritre’de soyu tiikenmistir.

AR A e L) SR BRI E et ST Y

Sekil 2.5. Orta Afrika Savanna Mandasi

(https://www.igoterra.com/photo info.asp?userid=&aktpage=1&photoid=10238&thingid=10
1728&countryid=&taxa_group id=0)
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E) Syncerus caffer mathewsi: Dag mandasi ya da Virunga mandasi olarak bilinmektedir (Sekil
2.6.). Demokratik Kongo Cumhuriyeti, Ruanda ve Uganda'nin daglik bélgelerinde yasiyor.

Sekil 2.6. Dag Mandasi ya da Virunga mandas1 (Syncerus caffer mathewsi)

(https://www.agefotostock.com/age/en/Stock-Images/Rights-Managed/DAE-11056064)

2.2.2. Asya Mandalar1 (Bubalus Bubalis)

A) Bubalus arnee: Hint ya da Asya mandasi olarak adlandirilir (Sekil 2.7.). Giiniimiiz evcil

mandalarinin, Bubalus arnee'nin evcillestirilmesi ile elde edildigi diisiinilmektedir.

Sekil 2.7. Yabani manda (Bubalus arnee) (http://www.tremarctos.com/wp-
content/uploads/2015/07/Wild-Water-Buffalo-e1441583264457.jpg)
B) Bubalus depressicornis: Dag mandasi ya da Selebes mandasi adi da verilir (Sekil 2.8.).

Endonezya'nin Selebes Bolgesinde yasamaktadir. Iki farkli alt varyetesi (Bubalus

13


https://www.agefotostock.com/age/en/Stock-Images/Rights-Managed/DAE-11056064
http://www.tremarctos.com/wp-content/uploads/2015/07/Wild-Water-Buffalo-e1441583264457.jpg
http://www.tremarctos.com/wp-content/uploads/2015/07/Wild-Water-Buffalo-e1441583264457.jpg

depressicornis depressicornis , Bubalus depressicornis quarlesi) bulunmaktadir (Sekil 2.8 ve
2.9.). Bubalus depressicornis quarlesi; Selebes mandasinin daha kiigiik yapili bir tipi

(varyetesi)’ dir.

Sekil 2.8. Lowland Anoa (Bubalus depressicornis)
(https://tr.pinterest.com/pin/206391595399539437)

Sekil 2.9.Mountain anoa (Bubalus quarlesi-Berganoa)
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C. Bubalus mindorensis: Tamarao ya da Mindora mandasi olarak da adlandirilmaktadir (Sekil

2.10.). Filipinler' in Mindora Adasi’nda yasamaktadir.

Sekil 2.10. Tamaraw bal mindorensis) o
(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0b/Bubalus mindorensis by G

regg_Yan_01.jpg)

2.2.3 Eveil Manda Irklan

Evcil manda irklari, bataklik mandasi (Swamp Buffalo) ve nehir mandasi (River
Buffalo) olmak lizere yasam bigimleri, viicut yapilari, fizyolojik ve verim 6zellikleri yoniiyle
iki gruba ayrilmaktadirlar. Bazi otoritelerce bataklik ve nehir mandalarinin Bubalus bubalis’in
varyetesi olduklar1 kabul edildiginden bataklik mandalarina Bubalus bubalis limneticus, nehir

mandalarina ise Bubalus bubalis fluviatilis ad1 verilmektedir.

A. Bataklik Mandast: [s giicii yoniinden gelismis olan bu manda grubu giiney bat1 Cin,
Burma Assam Laos, Filipinler, Endonezya, Malezya, Tayland ve Vietnam gibi Asya
tilkelerinde yetistirilmektedir (Ziauddin ve Rao, 1991). Ancak 1890 yilindan itibaren basta
Brezilya olmak {izere bazi G. Amerika iilkelerine getirilmis olup bu bolgelerde de
yetistirilmesine devam edilmektedir. Ayni sekilde, Avustralyamin kuzey bdlgelerine
yetistirilmek ve et ihtiyacini karsilamak amaciyla Endonezya'dan ithal edilmistir. Bataklik
mandasi daha ¢ok bataklik ve ¢amurlu arazileri tercih etmektedir. Et tipinde bir hayvan olup is
giiciinden ve etinden yararlanilmaktadir. Siit verimleri ¢ok diisiiktiir; ancak malaklarini besle-
yebilecek kadar siit (genel olarak 400 kg/laktasyon) vermektedirler. Cin ve Filipinler gibi
bataklik mandasinin yogun oldugu iilkelerde Murrah, Nili-Ravi gibi siit¢ii manda irklariyla

melezlenerek siit verimlerinin artirilmasina galigilmistir.
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Bataklik mandas1 genelde "Carabao" ismiyle adlandirilmaktadir. Viicudu et verimi
yoniiyle gelismis olup siit verimleri oldukga az, ancak yavrularina yetecek kadardir. Boynuzlari
ay seklinde, olduk¢a uzun ve kalindir. Deri ve kil ortilisti gri-beyaz alaca, acik kahve, acgik gri

tonlarindadir. Bazen beyaz renkli albino olanlarina da rastlanmaktadir.

B. Nehir Mandasi: Daha ¢ok siit i¢in Asya, G. Amerika, K. Afrika, Giineydogu Avrupa
ve Ortadogu iilkelerinde yetistirilen en yaygin manda grubudur. 1890'lh yillardan itibaren
Brezilya'ya sirasiyla Akdeniz, Murrah ve Jafarabadi irki nehir mandalari ithal edilerek
yetistirilmeye baslanmis, zamanla manda yetistiriciligi Trinidad-Tobago, Venezuela ve

Arjantin gibi Giliney Amerika iilkelerine yayilmistir.

Nehir mandalarinin siit verimlerinin bataklik mandalarina gére yiiksek olmasi en 6nemli
ozelligidir. Viicut renkleri genellikle siyah ya da koyu kahve renklidir. Meme yapilar 1slah
edilenlerde iyi gelismistir. Siit¢li nehir manda irklarmin bir kismi uzun yillar siiren 1slah ve

seleksiyon yontemleriyle yiiksek verim kabiliyetine ulastirilmistir.

B1. Murrah Irki: Ozellikle Hindistan/ Haryana, Punjab’da yetistirilen yiiksek siit
verimine sahip manda wrkidir. Hindistan'da gelistirilmis oldugu disiiniilmektedir. Renk
genellikle siyah olmakla birlikte, kahverengi ya da agik gri olanlarina da rastlanmaktadir.
Albino olanlarina ise ¢ok seyrek rastlanmaktadir. Boynuzlar1 genellikle kisa olup 6nce yanlara
sonra yukariya ve iceriye kivrilmig sekildedir. Erginlerinin viicut agirhigi erkeklerde 450-800
kg, disilerde ise 350-700 kg'dir. Bazen viicut agirlig1 erkeklerde 1000 kg, disilerde ise 900 kg't
bulabilir. Cidago yiikseklikleri erkeklerde 142 cm, disilerde 133 cm civarindadir. Siit yag:
ortalama olarak %7 olup, siit verimi degisik kaynaklarca 300 giinde 1400-2000 kg olarak
bildirilmekteyse de 3000-5000 kg civarinda siit verenlerinin oldugu da bilinmektedir.
Glinimiizde saf ve melez olarak Hindistan, Pakistan, Brezilya, Bulgaristan, Azerbaycan,

Filipinler ve Cin gibi iilkelerde yetistirilmektedir.

B2. Nili-Ravi Irki: Pakistan'da gelistirilmis iki manda varyetesinin ortak ismidir. Nili
mandalar siit verimi yoniiyle, Ravi mandalari ise et verimleriyle 6nemli olmalarina ragmen
aralarinda biiylik bir farklilik yoktur. Derileri genellikle siyahtir. Siirtilerin %15'1 kahverengidir.
Disar1 ¢ikik gozleri vardir. Boynuz yapilar ile Murrah irkina benzerler. Meme yapilart iyi
gelismistir. Erkekleri 600 kg, disileri ise 450 kg canli agirligindadir. Siit verimleri 300 giinde
2000 kg'dir. Laktasyon siiresi 290-323 giin civarinda olup, kuruda kalma siiresi 198 giin, servis

periyodu 211 giin, buzagilama aralig1 530 giin civarindadir.
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B3. Kundi Irk:e: Hindistan/ Sindhi’de siitii i¢in yetistirilen siyah renkli, iri bir manda
irkidir. Murrah rkindan koken almis olup Murrah ve Nili-Ravi irklarina benzemektedir. Indus
Nehri boyunca uzanan bolgelerde yetistirilmektedir. Rengi genellikle siyah olup kahverengi
olanlarina da rastlanilmaktadir. Canli agirliklar1 320-450 kg, siit verimleri genellikle 9 kg/giin
civarinda olup 18 kg/giin siit verenlerine de rastlanildig: bildirilmektedir. Siit verimleri 300

giinde 2000 kg, 316 giinde ise 2120 kg civarindadir.

B4.Surti Irki: Hindistan'da yetistirilmektedir. Derisi ve killar1 siyah ya da
kahverengidir. Canli agirliklar1 erkeklerde 640-730 kg, disilerde ise 550-650 Kkg; cidago
yiikseklikleri erkeklerde 131 cm, disilerde 124 cm; laktasyon siireleri 350 giinii bulmaktadir.
305 giindeki siit verimleri ortalama 1364 SSkg kadar olmakla birlikte 1765-2090 kg civarinda
stit verenleri de bulunmaktadir. Ortalama siit yag1 yiizdesi 7.9' dur. Kuruda kalma stireleri 111
giin civarindadir. Boynuz yapilar1 ve fiziksel goriiniimleri yoniiyle Akdeniz irki mandalara

benzemektedir.

B5. Mehsana Irki: Pakistan ve Hindistan'da yetistirilmektedir. Deri ve killar siyahtir.
Bazen agik gri ya da kahverengi de olmaktadir. Bu manda irki Surti ve Murrah 1rki mandalarin
melezlenmesi ile elde edilmistir. Cidago yiiksekligi erkek ve disilerde 132 cm civarindadir.
Canli agirliklart erkeklerde 450-475 kg, disilerde ise 410-450 kg civarindadir. Siit verimleri

Murrah ve Surti irklarinin verimlerine benzemektedir.

B6. Jafarabadi Irki: Renkleri siyahtir. Boynuzlar1 olduk¢a uzun olup 6nce asagiya
sonra da yukartya dogru kivrilarak yonelmis sekildedir. Erkeklerin canli agirligi 590 kg,
disilerin ise 494 kg civarindadir. Ancak bu rakamin oldukea {izerinde canli agirliga sahip erkek
ve disilere de rastladigi bildirilmektedir. Bu manda 1rki, "Gir" ya da "Bhavanagri" adlar ile
anilmaktadir. Cidago yiiksekligi erkeklerde 142 cm, disilerde 140 cm; siit verimleri 1800-2700
kg ya da 18 kg/giinii bulmaktadir. Siit yagi orani ortalama % 8.5 kadardir. Bu manda 1rki

giinimiizde Hindistan diginda Brezilya ve Trinidad-Tobago'da yetistirilmektedir.

B7. Akdeniz (Mediterranean) Irki: Bu ik, Afganistan, Iran, Irak, Azerbaycan,
Tiirkiye, Misir, Italya, Bulgaristan, Romanya, Eski Yugoslavya, Macaristan, Arnavutluk,
Yunanistan ve Brezilya'da yetistirilmektedir. Baz1 otoriteler, Misir ve Azerbaycan mandalarinin
Akdeniz 1rk1 manda grubunda yer aldigini, fakat birbirlerinden ayr1 birer manda 1rk1 olduklarini
gostermistir. Tirkiye'deki Anadolu mandalarinin ise Akdeniz irki manda grubunda yer

aldiginin ve onun kiigiik yapili bir tipi oldugunun 6ne siiriildiigi bildirilmektedir.
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Akdeniz 1rk1 mandalarin beden yapilar1 ve verim 6zellikleri yetistirildikleri iilkelerdeki
iklim, bakim, besleme kosullarina ve 1slah edilip edilmediklerine gore degismektedir. Ornegin
Misir mandalarinda genel olarak canli agirlik 360-800 kg ve siit verimi 1300-2000 kg arasinda
degismekte olup laktasyon siireleri ortalama 277 giin civarindadir. italyan mandalarinda canli
agirlik 550-650 kg ve siit verimi genel olarak 1500-2000 kg kadardir. Bunun yaninda 270 giinde
% 9.6 yagli1 3369 kg, 307 giinde %9.39 yagli 5962 kg ve %9.57 yagli 3323 kg gibi siit verebilen
mandalar bulunmaktadir. Genel olarak, Italyan mandalarindan giinliik ortalama 11-13 kg siit

alinabilmektedir.

Tiirkiye’de manda yetistiriciligi Karadeniz Bolgesi sahil seridinde Samsun ve Sinop’ta,
i¢ kesimlerde ise Tokat, Corum ve Amasya’da; I¢ Anadolu Bolgesi’nde Sivas ve Yozgat'ta,
Ege Bolgesi’nde Afyon’da; Marmara Bolgesi’nde Bursa, Balikesir, Tekirdag ve Istanbul’da;
Dogu Anadolu Bolgesi’'nde Mus’ta, Glineydogu Anadolu Bolgesi’nde Diyarbakir’da
yogunlagmistir. Verim yonii agisindan kombine (et ve siit) verim yonliidiirler. Tiirkiye manda
populasyonlart hakkinda Tarimsal Arastirmalar Genel Midiirliigii (TAGEM) tarafindan
Ozetlenen bilgiler asagida verilmektedir (TAGEM, 2009).

Tiirkiye'deki Anadolu mandalarinin ergin canli agirligit 400-450 kg kadar olup siit
verimleri ortalama 800-1000 kg ve siitteki yag oran1 %6-8 arasindadir. Laktasyon siireleri 200-
250 giindiir. Damizlik yas1 24 — 26 aydir. Dogum agirhig: disilerde 28 — 30 kg, erkeklerde 30-
32 kg’dir. Viicut kaba, koseli yapili ve kasli, sagri diisiik, eklemler kalin ve kuvvetlidir. Ergin
mandalarda kil ortiisti siyah veya koyu gridir. Nadiren bas, ayak ve kuyruk ucunda beyaz killar
olabilir. Meme siyahtir. Derisi kalin ve serttir. Erkek ve disiler boynuzludur. Boynuzda taban
arkaya veya yana, uclar1 ise yukariya, iceriye veya hafif arkaya dogru yonelmistir. Boynuzda

dipten uca dogru azalan halkalar bulunur. Baslica et ve siit liretimi i¢in kullanilmaktadir.

Tiirkiye’deki Anadolu mandas1 populasyonlarinda genetik ¢esitliligin  yiiksek
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun nedeni olarak Tiirkiye’nin konum olarak gegis bolgesinde
(Asya, Avrupa ve Afrika) olmasi ve Tiirkiye nin birgok ciftlik hayvaninin (koyun, sigir, kegi)
ilk evcillestirme merkezine yakin olmasi durumlar1 gosterilebilir. Mandanin evcillestirme
merkezinin de bu civarda olabilecegi One siiriilebilir. Ancak, Tiirkiye’deki mandalarda
gbzlenen biiyiik say1 azalisinin da genetik cesitlilie yansimis ve bu ¢esitliligi azaltmis
olmasinin miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir. Anadolu mandasinin mtDNA D-loop ve

Sitokrom b gen bdlgeleri agisindan polimorfizmi ilk kez bu kadar fazla sayida birey ve
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ornekleme bolgesi ile bu tez caligmasi kapsaminda incelenmis olup, populasyonlarin genetik

yapisi belirlenmeye ¢aligilmistir.

2.3.Mitokondrial Dna (Mtdna) Calismalari

Canlilarda kalittmin kaynagi olarak c¢ekirdek ve ¢ekirdek disi sitoplazmik kalitimdan
s0z edilmektedir. Sitoplazmik kalitim {initesi bitkilerde kloroplastken, hayvan ve insanlarda
mitokondridir. Mitokondri genel olarak tiim dkaryotlarda bulunan ve hiicresel reaksiyonlar igin
gerekli enerjinin saglandigi hiicrenin en 6nemli organellerindendir. Cift zar ile gevrilidir ve
biiyiikliigii 0.5-1 pm olup her bir hiicredeki sayilar1 500-1000 arasinda degismesine karsin bu
saymin yumurta hiicrelerinde embriyogenesis oncesinde replikasyon olmamasi ve daha fazla
enerjiye ihtiya¢ duyulmasi gibi sebeplerle 10.000’lere ulastigi bildirilmektedir (Cummins 1998;
Rokas ve ark., 2003).

Mitokondri iire siklusu, glukoneogenez, B- oksidasyon, krebs siklusu ve en 6nemlisi de
oksidatif fosforilasyonda gorevli yiizlerce proteini barindirip hiicrenin enerji santrali gérevini
iistlenerek toplam enerjinin %90’dan fazlasin iiretmektedir. Mitokondride ayrica laktasyonun
kismi bir evresini olusturan birka¢ metabolik reaksiyonun da gergeklestigi bolgelerinin oldugu

bildirilmektedir (Boettcher ve ark., 1996).

Mitokondri, okaryotik hiicrelerde aerobik solunumdan sorumlu organeldir. Bu
organeller hiicre ¢ekirdeginden ayri1 olarak kendilerine has ozelliklere sahip ve bir¢ok
fonksiyonun yiiriitiilmesinde rol oynayan DNA igerirler. Maternal kalittm gdsteren
mitokondrial DNA (mtDNA), ¢ift zincirli, halkasal yapida ve aerobik solunumu destekleyen
genleri icermektedir. Hiicre ¢ekirdeginde yalnizca tek bir niikleer DNA (nDNA) bulunurken
mitokondri icerisinde birka¢ kopya mtDNA bulunmaktadir. Mitokondri DNA’s1, tiirlerin
cografi dagilimma gore farkhiliklar gostermesi, genomik DNA’ya oranla daha hizh
evrimlesmesi ve maternal kalitilmasina bagli olarak disi ebeveynin ge¢misi acisindan fikir
verici olmast gibi Ozelliklerinden dolayi, birgok ciftlik hayvaninda genetik polimorfizm

¢alismalarinda siklikla tercih edilen belirteglerden birisidir (Kul ve ark., 2016).

