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OZET

Yiiksel Lisans Tezi

TURKIYE YERLI KECI IRKLARINDA MIKROSATELLIT DNA POLIMORFIiZM
TEKNIGININ KULLANILMASI iLE EBEVEYN TAYINi

Ezgi GUZEY SURMEN

Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof.Dr. Sezen ARAT

Son yillarda Diinya’daki gelismeler dogrultusunda tarimsal kamu kaynaklarinin
onemli bir kisminin yerel irklarimizin korunmasi ve 1slahi ile ilgili ¢aligmalara yonlendirilmis
olmasi yerel irklarimiza iliskin genetik 1slah c¢aligmalarinin 6nem kazanmasina neden
olmustur. Mikrosatellitler yiiksek polimorfizm gostermesi nedeniyle genetik calismalarda
tercih sebebidir. Bu tez ¢aligmasi 9 farkli mikrosatellit bolgesinin yerli kegi irkinda (Ankara
Kegisi, Honamli Kegisi Kil Kegisi, Kilis Kegisi) babalik testi i¢in kullanilabilirligini
arastirmak amaciyla yapilmistir. Yapilan analizler sonucu calisilan tiim lokuslar arasinda
beklenen heterozigotluk degerinin 0,6240 ila 0,8966 arasinda, goézlenen heterozigotluk
degerinin 0,6432 ila 0,8553 arasinda degistigi, hicbir lokusun heterozigotluk degerinin
0.50’den diisiik olmadig1 belirlenmistir. Calismada polimorfizm (PIC) bilgi igerigi degerinin
0.570 ila 0.890 arasinda degistigi, bu degerlerin 0.500’nin iizerinde olmas1 sebebiyle ¢alisilan
tim mikrosatellit bolgelerinin oldukca bilgi verici oldugu degerlendirilmistir. Mevcut
calismada ayrica 9 mikrosatellit lokusundan 8’inde en sik gozlenen allel frekansinin 0.161 ila
0.457 arasinda oldugu, sadece bir tanesinde bu degerin 0.540 oldugu gériilmiistiir. Ilave
olarak her iki ebeveynin bilinmemesi halinde baba aday1 tekelerden hesaplanan birlestirilmis
dislama giicii degerinin 0.999, her iki ebeveynin bilinmemesi halinde, yavrulardan
hesaplanan birlestirilmis dislama giicii degerinin 0.998, tek bir ebeveynin bilinmesi
durumunda yavrulardan hesaplanan birlestirilmis dislama giicii degerinin ise 0.999 oldugu
belirlenmistir. Tiim lokuslarin giivenilirliginin test edilmesi amaciyla her irktan rastgele
secilen yavrularda 9 farkli mikrosatellit bolgesi sonuclarina gore baba olma olasilik degerleri
hesaplanmis ve %41.45 ila %78.87 arasinda degerler elde edilmistir. Bu sonuglar
cercevesinde, her ne kadar yiiksek dislama giicli degerleri vermis olsalar da dogru baba olma
olasiligiin hesaplanmasi i¢in ¢alisilan 9 mikrosatellit bolgesinin yeterli olmadigi, daha fazla
gen bolgesinin ¢alisilmasi ile baba olma olasilig1 degerlerinin yiikseltilmesi gerektigi ortaya
cikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Pedigri, Mikrosatellit, Ke¢i, Ebeveyn Tayini

2018, 72 Sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis

PARENTAGE TESTING IN TURKISH NATIVE GOAT BREEDS BY USING
MICROSATELLITE DNA POLYMORPHISM TECHNIQUE

Ezgi GUZEY SURMEN

Namik Kemal University in Tekirdag
Graduate School of Natural and Applied Sciences
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Supervisor: Prof. Dr. Sezen ARAT

In recent years, a significant portion of agricultural public resources in the direction of
development in the world have been directed to work on the protection and improvement of
our local breeds, which has led to the importance of genetic breeding studies on local breeds.
Because of the high polymorphism of microsatellites, genetic studies are preferred. This thesis
study was carried out to investigate the applicability of 9 different microsatellite regions for
paternity testing in domestic goat breed (Ankara Goat, Honam Goat Goat, Kilis Goat). From
the analyzes conducted, it was determined that the expected heterozygosity value of all locus
studied ranged from 0.6240 to 0.8966, the observed heterozygosity value varied from 0.6432
to 0.8553, and that no locus heterozygosity value was lower than 0.50. In study,
polymorphism (PIC) value of information content changed between 0.570 and 0.890, and
these values were over 0.500, so that all microsatellite regions studied were highly
informative. The present study also found that the most frequent allele frequency in 8 of 9
microsatellite loci is between 0.161 and 0.457, only 0.540 in one. In addition, it was
determined that the combined exclusion power value calculated from the father's candidate
monopolies is 0.999, if both parents are unknown, the combined exclusion power value
calculated from the offspring is 0.998, and the combined exclusion power value calculated
from the offspring when a single parent is known, is 0.999. In order to test the reliability of all
loci, the probability of being a father according to the results of 9 different microsatellite
regions was calculated in randomly selected offspring, and values ranging from 41.45% to
78.87% were obtained. Although the results of these results show that 9 microsatellite regions
are not sufficient for the calculation of the probability of being a true father even though they
have given high exclusion power values, it is revealed that the work of more gene regions and
the probability of being a father should be increased.

Key words: Pedigree, Microsatellite, Goat, Parental Detection
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1.GIRiS

Beslenme insanligin temel ihtiyaci olup, bu ihtiyacimizin énemli bir kismini hayvansal
trtinler karsilamaktadir. Ciftlik hayvanlarinin et ve siitlerinin yani sira deri, giibre, yapagi
gibi hayvansal c¢iktilarindan da yararlanilmaktadir. Hayvancilik sektorii  iilkemizin
ekonomisinde tarimin bir alt kolu olarak biiylik rol oynamaktadir. Bu nedenle hayvanciligin
gelistirilmesi ve yerli irklarimizin korunmasi igin gesitli ¢alismalar yiiriitilmektedir. Yerli
irklar genetik c¢esitliligin devamin1 saglamakta ve gelecekteki temel genetik materyali
olusturmaktadir. Ayn1 zamanda melez tiplerde olusabilecek duyarliliklara ( hastalik, yasama
giicii vb.) kars1t direncin arttirllmasinda kullanilabilirler (Soysal ve ark. 2003). Genis
varyasyona sahip, hastaliklara direngli, cografi kosullara uyum saglanmis yerli genotiplerin

1slahi siirdiiriilebilir hayvanciligin temelini olusturur.

Tirkiye’de bugiine kadar yapilan genetik 1slah galismalarinda ¢ogunlukla disaridan
aliman yiiksek verimli irklar ile yerli irklarin melezlenerek gelistirilmesi amaglanmistir. Saf
yetistirme ve seleksiyon yoluyla genetik 1slah yontemleri de denenmis ancak iilke diizeyinde
yetistiricilere yansiyacak seviyelere ulagamamistir. Dogum ya da asim sirasinda meydana
gelebilecek birey kimliklendirme hatalar1 ile kayit yetersizlikleri tiim kazanimlarin yok
olmasina neden olabilmektedir. Ozellikle ¢ogul dogum yapan ve siiriiler halinde yetistirilen
ciftlik hayvanlarinda, ebeveyn takibi olduk¢a zordur ve soy kiitligline hatali veriler
kaydedilebilmektedir (Kosum 1995). Bu durum ozellikle kiiglikbas hayvan irklarinin
seleksiyon ile genetik 1slahinda karsilasilan en 6nemli sorunun dogru pedigri kayitlarinin
tutulamamast oldugunu gostermektedir. Son yillarda kiigiikbas hayvan yetistiriciligindeki en
onemli adimlar; yetistirici birliklerinin kurulmasi ve kamu kaynaklarinin énemli bir kisminin
yerli irklarimizin korunmasi ve 1slahi ile ilgili ¢aligmalara yonlendirilmesi olmustur. “Halk
Elinde Kiiciikbas Hayvan Islah1 Ulkesel Projesi”, Hayvanciligin Desteklenmesi Hakkinda
2005/8503 sayili Bakanlar Kurulu Karari ile 2005 yilinda baslatilmistir. Bu proje saf
yetistirme ve seleksiyon yolu ile kii¢likbas hayvan 1slahinin yetistirici ile birlikte yapilmasini
hedeflemesi bakimindan ¢ok onemli bir hamle olarak degerlendirilebilir. Ancak projenin
basarisini etkileyebilecek en onemli kriterin dogru pedigri kayitlarinin tutulmas: oldugu ve bu
konuda zorluklarin asilamadigi bildirilmektedir. Bununla birlikte diinyada dogal asim
uygulamalarindaki bu sorun molekiiler genetik tekniklerle asilmistir ve iilkemizde de aym

yontemin kullanilmasi zorunludur.