Mutasyon hiz1 oldukga yiiksek olan mtDNA "nin yiiksek memelilerde niikleer DNA’dan
daha hizli degisime ugradig: birgok arastirici tarafindan bildirilmektedir. mtDNA’nin D-loop

bolgesinin mutasyon hizinin diger kisimlarina gore %?2-4 kat, niikkleer DNA’ya gore ise en az
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10 kat daha hizli oldugunu bildirmektedir (Avise, 1991). mtDNA’nin etkili bir tamir
mekanizmasindan yoksun olmasi (Bogenhagen 1999), histon gibi koruyucu proteinlerin
goriilmemesi, i¢ mitokondriyal membranda meydana gelen oksidatif fosforilasyon ile agiga
cikan oldukca yiiksek mutajenik etkiye sahip oksijen radikalleriyle fiziksel iliski icerisinde
bulunmas1 (Richter 1988), ayrica mevcut mutant mitokondrinin etkisi ile mtDNA mutasyon
hizinin artmasi1 (Lightowlers ve ark., 1997) gibi faktoérler, mtDNA’da meydana gelen
polimorfizmin niikleer DNA’dan daha yiiksek oranda goriilmesinin muhtemel sebeplerini

olusturmaktadir.

Ozellikle son yillarda mitokondiryal DNA (mtDNA); populasyonlarin genetik benzerlik
veya farkliliklarindan yararlanilarak filogenetik iligkilerin tespit edilmesi g¢aligmalarinda
molekiiler belirteg olarak kullanilmaktadir (Naderi ve ark., 2007). Bu nedenlerle diger tiirlerde
oldugu gibi manda irklarinin filogenetik ¢alismalarinda populasyon ge¢mislerinin ortaya
konulmasi, cografi ve genetik uzaklik bagintilarinin arastirilmasi, populasyonlarin farklilasma
zamanlarmin belirlenmesi gibi konularda siklikla tercih edilmektedir (Kathiravan ve ark., 2011,
Babar ve ark., 2011, Kierstein ve ark., 2004, Kumar ve ark., 2007).

Mitokondride bulunan DNA’nin (mtDNA) organel icerisinde, sayilar1 2-15 arasinda
degisen kopyalar1 bulunmaktadir. Dairesel bir forma sahip olan mtDNA, insanlarda 16 569
bazdan olusurken; ¢iftlik hayvanlarinda 16-18 kilobaz (kb) arasinda degiskenlik gosterir (Saara,
2000; Klug ve Cummings, 2002; Lodish ve ark., 2000). Sigir, manda, koyun, kegi tiirlerinde
mtDNA’nin 13 protein kodlayan gen (bazen 12) bolgesi, 22 adet tRNA geni ve 2 adet ribozomal
RNA (16S ve 12S) geni ve protein kodlamayan yalnizca replikasyon orijini igeren bazi gen
bolgeleri (noncoding)’nden olustugu bilinmektedir (Sadava, 1993; Anderson ve ark. 1982).
Benzer sekilde manda mtDNA’sinin da 13 protein kodlayan gen bolgesi, 22 adet tRNA geni ve
2 adet ribozomal RNA geninden olustugu bildirilmektedir (Michelizzi ve ark., 2010). Mandada
mtDNA asagidaki kisimlardan olugsmakta olup yaklagik 16 kb uzunlugundadir (Sekil.2.11).
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Sekil 2.11 Manda mtDNA’sinin gosterimi (Michelizzi ve ark., 2010)

Mitokondrial DNA (mtDNA) anneden gelen kalitim niteligi ile atalarin ve anneden
gelen genetik etkinin tanimlanmasin1 miimkiin kilan aragtir (Bollongino ve ark., 2012). mtDNA
ata tiirleri evcillestirmenin cografi bolgelerine (Naderi ve ark., 2008) gére yollarini (Groeneveld
ve ark. 2010; Lenstra ve ark. 2012) tanimlamada da kullanilir. DNA ¢aligmalarinin ¢ogu
mitokondriyal genomun agir1 degisken kontrol bolgelerini hedef alir ve haplogruplar arasindaki
iliskiyi belirtirler (Achilli ve ark. 2009). Belli sayida haplogruplarin varlig: elit diizeyde farklt
evcillestirme oldugu anlamimna gelmektedir. Bir tek ced yabani populasyon birden fazla
haplogrup igerebilir (Naderi ve ark., 2008; Cieslak ve ark., 2010; Bollongino ve ark., 2012).
Bolgesel haplogrup dagilimlar1 duragan oldugundan mtDNA siklikla erken donem goglerin
varhigmi gosterir (Cieslak ve ark., 2010; Miao ve ark. 2013; Lenstra ve ark, 2014). Haplogruplar
benzer haplotipler grubu olup ortak cetten gelen bir siilalede birden fazla mutasyonun

paylasildig1 haplotip bir ya da daha ¢ok polimorfik bolgede allelerin kombinasyonudur.
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Su ana kadar manda mtDNA’s1 {lizerinde yapilan c¢alismalar, olduk¢a fazla
mitokondriyal haplotipin varligini ortaya koymaktadir (Cizelge 2.31). Mandada en sik ¢alisilan
mtDNA bolgesi, kontrol bolgesi (D-loop) ve sitokrom b (Cyto b) bolgesidir.

Kontrol bolgesi (D-loop) mtDNA nin en hizli evrimlesen bolgesidir. Yaklasik 1260 baz
cifti (b¢) uzunlugundadir ve yer degisim halkasini (displacement loop=D-loop) icermektedir
(Yiincii, 2009). Bu bolge farkli sayida bitisik tekrarlar icerdiginden, uzunlugu birey bazinda
degiskenlik gosterebilir. Ayrica bu bolge ¢cok hizli evrimlesme gosterdigi igin cesitliligin
cografi desenlerini belirleme ¢alismalar1 ve evrimsel ¢alismalar i¢in siklikla kullanilir (Bruford

ve ark., 2003).

Sitokrom b mitokondrinin solunumla ilgili zincirinde elektron iletiminden sorumlu
genlerden biridir. Bu gen, ND6 ve tRNAS® (S) genleri arasinda yer alan yaklasik 1140 bg’lik
bir bolgedir. Sitokrom b gen bdlgesi ¢esitli nedenlerden dolayr filogenetik ve evrimsel
calismalarda en yaygin olarak kullanilan genlerden biridir. Kontrol bolgesi gibi bu bolge de
nispeten hizli evrimlesme gecirmekte, ¢calisma sonuclari kolayca mukayese edilebilmekte, derin

akrabalik iligkilerini agiklamak i¢in yeterli diizeyde korunmaktadir.

2.3.1 Mandada Yapilan mtDNA Calismalari

Mandalarda mtDNA verileri, populasyonlariim molekiiler ¢esitliliginin kapsamini ve
cografi dagilimini1 degerlendirmek, evcillestirme ve evcillestirme sonrasi evrim tarihine iliskin
hipotezleri giiclendirmek amaciyla 6zellikle son yillarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Diinyanin farkli tilkelerinde yetistirilen manda populasyonlart iizerinde yapilan mtDNA D-loop
ve Sitokrom b gen bolgesi c¢aligmalarinda goriillen haplotip sayilari Cizelge 2.3.1°de
Ozetlenmeye caligilmistir.

Cizelge 2.3.1’de mandalar {izerinde yiiriitilen mtDNA (D-loop ve sitokrom b) gen
bolgelerine iliskin sonuglar incelendiginde, olduk¢a fazla sayida haplotipin goriildiigii dikkati

cekmektedir.

Yue ve ark. (2013)’nin Cin bataklik mandalarinin bir kez mi, yoksa birden ¢ok kez mi
evcillestirildigini arastirmak i¢in yaptiklari bir calismada, 22 populasyondan alinan 471 bireyde
(455 Cin bataklik mandasi ve 16 nehir mandasi bireyi) 915 baz uzunlugundaki mtDNA D-loop
gen bolgesinde calisilmistir. Calismada elde edilen verilerin filogenetik analizi sonrasinda Cin

bataklik mandalarinin 2 farkli kokenden (A ve B olarak tanimlanan) geldigini, bu iki kékenden
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biri olan A soyu olarak tanimlanan grubun tiim populasyonlarda yaygin oldugu belirlenmistir.
Tiim populasyonlarda yaygin olan A soyunun giineybati Cin’deki populasyonlarda en yiiksek
genetik cesitlilige sahip oldugu ve 3 farkli evcillestirme merkezinin (Gilineydogu, Orta ve
Giineybat1 Cin) oldugu diisiiniilen Cin’de A soyunun Giineybati Cin'in populasyonlarinda
evcillestirilmesi i¢cin en muhtemel yer oldugu belirlenmistir. Bununlar birlikte B soyu olarak
tanimlanan grubun ise oldukca karmasik bir model olusturdugu ve evcillestirme merkezinin
tam yerinin kesin olarak tespit edilemedigi bildirilmektedir. Yangtze Nehri boyunca tarih
boyunca insan hareketlerinin ve beraberinde manda populasyonlarinda goglerin yaygin oldugu
ve giiclii bir gen akisinin s6z konusu oldugu bildirilmistir. Calisma giineybati1 Cin'in A soyu
icin en muhtemel evcillestirme merkezi oldugunu ve bataklik mandasi evcillesmesinde birincil

merkez olabilecegini gostermistir.

Pakistan manda irklarinin (Nili-Ravi, Kundi) hem mikrosatellit hemde Cyto-b gen
bolgesi polimorfizmlerinin incelendigi bir calismada (Saif ve ark., 2012); 1061 bg
uzunlugundaki Cyto-b gen bolgesi 50 bireyde g¢alisilmig 10 farkli haplotipin ve 15 farkli
polimorfik bélgenin oldugu belirlenmistir. Bu c¢alismada Cyto-b gen bolgesinde goriilen
varyasyonun, Pakistan manda populasyonlarinin kdkenlerinin gruplandirilmasina herhangi bir
destek saglayamadigi ve toplam varyasyonun sadece kiiglik bir kisminin gruplar arasi

varyasyondan kaynaklandigini gostermistir.
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Cizelge 2.3. Mandada yapilan mtDNA calismalar1 ve gbzlenen haplotip sayilar

Cin bataklik ve nehir
Cin mandalari D-loop 157 Yue ve ark., 2013
(22 populasyon- n=471)
Pakistan 2 Paletal(lnI;%}g)r mandas! Cyto- b 10 Saif ve ark., 2012
. 13 Cin bataklik mandasi .
Cin (n=270) Cyto- b 55 Lei ve ark., 2011
4 Hindistan nehir mandast Kathiravan ve ark
Hindistan  (16), Murrah, Toda ve Cin ~ D-loop 28 2011 N
bataklik mandalar1
Pakistan Paletar(lnrng;n andast D-loop 52 Babar ve ark., 2011
Misir Misir nehir mandasi (48) D-loop 28 Hassan ve ark., 2009
Cin Cin bataklik mandasi D-loop 43 Lei ve ark., 2007
o 8 Hindistan 1rk1 D-loop
Hindistan 135 Kumar ve ark., 2007
(n=217; n=80) Cyto- b
6 farkl1 Cin mandas tipi )
Cin D-loop 12 Lei ve ark., 2007’a
(n=30)
Brezilya ve Italya ve Brezilya’dan Kierstein ve ark.,
) D-loop 36
Italya toplanan 4 farkli irk (n=80) 2004
Farkli iilkelerden toplanan
D-loop
Malezya nehir ve bataklik mandasi 33 Lau ve ark., 1998
Cyto- b
(n=80)
Farkli iilkelerden toplanan .
15 Kikkawa ve ark.,
Japonya nehir ve bataklik mandas1  Cyto- b )
haplotip 1997
ve yaban mandasi (n=48)
8 farkl1 il populasyonu D-loop 25 TURKHAYGEN |
Tiirkiye i
(n=56) Cyto-b haplotip proje sonug raporu
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Cin’de yetistiriciligi yapilan manda populasyonlarmin evrimsel kokenlerini daha iyi
anlamak i¢in yapilan bir ¢aligmada, 13 farkli Cin yerel bataklik manda populasyonunu temsil
eden 270 bireyde 1140 b¢ uzunlugundaki mtDNA Cyto b gen bolgesinde ¢alisilmistir (Lei ve
ark., 2011). Ayrica bu ¢alismada dizilimi yapilan 270 bireye ait sonuglara ek olarak
GenBank’tan alinan 19 nehir ve 23 bataklik manda dizisini igeren toplam 42 bireye ait Cyto b
gen bdlgesi dizisi (Cin, Tayland, Japonya, Filipinler, Endonezya, Italya, Sri Lanka, Banglades
ve Pakistan) birlikte analiz edilerek Cin’deki bataklik mandalarinin evrimsel ge¢misleri
irdelenmistir. Calismada 55 farkli haplotipin goriildiigii, bu haplotiplerin 2 farkli kken (nehir
ve bataklik) olusturdugu gézlemlenmistir. 14 farkli nehir mandasi haplotipinin ayni grup altinda
kiimelendigi, diger grupta ise bataklik mandalarina ait haplotiplerin 2 farkli kiimelenme (A ve
B soyu) olusturdugu goriilmiistiir. Tiim veriler birlikte degerlendirildiginde Cin yerel bataklik

mandalarinin 2 farkli kokenden geldigi belirlenmistir.

Kathiravan ve ark. (2011)’min yaptigi bir calismada ise; Hindistan’in 2 farkl
bolgesinden alinan (Gliney Kanara (9) ve Marathwada (7)) toplam 16 bireyde mtDNA D-loop
gen bolgesi polimorfizmi calisilmistir. Calismada dizilimi yapilan 16 bireye ait sonuglar
GenBank’tan alinan farkl: iilkelere ait 6rnekler (Murrah, Toda ve Cin bataklik mandalari) ile
analiz edilereck Hindistan manda bireylerinin kokenleri hakkinda bilgi elde edilmeye
calisilmistir. Cin bataklik mandalarina ait bireyler dis grup (outgroup) olarak alinmistir. Yapilan
istatistiki analizler sonrasinda 15 farkli polimorfik bolgenin oldugu ve 28 farkli haplotipin

oldugu gozlenmistir.

Kumar ve ark., (2007) nin yaptiklar1 bir ¢aligmada Hindistan’in 8 farkli irk ve 8 farklh
bolgeden (kuzey, kuzey-bati, orta ve giiney Hindistan) toplanan 217 bireyde mtDNA gen
bolgelerine iliskin (D-loop, Cyto b) polimorfizm ¢alisilmistir. Bu ¢alismada elde edilen DNA
dizileri daha 6nceki bir calismada (Kierstein ve ark., 2004) yayinlanmis olan Akdeniz mandalari
ve Bataklik mandalar1 dizi sonuglari ile karsilastirmalar1 yapilmistir. Tiim veriler birlikte
degerlendirildiginde nehir ve bataklik mandalarinin birbirlerinden ayrildigi, 2 farkli
gruplanmanin s6z konusu oldugu goriilmektedir. Calismada D-loop gen bdlgesinde 135 farkhi
haplotipin goriildiigii ve bu haplotipler ile Akdeniz mandalarina ait 11 haplotip ve bataklik
mandalarina ait 10 haplotip arasindaki filogenetik iligkilerin irdelenmesi sonucunda iki farkli
kiimelenmenin (cluster) oldugu, nehir ve bataklik manda haplotiplerinin birbirlerinden
tamamen ayrildiklart goriilmiistiir. Ayni1 calismada nehir mandasi bireylerinin ise kendi
icerisinde 2 farkhi alt gruba ayrildigi, I. grupta Hindistan nehir mandalari ve Akdeniz
mandalarina ait haplotiplerin biiyiik bir kismimin birlikte gruplandigi diger 10 haplotipin (4
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Akdeniz mandas1 haplotipi, 6 Hindistan nehir mandasi haplotipi) bu gruptan ayr1 olarak
gruplandigr dikkat ¢ekmektedir. Cyto b gen bolgesinde ise 8 irk ve 8 farkli bolgeden toplanan
80 bireyde ¢alisilmis ve Hindistan mandalarinda 4 farkli haplotipin goriildiigii bildirilmistir.

Lau ve ark., (1998)’nin Asya nehir ve bataklik manda populasyonlarinda D-loop ve cyto
b gen bolgeleri genetik ¢esitliliginin incelendigi ¢alismasinda; nehir manda populasyonlarinda
sitokrom b gen bolgesinde tek bir haplotip, bataklik manda populasyonlarinda ise 4 farkli
haplotipin oldugu belirlenmistir. Sitokrom b gen boélgesinde tiim popiilasyonlarda goriilen
haplotipin atasal haplotip oldugu hem bataklik hem de nehir manda populasyonlarinda
goriildiigii bildirilmistir. Ayni ¢alismada D-loop gen bolgesinde 33 farkli haplotipin gortildigi
ve bu haplotipler arasindaki filogenetik iliskilerin irdelenmesi sonucunda iki farkl

kiimelenmenin (cluster) oldugu belirlenmistir.

Tiim haplotiplerin bataklik manda populasyonlarina ait bireylerden olusan ilk
kiimelenmede (I. cluster) sadece 11 farkli haplotip yer almistir. Ikinci kiimelenmede (IL
cluster) ise 22 farkli haplotipin yer aldigi ve bu haplotiplerin icerisinde sadece bataklik
mandalarindan 12 farkli haplotipin yer aldig1, 8 haplotipin nehir mandalar1 populasyonlarinda,
2 haplotipin ise hem nehir hem de bataklik mandast populasyonlarinda gorildigi
belirlenmistir. Lau ve ark.’nin bu ¢aligsmasinda elde edilen veriler birlikte degerlendirildiginde,
evcillestirilmis bataklik ve nehir mandalarinin muhtemelen yabani Asya mandasi olarak bilinen
(Bubalus arnee) bataklik mandasi benzeri atalardan evcillestirilmis oldugu ve giiniimiiz Asya
bataklik ve nehir mandasinin buradan kdken aldigi fikri desteklenmistir. Ayni galismada ortaya
atilan hipotezde, mandanin Giiney — Dogu Asya anakarasinda ortaya ¢iktigini ve nehir tiiriiniin
burada gelistigi ve evcillestirildigi, daha sonra kuzeyden Cin’e ve batidan Hint yarimadasina

yayildig1 6ne siirtilmektedir.

D-loop ve Cyto b gen bolgesi iizerinde Pakistan, Misir, Cin, Brezilya, Italya, Hindistan,
Tayland, Tayvan, Sri Lanka, Filipinler, Banglades vb. iilkelerde yapilan c¢aligmalara ait
sonuglar irdelendiginde de (Babar ve ark., 2011, Hassan ve ark., 2009, Lei ve ark., 2007,
Kierstein ve ark., 2004, Kikkawa ve ark., 1997) haplotip sayisinin olduk¢a degiskenlik
gosterdigi ve haplotip sayisinin yiiksek oldugu dikkat ¢cekmektedir.

Tirkiye manda populasyonlar1 lizerinde yapilan caligmalar incelendiginde mtDNA
polimorfizmini inceleyen referans bir g¢aligmaya rastlanmamistir. Ancak Namik Kemal
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni B&liimii, Biyometri Genetik Anabilim Dalinin

TURKHAYGEN | projesi kapsaminda yiriittiigii 6n bir ¢alismada; Tirkiye’nin farkli
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bolgelerinden toplanan (8 farkli ildeki populasyonlardan segilen) 56 bireyde mtDNA D-loop ve
Cyto b gen bolgelerine ait polimorfizmler incelenmistir. Calisma sonuglar1 proje raporunda
Ozetlenmis fakat herhangi bir dergide (birey sayisinin azligi nedeni ile) yaymlanmamistir. Bu
calismada Tirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan populasyonlardaki genetik ¢esitliligin
incelenmesi, populasyonlar arasi farkliliklarin ortaya konulmasi ve mandanin evcillestirilme
tarihinin aydinlatilmasina katkida bulunulmaya ¢aligilmistir. Bu ¢alismada; 52 Tiirkiye mandasi
bireyinde D-loop bélgesinde toplam 25 haplotip oldugu belirlenmistir. Bu 25 haplotipten
19’unun 6zglin oldugu yani 8 farkli ilden toplanan 52 manda bireyi icerisinde sadece bir
hayvanda goriildigii belirlenmistir. Tiirkiye mandast populasyonlarindan 52 bireyin DNA
dizisi, diger iilkelerde yapilan c¢aligmalardaki nehir ve bataklik mandasi bireyleri referans
aliarak karsilastirilmalar1 yapilmistir. 2 farkli iilkede (Cin, Brezilya) yetistirilen bataklik
mandasi rklarindan segilen 41 dizi (Lei ve ark., 2007; Kierstein ve ark., 2004) ve yine farkli
iilkelerden secilen (Hindistan (n=92), Misir (n=4), italya (n=1), Brezilya (n=3)) nehir
mandalarinda yapilan ¢alismalardan toplam 100 bireye ait dizi (Hassan ve ark., 2009; Parma ve
ark., 2004; Kumar ve ark., 2007; Sandhu ve Kumar, 2002) kullanilarak mtDNA D-loop bélgesi
sekansinin Medyan Birlestirme Ag1 Analizi ile karsilastirilmast yapilmistir. Caligmada nehir ve
bataklik mandalarmin birbirlerinden net olarak ayrildigi goriilmistiir. Fakat bataklik
mandalarinin bazi haplotiplerinin nehir ve bataklik mandasi gruplari arasinda yer aldigi
belirlenmistir. Bataklik mandalarina ait grupta 13 farkli haplotip goriilmekte iken, Tiirkiye
mandasinin da i¢inde yer aldig1 grupta 68 farkli haplotip gézlenmistir. Tiirkiye’deki 52 bireye
ait veriler ile diger iilke verilerinin karsilagtirilmast sonucunda Tiirkiye manda
populasyonlarinin Akdeniz nehir mandalar1 grubuna ait bireyler ile gruplandigi bataklik

mandalarindan tamamen ayrildig1 gozlemlenmistir (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. 924 b¢ uzunlugundaki mtDNA kontrol bolgesi sekanslar1 kullanilarak olusturulan

Medyan Birlestirme Agi. (Kirmizi renk: Cin 6rneklerini, Mavi renk: Brezilya orneklerini, Yesil renk:
Hindistan &rneklerini, Beyaz renk: italya rnegini, Turuncu renk: Ege-Giiney Marmara bdlgesi 6rneklerini, Mor
renk: Karadeniz bdlgesi 6rneklerini, Pembe renk: Trakya bolgesi orneklerini, Turkuaz rengi: Misir bolgesi

orneklerini ifade etmektedir).

Bu tez galigmas1 kapsaminda son yillarda uygulanmaya baglanan DNA tekniklerinden
biri olan mtDNA (D-loop ve sitokrom b gen bdlgesi) polimorfizm yontemi kullanilmis olup, bu
teknik ile Tiirkiye’de yetistirilen manda populasyonlarmm kendi igerisindeki genetik
yapilarinin belirlenmesine ve filogenetik olarak populasyonlar arast mevcut durumun

incelenmesine ¢alisilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alismada, Tiirkiye’nin 6 bdlgesinden toplanan 16 farkli manda populasyonunda
mMtDNA D-loop ve Cyto-b gen bélgesi ¢esitlilikleri, populasyonlar arasi farkliliklar ve bu

populasyonlarin cografi dagilimlari ile olan iligkisinin ortaya konulmasi amacglanmistir.

Tez kapsaminda ¢alisilan bireylere ait DNA’lar Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Zootekni Boliimii, Biyometri Genetik Anabilim Dali laboratuvarinda mevcut olup,
bu DNA’lar 2 farkli proje (P1: TAGEM-13/ARGE/29- Anadolu Mandasina Ozgii Ebeveyn Kiti
Olusturulmasi; P2: TUBAP 626- Tiirkiye’deki Anadolu Mandasi1 ve Bozstep Sigir Irkinin
Genetik Yapilarmin Mikrosatellit DNA Polimorfizmi Teknigi ile incelenmesi ve Korunma
Stratejilerinin Olusturulmasi) kapsaminda daha onceki yillarda kan 6rnegi toplanarak standart
fenol-kloroform-isoamil alkol metoduna (Sambrook ve ark., 1989) gore izole edilen
DNA'’lardan temin edilmistir. Biitlin gen havuzunun temsil edilebilmesini saglamak i¢in her
yetistiriciden sadece 2-3 birey Orneklenmistir. DNA izolasyonlar1 sonrasinda ilgili gen
bolgelerinin (D-loop, Cyto b) Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile yiikseltgenilmesi ve ardindan
dizi analizi uygulanmistir. DNA dizi analizi sonrasi elde edilen verilerin filogenetik analizleri
yapilmistir. DNA dizilerinin karsilastirilmasiyla yapilan filogenetik analizler, tiirler arasi ve tiir
ici evrimsel iliskileri, canlilar arasindaki genom benzerlikleri ve farkliliklar1 hakkinda bilgi
vermektedir. Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar oncelikle Tiirkiye populasyonlari
icerisinde degerlendirilmis, yorumlanmis ve farkli haplogruplara atanan ornekler kendi
icerisinde degerlendirilmistir. Ayrica elde edilen veriler GenBank’tan alinan verilerle birlikte

degerlendirilerek filogenetik olarak degerlendirilmistir.

3.1 Anadolu Mandas1 Ornekleme ve DNA izolasyonu

Bu aragtirmanin materyalini, Tiirkiye’de manda yetistiriciliginin yapildig: 6 farkli bolge
(Marmara- Ege Bolgesi, Dogu -Giiney Dogu Anadolu Bélgesi, Karadeniz Bolgesi, I¢ Anadolu
Bolgesi) ve 16 farkli ilden (Afyon (AF), Balikesir (BA), Bursa (BU), Istanbul/Silivri (SIL),
Tekirdag/Saray (SAR), Sinop (SI), Samsun (SA), Tokat(T), Corum(C), Amasya (A),
Giresun(G), Mus (MU), Bitlis (B), Diyarbakir(D), Kayseri (K) ve Sivas (S)) toplam 200 farkl
birey olusturmaktadir (Cizelge 3.1.)
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Calisma kapsaminda Tiirkiye manda populasyonlariin sahip oldugu genetik ¢esitliligin
giivenilir diizeyde temsil edilebilmesi ig¢in populasyonlara ait bireylerin birbirine uzak
bolgelerden olmasma ve akraba olmamalarina dikkat edilmis, cografi alan bilgileri
kaydedilmistir. Orneklerin toplandig1 bélgeler ve iller harita iizerinde gosterilmektedir (Sekil
3.1).
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Sekil 3.1.Tez kapsaminda calisilan bireylerin Tiirkiye haritas tizerindeki dagilimlari.
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Cizelge 3.1. Orneklemenin yapildig1 blge, il, birey sayisi ve érnegin alindig1 kdyler

Bolge ] n* n** Ornegin alindig1 koy
Istanbul/Silivri . . Silivri (Danamandira koyii) ve
(SIL) Selimpasa (Nakkas koyii)
Halalca koyii, Yakupkoy, Balikli
Balikesir (BA) 7 7 yu proy
Marmara / koyii
Ege Bolgesi Mustafa Kemal Pasa: Karaoglan
Bursa (BU) 7 7
koyii
Afyon (AF) 13 7 Merkez, Akgin kdyii
Saray, Gilingérmez koyii,
Tekirdag /Saray Y s yu
7 7 Ayvacik koyt
(SAR)
Saray — Merkez- Sefa alan
TOPLAM 41 33
Bafra: Sar1 kdy, Doganca
Samsun (SA) 6 7 .
Beldesi, Yakintas koyii
Sinop (SI) 7 7 Merkez, Dibekli Koyt
Tokat (T) 6 7 Merkez: Camalt1 kdyii ve
Karadeniz Stingiit koyii, Pazar:Ciftlik Koyt
Bolgesi Corum (C) 12 21 Corum merkez ve koyleri
Amasya (A) 19 16 Amasya merkez ve koyleri
Giresun (G) 19 20 Giresun merkez ve koyleri
TOPLAM 69 78
Dogu / Mus (M) 10 19 Mus merkez ve kdyleri
Giiney Bitlis (B) 13 19 Bitlis merkez ve kdyleri
Dogu Diyarbakir (D) 13 15 Diyarbakir merkez ve koyleri
Anadolu TOPLAM 36 53
I¢c Anadolu Kayseri (K) 18 18 Kayseri merkez ve koyleri
Bolgesi Sivas (S) 19 18 Sivas merkez ve koyleri
TOPLAM 37 36
183 200

n*: D-loop gen bolgesi kapsaminda ¢aligilan birey sayisi, n**: Cyto-b gen bolgesi kapsaminda ¢alisilan birey sayist




3.2. DNA’larmn Yogunlugunun, Safliginin ve Biitiinliigiiniin Kontrolii

Tez kapsaminda calisgilan DNA’larin  yogunlugunun kontrol edilmesi amaciyla
spektrofotometrik  O6l¢iim yapilmistir (Thermo Scientific NanoDrop 2000c nanodrop
spektrometre). Spektrofotometre ile miktar tayini yapilan DNA’larin biitiinligiiniin (degrade
olup olmadiginin) kontrolii i¢in % 0.8’lik agaroz jel elektroforez teknigi kullanilmistir. Bunun
icin; 0.8g agaroz tartilarak 100ml 1X TBE (Tris-Borate-EDTA) i¢inde homojen bir goriiniim
alana kadar mikrodalga firinda eritilmistir. Agaroz jel karisimu, 1lik suyun altinda yaklasik 60°C
‘ye diisene kadar tutulduktan sonra 10ul Safe Red™ eklenmis ve kopiirmemesine dikkat
edilerek karigtirllmistir. Agaroz jel karigimi, taraklar iceren jel kasedine dokiilerek yarim saat
donmasi beklenmis ve siire sonunda taraklar ¢ikartilarak, 1X TBE igeren elektroforez tankina
alinmigtir. DNA ‘larin goriintiilenmesi amaciyla, 3ul DNA, 3ul 2X yiikleme soliisyonu ve 6yl
distile su karistirilmis ve kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez igslemi 180 V<da 20-25 dakika
uygulanmistir. Gorlintiileme sistemi (Vilber Lourmat marka jel goriintiileme cihazi) yardimriyla

DNA bantlarinin varligi ve biitiinligii kontrol edilmistir.

Tiim DNA’larin miktar ve biitiinligiiniin kontrolii sonrast DNA’lar PZR’da kullanilmak
tizere (yaklasik 100ng/ul olacak sekilde) 1/10 veya 1/20 oraninda saf su ile sulandirma
yapilmig, hemen kullanilacak olanlar +4°C’de, saklanacak olanlar ise -20°C’de muhafaza

edilmistir.

3.3. mtDNA D-loop ve Cyto b Gen Bolgesi Calisilmasina iliskin Metotlar
3.3.1. mtDNA D-loop Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Yiikseltgenmesi

Tirkiye manda populasyonlarindan alinan 6rneklerde mtDNA dizi analizi ¢alismalari i¢in
oncelikle kontrol bolgesi (D-loop) lizerinde en fazla degiskenlik gosteren ve haplo-gruplarin
ayrimina olanak saglayan yaklasik 1025 bg’lik bir bolgenin ylikseltgenmesi saglanmistir. Tez
kapsaminda calisilan bolgelere ait primer dizilimleri ve referans alinan calismalar Cizelge

3.2.de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Proje kapsaminda D-loop bolgesini yiikseltgemede kullanilan primerler

Cahisma Calisilan Primer

Kumar ve ark., 2007 HVR-I Ileri F: 5°-GGAAGAAACTGCAGTCTCACCAT-3’,
Geri R: 5’-ATGGGCTGATTAGCCATTAGTCC-3’

Kumar ve ark., 2007 HVR-II F. 5°-GGTTCTTTCTTCAGGGCCATCTC-3,
R: 5’-CAGTGCCTTGCTTTGGGTTAAGC-3’
Kathiravan ve ark., 2011 Mito(D-loop) F :5’-TAGTGCTAATACCAACGGCC-3’

Mito(D-loop) R :5°-AGGCATTTTCAGTGCCTTGC-3’

Tiirkiye manda populasyonlarinin mtDNA kontrol bdlgesinin ¢ogaltilmasi amaciyla
referans olarak aliman Kumar ve ark.’nin (2007) ¢alismasinda 6nerilen HVR-I primerleri ile
ilgili kontrol boélgesinin yiikseltgenmesi bu c¢alisma kapsaminda incelenen bireylerde
yapilamamistir. Laboratuvarimizda daha 6nceki projeler kapsaminda toplanmis olan sigir ve
mandalardan elde edilen DNA o6rneklerinde optimizasyonlar birlikte yapilmistir. Yapilan
optimizasyon c¢alismalarinda sigirda basari ile yiikseltgenme yapilabilirken mandada bu

primerlerin ¢alismadigi belirlenmistir.

Bu nedenle ¢alismamizda Kumar ve ark.’nin (2007) ¢alismasinda 6nerilen HVR-11 ve
Kathiravan ve ark.’nin (2011) ¢alismasinda onerilen primerler kullanilarak kontrol bolgesi
polimorfizmi Tiirkiye’deki farkli illerden toplanan manda populasyonlarinda taranmistir. Sekil
3.3.1’de GenBank’tan referans olarak alinan manda mtDNA / D-loop gen boélgesi niikleotid

dizisi iizerinde kullanilan primerler gosterilmektedir.
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Bubalus bubalis mitochondrion, complete genome
GenBank: AF547270.1

LOCuUsS AF54727@ 16358 bp DNA circular MAM 25-JUL-2016
DEFINITION Bubalus bubalis mitochondrion, complete genome.
ACCESSION  AF54727¢
VERSION AF547270.1
KEYWORDS
SOURCE mitochondrion Bubalus bubalis (water buffalo)
ORGANISM Bubalus bubalis
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Cetartiodactyla; Ruminantia;
Pecora; Bovidae; Bovinae; Bubalus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 16358)
AUTHORS  Verma,S.K., Prasad,K. and Singh,L.
TITLE Sequencing and characterization of complete mitochondrial genome of
the Indian water buffalo (Bubalus bubalis)
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 16358)
AUTHORS  Verma,S.K., Prasad,K. and Singh,L.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (18-SEP-2002) Centre for Cellular and Molecular Biology,
Uppal Road, Hyderabad, AP 500007, India
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..16358
/organism="Bubalus bubalis"
/organelle="mitochondrion"
/mol_type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:89462"
join(15807..16358,1..375)
376..444
/product="tRNA-Phe"

CRIGIN

ccata aacacatagg tttggtccca gccttcctgt taactcttaa
481 taaacttaca catgcaagca tccocgcatccc ggtgagaatg ccctctaggt caacaaaact
541 aagaggadcd gdcatcaagcoc acacacctgt agctcacgac gecohbbgctta accacacccc

1566l aatgaagaca agtctttgta gtatattaaa tacactggtc ttgtaaacca gaaaaggaga
acaaccaacc tccccaagac tcagggaaga tatagcc ccactaccaa

Sekil 3.2. Mandada (Bubalus bubalis) mtDNA/D-loop bélgesi (GenBank No:AF547270)
niikleotit dizisi tizerinde kullanilan primerler

D-loop bolgesi PZR ile yiikseltgenmede reaksiyon basma kullanilacak kalip DNA

miktari, MgClz, primer ve dNTP konsantrasyonlar1 ile en uygun primer baglanma sicakliginin
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belirlenmesi amaciyla gradient PZR kurularak optimizasyon yapilmistir. PZR’m ardindan,
yiikseltgeme iirtinleri % 2°‘lik agaroz jelde 200V altinda 20 dakika elektroforez yapilarak

kontrol edilmistir.

PZR amplifikasyonlar1 20ul toplam hacimde hem 1.5mM hem de 2mM MgCl;
yogunlugunda kalip DNA‘dan 50-100ng, her bir primerden 10pmol, her bir diniikleotid
trifosfattan (ANTP‘ler) 200uM, 1U Taq DNA polymerase (MBI Fermentas) ve 1X PCR buffer
(10mM Tris-HCI, pH 9,0; 50mM KCI) olacak sekilde, MyCycler™ termal déngii cihazinda
yapilmistir  (BIO-RAD). 94°C‘de 5dk‘lik ilk denatiirasyonun ardindan 94°C‘de 30s
denatiirasyon, 50—60°C araliginda degisen (gradient) baglanma sicakliginda 30s ve 72°C‘de 2
dk uzama asamalarini i¢eren 35 dongiiyii takiben 72°C‘de 15dk son uzama yaptirilarak
tamamlanmistir. D-loop bdlgesi en uygun kimyasal yogunluklar1 ve en uygun yiikseltgenme

kosullar1 Cizelge 3.3.’de sunulmustur.

Cizelge 3.3. D-loop bolgesi PZR reaksiyonunda kullanilan kimyasal yogunluklar1

Bilesenler Stok Konsantrasyonu (Miktar)
10x Buffer 10 X PCR Tamponu (2.0 pl)
MgCl; 25 mM (2 pl)
dNTP 200 M (1.0 pl)
Ileri / Geri primer 10 pmol (1.0 ul)
Taq DNA polymerase 5U/ ul (0.1 pul)
Kalip DNA 50-100 ng DNA (2 pl)
Yukaridaki icerikler ddH-O ile 20 pl’ye tamamlanir.
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Cizelge 3.4. D-loop bolgesi PZR reaksiyonu ylikseltgenme kosullari.