Glinlimiizde genotiplerin belirlenmesi, 1rklar ici ve irklar arasi benzerlik ve
farkliliklarin hesaplanmasi, baglanti (linkage) analizleri, molekiiler 1slah, ebeveyn tayin
edilmesi (paternity testing) c¢alismalarinda kullanilan molekiiler genetik tekniklerden en
yaygin olani “mikrosatellit DNA polimorfizmi” teknigidir (Un ve ark. 2000, Calvo ve ark.
2006, Agha ve ark. 2008, Agaoglu Korkmaz ve ark. 2010, Ozsensoy ve Kurar 2012).
Genomda 2-6 bg (baz ¢ifti) uzunlugunda, 6-30 arasinda degisen tekrar sayisina sahip DNA
dizileri olan mikrosatellitler yiiksek polimorfizm géstermesi nedeniyle genetik ¢alismalarda
tercih sebebidir. Farkli irklarla yiiriitiilen ebeveyn tayin ile ilgili ¢alismalarda kegilerde de
mikrosatellitlerin yiiksek dogruluk oranlari verdigi belirtilmektedir (Luikart ve ark.1999,
Luna-Gonzaleza ve ark. 2012)

Bu tez ¢aligmasinda kegilerde ebeveyn tayininde kullanilmasi Uluslararasi Hayvan
Genetigi Dernegi (ISAG- International Society of Animal Genetics) ve bilimsel arastirmalar
tarafindan Onerilen 9 farkli mikrosatellit bolgesinin yerli ke¢i irklarimizda kullanilabilirliginin
belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla segilen mikrosatellit bolgelerinden elde edilen veriler
cesitli istatistik metodlara gore analiz edilmis (heterozigotluk, diglama giicii, ayrimlama giicii,
polimorfik bilgi igerigi, babalik orani, eslesme olasiligi gibi Olgiitlerle), serbest agimin
uygulandig siiriilerden alinan oOrneklerde aday babalar arasindan dogru babanin tahmin

edilmesinde bu mikrosatellitlerin ne oranda dogru sonug verdikleri aragtirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Kegi, insanlar tarafindan evcillestirilen ve diinyada en yaygin yetistiriciligi yapilan
tiirlerden biridir. Kegi yetistiriciligi gelismekte olan iilkelerin ekonomisinde 6nemli rol
oynamaktadir (Araujo ve ark. 2010). Uzun yillar et, siit, yapag: gibi degerleri ile ekonomiye
katk1 saglayan (Sahlu ve Goetsch 2005), kirsal niifus i¢in onemli ve gilivenilir bir gelir
kaynag1 olan kegiler; 6zellikle insanlar ve diger hayvanlar tarafindan degerlendirilemeyen
diisiik kaliteli mera alanlarini, makilik, ¢alilik ve fundalik alanlar1 degerlendirebilen, bakim ve

beslenmeleri kolay, kanaatkar hayvanlardir.

Kiiresel iklim degisikliklerinin olumsuz etkilerine karsi diger ¢iftlik hayvanlarinin
tersine kendilerine avantaj saglayan fizyolojik oOzellikleri sebebiyle son yillarda kegi
yetistiriciliginin diinyadaki popiileritesi artmaktadir (FAO 2014). Diinyanin birgok yerinde
yetistiriciligi yapilan bu tiir ¢ogunluklar arazi yapisi, iklim ve bitki Ortiisliniin uygunlugu
sebebiyle Akdeniz iilkelerinde ve iliman iklim kusagindaki Orta Dogu iilkelerinde daha
yaygindir. Tirkiye’de de kegi yetistiriciligi 6zellikle de yoksul ailelerin hayvansal protein
ihtiyaglarinin karsilanmasinda 6nemli bir kaynak olarak olduk¢a Onemlidir (Giinli ve
Alagahan 2010). Tiirkiye’de keci yetistiriciliginin karli ve verimli bir yapiya kavusturulmasi
icin yapilmasi1 gerekenlerin basinda etkili bir 1slah ve yetistirme programinin uygulamaya

konulmasi gelmektedir.

Koyun yetistiriciliginde oldugu gibi kecide de genetik 1slah ¢alismalarinda iki yontem
tercth edilmektedir. Bunladan birincisi; yerli ve yabanci wrklar kullanilarak yetistiriciligin
yapilacagi bolgenin sartlarina uygun yeni genotiplerin gelistirilmesi, ikincisi ise yerli irklarin

saf yetistirilmesi ve seleksiyon ile verimli irklarin gelistirilmesidir (Kaymakg1 2006).

Ulkemizde kegi yetistiriciliginde genetik yapmin ve cevre sartlarinm gelistirilmesi
amaciyla bircok c¢alisma yapilmis ancak yerli rklarimizin saf olarak yetistirilmesi yolu ile
yapilan 1slah c¢alismalar1 ¢ogunlukla yetistiricilere mal edilmesi bakimindan hep simirh
kalmistir. Ongoriilen; yerli irklarin korunmasi ve gelistirilmesinin olduk¢a énem arz ettigidir.
Yerli irklarin yayildiklari bolgeye adapte olmus olmalari, yeni gelistirilecek irklar i¢in genetik
kaynak olmalar1 ve gelecekte ortaya cikabilecek cesitli cevresel olumsuzluklara karsi
koyabilecek en uygun 1rk olabilecegi ihtimali nedeniyle énem kazanmaktadirlar (Soysal,
2009). So6z konusu yerli irklarin genetik yapisinin korunmasi yeni gelistirilecek irklar igin

oldugu kadar bolgesel yetistiricilik i¢in de olduk¢a onemlidir. Melezleme veya seleksiyon



calismalarinda gelistirilen irklarda ¢esitli adaptasyon sorunlari, verim kaybi, hastalik direnci
gibi bircok 6zellik bakimindan kayip verilecegi ongdriilmiis ve 1slah stratejileri ile yerli irklar
korumaya yonelik caligmalarin birlikte ele alinmasimi 6ngéren destekler arttirilmaya

basglamistir.

2.1 Kegi Yetistiriciligi Alaninda Gelismeler Ve Halk Elinde Islah Projesi

Tiirkiye’de 6zellikle son yillarda yerli keci irklarinin korunmasi ve 1slahina yonelik
pek cok calisma baglatilmistir. Bu projelerden en 6nemlilerinden birisi hem koruma ve hem
de 1rkin gelistirilmesini amaglamasi bakimimdan ‘Halk Elinde Hayvan Islahi Ulkesel Projesi’
dir. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar Genel Miidiirligii’niin
Koordinatorliiginde Hayvan Genetik Kaynaklarinin Gelistirilmesi kapsaminda 2005 yilinda 2
ik ile 2 ilde baslatilan ve 2006 yilindan itibaren 12 irk veya genotiple 13 ilde uygulanan
“Halk Elinde Hayvan Islah1 Ulkesel Projesi” nin ilk 5 yillik dénemi 2010 yilinda sona

ermistir.

Projenin amaci; yerli koyun ve kegilerimizin et, siit, kil-tiftik ve dol verimlerinin
artirllmasi, kiicilkbas hayvancilikta nitelikli damizlik ihtiyacinin karsilanmasi, damizlik¢i
isletmelerin  kurulmasi, birlik ve yetistiricilere hayvan 1slah1 uygulamalarinin ve
organizasyonun Ogretilmesi, yetistiricilerinin ekonomik seviyelerinin yiikseltilerek iilke
ekonomisine art1 deger saglanmasi olarak belirtilmektedir (Anonim 2018a). Proje kapsaminda
yapilan destekleme 6demeleri kapsaminda yetistirici aktif olarak projede gorev almakta, veri

toplamakta ve 1slah uygulamalarina dogrudan katki saglamaktadir (Ankarali ve ark. 2009).