Sicakhik Siire Dongii

94 C%de 4 dk 1 flk denatiirasyon
94C%de 30s Denatiirasyon

57 C%de 30s 35 Primer baglanma
72 C%de 2dk Uzama

72 C%de 15 dk 1 Son Uzatma

3.3.2. mtDNA Cyto-b Bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksyonu (PZR) ile Yiikseltgenmesi

Tiirkiye manda populasyonlarindan segilen drneklerde mtDNA sitokrom b (Cyto b)
bolgesinin yaklasik 1140 b¢ uzunlugundaki bir par¢asi Kumar ve ark.’nin (2007) ¢alismasindan
alinan Cyto-1 ve Cyto-Il primerleri ile ¢alisilmistir. Tez kapsaminda ¢alisilan Cyto b bolgesine

ait primer dizilimleri ve referans alinan ¢alismalar Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.5. Proje kapsaminda Cyto-b bolgesini yiikseltgemede kullanilan primerler

Cahisma Cahisilan Primer

Cyto-I Ileri: 5>-ATCATTCTGAGGGGCAACAG-3’,
Geri: 5>-CTTCAGCTTTGGGTGTTGGT-3’
Kumar ve ark., 2007

Cyto-Il leri: 5>-GACAATATCCGAAAATCCCAC-3’,
Geri: 5>-TTCACTCAACCAGACTAGTACC-3’

Sekil 3.3.” te GenBank’tan referans olarak alinan manda mtDNA/ Cyto b gen bolgesi

niikleotid dizisi lizerinde kullanilan primerler gosterilmistir.
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Bubalus bubalis mitochondrion, complete genome
GenBank: AF547270.1

LOCUS
DEFINITION
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

REFERENCE
AUTHORS
TITLE

JOURNAL
REFERENCE
AUTHORS
TITLE
JOURNAL

FEATURES

source

o2

TRNA

TRNA

AF54727© 16358 bp DNA circular MAM 25-3JUL-2016
Bubalus bubalis mitochondrion, complete genome.

AF54727©

AF547270.1

mitochondrion Bubalus bubalis (water buffalo)
Bubalus bubalis
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Cetartiodactyla; Ruminantia;
Pecora; Bovidae; Bovinae; Bubalus.
1 (bases 1 to 16358)
Verma,S.K., Prasad,K. and Singh,L.
Sequencing and characterization of complete mitochondrial genome of
the Indian water buffalo (Bubalus bubalis)
Unpublished
2 (bases 1 to 16358)
Verma,S.K., Prasad,K. and Singh,L.
Direct Submission
Submitted (18-SEP-20082) Centre for Cellular and Molecular Biology,
Uppal Road, Hyderabad, AP 50007, India
Location/Qualifiers
1..16358
/organism="Bubalus bubalis"
/organelle="mitochondrion™

14529, .15668

/codon_start=1

/transl_table=2

/product="cytochrome b"

/protein_id="AAQ12190@.1"
/translation="MTNIRKSHPLMKILNNAFIDLPAPSNISSWWNFGSLLGICLILQ
ILTGLFLAMHYTSDTTTAFSSVAHICRDVNYGWIIRYMHANGASMFFICLYMHVGRGM
YYGSYTFLETWNIGVILLFAVMATAFMGYVLPWGQMSFWGATVITNLLSAIPYIGTSL
VEWIWGGFSVDKATLTRFFAFHFILPFITAALAMVHLLFLHETGSNNPTGISSDTDKI
PFHPYYTIKDILGALLLILALMLLVLFTPDLLGDPDNYTPANPLNTPPHIKPEWYFLF
AYAILRSIPNKLGGVLALVLSILILILMPLLHTSKQRSMMFRPFSQCLFWILVANLLT
LTWIGGQPVEHPYIIIGQLASITYFLLILVLMPTASMIENNLLKW"
15673..15741

/product="tRNA-Thr"

complement(15741..15806)

/product="tRNA-Pro"
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CRIGIN
1 actaatgtct aatcagccca tgctcacaca taactgtgct gtcatacatt tggtattttt
el ttattttggg ggatgcttgg actcagctat ggccgtcaaa ggccccgacc cggagcataa

| 1446l tcacgtggaa ttcaaccacg accaatgata tgaaaaaccs tegttgtcat tcaactacaa
14521 gaacatcal ANGACCAATATC CGAAARATCCC AC daaaattcta

14581 ( [ ¢

14641 [gje=isein . X cct agcaatacac

14701
14761
14821
14881 N
14541 TATCATTCTG atcacca accttctc gcaatccca
15001 CTAGTCTGGT T |«

It cttcgcatt € - . . acttqgcaata ¢
15121
15181
15241
15301
15361 -~ acgatcaatt cctaacaaac
15421 LG
IGEEINgaccattcag ccaatgecta ttctgaatcce tagtagcaaa cctgctaaca
15541 8 '
15601

15661 L ag qta . tacactqgtc ttgtaa

15721 acaaccaacc tccccaagac tcagggaaga ggctatagec ccactACCAR CACCCARAGC
15781 TGRAGttcta tttaaactac tLccctgaata ttattaatat acctccacaa atgcaaagadg

le2el agctatttaa tgaattttaa caggcatctg gttctttctt cagggccate tcatctaaaa
16321 tcgcccattc Lttcctctta aataagacat ctcgatgg

Sekil 3.3. Mandada (Bubalus bubalis) mtDNA/Cyto-b bolgesi (GenBank No:AF547270)
niikleotit dizisi lizerinde kullanilan primerlerin gosterimi

Cyto b bolgesi PZR ile yiikseltgenmede reaksiyon basina kullanilacak kalip DNA
miktari, MgClz, primer ve dNTP konsantrasyonlari ile en uygun primer baglanma sicakliginin
belirlenmesi amaciyla gradient PZR kurularak optimizasyon yapilmistir. PZR‘in ardindan,
yiikseltgeme iiriinleri % 2°lik agaroz jelde 200V altinda 20 dakika elektroforez yapilarak
kontrol edilmistir.

PZR amplifikasyonlart 20ul toplam hacimde hem 1.5mM hem de 2mM MgCl;
yogunlugunda kalip DNA‘dan 50-100ng, her bir primerden 10pmol, her bir dintikleotid
trifosfattan (ANTP‘ler) 200uM, 1U Taq DNA polymerase (MBI Fermentas) ve 1X PCR buffer
(10mM Tris-HCI, pH 9,0; 50mM KCI) olacak sekilde, MyCycler™ termal dongii cihazinda
yapilmistir (BIO-RAD). 94°C‘de 5dk‘lik ilk denatiirasyonun ardindan 94°C‘de 30s
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denatiirasyon, 50-60°C araliginda degisen (gradient) baglanma sicakliginda 30s ve 72°C*de 2
dk uzama asamalarini iceren 35 dongiiyl takiben 72°C‘de 15dk son uzama yaptirilarak
tamamlanmistir. Cyto b bolgesi en uygun kimyasal yogunluklar1 (Cizelge 3.6.) ve en uygun

yiikseltgenme kosullar1 asagidaki Cizelge 3.7. de sunulmustur.

Cizelge 3.6. Cyto b gen bolgesi PZR reaksiyonunda kullanilan kimyasal yogunluklari

Bilesenler Stok Konsantrasyonu (Miktar)
10x Buffer 10 X PCR Tamponu (2.0 ul)
MgCl, 25 mM (1.8 pl)

dNTP 200 uM (0.5 pl)

Ileri / Geri primer 10 pmol (1 ul)

Taq DNA polymerase 5U/ul (0.1 ul)

Kalip DNA 50-100 ng DNA (2 pl)
Yukaridaki i¢erikler ddH2O ile 20 pl’ye tamamlanir.

Cizelge 3.7. Cyto b gen bolgesi PZR reaksiyonu yiikseltgenme kosullari.

Sicakhik Siire Dongii

94 C%de 4 dk 1 [k denatiirasyon
94C%de 30s Denatiirasyon
59 C%de 30s 35 Primer baglanma
72 C%de 2dk Uzama

72 C%de 15 dk 1 Son Uzatma
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Her bir PZR’nda negatif kontrol (6rnek DNA ilavesi yapilmamis bir tiip) hazirlanarak
polimeraz zincir reaksiyonu sirasinda herhangi bir kontaminasyonun olup olmadig: kontrol
edilmistir. mtDNA D-loop ve sitokrom b bélgelerinin ¢ogaltilmasinda MyCycler Personal
Thermal Cycler (BIO-RAD) isimli PZR cihazi kullanilmistir (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. Calismada kullanilan PZR Cihazindan Bir Goriiniim

3.3.3. mtDNA D- loop ve Cyto b Gen Bolgelerinin Dizilenmesi ve Verilerin Analizi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile yiikseltgenen mtDNA D-loop ve Cyto b bolgesi iirlinii
agaroz jel ile kontrol edilip, spesifik olmayan baska dizilerin kontaminasyonunu 6nlemek
amactyla Roche PZR temizleme kiti ile temizlenmistir. Temizlenen iirlin Sanger’in (1973)
zincir bitirme yontemiyle Applied Biosystems®marka, 8 kapilerli 3500 cihazinda DNA
dizileme islemi yapilmistir. DNA dizilemesi MedSanTek firmasina hizmet alimi1 seklinde
yaptirilmistir. Dizileme islemi i¢in yiikseltgemede kullanilan primerler kullanilarak iki yonlii
dizileme yapilmistir. Her bir 6rnek i¢in hem ileri hem de geri primerlerin kullanilmasiyla elde
edilen kromotogramlar ChromasPro Version 1.7.4 programinda (Technelysium Pty Ltd,

http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html) agilarak alt alta siralanmis, geri primerin

“reverse komplementi” alinarak ileri primer dizisi ile karsilastirilmis ve konsensus diziler elde
edilmistir. Cihazin pikleri hatali okuyup okumadigi da elektroferogramlar gozle incelenerek ve

konsensus dizilerle karsilastirilarak kontrol edilmistir. Her bir 6rnek i¢in elde edilen konsensus
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diziler ve GenBank‘tan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) indirilen referans diziler,
BioEdit Version 7.0.4.1 (Hall, T. 1999) programi altinda “ClustalW Multiple Alignment”
(Thompson ve ark., 1994) yazilimi kullanilarak ayni baz dizileri alt alta gelecek sekilde
hizalanmistir. Hizalamanin ardindan tiim dizilerin ayni1 uzunlukta olmasi i¢in sondan ve bastan
fazla okunmus diziler kesilip, analiz dis1 birakilmistir. Sonraki analizler D-loop bolgesi ile ilgili
olarak kalan 900 bg ve Cyto b bolgesi igin ise 1240 bg¢’lik bolge kullanilarak siirdiirilmiistiir.
Hizalanmis diziler fasta formatinda kaydedilerek istatistik programlarinda kullanilmak {izere
dosyalanmistir. DNA dizilim verilerini degerlendirmek i¢in ChromasPro 2.4.3, BioEdit, DnaSP
v6.0, MEGA 7.0, Network 5, Arlequin ver 3.5.2.2 bilgisayar programlar1 kullanilmistir. Bu
programlar ile DNA dizilerinin hizalanmasi, niikleotit degisimlerinin (mutasyonlarin)
saptanmas1 ve farklilikla ilgili parametrelerin hesaplanmasi, filogenetik agacin olusturulmasi,
filogenetik agacin ¢esitli parametreler agisindan degerlendirilmesi, dizi analizine dayali

filogenetik caligsmalarda kullanilan istatistik metotlarla yorumlanmasi yapilmistir.

3.4. Istatistik Metodlar

3.4.1.Haplotip Cesitliligi (HC): Haplotip, genetikte birlikte kalitilan kromozomlar iizerinde
birbirleriyle iligkili lokuslardaki allel kombinasyonu veya DNA dizisi olarak tanimlanabilir.
Haplotip ¢esitliligi  degeri, c¢alisilan populasyonlar ve bireyler arasindaki paylasilan
haplotiplerin veya dizilerin oranini ya da frekansini gostermektedir. mtDNA {izerinde yakin
mesafede bulunan genler ya da niikleotit bolgeleri gamete birlikte aktarilirlar ve bu bagh
bolgeler daima birlikte bulunduklari igin Haplotip adin1 alirlar (Hemrick, 2005). Calisilan
populasyon ya da irklarin haplotip ¢esitliligi irklar1 karsilagtirma agisindan bilgi verici bir

degerdir ve asagida verilen denklemle hesaplanabilir.

H(;:(nfl)u—inZ

k
i=1

Burada xi degeri i.ci haplotipin frekansini, n ise gen kopya sayisi, k haplotip sayisini ifade
etmektedir ve mtDNA igin 1’dir. (Nei ve Tajima, 1981; Nei 1987, Jobling ve ark., 2004).
Caligma kapsaminda ele alinan populasyonlar arasindaki haplotip ¢esitliligi ve standart sapma

degerlerinin hesaplanmasinda DnaSP v6.0 programi kullanilmistir (Rozas ve ark., 2017).
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3.4.2.Haplotip frekans1 (HF): Genetikte birlikte iletilen kromozomlar {izerinde birbirleriyle
iliskili lokuslardaki alel kombinasyonuna veya DNA dizisine haplotip adi verilmektedir.
Haplotip frekansi, bir populasyonunun genetik c¢esitliligini ortaya koyan bir degerdir. Bu
calismada mandalarda mtDNA D-loop (HS: 55) ve Cyto b (HS: 24) gen bolgelerinde farkli
sayida haplotiplerin oldugu gézlemlenmistir. Tez kapsaminda ¢alisilan 16 farkli populasyonda,

her bir popuasyona ait haplotip frekanslar1 asagidaki formiil yardimi ile hesaplanmistir.

_ ligiti Haplotipleri Tastyan Toplam Birey Sayist
Toplam Birey Sayisi

HF

3.4.3.Niikleotid Cesitliligi (NC): Niikleotid cesitliligi populasyon igerisinde pozisyon basina
diisen niikleotid farkliliklarinin veya diziler arasindaki niikleotid farkliliklarinin ortalamasi olup
genetik varyasyonun Ol¢lisii olarak gosterilmektedir. Molekiiler tekniklerinin uygulandigi
caligmalarda populasyonlar i¢i, populasyonlar arasi ve tiirler arasinda bulunan niikleotid
varyasyonunun belirlenmesi ve anlagilir kilinmasi populasyon genetiginin temelini
olusturmaktadir. Farkli populasyonlardan elde edilen DNA dizileri iizerinde gozlemlenen
niikleotid varyasyonunun ol¢iimiiniin en basit yolu incelenen bdlgede degisken niikleotid
bolgelerinin belirlenmesidir ve incelenen bir DNA dizisi ise ayirt edici bolgelerin diziyi

olusturan toplam niikleotit sayisina boliinmesi ile bulunmaktadir.

Ele alinan irklar arasindaki niikleotit (N¢) ¢esitliliginin belirlenmesi amaciyla DnaSP

v6.0 programi1 kullanilmigtir (Rozas ve ark., 2017) .

3.4.4. Filogenetik Analizler: Filogenetik, c¢esitli organizma gruplar1 (tirler, 1irklar,
populasyonlar, alt populasyonlar vs.) arasindaki evrimsel iligkinin arastirilmasini amaglar.
Calisilan organizmalarin sahip oldugu molekiiler mekanizmalar, tek bir ataya sahip olduklarini
gostermektedir.  Ortak  atadan  evrimlesmeleri  sayesinde  tiirler,  birbirleriyle
iligkilendirilebilirler. Bu iligkiler filogeni olarak adlandirilmaktadir. Filogeniler, tiirlerin
genomlarinin zaman igerisinde nasil degistiklerini anlayabilmemizi sagladiklarindan dolay1
faydalidirlar. Calisilan gruplar arasi filogenetik iligkinin, grafiksel olarak gosterimi ise

“filogenetik agaclar” araciligiyla olur.
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Tez ¢aligmasit kapsaminda farkli illerden toplanan populasyonlar i¢i ve arasi iligkinin ve
haplotipik yapinin gorsel olarak ayirt edilebilmesi ve daha iyi anlasilabilmesi amaciyla, elde
edilen diziler filogenetik aga¢ ve network olusturulmasinda kullanilmistir. Bu amagla, MEGA
7.0 programi (Kumar ve ark., 1993-2019) kullanilarak ciftler bazinda veri silme (Pairwise
Deletion) ve 1000 bootstrap secenekleri altinda en uygun modele gore NJ agaci ile her bir
haplotipe gore Network 5.0.1.1 programi (Bandelt ve ark., 1999) kullanilarak Medyan Katilma
Ag1 “Median Joining Network”u olusturulmustur. Veri analizi sonrasi belirlenen haplotiplerin
ve NCBI GenBank’tan alinmis farkli iilke irklarina ait mtDNA D-loop ve Cyto-b gen bolgesi
dizilerinin karsilastirilarak genetik uzakliklarin belirlenmesi amaci ile s6z konusu programin
“Distance (uzaklik)” ve “Compute pairwise (ikili gruplar1 hesaplama)” fonksiyonlari

kullanilmig, hesaplamalar en uygun modelleme yontemine gore yapilmistir.

3.4.5.Niikleotid Yer Degistirme Oranlarimin Belirlenmesi: Niikleotid yer degistirmelerinin
sayisinin  belirlenmesi i¢in farklt yazarlar tarafindan birgok matematiksel model
olusturulmustur. DNA‘da niikleotid yer degisim modeli fikri ilk olarak Jukes ve Cantor
tarafindan 1969 yilinda ortaya atilmistir. Tek parametre modeli olarak da bilinen JC69 modeli
herhangi bir DNA dizisinde niikleotit degisimleri esit olasilikla olmakta, her 3 niikleotid’den
her biri belirli bir zaman araliginda mutlaka o frekansiyla degismektedir prensibine
dayandirilmistir (Nei ve Kumar, 2000). Ancak gergek diziler incelendiginde degisimlerin esit
olmadig1 transisyonel yani piirin/piirin (A<-->G) ya da pirimidin / pirimidin (C<-->T),
degisimlerinin transversiyonel yani piirin / pirimidin ya da pirimidin /piirin degisimlerine (A ya
da G <--> C ya da T) oranla daha sik oldugu goriilmiistiir (Nei ve Kumar, 2000). Kimura bu
gbzlemi dikkate alarak 1980 yilinda Kimura 2 parametre modelini 6nermistir. Bu ¢alismada
niikleotit yer degistirme oranlarinin ve populasyonlar arasi farkliliklarin belirlenmesi amaciyla
DnaSP v6 programi (Rozas ve ark., 2017) kullanilmistir. Bu degerlerin hesaplanmasinda

Kimura iki parametre (K2P) modelinden yararlanilmistir.