Projesi kapsaminda olusturulan siiriilerde agik ¢ekirdek ve tabakali yetistirme
sistemini i¢ine alan bir yaklagim bi¢imi kullanilmaktadir. Buna gore her bir 1irk i¢in ayr1 ayri
elit dst sirii (¢ekirdek), ara elit siirii ve alt siiriilerin (taban) olusumunun saglanmasi
planlanmistir (Sekil 2.1). Bu projede giiniimiize kadar bu irklardan bazilarinda taban siirii, ara

elit stirtilerin ve elit siirtilerin olusumlar1 gerceklestirilmistir.



Kamu / Ozel
isletme

Secilmis
Isletmeler

En iyi
Disi / Erkek

Tipik
Kiiciikbas
Hayvancilik
isletmeleri

Sekil 2.1: Genel yetistirme plani 1slah modeli (Anonim 2018b)

Ara Elit
Siiril
Koclan / Tekeleri
Uretilecek

Taban
Siirii
Koclan / Tekeleri
Uretilecek




2.2 Hayvancilikta Ebeveyn Tayini Ve Onemi

Damizlik niteligindeki yiiksek verimli, hastaliklara diren¢li ve uyum kabiliyeti yiiksek
hayvanlarin elde edilmesi seleksiyon c¢alismalarinin en O6nemli amacidir. Seleksiyon
caligmalarinin temel dayanagini ise verim denetimlerine dayali fenotipik tanimlamalar, soy
kiitigii (Pedigri) bilgileri ve form o6zellikleri olusturmaktadir. Bunun yaninda, molekiiler
genetik alaninda yasanan g¢arpici gelismeler sonucunda son yillarda genomik tanimlama ve
buna dayali genomik seleksiyon uygulamalari da devreye girmistir. Genomik seleksiyona
taban olusturacak genomik tanimlamalar anlaminda da fenotipik tanimlamaya yonelik verim
denetimlerine olan gereksinim kagiilmazdir. Islah hedefine yonelik olarak gergeklestirilecek
verim denetimlerinin belirli zaman araliklar1 ile hassas Ol¢limlerle gerceklestirilip
kaydedilmesi gerekmektedir. Bunun yaninda soy kiitiigii kayitlarinin varligi ve dogrulugu da

oldukc¢a 6nemlidir.

Genetik belirtecler hayvan genotiplendirilmesinde, pedigrili yetistiricilie yardimci
olan en giiglii araclardir. Genetik c¢esitliligin detayli bir sekilde analiz edilmesini ve
degerlendirilmesini saglayan bir lokusun allelik varyasyonu hakkinda bilgi saglar. Hem 1rk i¢i
hem de wklar arasi cesitlilik parametreleri molekiiler genetik isaretleyiciler kullanilarak

belirlemeye yardimci olur (Sunnuck 2000).

2.3 Ebeveyn Tayininde Kullanilan Yontemler

2.3.1 Babalik testleri

Hayvan 1slahinda, hayvanlarin damizlik degerlerinin dogru tahmin edilebilmesi
amaciyla soy kiitiigii olusturulmasinda ebeveyn bilgilerinin dogrulugu en 6nemli olgudur.
Ebeveynlerin dogru tespit edilebilmesi dogru hayvanin seleksiyonunda kilit noktadir.
Ozellikle siiriiler halinde bir arada yetistirilen; koyun ve kegi gibi ¢oguz dogum yapan giftlik
hayvanlarinda, kontrollii yetistiriciligi saglamak i¢in en yaygin kullanilan yontem olan elde
asim her zaman miimkiin olmamaktadir. Bu durum, c¢esitli sorunlar1 da beraberinde
getirmektedir. Serbest asim uygulamalarinda hatta kizginlik senkronizasyonunun ve yapay

tohumlamanin uygulanmasi durumunda bile yavrunun ebeveyn tayininde bir takim sikintilar



ortaya ¢ikmakta ve yavrunun ebeveyn bilgileri pedigri kayitlarima yanlis olarak

islenebilmektedir.

Babalik testlerinde amag; kontrolsiiz ¢iftlesmenin gergeklestigi populasyonlarda,
yabani populasyonlarda ve yanlis pedigri kayitlar1 tutulan isletmelerde ebeveynleri
bilinemeyen canlilarin biyolojik babasini belirlemektir. Baba ve yavrunun genetik yakinligi

incelenerek sonuca ulasmak miimkiindiir.

Babalik testleri i¢cin 1960’11 yillardan sonra Mendel kalitimi1 gosteren kan grubu ve
protein sistemleri kesfedilmis ve ebeveyn tayini ¢aligmalarinda kullanilmistir. Daha sonralar1
konuyla ilgili olarak Uluslararast Hayvan Genetigi Dernegi (ISAG) tarafindan standartlar
gelistirilmistir. DNA teknolojisi ve molekiiler biyolojideki hizli gelismeye paralel olarak daha
ekonomik, kolay ve polimorfik olmalarindan dolay1 6zellikle polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) temelli DNA markér sistemleri tercih edilmeye baslanmustir. Ozellikle son yillarda
seleksiyonda isabet derecesini artirmak amaciyla segilecek bireylerin pedigri bilgilerinin
dogrulugunu sinamak amaciyla babalik testlerinden olduk¢a yiiksek diizeyde

yararlanilmaktadir (Un 2014).

Hayvan yetistiriciliginde wrklar i¢i ve irklar arast farkliliklarinin belirlenmesinde
kullanilan ilk teknik molekiiler isaretleme yontemi olarak proteinlerin elektroforetik analizi
caligmalaridir. 2000°li yillara kadar molekiiler genetik ¢alismalar ilk etapta protein

polimorfizmi teknigi kullanilarak gergeklestirilmistir (Ozsensoy ve Kurar 2012).

Yetistiricilikte ebeveyn kontrollerinde kullanilan diger bir yontem ise; kan gruplar
yontemi ile ebeveyn tayini idi. Bu yontemde yavru ile ebeveynlerin kan tipleri uygunlugu
bakimindan incelenip ebeveynin dogru tespit edildigi kabul gormistiir (Baron ve ark. 2002,
Visscher ve ark. 2002) Ancak, kan gruplar ile ebeveyn testi siiphelilerin tespit edilmesi
seklinde degil uygun olmayanlarin diglanmasi esasina dayanir. Ancak bu yontemlerdeki hata
payr %15-20 civarindadir. Kan grubu ve protein isaretleyicilerinin belli kromozomlar
lizerinde yogunlasmasi, polimorfizm degerlerinin diisiik ¢ikmasi, kan 6rneklerine gereksinim
duyulmasi, is yiikiiniin agir olmasi ve analizlerin uzun zaman almasi gibi dezavantajlari

bulunmaktadir ( Cerit 2003).

Gilinlimiizde molekiiler teknikler ile calisilan ve gelisen yontemler artik yetistiricilige

de yansimaktadir. Populasyonlardaki genetik varyasyonlarin anlasilmasi i¢cin DNA diizeyinde
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analizlerin kullanilmasi, fenotipik yontemlere gore daha ¢ok bilgi igermektedir. Cilinkii DNA
sekanslar1 insersiyon/delesyon, mutasyon, krossing over, gen transferleri vb sebeplerle

polimorfizm hakkinda daha gercek bilgiler edinmemizi saglamaktadir.

DNA markorlar1 farkli genotiplere ait DNA’nin sekans farkliliklarmi degisik
sekillerde ortaya koyabilmektedir. Son yillarda gelistirilen ve birgok avantaja sahip olan
cesitli markorlar mevcuttur. Gilinimiize kadar insanlarda ve hayvanlarda ebeveyni
dogrulamak ve tayin etmek i¢in farkli belirtecler denenmis, ebeveyn tayinine yonelik bir¢cok
molekiiler belirteg yontemi kullanilmis ve gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda kan grubu
antijenleri, DNA parmak izi (DFP), Restriksiyon Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP),
Cogaltilmis Parga Uzunluk Polimorfizmi (AFLP), tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) ve
Mikrosatellit Belirtegler yontemleri siralanabilir. Mikrosatellit belirtegler ebeveynlerden
kromozomlarla gegen kisa ardisik tekrar dizilerin uzunluklarini ifade eder. Mikrosatellitler
diger belirteglere gore daha yaygin kullanilmaktadir (Silver 1989, Mitra ve ark. 1999, Gerber
ve ark. 2000, Thomsen ve ark. 2002, Jones ve Arden 2003).

2.3.2 Mikrosatellit belirtecler

Mikrosatellit DNA lokuslari; 2-6 niikleotid uzunlukta kisa, tekrarlanan DNA dizilerini ifade
etmektedir (Butler 2005, Freeland 2005). Mikrosatellitler genellikle;

1. Kodominant 6zellikte olmalari nedeniyle babalik tespiti (paternitiy testing)
calismalarinda,

Populasyon genetigi arastirmalarinda,

Rekombinasyon ve genetik haritalama ¢alismalarinda

Delesyon, duplikasyon arastirmalarinda,

o~

Yerli gen kaynaklariin korunmasi ¢alismalarinda

lokusa 6zgii olmasi ve genom i¢inde diizglin ve genis yayllim gdstermesi nedeniyle
yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiiksek mutasyon orani ve genom hakkinda diger molekiiler
belirteclere gore daha fazla bilgi vermeleri yaninda PZR’a dayal1 bir teknik olmasindan dolay1
¢ok tercih edilen ve birgok tiirde kullanilan bir DNA belirtecidir (Ramamoorthi ve ark. 2009),
Condit 1991). Mikrosatellit belirtecler, yaygin olarak 2 niikleotidli tekrarlardan [(CA)n]



olusmakla birlikte farkli formlarda da (AC, AT, AAC, AAT, CCG vb) bulunabilmektedir
(Ellegren ve ark. 1997, Orti ve ark. 1997, Bruford ve ark. 2003).

Mikrosatellit (STR) markorleri, polimeraz zincir reaksiyonu ile yapilan genetik
calismalarda en ¢ok tercih edilen markor sistemini olusturmaktadir (Weber ve May 1989, Liu
1998). Mikrosatellitlerin kullanim kolaylig1 ve elde edilen sonuglarin dogruluk derecesiyle de
tercih sebebi belirteglerdir. (Lopez-Herraez ve ark. 2005). Mikrosatellitler, DNA'nin diger
notr bolgelerine kiyasla daha yiiksek bir mutasyon oranina sahiptir. DNA nin replikasyonu

esnasinda DNA komplementerlerinin yanlis eslesmesi yiiksek mutasyon durumunu agiklar.

Mikrosatellit DNA polimorfizm teknigi, 1997 yilindan beri Amerika Federal
Sorusturma Biirosu (Federal Bureau of Investigation in the United States) tarafindan adli
davada suglularin belirlenmesi amaciyla insanlik yararina kullanilmak igin kabul gérmiistiir.
Insanlarda ebeveynlerin ve suclularin belirlenmesi calismalarinda 13 farkli mikrosatellit
bolgesinin kullanilabilecegi CODIS (FBI Combined DNA Index System Database) tarafindan
kabul edilmigtir. Sigirlarda ebeveyn tayininde ise 9 mikrosatellit bolgesinin kullanilabilecegi
Uluslar Aras1 Hayvan genetigi Toplulugu (ISAG/ International Society of Animal Genetics)
ve Uluslararasi Hayvan Kayit Komitesi (ICAR- International Committee for Animal

Recording) tarafindan kabul edilmektedir.

Insan, sig1r, koyun ve keciler igin ¢ok sayida mikrosatellit markér kullanilmaktadir
(Fadiel ve ark. 2005). Koyun genomunda yaklasik 1400 (Maddox ve Cockett 2007), sigir
genomunda 2402 mikrosatellit markor haritalanmistir (Anonim 2018c). Keg¢i genom
haritasinda (INRA veri tabaninda) 423 mikrosatellit lokus bulundugu belirtilmistir (Anonim
2018d).

Gilinimiizde kecilerde genom ¢aligmalar1 diger ¢iftlik hayvanlarinda oldugu kadar
yaygin olmasa da; ebeveyn dogrulama paneli gelistirmek i¢in yeteri kadar mikrosatellit lokus
mevcuttur. Bugiine kadar ¢esitli hayvan tiirlerinde mikrosatellit markdrlerle dogru sonuca en
diisiik maliyet ile ulasabilecek panel gelistirme ¢alismalar1 yapilmis ve halen bu ¢alismalar

devam etmektedir.

Yapilan ¢alismalar incelendiginde 2000°1i yillardan sonra kegilerde ebeveyn tayininde
mikrosatellit DNA polimorfizm tekniginin kullanimmin yayginlasmaya baslandigi
goriilmektedir. Yeni Zelanda da her y1l 8000 kiigiikbasta ebeveyn testi yapilirken (Crawford
ve ark. 2006), Fransa da bu sayinin 2500 — 3000 oldugu bildirilmistir (Amigues ve ark. 2003).

Son yillarda koyun ve kegi yetistiriciliginde molekiiler markorler bugiine kadar yapilan
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caligmalarin sagladigi bilgi birikimi ve teknolojinin maliyetinin disiiriilmesiyle daha yaygin
olarak kullanilmaya baglamistir (Dodds ve ark. 2007). Yapilan g¢alismalarin sonuglari
incelendiginde, calisilacak mikrosatellit bolgelerinin 6ncelikle yerli keci irklari ebeveyn
testinde kullanilabilirliginin test edilmesi ve yerli irklarimiz i¢cin en uygun (dislama giicii
yiiksek ve baba olma olasiligin1 %99,7’in {izerinde olmak) mikrosatellit bolgelerin segilmesi
gerektigi goriilmektedir. Polimorfizm diizeyinin yiiksek oldugu belirlenen lokuslar, istenen
kriterleri de sagliyorsa daha sonraki asamalarda ilgili irklarin ebeveyn testi analizlerinde ve

bireylerin tanimlanmasinda kullanilabilecektir.

x Chromosome

(DA

e J &
—— N

Microsatellites (1-9 bp) Minisatellites (10-100 bp) Macrosatellites ( >100bp)

TRs (tandem repeats)

Sekil 2.2: Mikrosatellit DNA gorseli ( Saeed ve ark.2016)

2.3.3 Mikrosatellit tekniginin uygulama basamaklari

Mikrosatellitler hayvanlarda populasyon genetigi c¢alismalarinda ve pedigri
calismalarinda (Koskinen ve Bredbacka 1999, 2000) yaygmn bir bi¢imde kullanim alani
bulmustur. Mikrosatellitlerin parental identifikasyonu ve akrabalik iligkilerini saptamada
kullanilabilmesi i¢in allel frekanslarinin belirlenmesi ve {lizerinde c¢alisilan lokuslarin

istatistiksel parametrelerinin hesaplanmasi gerekir.
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Mikrosatellitler araciligiyla genotipin belirlenmesi 4 basamaktan olusmaktadir.
Saglikli ve giivenilir veri elde edilebilmesi bakimindan her basamak iizerinde titizlikle
durulmasi gerekmektedir. Bu basamaklar Sekil 2.3’ de gosterildigi sekilde siralanabilir (Un ve
ark. 2000).

DNA izolasyonu
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Sekil 2.3: Mikrosatellit Tekniginin Uygulama Basamaklari
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1 Biyolojik Materyal

Bu caligmanin biyolojik materyalini Tiirkiye’nin farkli cografi bolgelerinin g¢evre
kosullarina uyum saglamis, farkli verim 6zellikleri agisindan yetistiriciligi yapilan 4 yerli keci

irkina (Kil, Ankara, Kilis, Honaml) ait bireyler olusturmustur (Sekil 3.1).