3.4.6. Genetik Uzakhgin Olgiimii: Irklar aras1 genetik uzakliklarin incelenmesinde, Nei‘nin
“Standart Genetik Uzaklik” hesaplamas1 ve Wright'in F istatistigi hesaplamalar1 baz alinarak
yapilmistir. Bu amagla MEGA 7.0 programi ve Arlequin ver3.5.2.2 programi (Excoffier ve
Lischer, 2010) kullanilmistir. Elde edilen irklar arasi uzaklik matrikslerine gére PHYLIP 3.69
programinda NEIGHBOR yazilimi (Felsenstein, 2005) ve TreeView programi kullanilarak

agaglar olusturulmustur. Genetik mesafe Ol¢iimiinde kullanilacak niikleotit yer degisimi
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modellerinden hangisinin kullanilacag: ile ilgili uygun yontemi belirlemek i¢in Kumar ve ark.
(1993) tarafindan Onerilen sistemden yararlanilmistir. En uygun niikleotid yer degisim
modelini belirlemek i¢cin ModelTest, v3.7 (Posada ve Crandall,1998) programi kullanilmas,
oldukca yakin skorlar veren K2P, GTR ve HKY modelleri tercih edilmistir.
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4. BULGULAR

4. 1. DNA’larin Yogunlugunun, Safliginin ve Biitiinliigiiniin Kontrolii

Elde edilen stok DNA’larin yogunluk ve safligimin kontrol edilmesi amaciyla
spektrofotometrik dl¢iim yapilmistir. Bu amagla Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Zootekni Boliimii Biyometri ve Genetik Anabilim Dalinda bulunan NanoDrop
spektrofotometre cihazi kullanilmistir. DNA’larin yogunluk ve saflik analizinde 260 nm dalga
boyunda elde edilen degerle 280 nm dalga boyunda elde edilen degerin oran1 (A260/A280) ve
260 nm dalga boyunda elde edilen degerle 230 nm dalga boyunda elde edilen degerin oranm
(A260/A230) kullanilmigtir. 1.8’in altinda elde edilen A260/A280 degeri protein
kontaminasyonunu, 2’nin {izerinde elde edilen A260/A280 degeri RNA kontaminasyonunu ve
2’nin altinda elde edilen A260/A230 degeri ise fenol kontaminasyonunu isaret ettiginden
A260/A280 orani 1.80 ile 2.00; A260/A230 orani ise 1.8 ile 2.2 araliginda olan DNA’lar
calismaya dahil edilmistir.

Spektrofotometre ile miktar ve saflik tayini yapilan stok DNA’larin biitiinliigliniin
(degrade olup olmadiginin) kontrolii i¢in % 0.8’lik agaroz jel hazirlanmistir. Agaroz jelin
hazirlanmas1 amaciyla, 0.8 gr agaroz tartilarak 100ml 1XTBE (Tris-Borik asit-EDTA) i¢inde
homojen bir goriiniim alana kadar mikrodalga firinda eritilmistir. Agaroz jel karisimi, 1lik suyun
altinda yaklasik 60°C’ye diisene kadar tutulduktan sonra karigim taraklar igeren jel kasetine
dokiilerek yarim saat donmasi beklenmis ve siire sonunda taraklar ¢ikartilarak, 1XTBE igeren
elektroforez tankina alinmistir. Stok DNA’larin goriintiilenmesi amaciyla, 2ul DNA, 2ul 2X
yiikleme soliisyonu ve 4ul distile su karistirilmis ve kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez
islemi 120 Volt’da 25-30 dakika uygulanmistir. Jel SYBR safe ile boyanmis ve goriintiileme
sistemi yardimiyla DNA bantlarinin varligi ve biitiinliigii kontrol edilmistir (Sekil.4.1,
Sekil.4.2). Tim stok DNA’larin saflik ve yogunluklarinin uygun standartlarda oldugu
belirlenmistir. Elde edilen stok DNA’lar i¢in, PZR’da kullanilmak iizere (yaklagik 100ng/ul
olacak sekilde) 1/10 veya 1/20 oraninda saf su ile sulandirma yapilmis, hemen kullanilacak

olanlar +4°C’de, saklanacak olanlar ise -20°C’de muhafaza edilmistir.

1 2 3 4 5 6770 =809 010 11401213 14 1516 1/ 48 19

-~~-—u~~~'nw4~*~n~~~-" 5
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Sekil 4.1. Tez kapsaminda calisilan bireylere ait stok DNA ‘lardan bazilarinin % 0.8lik
agaroz jel gorilintiisii (M: her siranin sonunda 100bp DNA ladder, MBI Fermentas)
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Sekil 4.2. Tez kapsaminda c¢aligilan bireylere ait DNA ‘lardan bazilarinin sulandirma sonrasi
% 0.8°lik Agaroz jel goriintiisti (M: her siranin sonunda 100bp DNA ladder, MBI Fermentas)
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4.2. mtDNA D-loop ve Cyto-b Bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
Yiikseltgenmesi (PZR)

Bu ¢alismada kontrol bolgesi (D- loop) ve Sitokrom b (Cyto- b) bolgesi 2’ser gift primer
seti kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile yiikseltgenmistir. Sonuclar RedSafe
(Nucleic Acid Staining Solution) igeren %2’lik agaroz jelde yiiriitilmiis ve Vilber Lourmat
Marka QUANTUM ST4 model goriintiileme cihazinda incelenmistir. Ana karigimda
kontaminasyonun olup olmadigini anlayabilmek i¢cin DNA icermeyen negatif kontroller ve
yiikseltgenen DNA’larin beklenen uzunluklarda olup olmadigini anlayabilmek i¢in DNA
merdivenleri (size marker) kullanilmustir. Sekil. 4.2.1(a) D-loop birinci primer bélgesini, (b) D-
loop ikinci primer bdlgesini (c) Cyto-b birinci primer bolgesini, (d) Cyto-b ikinci primer

bolgesinin PZR sonuglarini gostermektedir.

Dloop 2018 WB

M
9 10 11 12 13 14 15 16

[\
C 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

D-loop I (a)

N N e — - Y S e e g e | e
BURSA
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D loop 11 (b)
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Cytob I (c)

cytob 2. bélge

Cyto b 11(d)
Sekil 4.3. D-loop (a: I. Primer Bolgesi, b: II. Primer bolgesi) ve Cyto-b (c: I. Primer Bolgesi,

d: II. Primer bolgesi) bolgesi PZR sonrasi agaroz jel goriintiisii.

D-loop bolgesi I. primer ylikseltgenme bolgesi sonucu (a) jel sonuglari incelendiginde ilk
kuyu (C) negatif kontrol 6rnegini, diger kuyular (1, 2, 3, 4..., 31) proje kapsaminda ¢aligilan
bireyleri ve jelde son kuyu DNA merdivenini (GeneRuler 100 baz ¢ifti (b¢) DNA Merdiveni)
icermektedir. D-loop bolgesi (b) seklinde II. primer yiikseltgenme bdlgesi sonucu
goriilmektedir. Jelde ilk iki kuyu negatif kontrolii, 3-7. kuyular Samsun ili 6rneklerini (1-5), 8-
14. kuyular Bursa ili 6érneklerini (1-7), 15. kuyu DNA merdivenini, daha sonraki 2 kuyu
Balikesir 6rneklerini ve son kuyu da DNA merdivenini (GeneRuler 100 baz ¢ifti (b¢g) DNA

Merdiveni) icermektedir.

Sitokrom b bolgesi (c) seklinde 1. primer ylikseltgenme bolgesi sonucu goriilmektedir.
Jelde ilk kuyuda DNA merdivenini (GeneRuler 100 baz gifti (bg) DNA Merdiveni), 2 - 9.
kuyular Mus ili 6rneklerini (4 - 20), 10 - 19. kuyular Corum ili 6rneklerini (4 - 15), 20. kuyu
DNA merdivenini igermektedir. Sitokrom b bolgesi (d) seklinde II. primer yiikseltgenme
bolgesi sonucu goriilmektedir. Jelde ilk kuyuda DNA merdiveni (GeneRuler 100 baz ¢ifti (bg)
DNA Merdiveni), 2-19. kuyularda Mus ve Bitlis ili 6rnekleri yer almaktadir. Alt gruptaki
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kisimda ise ilk kuyuda DNA merdiveni (GeneRuler 100 baz ¢ifti (b¢) DNA Merdiveni), 2-19.

kisimda ise Giresun ili 6rnekleri yer almaktadir.

4.3. D-loop ve Cyto-b Bolgeleri Dizi Analizleri

Tiirkiye’nin farkli bolgelerine ait yaklasik 200 bireye ait 6rnegin mtDNA D-loop ve
Cyto-b bolgesi otomatik Applied Biosystems ABI 3500™ DNA analiz cihazi kullanilarak ileri
ve geri primerler kullanilarak DNA dizilimleri yapilmistir. Kromotogramlar ChromasPro
v1.7.4. (http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html) programi kullanilarak gézlenmis
ve birlestirilmistir. Ortaya ¢ikan birlestirilirmis diziler FASTA formatinda kaydedilmistir.
Birlestirme sonrasinda D-loop bolgesinde 183 birey, Cyto-b bolgesinde ise 200 bireyin

dizilimleri elde edilmistir.

Sekil 4.4.’de D-loop gen bdlgelerine ait kismi kromotogram ornekleri verilmektedir. |
ve Il D-loop gen bolgesi diziliminin kontrolleri sonrasi her iki bolgesin sekanslart ChromasPro

v1.7.4. programi kullanilarak birlestirilmistir.

B ChromasPro - [12_dloop] - a X
= File Edit Analysis Options View Window Help -2
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MEL_OZKAN_UNAL_DLOOP2R_12 S SRS S EEEEEEE S 5§ J1
EMEL_OZKAN_UNAL_DLOOP2-F_12_ 112 Tanﬂniunrsz

C 5 1
uC‘kTi\llTT’-']B"-”'
G C ATAAAI‘I G

110 12(
IIIIIIIIIIIIIIIIIIII

¥ ll r« I "'”l'.'l 9

MEL_OZKAN_UNAL_DLOOP2-R_12_

EMEL_OZKAN_UNAL_DLOOP2-F_12_

Il‘ "II i ||“ | M | “‘ | |, “| iR
L _'13 I NW\[\ H

a) D-loop I. gen b01g651 kromotogram1
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B ChromasPro - (13 _dloop] X
=% File Edit Analysic Options View Window Help

=d VM ELHE 2

MEL_OZKAN_UNAL_DLOOP2-R_13 &

EMEL_OZKAN_UNAL_DLOOP2-F_13_JilG C

ZMEL_OZKAN_UNAL_DLOOP2-F_13_

b) D- loop II. gen bolgesi kromotogrami

Sekil 4.4. Mus 3 nolu bireyin D-loop | (2) ve D-loop II (b) bolgesi primerleri ile yiikseltgenen
bolgelerinin birlestirilmis kromotograminin kismi goriintiisii. Yukart kisimda
birlestirilmis sekans dizisi, birlestirilmis sekans dizisinin altinda ise ileri ve geri

sekans dizileri ayr1 olarak verilmektedir.

Birlestirilme sonrasinda dizilerin hizalanmasi Bioedit v7.0.4.1 (Hall, 1999) programinin
icinde bulunan ClustalW Coklu Hizalama uygulamasi kullanilarak yapilmistir. Hizalama
sonuglar1, yanlis yerlestirilen bosluklarin olmasi ihtimaline kars1 gbézle kontrol edilmistir.
Ayrica tiim populasyon i¢inde sadece tek bir bireyin bir bolgesinde gozlenen mutasyonlar
kromotogramlar tizerinden iki kere kontrol edilmistir. Sekil 4.5.’de hizalanmis D-loop gen

bolgesi dizileri kismi olarak gostermektedir.
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C:\Users\czeme\Desktop\ SEREFTEZANALIZDOSYALAR_2018_aralik\DLOOP_183BIREV\22_11_ENSONHAL fas E=N iR

=} E lﬁn'ﬁNeﬂ 'lﬁ B 183 total sequences

Mode: Select / Side v | Selection 0 Sequence Mask: None St

Position: 28 5113 Numbering Mask: None al!
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Sekil 4.5. Hizalanmis D-loop gen bolgesi dizisi. Farkli populasyonlara ait hizalanmis dizilerin
120 baz ciftlik (bg)’lik bir boliimiinii gésteren Bioedit (Hall, 1999) program goriintiisii.

ve ll

Sekil 4.6.’da Cyto-b gen bolgelerine ait kismi kromotogram 6rnekleri verilmektedir. |

Cyto b gen bolgesi diziliminin kontrolleri sonrast her iki bolgesin sekanslart ChromasPro

v1.7.4. programi kullanilarak birlestirilmistir.
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a) Cyto b I. gen bolgesi kromotogrami
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b) Cyto b II. gen bolgesi kromotogrami

Sekil 4.6 Afyon ili 1 nolu bireyin Cyto b I (a) ve Cyto b 1l (b) gen bdlgesi primerleri ile
yiikseltgenen bolgelerinin birlestirilmis kromotograminin kismi goriintiisii. Yukar1 kisimda
birlestirilmis dizisi, birlestirilmis dizisinin altinda ise ileri ve geri sekans dizileri ayr1 olarak
verilmektedir.

I. ve 1l. Cyto-b gen bdlgesi dizilerinin ayr1 ayri birlestirilmesi ve kontrolleri sonrasi her
iki bolgesin dizileri ChromasPro v1.7.4. programi kullanilarak birlestirilmistir. Birlestirilme
sonrasinda Cyto b gen bolgesi dizilerinin hizalanmasi Bioedit v7.0.4.1 (Hall, 1999) programinin
icinde bulunan ClustalW Coklu Hizalama uygulamasi kullanilarak yapilmigtir. Hizalama
sonuglari, yanlis yerlestirilen bosluklarin olmasi ihtimaline karsi gozle kontrol edilmistir.
Ayrica tiim populasyon icinde sadece tek bir bireyin bir bolgesinde gozlenen mutasyonlar

kromotogramlar tizerinden iki kere kontrol edilmistir.
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yﬁl: Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World Wide Web Options Window Help
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Sekil 4.7. Hizalanmig Cyto - b gen bolgesi dizileri kismi olarak gostermektedir.
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4.4. mtDNA Verileri Analiz Sonuclari

4.4.1. mtDNA Kontrol Bolgesi (D-loop) Analiz Sonug¢lar

4.4.1.1 Sekanslara Dayah Olarak Saptanan Niikleotid ve Haplotip Cesitliligi

Dort farkli bolge olarak gruplandirilan (Sekil 4.8.) toplam 183 bireyde D- loop gen
bolgesi (1 ve 2. primer bolgesi) basari ile yiikseltgenmis ve hizalamasi yapilmistir. Calisilan
populasyonlarda D-loop bolgesi cesitliligi ile ilgili istatistiki degerler (haplotip sayisi, haplotip
cesitliligi, polimorfik bdlge sayisi, Parsimonik bilgi verici bolge sayist ve niikleotid
cesitlilikleri) DnaSP v.6 programindaki (Librado ve Rozas, 2009) “Polymorphism” araci

kullanilarak hesaplanmustir.

Ege Denizi
Sakiz »
Atina
.

Hermupolis

it Denizi

nnnnnnnnnn

Sekil 4.8. Tez ¢alismasi kapsaminda secilen bireylerin 4 farkli bolge olarak gruplandirilmast.

Tez kapsaminda calisilan populasyonlarda mtDNA D-loop gen bolgesi ¢esitliligi ile
ilgili sonuglar Cizelge 4.4.1° de verilmektedir. Cizelgedeki sonuglar incelendiginde, bolgeler
bazinda en yiiksek haplotip ¢esitligi H=0.934 (£0.024) degeri ile I¢ Anadolu bolgesi
populasyonlarinda oldugu belirlenmisken, en diisiik haplotip ¢esitliliginin ise 0.910 (+0.036)
degeri ile Dogu/Giiney Dogu Anadolu bélgesi populasyonlarinda gézlenmistir. Bolgelere gore
niikleotit ¢esitliligi sonuglart degerlendirildiginde ise, en yiiksek degerin Marmara/ Ege bolgesi
populasyonlarinda 0,00908 (+£0.00073), en diisik degerin ise Karadeniz bolgesi
populasyonlarinda 0.00634 (£ 0.0073) oldugu gézlenmistir.
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Calismada polimorfik bdlge sayisinin I¢ Anadolu Bolgesi populasyonlarinda diger
populasyonlara oranla daha yiliksek oldugu bulunmustur. Parsimonik bilgi verici bolge sayisi
sonuglart bolgelere gore incelendiginde, Dogu / Giiney Dogu Anadolu Bdlgesi
populasyonlarinda diger bolge populasyonlarina oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Ayni tabloda, D- loop bolgesi i¢in Dogu / Giiney Dogu Anadolu Bolgesi populasyonlarinda az
sayida haplotip oldugunu ama en az iki haplotipin digerlerinden farkli olabilecegini
gostermektedir. Calismada Karadeniz bolgesinden 6 farkli ilden rastgele secilen 69 bireyde
calisilmis olup bu bireylerde 22 farkli haplotipin mevcut oldugu belirlenmistir. Marmara
bolgesinden 5 farkls ilden secilen 41 bireyde 21 haplotip, I¢ Anadolu bdlgesinden 2 farkli ilden
secilen 37 bireyde 19 haplotip, Dogu / Gliney Dogu Anadolu bolgesinden 3 farkli ilden segilen
36 bireyde ise 18 haplotipin oldugu belirlenmistir.

Incelenen 183 Tiirkiye mandas: bireyinde toplam 55 farkli haplotip belirlenmistir. Bu
55 haplotipten 35’1 d6zgiindiir, yani 16 farkli ilden toplanan 183 manda bireyi igerisinde sadece
bir hayvanda belirlenmistir. Bu haplotipler ve goriildiigii populasyonlar Cizelge 4.4.1.°de
verilmistir. Tez kapsaminda ¢alisilan 183 birey dikkate alindiginda, incelenen tiim

populasyonlar bazinda yaklasik %19 oraninda 6zgiin haplotip tasidig dikkat ¢ekmektedir.

Cizelge 4.1.°deki degerler incelendiginde Diyarbakir ve Sivas illerinden rastgele
secilerek mtDNA kontrol bolgesi calisilan (n=13) ve (n=19) bireyden 5’er tanesinin
haplotiplerinin diger populasyonlarda yer almayan 06zgiin haplotiplere sahip oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde Afyon ilinden segilen 13 bireyden 4 tanesinin 6zgiin haplotipler
gosterdigi belirlenmistir. Kayseri ve Bursa ilinden toplanan 6rneklerde 3’er 6zgiin haplotip,
Mus, Corum, Samsun, Istanbul/Silivri ve Balikesir érneklerinde 2’ser dzgiin haplotip, Bitlis,
Amasya, Giresun, Sinop ve Tokat illerinden toplanan populasyonlarda ise 1’er tane 6zgiin
haplotip oldugu gdzlemlenmistir. Ozgiin haplotip sayilar1 bdlgeler bazinda irdelendiginde, en
yiiksek 6zgiin haplotip sayisinin (n=11 6zgiin haplotip) Marmara / Ege bolgesi illerinden alinan
populasyonlarda gozlendigi, diger bolgelerdeki illerden alinan populasyonlarda gozlenen 6zgiin

allel sayisinin ise esit (n=8’er 6zgiin haplotip) oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. incelenen populasyonlarda mtDNA D-loop bdlgesi cesitliligi ile ilgili istatistiki degerler

Bolge Populasyon Nss | HS | HC+SS PB PBVS | NC+SS k
istanbul / Silivri SIL) | 7 |4 | 0714+ 0.181 16 4 0.00609+ 0.00259 | 5.333
Balikesir (BA) 7 4 0.810+0.130 15 13 0.00913+0.00173 8.000
Marmara / Bursa (BU) 7 5 0.857+0.137 19 11 0.00860+ 0.00289 7.524
Ege Bolgesi —
(MEG) Tekirdag/Saray 7 5 0.905+ 0.103 20 13 0.01046+ 0.00221 9.143
(SAR)
Afyon (AF) 13 |10 0.949+ 0.051 9 ) 0.00284+0.00051 2.487
Toplam 41 |21 0.915+ 0.029 34 19 0.00908+ 0,00073 7.919
Samsun (SA) 6 4 0.800+0.172 8 1 0.00327+0.00114 2.867
Sinop (SI) 7 5 0.905+ 0.103 19 15 0.00968+0.00221 8.476
Tokat (T) 6 3 0.733+0.155 3 1 0.00137+ 0.00049 1.200
Karadeniz Bolgesi
12 |10 0.970+0.044 14 7 0.00451+0.00085 3.939
(KRD)
Corum (C)
Amasya (A) 19 |8 0.865+0.053 25 19 0.00754+0.00159 6.585
19 |9 0.889+0.046 20 16 0.00654+0.00126 5.719
Giresun (G)
69 |22 0.924+0.014 34 21 0.00634+0.00075 5.519
Toplam

Nss = Ornek say1s1; HS= Haplotip say1s1; HC= Haplotip gesitliligi; PB= Polimorfik bolge; PBVS=Parsimonik bilgi verici bdlge sayis1; NC= Niikleotit cesitliligi; SS= Standart sapma; k=Ortalama

Niikleotid Farkliliklarinin Sayis1
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Cizelge 4.1 (Devami)

Bolge Populasyon Nss | HS | HC£SS PB PBV | NC+SS k
S
Dogu / Giiney Dogu Mus (M) 10 9 0.978+0.054 24 8 0.00800+0.00206 7.000
Anadolu Bolgesi
13 8 0.859+0.089 25 12 0.00704+0.00207 6.154
(DGA) Bitlis (B)
13 10 | 0.923+0.069 23 9 0.00622+0.00158 5.436
Diyarbakir (D)
36 18 | 0.910+0.036 30 27 0.00680+0.00111 5.946
Toplam
%f(?pl\l)ad()lu Bolgesi Kayseri (K) 18 10 | 0.882+0.063 31 19 0.00914+0.00173 7.993
19 11 | 0.889+0.058 28 9 0.00572+0.00160 4.994
Sivas (S)
37 19 | 0.934+ 0.024 39 26 0.00750+0.00129 6.544
Toplam
Toplam 183 |55 | 0.939+0.008 55 36 0.00754+ 0.00050 6.528

Nss = Ornek sayisi; HS= Haplotip sayis;; HC= Haplotip gesitliligi; PB= Polimorfik bélge; PBVS=Parsimonik bilgi verici bdlge sayis1; NC= Niikleotit gesitliligi; SS= Standart sapma; k=Ortalama
Niikleotid Farkliliklarinin Sayis1
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Caligmada baz1 haplotiplerin ise ayni populasyon i¢inde iki veya daha fazla bireyde
gorildiigii belirlenmis ve bu sonuglar Cizelge 4.2.” de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.2. Calisma kapsaminda incelenen 183 bireyden sadece bir bireyde goriilen 6zgiin

haplotipler
Haplotip Ornegin ahndigi il / ilce | Bolge
H2, H5, H6 Kayseri
H11, H13, H15, H16, H19 | Sivas I¢c Anadolu Bolgesi
H24, H25 Mus
H26, H27, H28, H29, H30 Diyarbakir Dogu/Giiney Dogu Anadolu
H31 Bitlis Bolgesi
H32 Amasya
H36 Giresun
H37, H38 Corum
H47, H48 Samsun
Karadeniz Bolgesi
H49 Sinop
H51 Tokat
H39, H40 Istanbul/ Silivri
H41, H42 Balikesir
H44, H45, H46 Bursa
Marmara / Ege Bolgesi
H52, H53, H54, H55 Afyon
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Calismada her 4 bolge grubundaki populasyonlarda goriilen haplotipler H3, H7, H12 ve
H18’dir. En yaygin goriilen haplotipler H3 ve H12 olup her biri toplam 25’er bireyde goriilmiistiir.
Bu haplotiplerin illere gore dagilimlari Tablo.4.4.2°de gosterilmektedir. Ikinci sirada 4 farkli bolge
grubunda gozlemlenen H7 ve H18 olarak isimlendirilen grup olup, her biri toplam 16’ar bireyde
goriilmiistiir. Uciincii sirada en yaygin gdzlemlenen haplotipler H14 ve H21 olup her biri toplam
11’er bireyde gozlemlenmistir. Diger haplotip gruplarinda gozlenen birey sayilar1 6- 2 arasinda

degisim gostermektedir (H17, H10, H22, H20, H1, H4, H8, H9, H23, H33, H34, H35, H43, H50).

[ller bazinda haplotipler incelendiginde; baz1 haplotiplerin sadece tek bir populasyonda
fakat birden fazla bireyde goriildiigii belirlenmistir. H1 grubu sadece Kayseri ilinden rastgele
segilen bireylerden 3 tanesinde, H4 ve H9 grubu ise ayni ilden segilen sadece 2’ser bireyde
gozlemlenmistir. H33 grubu Amasya ilinden toplanan 6rneklerden 3 tanesinde gozlemlenmistir.
H34 ise Giresun ilinden toplanan 2 bireyde gozlemlenmistir. H43; Balikesir ilinden toplanan 2
bireyde, H50 ise Tokat ilinden toplanan 3 bireyde gézlemlenmistir. Tiim haplotip sonuclari birlikte
degerlendirildiginde, calisilan 183 bireyde 4 farkli bolge grubunun birbirinden net bir bigimde

ayrilmadigini gostermektedir.
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Cizelge 4.3. Birden fazla bireyde goriilen haplotiplerin sayis1 (n)’nin bolge ve illere gore dagilima.

Haplotip MEG KRD DGA ICA

H1 - - - Kayseri (2), Sivas (1)

H3 Istanbul/Silivri (4), Bursa (1), | Giresun (2), Corum (2), Sinop (2), | Mus (1) Kayseri (6), Sivas (1)
Tekirdag / Saray (1), Afyon (3) | Tokat (2)

Ha : _ - Kayseri (2)

H7 Balikesir  (3), Bursa (3), | Amasya (2), Giresun (1), Sinop (2) | Diyarbakir (1), Bitlis (1), Kayseri (1)
Tekirdag / Saray (2)

H8 - Corum (1) - Kayseri (1)

H9 - - - Kayseri (2)

H10 Afyon (1) - Mus (1), Bitlis (1) Kayseri (1), Sivas (1)

H12 Tekirdag / Saray (2), Afyon (1) | Amasya (6), Giresun (2), Corum (1) | Mus (1), Diyarbakir (4), Bitlis (5) | Sivas (3)

H14 Afyon (2) Giresun (1), Corum (2) Sivas (6)

H17 - Amasya (2), Corum (1) Bitlis (1), Sivas (2)
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Cizelge 4.3 (Devami)

H18 Tekirdag / Saray (1), Afyon (1) | Amasya (1), Giresun (5), Corum | Diyarbakir (1), Bitlis (1), Sivas (1)
(2), Samsun (3)
H20 Tekirdag/Saray (1) Amasya (1) Mus (1), Bitlis (1), -
H21 Tekirdag / Saray (1) Amasya (3), Giresun (4), Corum (1) | Mus (1), Diyarbakir (1), -
H22 Istanbul/Silivri (1) - Mus (2), Bitlis (2) -
H23 - - Mus (1), Diyarbakir (1) -
H33 - Amasya (3) - -
H34 - Giresun (2) - -
H35 Afyon (1) Giresun (1), Sinop (1) - -
H43 Balikesir (2) - - -
H50 - Tokat (3) - -

MEG: Marmara / Ege bolgesi, KRD: Karadeniz Bélgesi, DGA: Dogu / Giiney Dogu Anadolu Bolgesi, ICA: I¢ Anadolu Bélgesi
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Calismada tiim haplotiplere ait niikleotit dizilimleri ¢ikartilmis ve Parsimonik agidan
bilgilendirici olanlar segilerek asagida listelenmistir (Sekil 4.9). Calismada 16 farkli ilden
alinan 183 bireyde 55 farkli haplotip gozlemlenistir.

5111112222222222222222333333333444444444445556667777778
5067780134556666677799133355775811244456730162661333482
190122718372456716723056738363819301376525118298813012

Hap_1 AGCGACTTCGAAAAAACCTATAACATTTGCTGGTCTCTCCAGCGAGGGGGGTCTC

Hap_2 CLALT o G.o.nns G...TG..C....ounun TTG. ... AAALLT.T
Hap_ 3 ...... ot e e e e e i ettt a e Aol
Hap_ 4 ..... TC it aiaas T...Co.CLALLLT.TTG. e unas AdAL LT
Hap_5 feaLGTCL .G G Tt iiaaas T....A..LALLAL L.
Hap_6 LW ALTL Govinnias T.C.C.T..... C..TTG...... AAAL . T.T
Hap_7 ..... TC it aiaas T C..C.A...T.TTG.TA...AAA T
[ =T o L Ao......
Hap 9 ..... L G e Ao,
Hap_18 ...... Gttt sttt st st anaaaanaanas A Acaaoan.
Hap_11 T o i i i e aaaaa e Ao,
Hap_12 ..... T ittt sttt sassaanaananasnasnnnns Acaaoaas
Hap_13 C.A T ..ot G.o..ns G TG..Cainiann TTG.TA AAALLT.T
Hap_ dd e e e e e e aaaaaaaaean Ao,
Hap_15 ..... TC.TA. it aas Tttt aaaas T Acaaoan.
Hap_16 ..... L AACC.AL .. ...
Hap_17 ..... TC.weunns Gevunnnnn L Acoaoan.
Hap_18 ..... T ittt it siastaasanaanasnaanans AlLLALLLLL.
Hap_19 C TC. ... Gevonnnn T T A ALLA

Hap_2@ C.A T ..ot G.o.nns G...TG..C....ounun TTG.TA AAA T
Hap_21 ..... TC...G Gevonnnnn T T A ALLA

Hap_22 ..... L P < T e i i T A...ALLA

Hap_23 ..... LI T..CCLeinnan Covnnnnnns Acoaoan.
Hap_24 ...... o e e Toweoan.. Ao,
Hap_25 ..... TC. TG i i i i aiaas T e i i T A AAL....
Hap_26 ..... LI B Tt iiaaas T A ALLA

Hap_ 27 ...... o e Cownieea Ao,
Hap_28 ...... Gttt sttt st st anaaaanaanas ALLCALLLLL L.
Hap_29 ...... Co.... G Comnee Ao,
Hap_38 ..... T ittt st s st saananaanasnaanans A AAL....
Hap_21 ..... TC it it e i aaas Gt ittt st s Acoaoan.
Hap_32 ..... L Alo..o.. T
Hap_33 ...... Connn i Gttt st s s s sanaaaas Acaaoan.
Hap_34 ..... TC e e as T C..C.A...T.TTG. . .A...AAA T
Hap_ 35 ..... TCe i i i i Gttt it st i A Acoaoan.

Sekil 4.9. Haplotiplere ait niikleotit degisimlerinin gosterimi (Hap1—Hap35)

Sekil 4.10°de ilk sirada yer alan Haplotipl, Kayseri (n=2) ve Sivas (n=1) illerinden

secilen bireylerde gbzlemlenen bir haplotip olup referans olarak segilerek analiz edilmistir.
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Noktalar referans dizi ile ayni niikleotit dagilimini1 gostermektedir. Referans diziden farklilik

gosteren bazlar ise agik olarak yazilmistir.

5111112222222222222222333333333444444444445556667777778
5867780134556666677799133355779011244456780162661333482
190122718372456716723856738363819381376525118258013812

Hap_1 AGCGACTTCGAAAAAACCTATAACATTTGCTGGTCTCTCCAGCGAGGGGGGTCTC

Hap_36 ..... TC e e e e e e e e e Ao.... A.
Hap_37 ..... TC..A....G.onnn.. LI Ao......
Hap_38 ..... TC e e e e e G Ao......
Hap_39 ..... TCowvennn. T o LY S W
Hap_40 ..... TCe et eeee e Beeeene e A AL......
Hap 41 ..... TCA...on... S o A AL......
Hap 42 ...... Coeeeeenn T e e e et Ao......
Hap 43 ..... TCowennnnn T e e e Ao A.......
Hap 44 ..... TCe e eeeeeeeeenns T...C..C.A...T.T.G.TA...AAA....T
Hap_45 ...... o e Aooonn..
Hap 46 ..... TCe e eeeeeeieenns T...C..C.A...T.TTG..A...AAA.C..T
Hap 47 ..... TC.vvnnn. Guvennn L o S Coveeeenn Aooonn..
Hap_48 ..... TC.vvnnn. Guvennn TeiCCunnnnn. TCueannn Aooonn..
Hap_49 ..... TC Guveeeenn T...C..C.A...T.TTG.TA...AAA. ... T
Hap_58 ..... T et T...C..C.A...T.TTG.TA...AAA. ... T
Hap_51 ..... TC....... G..T..... LI o Ao......
Hap_52 ...... Counn. I Ao......
Hap_53 ...... o o Ao......
Hap_54 ..... TCoweennnn L LY S S
Hap 55 ..... TCoweennnn T eeenns Ao, LY S S

Sekil 4.10. Haplotiplere ait niikkleotit degisimlerinin gosterimi (Hap36—Hap55)

4.4.1.2 Irklar aras1 Genetik Uzakhk

Nei‘nin genetik uzaklik 6l¢iim metotlarina goére hesaplanarak elde edilen irklar arasi
genetik uzaklik matrisi Cizelge 4.4.‘de, Nei‘nin Dxy metoduna gore olusturulan agag ise Sekil
4.11. ‘de verilmistir. Genetik uzaklik (Dxy) degerleri DnaSP 6.11.01 program1 (Rozas ve ark.,
1995- 2017) ile hesaplanmigtir. Elde edilen matrikse gére PHYLIP 3.69 programinda
NEIGHBOR yazilimi (Felsenstein, 2005) ve TreeView programi kullanilarak agaclar

¢izdirilmistir.
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Cizelge 4.4. Tez calismas1 kapsaminda bolge gruplar dikkate alinarak incelenen popiilasyonlar
icin Nei‘nin Dxy ve Da genetik mesafe 6l¢iimii metotlarina gore elde edilen uzaklik matrisi

(Dxy; sol asagiya dogru mavi renkli, Da; sag asagiya dogru, kirmizi renkli)

MEG KRD | DGA ICA
MEG 0.00043 | 0.00049 | 0.00047
KRD | 0.00818 0.00001 | 0.00017
DGA | 0.00845 | 0.00658 0.00028
ICA [0.00879 [0.00711 | 0.00743

MEG

DGA

KRD ICA
0.001

Sekil 4.11. Nei‘nin Dxy uzakligina gore ¢izilen filogenetik agac.

Farkli bolge gruplarindaki popiilasyonlar arasi Fst degerleri matrisi Cizelge 4.5 *de, bu
degerlere gore olusturulan agag ise Sekil 4.12°de verilmistir. Fst degerleri Arlequin ver3.11

programi (Excoffier ve Lischer, 2010) ile hesaplanmistir. Elde edilen matrikse gére PHYLIP
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3.69 programinda NEIGHBOR yazilimi (Felsenstein, 2005) ve TreeView programi kullanilarak

agaclar ¢izdirilmistir.

Cizelge 4.5. Caligilan populasyonlarin Fst degerleri

MEG KRD DGA ICA
MEG | 0.0000 | 0.04650* | 0.05414* | 0.04319*
KRD 0.0000 | 0.00537°P | 0.01713°P
DGA 0.0000 0.03141*
ICA 0.0000

* P<0.05, O.D = Istatistiki olarak énemli degil.

ICA MEG

DGA

KRD

0.1

Sekil 4.12. Bolge grup populasyonlarina ait Fst uzakligi icin NJ agaci.