KIL KECISi KILIS KECISI

Sekil 3.1: Calisma Kapsamindaki Yerli Kegi Irklar1 (T.C. Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanlig1)
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Tez calismasinda kullanilan Kil kegisine ait bireylerin kan drnekleri Antalya, Burdur,
ve Denizli illerindeki halk elinde 1slah projesi kapsaminda segilmis siiriilerden, Honamli
kecisine bireylerin kan ornekleri Konya, Burdur, Antalya ilindeki halk elinde 1slah projesi
kapsaminda segilmis stiriilerden, Ankara kegisi irkina ait bireylerin kan ornekleri Ankara ili
Beypazar1 ve Guidill ilgelerine ait kdylerden, ve Kilis kegisi irkina ait bireylerin kan ornekleri
ise Gaziantep ili Kilis il¢esindeki halk elinde Islah projesi kapsaminda c¢alisilan secilmis

stiriilerden (Cizelge 3.1) alinmustir.

Bu wklar “Halk Elinde Kiigiikbas Hayvan Islah1 Ulkesel Projesi” kapsaminda
calisilmakta olan yerli saf irklarinin bazilaridir. Bu irklara ait her bir taban siirii, ara elit stirii
ve elit siiriiden segilmis olan yavrular, bu yavrularin anneleri ve aday babadan (tekeden) kan
ornegi (10 mIKsEDTA’11 tiiplere) alinmis ve DNA izolasyonuna kadar -20 °C’de muhafaza
edilmistir.

Cizelge 3.1: Calisilan keci 1rklari, irklarin kisaltilmis isimleri ve projede irklara ait kullanilan
birey sayilari, 6rneklemenin yapildig iller

Birey Sayisi (n) Orneklemenin yapildigi Yer
IRK Kisaltma
Anne Yavru Kog

Ankara Kecisi ANK 40 38 14 Ankara (Beypazari, Giidiil)
TOPLAM 92

Kil Kegisi KIL 36 28 15 Antalya, Burdur
TOPLAM 79

Honamh Kegisi HNM 60 57 44 Antalya, Burdur,Konya
TOPLAM 161

Kilis Kecisi KLS 30 30 11 Gazientep / Kilis
TOPLAM 71
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3.1.2 Kullamlan cihaz ve ekipmanlar

Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ¢izelge 3.2 de verilmistir.

Cizelge 3.2: Kullanilan Cihazlar

Cihaz Model

Buzdolabi +40C Profilo, Vestel

Hassas Terazi AND GF-600
Otoklav Alp CL40M

Ph Metre Jenco 6173

Sogutmali Santrifiij (+4°C) Hettich 320R
Mikrodalga Firin Beko

Vorteks Biosan

Derin Dondurucu -80 C° Hettich

Santrifiij Hettich Universal 32R

Jel Gorlintiileme Ve Analiz Sistemi Vilber Lourmat, QUANTUM ST4

Ceker Ocak Yener Celik Lab.Buro.Mob.San.Tic.LTD
Etiv Binder ED 53

Gii¢ Kaynagt Thermo EC

Otomatik Pipetler Thermo

Dik Tip Derin Dondurucu(-86) Thermo,702

PCR Thermal Cycler Cihazi Techne TC-5000, Bio-Rad,
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3.1.3 Kullamlan kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler Cizelge 3.3 de verilmistir.

Cizelge 3.3: Calismada kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler

LYSIS BUFFER 10X TBE TUZ (SALT)/EDTA BUFFER

0,01M NaCl 121,14 g/mol Tris 75 mM NaCl

1luM EDTA 61,83 g/mol Borik Asit , | 25 mM EDTA (PH :8.0)

0,01 M Tris (pH=8.0) 292,25 g/mol EDTA-Na2

% 0,10 SDS

TE (pH=7.5) PROTEINAZ K 10X LYSIS BUFFER

10 mM Tris-HCI 100 mg Proteinaz K 770 mM NH4CI

1 mM EDTA 10 ml dH20 ,(10 mg/ml) | 46 mM KHCO3
10 mM EDTA (dH20 ile taplam
hacim 1 It olacak sekilde)

SDS FENOL FENOL:KLOROFORM:iSOAMIL

10 gr SDS 1 birey i¢in 3 ml. ALKOL (25:24:1)

100 ml dH20 1 birey i¢in 3 ml.
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3.2 Yontem

3.2.1 Genomik DNA izolasyonu

PZR c¢alismalarinda kullanilmak tizere; DNA izolasyonu yapilacak olan kan
orneklerinin toplanmasinda kanin pihtilagmasini énleme amaci ile EDTA’ tiipler kullanilir.
Heparin, PZR igin inhibitér olarak etki gosterebileceginden PZR ¢alismalari i¢in kan
orneklerinin toplanmasinda EDTA’l1 tiipler tercih edilmektedir (Ar1 2004). Calismada 4 farkli
yerli ke¢i irkina ait anne, yavru ve baba aday1 tekelerden EDTA’l1 tiiplere 10 ml kan 6rnegi

alinmis ve DNA izolasyonuna kadar —20°C’de dondurularak saklanmuistir.

Molekiiler genetik amagclarla kullanilacak olan DNA’nin elde edilmesi ig¢in
kullanilacak metodun miimkiin oldugunca yiiksek molekiillii ve proteinlerden arindirilmis bir
izolasyon saglanmasi gerekmektedir. Bu amagla ¢alismada yaygin olarak basariyla kullanilan
Fenol Kloroform isoamil alkol metodu (Sambrook ve ark. 1989) ile DNA izolasyonu

yapilmustir.

Her birey i¢in alinan 10ml kan ornegine kan hiicrelerinin parcalanmasi i¢in buz
icerisinde 40ml 2x lysis buffer (10X Lysis ¢ozeltisi: NH4Cl (Ammonium Chloride) 770mM,
KHCOs (Potassium Bicarbonate) 46mM, EDTA 10mM) eklenerek 1 gece +4 derecede
bekletilmistir. Ardindan 3.000 rpm de 15 dk santrifiij edilerek kan hiicreler ¢oktiiriilmiistiir.
Supernatant uzaklastirilip, kalan kati kistma 0.3 ml %10’luk SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)
ve 150 ul Proteinaz K (10 mg / ml) ve 3 ml Tuz EDTA soliisyonu (Tuz / EDTA ¢ozeltisi:
NaCl 75 mM, EDTA 25mM) eklenerek 3 saat 55 C de etiivde bekletilmistir. Bu siire sonunda
3ml fenol eklenmis 15 dk 3.000 rpm de santrifiij edilmistir. G6zle net bir sekilde ayirt
edilebilecek 2 faz olusmustur. Ust faz dikkatlice yeni bir santiirfujtiipiine alinmus, iizerine 3
ml fenol kloroform isoamil alkol (25:24:1) eklenip tekrar 3.000 rpm del0 santrifiij edilmistir.
Ust faz almarak 2/3 i kadar soguk %100 alkol eklenerek DNA gozle goriiniir hale
getirilmistir. Alinan DNA kurutulup ve iizerine 0.4 ml TE ile sulandirilmigtir. PZR da
kullanilmak tizere tekrar sulandirilmistir (1/10) (100 ng/ pl).
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3.2.2 DNA kalite ve miktar kontrolii

DNA orneklerinin miktar tayini Qubit 2,0 Fluorometer ve elektroforez yontemleri ile
belirlenmistir. DNA bantlar1 % 0,8’lik agaroz jelde UV 151k altinda goriintiilenmistir. Agaroz
jel elektroforezinde 0,8 gr agaroz 100 ml (1X) TBE tamponu mikrodalga firinda eritilerek
hazirlanmistir. DNA bantlarinin UV 1g1k altinda goriintiilenmesi igin 2,5 ul Red-Safe
(10mg/ml) ilave edilmistir. Homojen karisim agaroz jel elektroforezi kasetlerine dokiilerek
oda sicakliginda donmasi beklenmis ve yiikleme kuyular1 olusturan taraklar jel zedelenmeden
cikarilmistir. Elektroforez tankina katottan anota hareketi saglamak i¢in 1X TBE tampon
eklenmistir. Hazirlanan jele 6rneklerin yiiklenmesi igin 3 pul DNA 6rnegine 3 pl loading dye
ve 3 ul dH20 solusyonu karistirilip, karisimin tamamu jelin kuyucuklarina yiiklenmis ve jel
100 V voltajda ve 500 A akimda 30 dakika yiritilmiistir. Jel; UV 1s1k altinda bilgisayar

programi araciligi ile gézlemlenmistir.