Yukarida elde edilen sonuglar incelendiginde, Fst uzaklik hesaplama metodu ile gizilen

agagcla, Nei‘nin DXy genetik mesafe 6l¢lim metoduna gore ¢izilen agacin ayni topolojiye sahip
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olmadig1 goriilmiistiir. Nei‘nin DXy genetik mesafe 6l¢iim metoduna gore ¢izilen agacta,
Karadeniz Bolgesi illerine ait populasyonlar (Samsun, Sinop, Tokat, Corum, Amasya, Giresun)
ile i¢c Anadolu Bolgesi illerine (Kayseri ve Sivas) ait populasyonlarin ayn1 dalda yer almakta
oldugu ve yakin mesafe (0.00711)’de oldugu gézlemlenmektedir. Dogu /Giiney Dogu bolgesi
illerine ait populasyonlarin (Diyarbakir, Mus, Bitlis) ise Marmara/Ege bolgesi illerine
(Tekirdag-Saray, Istanbul -Silivri, Balikesir, Bursa, Afyon) ait populasyonlar ile ayn1 dalda
oldugu, fakat aralarindaki mesafenin (0.00845) diger gruba gore goreceli olarak daha uzak
oldugu dikkat ¢cekmektedir. Nei‘nin DXy genetik mesafe 6l¢lim metoduna gore hesaplanan
genetik uzaklik degerleri incelendiginde, birbirine en uzak goriinen populasyonlarin
Marmara/Ege Bolgesi illerine ait populasyonlar ile I¢ Anadolu Bélgesi illerine ait
populasyonlar arasinda (0.00879) oldugu, birbirine en yakin populasyonlarin ise Karadeniz
Bolgesi illerine ait populasyonlar ile Karadeniz Bolgesi illerine ait populasyonlar arasinda

(0.00658) oldugu goriilmektedir.

Fst uzaklik hesaplama metodu ile ¢izilen agacin sonuglari incelendiginde ise, I¢
Anadolu bolgesi illerine ait grubun Marmara/Ege bolgesi illerine ait populasyonlar ile
gruplandigr ve Karadeniz Bolgesine ait populasyonlarin ise Dogu/Giiney Dogu Anadolu
Bolgesi populasyonlarinin ayni dalda yer almakta oldugu gortilmektedir. Fst uzaklik hesaplama
metoduna gore hesaplanan degerler incelendiginde, Dogu/Giiney Dogu Anadolu illerine ait
populasyonlar ile Marmara / Ege Bolgesi illerine ait populasyon degerlerinin birbirlerinden en
uzak ve istatistiki olarak (P<0.05’e gore) énemli oldugu, I¢ Anadolu bolgesi illerine ait
populasyonlar ile Karadeniz Bolgesi illerine ait populasyon degerlerinin ise birbirlerine en
yakin ve istatistiki olarak énemsiz oldugu gézlemlenmistir. Incelenen populasyonlara ait Fst
ve Onemlilik degerleri incelendiginde, Marmara / Ege Bolgesi populasyonu ile Karadeniz
bolgesi, Dogu/Giiney Dogu Anadolu ve I¢ Anadolu Bélgesi populasyonlar: arasinda P<0.05’e
gore diislik diizeyde farklilik oldugu goriilmektedir. Karadeniz bolgesi populasyonu ile Dogu
Anadolu Bolgesi ve I¢ Anadolu Bélgesi populasyonlar arasinda bu bdlge agisindan farkliligim
olmadig dikkati cekmektedir. Ayrica Dogu/Giiney Dogu Anadolu populasyonu ile i¢ Anadolu
Bolgesi arasinda da P<0.05’e gore diisiik diizeyde farklilik oldugu goriilmektedir.
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4.4.1.3 Medyan Birlestirme Ag1 (Median Joining-MJ) Analizi

Haplotip varyasyonunu gdzlemlemek amaciyla, projede elde edilen tiim manda
bireylerinin (n=183) mtDNA kontrol bolgesi sekanslar1 kullanilarak Medyan Birlestirme Ag1
(Median Joining-MJ) (Bantelt ve ark., 1999), NETWORK 5.0 (fluxus-engineering.com)
programi ile ¢izilmistir. Filogenetik networkun ortaya konulabilmesi i¢in “Y1ldiz daralmasi-
star contraction”, ardindan Median-Joining algoritmasi kullanilmis ve haplotiplerin bir merkez
etrafinda toplandigi ve hemen hemen her dizinin bir haplotipi ifade ettigi gdzlenmistir.
Networkte daireler haplotipleri ifade etmektedir. Haplotiplerin frekansi dairelerin biiyiikliigii
ile dogru orantil olarak artmakta ya da azalmaktadir. Haplotipler aras1 dal uzunluklar ise

mutasyon sayilari ile dogru orantilidir.

Sonuglar Sekil 4.13” de gosterilmektedir. Sekilde kirmizi renk; Marmara-Ege Bolgesi
(Afyon, Balikesir, Bursa, Istanbul-Silivri, Tekirdag- Saray) illerine ait populasyonlari, mavi
renk; Karadeniz Bolgesi (Samsun, Sinop, Tokat, Amasya, Giresun, Corum) ) illerine ait
populasyonlari, yesil renk; Dogu-Giiney Dogu Anadolu Bolgesi (Diyarbakir, Mus, Bitlis) )
illerine ait populasyonlari, Turuncu renk; I¢ Anadolu Bolgesi (Kayseri, Sivas) &rneklerini

temsil etmektedir.

Medyan Birlestirme Ag1 analizi sonuglari incelendiginde, Tiirkiye nin 16 farkli il ve 4
farkli bolge grubundan toplanan orneklerin 2 farkli grup olusturdugu goriilmektedir. Birinci
grupta 11farkli haplotipin (H2, H4, H6, H7, H13, H20, H34, H44, H46, H49, H50), 1l. grupta
ise diger 44 haplotipin yer aldig1 goriilmektedir. Birinci grubun olusturdugu kiimede; H7’in
merkezi (central) bir diiglim olusturdugu, diger 10 haplotipin buradan ayrildig: fikrini akla
getirmektedir. Birinci grup ornekleri olarak isimlendirilen kiimelenme, 183 bireyden 31’ini
kapsamakta (= %17) olup, bu 6rnekler igerisinde 4 farkli bolgeye (ICA, MEG, KRD, DGA) ait
orneklere rastlanmaktadir. Bu grup igerisinde I¢ Anadolu bolgesi illerinden 6 birey,
Marmara/Ege bolgesi illerinden 13 birey, Karadeniz bolgesi illerinden 8 birey ve Dogu-giiney
Anadolu Bolgesi illerinden 4 birey yer almaktadir (Sekil.4.13)

I1. grup olarak isimlendirilen (Sekil 4.14.) kiimelenmede 44 farkli haplotipin yer aldigi
ve 183 bireyden 152’sinin (= %83) bu kiimelenmede yer aldigi goriilmektedir. Bu grup
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igerisinde 2 farkli dallanmanin oldugu ve birinci dallanmada en yaygin haplotiplerin H3 (n=25)
ve H12 (n=25) oldugu, H3’iin I¢ Anadolu Bélgesi illerinden 7 bireyde, Marmara/Ege Bolgesi
illerinden 9 bireyde, Karadeniz Bolgesi illerinden 8 bireyde, Dogu/Giliney Dogu Anadolu
Bolgesi illerinden 1 6rnekte gézlemlendigi, H12 nin ise Dogu / Giiney Dogu Anadolu illerinden
13 bireyde, Karadeniz Bolgesi illerinden 9 bireyde, Marmara-Ege Bolgesi illerine ait 3 bireyde
gorildiigi belirlenmistir. II. grup kiimelenmede diger yaygin olarak gozlemlenen haplotiplerin
H18 (n=16), H21(n=11) ve H14 (n=11) oldugu belirlenmistir. H18’in birinci dallanmada yer
aldig1 ve Karadeniz Bolgesi illerinden 11 bireyde, Marmara-Ege Bolgesi ve Dogu-Giiney Dogu
Anadolu Bélgesi illerinden 2’ser bireyde ve I¢ Anadolu Bélgesi illerine ait populasyondan 1
bireyde goriildiigii belirlenmistir. II. grup olarak isimlendirilen kiimelenmede H14’{in I¢
Anadolu Bolgesi illerinden 6 bireyde, Marmara-Ege Bolgesi illerinden 2 bireyde ve Karadeniz
Bolgesi illerine ait populasyondan 3 bireyde oldugu, H21’in ise Karadeniz Bolgesi illerinden 9
bireyde ve Dogu-Giiney Dogu Bolgesi illerinden 2 bireyde goriildiigii belirlenmistir.

Medyan Birlestirme Agi analizi sonuglarnin timi birlikte degerlendirildiginde,
Tiirkiye’nin farkli illerinden toplanan manda populasyonlarina ait 6rneklerde, 2 farkli grubun
s0z konusu oldugu belirlenmektedir. I. grup olarak isimlendirilen kiimelenmede daha az sayida
ornek ve haplotip yer almakta, II. grup olarak isimlendirilen kiimelenmede ise daha fazla 6rnek
ve haplotipin goriildiigli dikkat cekmektedir. Proje kapsaminda ¢alisilan populasyonlarin 6rnek
sayis1, haplotip dagilimlar1 ve farklarin 6zgiinliigii hakkinda kesin bir gruplama yapmak i¢in

Komsu Birlestirme Agact metodu kullanilarak analiz sonuglarinin desteklemesi yapilmistir.
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(B)

Sekil 4.13. 1084 b¢ uzunlugundaki mtDNA
kullanilarak

kontrol ~ bdlgesi  sekanslari
olusturulan Medyan Birlestirme Agi.
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Sekil.4.14 1084 b¢ uzunlugundaki mtDNA kontrol bolgesi sekanslar1 kullanilarak olusturulan Medyan Birlestirme Ag: II. grup ornekleri.
70



4.4.1.4 Komsu Birlestirme Agac1 Metodu Kullanilarak mtDNA D-loop Dizileri ile

Haplotiplerin Dagilhimi

Calismada Tiirkiye’nin farkli illerine ait populasyonlardan secilen 183 bireyin mtDNA D-
loop bolgesi dizisi kullanilarak en uygun niikleotid degisim modeli MEGA programinin
“Modeller” segenegi yardimiyla bulunmaya calisilmistir. Yapilan analiz sonucunda, aga¢ ¢izimi
icin en uygun modelin gamma dagilimli (I'=0.61) HKY (HKY-+I+G) (Hasegawa ve ark., 1985)
evrimsel modeli oldugu bulunmustur. Orneklerin dagilimini ve haplotiplerin dagilimimi tayin
edebilmek amaciyla mtDNA D-loop bolgesi dizileri ile Komsu Birlestirme Agaci, MEGA 7
programi (Tamura ve ark., 2011) kullanilarak olusturulmus ve sonuglar Sekil 4.15.” te verilmistir.
HKY modeli MEGA 7 programinin igeriginde olmadig1 i¢in serbest parametreler agisindan HKY
modelini kapsayan en yakin model Tamura-Nei (Tamura ve Nei, 1993) modeli (I'=0.61, gamma

dagilimi ile) aga¢ ¢iziminde kullanilmistir.
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Sekil. 4.15.Tiirkiye’ nin farkli bolgelerinden 6rneklenen populasyonlarda yapilan mtDNA D-loop
bolgesi Komsu Birlestirme Agaci.
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Tirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan manda 6rneklerinin mtDNA kontrol bolgesi
Komsu Birlestirme Agact sonucunu inceledigimizde, Medyan Birlestirme Ag1 Analizi
sonuglarinda oldugu gibi 2 farkli kiimelenme grubunun mevcut oldugu ve bu gruplarin

birbirlerinden ayrildig1 gériilmektedir (Sekil. 4.16.).

Sekilde I. grup ornekleri olarak tanimlanan kiimelenmede toplam 31 farkli bireyin yer
aldigi (MEG:13; ICA:8, KRD: 6, DGA:4), II. grup ornekleri olarak tanimlanan grupta ise 152
bireyin yer aldigi (MEG: 28, ICA: 29, KRD: 63, DGA: 32) goriilmektedir. Her iki drnekleme
grubunda da (I ve II.) temelde 2 farkli ana dallanmanin s6z konusu oldugu, daha sonra verilerde
gozlemlenen farkliliklara gore alt dallar altinda kiimelenmelerin s6z konusu oldugu goriilmektedir.
Ornek iizerinde aciklanacak olursa Sekil. 4.2.3.1.5’te I. grup drneklerinin 2 farkli ana dal iizerinde
kiimelendigi (%98 bootstrap), daha sonra bu 2 dallanmanin altinda farkli alt gruplanmalarin s6z
konusu oldugu dikkat ¢ekmektedir. II. grup olarak isimlendirilen grupta da ayni sekilde 2 ana
dallanmanin oldugu ve diger alt dallanmalarin bu grup {lizerindeki gozlemlenen degisimlerden

kaynaklandig1 goriilmektedir.
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Sekil. 4.16 Tirkiye’nin farkli bolgelerinden drneklenen populasyonlarda yapilan mtDNA D-loop
bolgesi Komsu Birlestirme Agaci I. Grup 6rnekleri.

Komsu birlestirme agaci (NJT) metodu kullanilarak Tiirkiye yerli manda populasyonlarinin
(n=183) kontrol bolgesi (MIDNA D-loop) dizileri ile mtDNA haplotiplerinin incelenmesi
sonucunda elde edilen sonuglarin Medyan Birlestirme Ag1 analiz sonuglart ile olduk¢a uyumlu
oldugu gozlemlenmistir. Her iki analiz yonteminde de Tirkiye’nin farkli illerinden toplanan
manda populasyonlarina ait 6rneklerde, 2 farkli grubun s6z konusu oldugu belirlenmektedir. 1.
grup olarak isimlendirilen kiimelenmede daha az sayida 6rnek ve haplotip yer almakta, II. grup
olarak isimlendirilen kiimelenmede ise daha fazla Ornek ve haplotipin goriildigi dikkat

¢cekmektedir.
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4.4.2. mtDNA Cyto b Bolgesi Analiz Sonuglari

4.4.2.1 Sekanslara Dayah Olarak Saptanan Niikleotid ve Haplotip Cesitliligi

Bu ¢alismada 4 farkli bolge olarak gruplandirilan toplam 197 bireyde Cyto b gen bolgesi
(1 ve 2. primer bolgesi) primerleri basari ile yiikseltgenmis ve hizalamasi yapilmistir. Calisilan
populasyonlarda Cyto b bolgesi gesitliligi ile ilgili istatistiki degerler (haplotip sayisi, haplotip
cesitliligi, polimorfik bolge sayisi, Parsimonik bilgi verici bolge sayis1 ve niikleotid cesitlilikleri)
DnaSP v.6 programindaki (Librado ve Rozas, 2009) “Polymorphism” aracit kullanilarak

hesaplanmastir.

Tez kapsaminda ¢alisilan populasyonlarda mtDNA Cyto-b gen bolgesi ¢esitliligi ile ilgili
sonuglar Cizelge 4.6.” da verilmektedir. Tablodaki sonuglar incelendiginde, bélgeler bazinda en
yiiksek haplotip ¢esitligi H=0.752 (£0.056) degeri ile Dogu/Giiney Dogu Anadolu bolgesi
populasyonlarinda oldugu belirlenmisken, en diisiik haplotip ¢esitliligi ise 0.443 (+0.066) degeri
ile Karadeniz bolgesi populasyonlarinda gozlenmistir.Bolgelere gore niikleotit ¢esitliligi sonuglar
degerlendirildiginde ise, en yiiksek degerin Dogu / Giiney Dogu Anadolu bdlgesi
populasyonlarinda 0.00138 (+0.00024), en diisiik degerin ise Karadeniz bolgesi populasyonlarinda
0.00070 (+ 0.00014) oldugu gozlenmistir.

Caligmada polimorfik bolge sayisinin Dogu / Giiney Dogu Anadolu Bdlgesi
populasyonlarinda diger populasyonlara oranla daha yiiksek oldugu bulunmustur. Parsimonik bilgi
verici bolge sayis1 sonuglar1 bolgelere gore incelendiginde, Dogu / Giiney Dogu Anadolu Bolgesi
populasyonlarinda diger bdlge populasyonlarina oranla daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Tabloda ayni gen bolgesinde az sayida haplotipin goriildiigii populasyonlar Marmara/ Ege
Bolgesinde olup, en az 2 haplotipin digerlerinden farkli olabilecegini fikrini akla getirmektedir.
Cyto b gen bolgesinde en fazla sayida haplotipin gézlemlendigi cografi bolge Dogu / Giiney
Anadolu bolgesi populasyonlari olup bu bolgeden 3 ilden rastgele secilen 53 bireyde c¢alisilmistir.
Karadeniz bolgesinden 6 farkli ilden rastgele segilen 75 bireyde ¢alisilmis olup bu bireylerde 6
farkli haplotipin mevcut oldugu, I¢ Anadolu bélgesinden 2 farkli ilden secilen 36 bireyde 10

haplotipin oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.6. Incelenen populasyonlarda mtDNA Cyto b gen bélgesi ¢esitliligi ile ilgili istatistiki degerler

Bolge Populasyon Nss | HS HC=SS PB | PBVS NC+SS k
istanbul / Silivri (SIL) ! 2 0.600+ 0.175 3 3 0.00145+ 0.00042 1.80000
Balikesir (BA) , 2 0.571+ 0,119 2 2 0.00092+ 0.00019 1.14286
Marm'gra /. Bursa (BU) 2 0.476+0.171 2 2 0.00077+ 0.00028 0.95238
Ege Bolgesi 7
7 3 0.667+ 0.160 3 2 0.00108+ 0.00026 1.33333
Tekirdag/Saray (SAR)
Afyon (AF) , 2 0.286+ 0.196 2 - 0.00046 + 0.00032 0.57143
Toplam 33 |5 0.604+ 0.061 6 5 0.00117+ 0.00019 1.45455
Samsun (SA) , 2 0.286+ 0.196 1 - 0.00023+ 0.00016 0.28571
Sinop (S1) , 4 0.810+0.130 4 2 0.00123+0.00029 1.52381
Karadeniz Bolgesi Tokat (T) 7
4 0.414+0.124 4 2 0.00051+ 0.00019 0.62857
Corum (C) 21
Amasya (A) » 3 0.500+ 0.136 3 2 0.00081+ 0.00022 1.0000
4 0.489+ 0.117 8 2 0.00103+ 0.00038 1.27368
Giresun (G) 20
75 |6 0.443+ 0.066 10 |4 0.00070+ 0.00014 0.868
Toplam
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Bolge Populasyon Nss HS | HC+SS PB PBVS | NC+SS k
Dogu / Giiney Dogu Mus (M) 4 0.526+0.126 5 5 0.00080+ 0.00024 0.99415
Anadolu Bolgesi 19
8 0.807+ 0.079 14 4 0.00173+ 0.00051 2.14035
Bitlis (B) 19
7 0.838+ 0.068 7 3 0.00132+ 0.00027 1.63810
Diyarbakir (D) 15
53 14 0.752+ 0.056 18 8 0.00138+ 0.00024 1.70537
Toplam
I¢ Anadolu Bolgesi Kayseri (K) 18 7 0.739+ 0.099 6 4 0.00116+ 0.00026 1.44444
18 5 0.641 +0.097 5 1 0.00074+ 0.00019 0.91503
Sivas (S)
36 10 0.683+ 0.072 8 5 0.00098+ 0.00018 1.21111
Toplam
Toplam 197 | 22 0.624+ 0.037 27 11 0.00106+ 0.00010 1.309

Nss = Ornek sayis1; HS= Haplotip sayis1; HC= Haplotip cesitliligi; PB= Polimorfik bolge; PBVS=Parsimonik bilgi verici bélge sayis1; NC= Niikleotit cesitliligi; SS= Standart
sapma; k=Ortalama Niikleotid Farkliliklarinin Sayist
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Tez kapsaminda ¢alisilan populasyonlarda toplam 197 bireyde 22 farkli haplotip
belirlenmistir. Bu 22 haplotipten 12’si 6zgiindiir, yani 16 farkli ilden toplanan 197 manda bireyi
icerisinde sadece bir hayvanda belirlenmistir. Bu haplotipler ve goriildiigii populasyonlar
Cizelge 4.7.” de verilmistir. Tez kapsaminda c¢alisilan 197 birey dikkate alindiginda, incelenen

tiim populasyonlar bazinda yaklasik % 6.09 oraninda 6zgiin haplotip goriilmiistiir.

Cizelge 4.7. Calisma kapsaminda incelenen 197 bireyden sadece bir bireyde goriilen 6zgiin

haplotipler
Haplotip Ornegin alindig1 il / ilce | Bolge
H19, H20 Kayseri
H21, H22 Sivas I¢c Anadolu Bolgesi
H4, H8 Diyarbakir Dogu/Giiney Dogu Anadolu
Bolgesi
H10, H16, H17, H18 Bitlis
H14 Sinop Karadeniz Bolgesi
H15 Giresun

Cizelge 4.7. deki degerler incelendiginde Diyarbakir ve Bitlis illerinden rastgele
secilerek mtDNA cyto b gen bolgesi ¢alisilan (n=15) ve (n=19) populasyonlarda diger
populasyonlarda yer almayan en fazla sayida 6zgiin haplotiplere (6 haplotip) sahip oldugu
belirlenmistir. i¢ Anadolu bolgesi populasyonlarinda 4 farkli 6zgiin haplotip, Karadeniz bolge
ili populasyonlarinda ise en fazla sayida birey ile ¢alisilmis olmasina ragmen sadece 2 farkl
0zgiin haplotipe rastlanmistir. Marmara / Ege bolgesi illerinden alinan populasyonlarda higbir

0zglin haplotipin goriilmedigi belirlenmistir.

Calismada baz1 haplotiplerin ise ayni populasyon ic¢inde iki veya daha fazla bireyde
goriildiigli belirlenmis ve bu sonuglar Cizelge 4.8." de Gzetlenmistir. Tablodaki sonuglari

inceledigimizde 4 bolge grubundaki populasyonlarda goriilen haplotiplerin H1, H2 ve H9
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oldugu, en yaygin goriilen haplotipin ise HI (n=117) oldugu goriilmektedir. Bu haplotiplerin
illere gore dagilimlar gosterilmektedir. ikinci sirada yaygin oldugu gozlemlenen haplotip (4
farkli bolge grubunda) H9 olup toplam 25 bireyde gozlenmistir. Ugiincii sirada en yaygin
gozlemlenen haplotip H11 olup toplam 14 bireyde gdzlemlenmistir. Dordiincii sirada en yaygin
goriilen haplotipler; H2 ve H6 olup her birinde 9’ar bireyde gézlemlenmistir. Diger haplotip
gruplarinda gozlenen birey sayilar1 6- 3 arasinda degisim gostermektedir (H3, H5,H7, H12,
H13). Iller bazinda haplotipler incelendiginde; bazi haplotiplerin ise sadece tek bir
populasyonda fakat birden fazla bireyde goriildiigii belirlenmistir (H3, HS5, H12). H3 grubu
sadece Mus ilinden rastgele segilen bireylerden 2 tanesinde, H5 grubu ise Diyarbakir ilinden
segilen 2 bireyde gdzlemlenmistir.H12 haplotip grubu ise Istanbul / Silivri ilinden segilen 2

bireyde goriilmiistiir.

Tiim haplotip sonuglar birlikte degerlendirildiginde, en yaygin olarak gdzlemlenen
haplotip grubunun H1 oldugu ve tez caligmasi kapsaminda degerlendirilen 197 bireyden
117’sinde gorildiigii dikkat cekmekte olup, 4 farkli bolge grubunun birbirinden net bir bicimde

ayrilamadigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.8. Birden fazla bireyde goriilen haplotiplerin sayisi (n)’nin bolge ve illere gore

dagilimi.

Haplotip | MEG KRD DGA ICA
H1 Istanbul/Silivri (3), | Samsun (6), Sinop Mus (13), Kayseri (9),

Tekirdag / Saray (4), (3), Tokat (7), Diyarbakir (4), Sivas (10)

Afyon (6), Balikesir Amasya (9), Bitlis (8)

(3), Bursa (2) Giresun (14),
Corum (16),
H2 Tekirdag / Saray (1) Amasya (1), Mus (2), Sivas (1)
Corum (1) Diyarbakir (1),
Bitlis (2)
H3 - - Mus (2) -
H5 - - Diyarbakir (2) -
H6 - - Diyarbakir (5), Kayseri (1)
Bitlis (3)

H7 - - Diyarbakir (1) Kayseri (1)
H9 Tekirdag / Saray (2), | Sinop (2), Amasya Bitlis (2) Kayseri (2)

Balikesir (4), Bursa (3), Giresun (4),

(5), Corum (1)
H11 - Samsun (1), Sinop - Kayseri (3),
(1), Giresun (1), Sivas (5)
Corum (3)

H12 Istanbul/Silivri (2) - - -
H13 Afyon (1) - Mus (2) -

MEG: Marmara / Ege bolgesi, KRD: Karadeniz Bolgesi, DGA: Dogu / Giiney Dogu
Anadolu Bélgesi, ICA: I¢ Anadolu Bolgesi
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Calismada tiim haplotiplere ait niikleotit dizilimleri ¢ikartilmis ve Parsimonik agidan
bilgilendirici olanlar secilerek asagida listelenmistir (Sekil.4.17). Calismada 16 farkli ilden
alinan 197 bireyde 22 farkli haplotip gdzlemlenmistir.

635681222334445555555566911
17086089360770001139949211
8111448674692641372223

78
H.1  CGACCAGGCATGCTCGGACTTTAGTTA 117
H2  ...... o Cc.. 9
T c. 2
S A... 1
H5  vevvrennnnn. TGevevnrnnnnnns 2
H 6 eeeereennnnns Guveennnennn. 9
H_7 Tovernnnnn Gevevrnnnns C.. 2
H8 vvrrrrnnnnn. TGevevnrnnnn. c. 1
H_ 9 L Cc.. 25
Hi1e ..... o 1
T 14
Ho12  cAiereeernennnneannnnns A..G 2
T AP A..G 3
T S 1
H_15 TewAAGC. w e ereennnenns. 1
H 16 vevvrernrnnnnnnns Tovernnnns 1
H17  veevneennnnnns GAA..GAGC.... 1
H_18 2 c.. 1
H19 ...... oY S c.. 1
H 20 vevireenrnereneannneenns Cc.. 1
H 21 cuTereeennnnnnnns Tovernnnns 1
H 22 ieviriennrennnnnns Tovernnn. 1

Sekil.4.17 Haplotiplere ait niikleotit degisimlerinin gosterimi (Hap1—Hap22)

Sekle gore ilk sirada yer alan Haplotip1, tiim illerden segilen 117 bireyde gézlemlenen
bir haplotip olup referans olarak segilerek analiz edilmistir. Noktalar referans dizi ile ayni
niikleotit dagilimini gostermektedir. Referans diziden farklilik gosteren bazlar ise acik olarak

yazilmistir.
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4.4.2.2 Irklar aras1 Genetik Uzakhk

Nei‘nin genetik uzaklik 6l¢lim metotlarina gore hesaplanarak elde edilen irklar arasi
genetik uzaklik matrisi Cizelge 4.9.° da verilmistir. Genetik uzaklik (Dxy) degerleri DnaSP
6.11.01 programi (Rozas ve ark., 1995- 2017) ile hesaplanmistir. Elde edilen matris degerleri
incelendiginde c¢ok diisiik farkliliklarin goriilmiis olmasi nedeni ile agac¢ ¢izimleri

yapilmamustir.

Cizelge 4.9. Tez galismasi kapsaminda bolge gruplari dikkate alinarak incelenen populasyonlar
icin Nei‘nin Dxy ve Da genetik mesafe 6l¢iimii metotlarina gére elde edilen uzaklik matrisi

(Dxy; sol asagiya dogru mavi renkli, Da; sag asagiya dogru, kirmizi renkli)

MEG KRD DGA ICA
MEG | - 0.00007 | 0.00013 | 0.00012
KRD | 0.00100 | - 0.00006 | 0.00001
DGA | 0.00143 | 0.00112 | - 0.00006
ICA |0.00120 | 0.00085 | 0.00126 |-

81




Haplotip varyasyonunu goézlemlemek amaciyla, projede elde edilen tiim manda
bireylerinin (n=183) mtDNA kontrol bolgesi sekanslar1 kullanilarak Medyan Birlestirme Ag1
(Median Joining-MJ) (Bantelt ve ark., 1999), NETWORK 5.0 (fluxus-engineering.com)
programu ile ¢izilmistir. Filogenetik networkun ortaya konulabilmesi i¢in “Yildiz daralmasi-
star contraction”, ardindan Median-Joining algoritmasi kullanilmis ve haplotiplerin bir merkez
etrafinda toplandig1 ve hemen hemen her dizinin bir haplotipi ifade ettigi gozlenmistir.
Networkte daireler haplotipleri ifade etmektedir. Haplotiplerin frekansi dairelerin biiyiikligi
ile dogru orantili olarak artmakta ya da azalmaktadir. Haplotipler arasi dal uzunluklar1 ise

mutasyon sayilari ile dogru orantilidir.

Sonuglar Sekil 4.18.” de gosterilmektedir. Sekilde kirmizi renk; Marmara-Ege Bolgesi
(Afyon, Balikesir, Bursa, istanbul-Silivri, Tekirdag- Saray) illerine ait populasyonlari, mavi
renk; Karadeniz Bolgesi (Samsun, Sinop, Tokat, Amasya, Giresun, Corum) ) illerine ait
populasyonlari, yesil renk; Dogu-Giiney Dogu Anadolu Bolgesi (Diyarbakir, Mus, Bitlis) )
illerine ait populasyonlari, Turuncu renk; I¢ Anadolu Bolgesi (Kayseri, Sivas) drneklerini

temsil etmektedir.

Sekil 4.18. 1226 b¢ uzunlugundaki mtDNA Cyto b bolgesi sekanslar1 kullanilarak olusturulan
Medyan Birlestirme Agi.
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4.4.2.3 Komsu Birlestirme Agaci Kullamlarak Cyto b Gen Bolgesi Sekanslari ile mtDNA

Haplotiplerinin Belirlenmesi

Calismada Tiirkiye’nin farkli illerine ait populasyonlardan segilen 197 bireyin mtDNA
Cyto b bolgesi dizisi kullanilarak en uygun niikleotid degisim modeli MEGA programinin
“Modeller” segenegi yardimiyla bulunmaya calisilmistir. Yapilan analiz sonucunda, agac
¢izimi i¢in en uygun modelin gamma dagilimsiz HKY (Hasegawa ve ark., 1985) evrimsel
modeli oldugu bulunmustur. Orneklerin dagilimini ve haplotiplerini tayin edebilmek amaciyla
MtDNA cyto b bolgesi dizileri ile Komsu Birlestirme Agaci, MEGA 7 programi (Tamura ve
ark., 2011) kullanilarak olusturulmus ve sonuglar Sekil 4.19° da verilmistir. HKY modeli
MEGA 7 programinin igeriginde olmadigi i¢in serbest parametreler acisindan HKY modelini
kapsayan en yakin model Tamura-Nei (Tamura ve Nei, 1993) modeli (gamma dagilimsiz) agag

¢iziminde kullanilmistir.

Sekil. 4.19. Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden 6rneklenen populasyonlarda yapilan mtDNA Cyto
b bolgesi Komsu Birlestirme Agaci.
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Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan manda 6rneklerinin mtDNA kontrol bdlgesi Komsu
Birlestirme Agaci sonucunu inceledigimizde, Medyan Birlestirme Ag1 Analizi sonuglarinda
oldugu gibi bireylerin biiylik bir kisminin tek bir kiimelenme grubu gdsterdigi ve bu gruplarin

birbirlerinden net ayrilamadigi, birgok alt grubun mevcut oldugu goriilmektedir (Sekil 1.19.).
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5. SONUC ve ONERILER

Mitokondrial DNA D-loop ve Cyto b gen bolgelerinin ¢alisilmasi sonucunda elde edilen

sonuclar ozetlersek;

1.Tez kapsaminda calisilan manda populasyonlarinda anneden gelen kalitimin incelendigi D-
loop bolgesinin galisilmasi sonucunda, 16 farkli ilden segilen toplam 183 bireyde 55 farkli
haplotipin goriildiigii belirlenmistir.  En yiiksek haplotip ¢esitligi Karadeniz bolgesi
populasyonlarinda belirlenmigken, en diisiik haplotip ¢esitliligi ise Dogu/Giiney Dogu Anadolu
bolgesi populasyonlarinda gozlenmistir. Sitokrom b bolgesi sonuglari incelendiginde ise, 197
bireyde 22 farkli haplotipin oldugu belirlenmistir. Bu bolgede en yiiksek haplotip ¢esitligi Dogu
/ Gliney Dogu Anadolu bdlgesi populasyonlarinda belirlenmisken en diisiik haplotip ¢esitliligi

ise Marmara Bolgesi populasyonlarinda gézlenmistir.

2.Bolgelere gore niikleotit ¢esitliligi sonuglar1 degerlendirildiginde ise, en yiiksek degerin
Marmara/ Ege bolgesi populasyonlarinda 0,00908 (+0.00073), en diisiik degerin ise Karadeniz
bolgesi populasyonlarinda 0.00634 (£ 0.0073) oldugu gozlenmistir. Calismada polimorfik
bolge sayisinin I¢ Anadolu Bolgesi populasyonlarinda diger populasyonlara oranla daha yiiksek

oldugu bulunmustur.

3.Parsimonik bilgi verici bolge sayist sonuglart bolgelere gore incelendiginde, Dogu / Gliney
Dogu Anadolu Boélgesi populasyonlarinda diger bolge populasyonlarina oranla daha yliksek
oldugu belirlenmistir. Yine bu tabloda, D- loop bdlgesi icin Dogu / Giiney Dogu Anadolu
Bolgesi populasyonlarinda az sayida haplotip oldugunu ama en az iki haplotipin digerlerinden
farkli olabilecegini gostermektedir. Calismada Karadeniz bolgesinden 6 farkli ilden rastgele
secilen 69 bireyde calisilmis olup bu bireylerde 22 farkli haplotipin mevcut oldugu
belirlenmistir. Marmara bdlgesinden 5 farkli ilden secilen 41 bireyde 21 haplotip, I¢ Anadolu
bolgesinden 2 farkli ilden segilen 37 bireyde 19 haplotip, Dogu / Giliney Dogu Anadolu
bolgesinden 3 farkli ilden se¢ilen 36 bireyde ise 18 haplotipin oldugu belirlenmistir.

4.Calisilan populasyonlarda Fst degerleri hesaplanmis ve bdlgeler arasi farkliligin diistik de
olsa mevcut oldugu belirlenmistir. Populasyonlara ait Fst ve Onemlilik degerleri
incelendiginde, Marmara / Ege Bolgesi populasyonu ile Karadeniz bolgesi, Dogu/Giiney Dogu
Anadolu ve I¢ Anadolu Bélgesi populasyonlar1 arasinda P<0.05’e gore diisiik diizeyde farklilik
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oldugu goriilmektedir. Karadeniz bélgesi populasyonu ile Dogu Anadolu Bélgesi ve I¢ Anadolu
Bolgesi populasyonlar1 arasinda bu bolge acisindan farkliligin olmadigr dikkati ¢ekmektedir.
Ayrica Dogu/Giiney Dogu Anadolu populasyonu ile I¢ Anadolu Bolgesi arasinda da P<0.05’e
gore diistik diizeyde farklilik oldugu goriilmektedir.

5.Tez kapsaminda ¢alisilan D-loop bolgesinin, Cyto b gen bolgesinden daha yiiksek mutasyona
sahip oldugu ve bu bdlgenin Tirkiye manda populasyonlarindaki genetik cesitliligin

tanimlanmasinda daha detayli bilgi verebilecegi belirlenmistir

6.mtDNA iizerindeki iki ayr1 bolge (D-loop ve Cyto b) Tirkiye’de iki manda grubunun
varligina isaret etmekle beraber bu gruplarin iliskileri konusunda Tiirkiyede yapilan

caligmalarin yetersiz olmasi nedeni ile heniiz kesin bir sey sdylenememektedir.

7.Mandada genetik ¢alismalar koyun, keg¢i ve sigirda yapilan genetik ¢calismalara oranla oldukca
yetersizdir. Ozellikle son 10 yilda molekiiler genetik teknikler kullanilarak mandada yiiriitiilen
caligmalarin sayisinin artis gosterdigi goriilmektedir. ilerleyen yillarda daha fazla genetik
verinin ortaya konmasi ile Tirkiye’deki populasyonlarin atasi ve evrimsel siireci ¢ok daha
detayli ortaya konulabilecektir. Bu nedenle proje kapsaminda ¢alisilan bireylere ait 1084 bg
uzunlugundaki mtDNA D-loop bélgesi ve 1226 bg uzunlugundaki Cyto b bolgesi sonuglarinin

gelecek galismalara 6nemli bir kaynak olusturulacag diisiiniilmektedir.

8.Bu ¢aligma, Tiirkiye manda popiilasyonlarinda mtDNA D-loop ve Cyto b gen bolgelerinin ilk
defa galisildig1 (fazla birey ve populasyon sayisi) her bir bireye ait 2000 bg ‘den fazla uzunlukta
DNA dizilimine sahip bir ¢alisma olmasi nedeni ile olduk¢a Onemli sonuglar igerdigi
diistiniilmektedir. Elde edilen veriler bir sonraki asamada Diinyadaki manda 1k ve

populasyonlar ile karsilastirilabilecektir.
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