DNA izolasyonlar1, kalite ve miktar kontrolleri ve sulandirilma islemlerinin
tamamlanmasinin ardindan, mikrosatellit bolgelerinin polimeraz zincir reaksiyonu metodu ile

yiikseltgenmesine iligkin uygun kosullarin belirlenmesi asamasina geg¢ilmistir.

3.2.3 Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) metodu ile mikrosatellit bdlgelerinin

yiikseltgenmesi asamasi

Calismada kullanilan 9 farkli mikrosatellit bolgesi kecilerde ebeveyn tayininde
kullanilmas1 ISAG ve bilimsel aragtirmalar tarafindan Onerilen mikrosatellitler arasindan
polimorfizm ve heterozigotluk diizeylerinin yiiksek olmasi, farkli kromozom bdlgelerinde yer
almalari, allel sayilari, allel uzunluklari gibi veriler dikkate alinarak secilmistir. Bu lokuslara
iliskin floresans isaretli (forward-ileri primer) ve isaretli olmayan (reverse-geri primer)
liyofilize primerler 100 pikomol/ul olacak sekilde sulandirilarak hazirlanmis ve bu stoktan
PZR’nda kullanilmak tizere 10 pikomol/pul olacak sekilde ddH20O (bi-distile) ile sulandirilip -
20°C’de stoklanmistir. Calisma igin se¢ilen mikrosatellit bolgelerine iliskin bilgiler Cizelge

3.4°de, primer dizileri Cizelge 3.5’de verilmistir.
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Cizelge 3.4: Caligsmada kullanilan 9 mikrosatellit bolgesine ait bilgiler

Mikrosatellit *Renk Kromozom | Allel Uzunluklari (bg)
CSRD0247 FAM 14 209 - 261
ILSTSO087 FAM 6 137 - 155
SRCRSP05 FAM 21 158-180
INRAOOG FAM 3 106-126
INRA23 TET 1 197 - 219
INRA132 TET 23 144 — 174
INRABERN172 | TET 26 136-196
ILSTS019 HEX 25 144 — 158
BM1329 HEX 6 167-181

*FAM :mavi, TET:yesil, HEX:sar1

Cizelge 3.5: Mikrosatellit bolgelerin yiikseklgenmesinde kullanilan primerler

Mikrosatellit ad1 | Primerler Kaynak
INRA23 Ileri ;GAGTAGAGCTACAAGATAAACTTC Vaiman ve Mercie
Geri: TAACTACAGGGTGTTAGATGAACTCA 1994
INRAQOS Ileri: AGGAATATCTGTATCAACCT CAGTC | Vaiman ve Mercie
Geri:CTGAGCT GGGTGGGAGCTATAAATA 1994
INRAL32 Ileri: AACAT T T CAGCT GAT GGT GGC Vaiman ve Mercie
Geri: TTCTGTTTTGAGTGGTAAGC TG 1994
Ileri: GGACTTGCCAGAACTCTGCAAT Al-Atiyat ve ark.
CSRD0247 _
Geri:CACTGTGGTTTGTATTAGTCAGG 2015
) Bulut ve ark. 2014,
IlerlAGCAGACATGATGACTCAGC Hoffmann ve ark
ILSTS87 _ '
Geri:CTGCCTCTTTTCTTGAGAGC 2004
[leri: GGACTCTACCAACTGAGCTACAAG Agaoglu ve ark.
SRCRSP05 _
Ger: TGAAATGAAGCTAAAGCAATGC 2010
INRABERN172 | ileri:CCAGGGCAGTAAAATGCATAACTG Saitbekova ve ark.
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Geri:GGCCTTGCTAGCCTCTGCAAAC 1999

Ileri:T TG TTT AGG CAA GTC CAA AGT C

BM1329 ] Carmen 2007
Geri:AAC ACCGCAGCT TCATCC

[leri: AGGGACCTCATGTAGAAGC

ILSTS19 . Yadav 2015
Geri:ACTTTTGGACCCTGTAGTGC

Polimeraz zincir reaksiyonu (polimerase chain reaction), belirli reaksiyon
komponentlerinin belirli oranlarda bir araya getirilip 1s1 siklusunun kontrollii olarak
degistirilmesiyle, in-vivo DNA replikasyonunun yapay olarak (in-vitro) gergeklestirilmesi
seklinde tanimlanabilir. Reaksiyon igin gerekli olan komponentler, tek iplik¢ikli DNA
(denatiire edilmis DNA), oligoniikleotitler (primers), desoksiniikleotid trifosfat (ANTPs) ve
DNA polimeraz enzimi gibi komponentlerdir (Sekil 3.2).

KALIP DNA
. DD}
94°C - 98°C
DENATURASYON
3 s N ~ i 3
G BAGLANMA §6°C - 70°C

Sekil 3.2: PZR basamaklari

Bir PZR reaksiyonu i¢in karisimdaki MgCl, konsantrasyonu oldukga kritiktir.
Hazirlanan ideal mixte yaklasik 0.5-2.5 mM MgCl; olmalidir. MgClz iyonlar1 enzim

aktivitesine, primer baglanmasima ve DNA nin ¢dziinme 1sisina etki eder. ANTP’ler MgCl2
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iyonunu baglanmasi1 nedeniyle dNTP konsantrasyonundaki artis serbest MgCl
konsantrasyonunda azalmaya neden olur bu nedenle optimizasyon bu durum goz Oniinde
bulundurulmalidir. Diisiik MgCl> konsantrasyonu {iriin olusumunu azaltirken, yiiksek MgCl»
konsantrasyonu ise spesifik olmayan iiriin olusumuna neden olabilir. Bu nedenle oncelikle
uygun PZR protokoliiniin ve PZR kosullarin belirlenmesi i¢in farkli baglanma sicakligi
(annealing temperature), farkli MgCl, konsantrasyonlart ve dNTP konsantrasyonlari
denenerek optimizasyon g¢alismalar1 yapilmistir. Optimizasyon asamasinda her bir siitunu
dereceli degisen Ozellikli 1s1 dongii cihaz1 (gradient PZR cihazi) kullanilmistir.
Optimizasyonlar sonrasinda ilgili mikrosatellit bolgelerinin ylikseltgenmesi asamasina

gecilmistir.

Giliniimiizde gelisen PZR sisteminde, birden fazla primerin ayni anda caligiimasiyla
olusan multipleks-PZR gruplari tercih sebebidir. Ayni reaksiyonda, birden fazla bdlgenin
caligilarak, birden fazla bdlge i¢in sonuglarin kisa siirede alinabildigi bu PZR sistemi olduk¢a
yaygin bir bigimde kullanilmaktadir. Cok pratik sonuglar veren multipleks-PZR sistemlerinin
optimizasyonu tek bir primer ile calisilan PZR’a gore, kullanilacak primerler arasindaki
uyumun saglanmasi ve diger parametrelerin diizenlenmesi gerektiginden daha zor olsa da,
elde edilen sonuglarin kalitesi nedeniyle PZR sisteminin glinlimiizdeki devrim niteligindeki
bu sekli multipleks-PZR yaygin bigimde kullanilmaya ve gelistirilmeye devam etmektedir. Bu
tez ¢alismasinda baglanma sicakliklar1 ve PZR dongli kosullart ayni olan primerler icin

(CSRD247 ve ILSTS087 ) multipleks PZR yapilmustir.

Optimizasyon caligmasi sonrasi belirlenen PZR reaksiyon bilesenleri Cizelge 3.6 da

ve mikrosatellit bolgesinin yiikseltgenme kosullar1 Cizelge 3.7°de verilmistir.

Cizelge 3.6: PZR Reaksiyon Bilesenleri

Mikrosatellit Ana Stok Son Konsantrasyon gil;amlan miktar
10X PCR Buffer 1X 2.0 ul
CSRDO0247 MgCl; (25 mM) 2.25 mM 1.8 ul
ILSTS87 dNTPler (10 mM) 1mM 0.5 ul
INRAL32 fleri Primer (10 uM) | 0.5 uM 0.25 ul
SRCRSP05 : a > K il
Geri Primer (10 uM) 0.5 uM 0.25 ul
Taq polimeraz (SU/ uL) | 0.5 U 0.1 ul
DNA 10 ng 2.0 ul
Toplam hacim dH20 ile 20 pl olacak sekilde
hazirlanir.

20




10X PCR Buffer 1X 2.0 ul
INRA23 MgCl2 (25 mM) 1.875 mM 1.5 ul
INRABERN172 | dNTPler (10 mM) 1mM 0.5 ul
ILSTS019 fleri Primer (10 pM) 0.5 uM 0.25 pl
Geri Primer (10 pM) 0.5 uM 0.25 pl
Taq polimeraz (SU/ uL) | 0.5 U 0.1 ul
DNA 10 ng 2.0 ul
Toplam hacim dH20 ile 20 pl olacak sekilde
hazirlanir.
10X PCR Buffer 1X 2.0 ul
INRAOO6 MgCl2 (25 mM) 1.5mM 1.2 ul
dNTPler (10 mM) 1 mM 0.5 ul
Ileri Primer (10 pM) 0.5 uM 0.25 ul
Geri Primer (10 pM) 0.5 uM 0.25 ul
Taq polimeraz (SU/ uL) | 0.5 U 0.1 ul
DNA 10 ng 2.0 ul
Toplam hacim dH20 ile 20 pl olacak sekilde
hazirlanir.
10X PCR Buffer 1X 2.0 ul
BM1329 MgCl2 (25 mM) 2.25 mM 1.8 ul
dNTPIer (10 mM) 2 mM 1.0 pl
fleri Primer (10 pM) 1 uM 0.5 ul
Geri Primer (10 pM) 1 uM 0.5 ul
Taq polimeraz (5U/puL) [1U 0.2 pl
DNA 10 ng 2.0 ul
Toplam hacim dH20 ile 20 pl olacak sekilde
hazirlanir.

Cizelge 3.7: Mikrosatellit belirteglerin yiikseltgenme kosullar

Mikrosatellit Bolgesi PZR Yiikseltgenme Kosullari Okuma Grubu
94 C”de 5 dk.
94 C»de 30 sn.
CSRD0247 55.7C%”de 30 sn. } 35 dongii 1
ILSTS087 72 C¥de 40 sn
72 C»de 15 dk.
94 C%”de 5 dk.
94 C”de 1 dk.
INRAO023 60 C”de 1 dk. } 35 dongii 1
72 C¥de 1 dk.
72 C¥de 20 dk.
94 C”de 5 dk.
94 C”de 30 sn.
545C%de 30 sn. } 35 dongii 1
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INRA132 72 C%de 2 dk.
72 C%de 15 dk.
94 C%de 5 dk.
94 C%de 1dk.
SRCRSP005 51.9C%de  1dk. } 33 dongii
72 C%de 1dk.
72 C%de 20 dk.
94 C%de 10 dk.
95 C%de 30 sn.
60C°- 0.7C° 30 sn. 12 dongii
72 C%de 1dk.
BM 1329
95C%de 30 sn
56.6 C”de 1dk. 23 dongii
72 C%de 1dk.
72 C%de 10dk.
94 C%de 5 dk.
94 C%de 1dk..
INRAOOG6 60 C%de 1dk. } 35 dongii
72 C%de 1dk.
72 C%de 20 dk.
94 C%de 5 dk.
94 C%de 30 sn.
INRABERN172 58 C%de 45 sn, } 35 dongii
72 C%de 2 dk.
72 C%de 20 dk.
94 C%de 5 dk.
94 C”de 30 sn.
ILSTS019 55.7 C”de 30 sn. } 35 dongii
72 C%de 2 dk.
72 C%de 15 dk.

3.2.4 PZR iiriinlerinin agaroz jelde gozlemlenmesi

DNA zincirlerinin elektroforezi i¢in agaroz ve poliakrilamid jelleri kullanilmaktadir.
Her iki jel tliri de hem DNA analizleri hem de niikleik asit preparatlarinin kazanimi igin
kullanilmaktadir. Elektroforez sirasinda fosfat gruplar1 iyonize edilir ve poliniikleotitler
polianyon seklinde geride kalirlar. Bu poliniikleotitler elektroforez sirasinda yiiksek voltajin
etkisiyle katottan anota dogru yolalirlar. Katottan anota dogru hareketin hizi molekiiler
biiyiikliige gore degisim gosterip kiiclik molekiiller daha hizli biiyiik molekiiller daha yavas

ilerlemektedirler. Bu Ozellikten yararlanarak DNA kesitlerinin biiyiikliigi l¢tilmektedir.
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Ancak bu 6l¢limiin yapilabilmesi i¢in daha dnceden biiyiikliigii bilinen standart bir 6rnegin

Olctimii yapilacak olan diger DNA larla birlikte elektroforeze tabii tutulmasi gerekmektedir.

Calismada PCR sonucunda elde edilen PCR fiiriinlerine ait bantlarin gdzlenmesi i¢in %
2’lik agaroz jel kullanilmistir. Bu jelin hazirlanmasinda 1X TBE solusyonu ve 7 ul Red Safe
kullanilmistir. Hazirlanan agaroz jel mikrodalga firinda 1s1 ile homojen hale getirildikten
sonra elektroforez tankinda 30 dakika polimerizasyon icin bekletilmistir. Katilasan jelden
tarak cikartildiktan sonra jelin {ist kismi tamamen Ortiiliinceye kadar 1X TBE solusyonu ile
tamamlanmistir. PCR {iriinleri kuyulara yiiklenmeden once yiikleme ¢ozeltisi (loading buffer)
ile karstirilarak boyanmistir. Jel 1X TBE solusyonunun bulundugu tank igerisinde 100 V
elektrik akiminda bantlar jelin sonuna gelinceye kadar yiriitiilmiistiir. PCR {irtinleri UV

goriintlileme sisteminde goriintiilenmistir.

3.3 Fragment, Veri ve Istatistik Analizler

3.3.1 Fragment analizler

Calisma kapsaminda elde edilen Polimeraz Zincir reaksiyonu ile ilgili mikrosatellit
bolgelerinin ¢ogaltmasi sonucunda bantlar gozlemlendikten sonra kapiller elektroforezi (ABI
3100)’nin kullanilmast ile mikrosatellit DNA bdlgelerinin allel uzunluklart belirlenmistir. Bu
analiz Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Laboratuvar’t tarafindan hizmet alimi seklinde
yapilmigtir. Kapiller elektroforez sonuclari Peak Scanner Software v1.0 programi kullanilarak

allel uzunluklar1 belirlenmistir.

Her bir irk i¢in calisilan mikrosatellit bolgelerine gore veriler diizenlenmis ve allel
frekans1 hesaplamalar1 yapilmistir. Alel frekansi, diger tiim aleller arasinda belirli bir alel
orani olarak tanimlanir (Fairbanks ve Anderson 1999). Bu frekanslardan yararlanarak
ebeveyn tayininde kullanilacak olan; her lokustan elde edilen allellerin sikliklar1 (frekanslari),
heterozigotluk orani, dislama giici (exclusion probability= PE, combined exclusion
probability / CEP ), babalik indeksi (PI= Paternity index; combined Paternity index), baba
olma olasiligi, Polimorfizm bilgi igerigi (PIC, Polymorphism Information Content),
ayrimlama giicli (Power of discrimination, PD); karsilastirma (uyusma) olasilig1 ( Probability

of matching, MP)’ nin hesaplanmas1 yapilmistir. Bu Olgiitler, bir genetik isaretleyicinin

23



bireyin tanimlanmasinda (identification) ve ebeveyn belirlemede kullanilabilirligini
Olgmektedir (Ron ve ark. 1993, Luikart ve ark. 1999, Luis ve ark. 2002, Vissher ve ark.
2002, Baron ve ark. 2002).

Bu parametrelerin hesaplanmasinda Genetix 4.04 ( Belkhir ve ark. 2001), Allel sayilari
icin GenAlEx 6 (Peakall ve Smouse 2006), Cervus 3.0 ve PIC degerleri igin PowerStatsV12
(Promega 2000) programlart kullanilmistir.

3.3.2 istatistik analizler

Yapilan bu calismada segilen irklar arasinda ilk hesaplanan istatistiksel parametre
allellik cesitligi gosteren allellik varyasyonun hesaplanmasidir. Allel frekans1 bireyler
arasindaki genotipik farkliliklari saptamada da kullanilir. Allelik frekans asagidaki denkleme

gore hesaplanmistir.

Xx= 2Nxx + Yy=1Nxy /2N

Xx =Ai allelindeki genin frekansi
n  =Populasyondaki toplam birey sayis1
Nxx =Ai allelindeki toplam homozigot birey sayist

Nxy =Ai allelindeki toplam heterozigot birey sayisi

Denklem 3.1: Allellik Frekans

Her bir markor igin ortalama allel sayisi (na) genetik cesitliligi ortaya koyan bir

faktordiir. Ortalama allel sayisinin (na) hesaplanmasinda (Nei 1987) kullanilmistir .

na=(Xna)/r
na . Her bir lokus i¢in ortalama allel sayis1
Xnai : i lokusta bulunan toplam allel sayist;
r > Calismadaki toplam lokus sayist,

Denklem 3.2: Ortalama Allel Sayisi
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Calisma kapsamindaki lokuslar igin beklenen ve gozlenen hererozigotluk
hesaplanmistir. Tiim lokuslar i¢in gozlenen alel sayilari, ortalama alel sayilari, gdzlenen
heterozigotluk (HO) ve beklenen heterozigotluk (HE) hesaplanarak alelik ve genetik

varyasyonlar saptanmistir.
Gozlenen heterozigotluk:
Bir lokusta goriilen heterozigot birey sayisi / Toplam Birey Sayisi

Tim lokuslar i¢in ayr1 ayr1 hesaplanan gozlenen heterozigotluk degeri toplam
lokuslarin ortalamasi alinarak bulunmustur. Bu hesaplamalarin yapilmsinda GENETIX 4.02
(Belkhir ve ark. 2001) istatistik programi kullanilmistir. Beklenen hererozigotluk iginde tiim

lokuslar tek tek hesaplanmis, ardindan tiim lokuslarin ortalamasi alinarak bulunmustur.
F istatistikleri ;

Bu calismada F Istatistikleri (Wright 1965); en sik gdzlenen alleli (Fa) ve en sik
gozlenen allelin frekansini (Fna) arastirmak icin kullanilmistir. F istatistikleri ile genetik
varyasyonu; tim populasyonlar, populasyonlarin alt populasyonlari ve bireyleri ele alarak

incelemektedir.
Polimorfizm Bilgi icerigi (PIC; Polymorphic Information Content) :

Bir populasyonda polimorfizmin dl¢iilmesinde sik kullanilan yontemlerden biridir.
Polimorfizm bilgi igeriginin yliksek olmasi linkage bilgi icerigininde o kadar yiiksek olacagi
diistiniilmektedir. PIC > 0.75 ise yeterince bilgi verici kabul edilir. Allel sayis1 fazla oldugu
zaman PIC yaklasik olarak heterozigotluga esit olacaktir (Liu 1998). PIC degerleri, genetik
haritalamada yararli bir bilgi indeksi olup c¢alisilan lokuslarin allel sikliklarina ve allel
sayisina bagli olarak degismektedir. PIC degerinin, 0.75'e esit veya Tlzerinde olmasi
bilgilendirme agisindan uygundur. Bu takdirde ebeveynler siklikla heterozigot olup,
belirlenme sansim arttirir. PIC degerleri 0,5°ten biiyiik ise (0,5<PIC) yiiksek oranda bilgi
verici, 0,25 den kiigiik ise (PIC<0,25) diisiik oranda bilgi verici olarak nitelendirilmektedir
(Botstein ve ark 1980). PIC asagidaki denklem ile hesaplanmistir (Denklem 3.3).
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PICi =1i.’ci lokusun polimorfizm bilgi igerigi

Pij  =nsayida alleli olan i Lokusunun j allel frekansi

n
PIC; = 1 —ZPijz
i=1 1,j  =allel siklig

Denklem 3.3: Polimorfizm Bilgi igerigi (PIC; Polymorphic Information Content) (Laborda
ve ark. 2005).

Dislama Giicii ve Birlestirilmis Dislama Giicii (Exclusion probability = PE, combined

exclusion probability = CEP)

Dislama Giicii (Exclusion probability) degeri; aday babalar arasindan dogru olmayan
adaylarin dislanmas1 olasiligin1 ifade eden bir degerdir. Bu deger direk olarak allel
frekanslarindan yararlanilarak hesaplanmakta olup babalik testinin etkinligini oSlgen bir
parametredir. Birlestirilmis dislama giicli degeri ise, birden fazla lokusun digslama olasiliginin
toplam1 olup bu deger ne kadar yiiksek ise, aday babalar arasindan dogru babanin tahmin
edilebilme olasiligi o kadar yiliksek olmaktadir. Caligmada dislama giicii ve birlestirilmis

dislama giicii degerleri 3 farkli sekilde hesaplanmistir.

a) Her iki ebeveynin bilinmemesi halinde baba aday1 kog¢lardan hesaplanan diglama giicii
degerleri,
b) Her iki ebeveynin bilinmemesi halinde, damizlik aday:r yavrulardan hesaplanan

dislama giicti degerleri,

C) Bir ebeveynin bilinmesi halinde, damizlik aday1 yavrulardan hesaplanan diglama giicii

degerleri

Dislama giicii degerinin hesaplanmasinda GenAlEx 6 Programi (Peakall, R. and

Smouse, PE, 2006) kullanilmistir.
Karsilasma (uyusma) olasihg: (Probability of Matching =PM)

Calisilan bireyler arasinda aymi genotipteki bireylerin saptanmasini  saglayan
“karsilagtirma olasilig1” asagidaki denklem ile hesaplanmaktadir (Kimberly, 2001; Brenner ve
Morris, 1990)
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i ve j = allel siklig1

pij = Beklenen genotip sikligidir.

Denklem 3.4: Karsilasma (uyusma) olasiligi
Ayrimlama giicii (Power of Discrimination=PD):

Calismadaki farkli genotipteki bireyleri ifade eder. Birden fazla bireyin ayrimlama giiciinii

hesaplamak i¢in asagidaki denklem kullanilir (Denklem 3.5).

" Kombine ayrimlama giicii: denkleminin a¢ilim:
PDom = 1- | [(1-Pp) -1
i=1 1-(P1*P2*P3*............... Pn) n= lokus sayisi

n
_ U(l —P,) Di: Bireye ait lokus
m
i Pm: Tek lokusun eslesme olasilig

PD: Ayrimlama giicii

Denklem 3.5: Ayrimlama giicii (Power of Discrimination=PD) (Ozkan 2005)

Babahk indeksi ve Birlestirilmis Babahk Indeksi (Paternity Index-Pl; Combine
Paternity Index — CPI)

Babalik indeksi, aday babalar arasindan test edilen bireyin dogru babasi olma olasiligini
hesaplamada kullanilan bir degerdir. Babalik indeksi degerleri asagidaki Cizelgedeki

formiillerden yararlanilarak hesaplanmistir (Cizelge 3.8).

Babalik indeksi degerlerinin hesaplanmasinin ardindan birlestirilmis babalik indeksi (CPI-
Combine Paternity Index) ve baba olma olasiligi (POP-Probability of Paternity) degerleri
asagidaki denklemler (Morris, JW, 1983) kullanilarak hesaplanmaktadir.
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Birlestirilmis babalk indeksi:(CPI) = (Pl1) * (Pl2)*(Pl3)*
Pli= Birinci lokus i¢in babalik indeksi

Pl,= ikinci lokus i¢in babalik indeksi

Pls= Uciincii lokus i¢in babalik indeksi

............ Pln=n. ci lokus i¢in babalik indeksi

(CPI)
CPI + (1-0.5)x100

Baba olma olasihigi: (POP) =

Denklem 3.6: Baba olma olasiligi (POP)

Belirtilen denklem ile hesaplanmaktadir (Morris, JW, 1983).
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Cizelge 3.8: Genotiplere gore babalik indeksi hesaplanmasi formiilleri

Anne Cocuk Aday baba Babalik indeksi

1 P P P 1/p

2 P P PQ 1/2p

3 P PQ PQ 1/2q

4 PQ PQ PQ 1/(p+q)
5 PQ P P 1/p

6 PQ PQ P 1/(p+q)
7 PQ P PQ 1/2p

8 P PQ Q 1/q

9 PQ QR R 1r

10 P PR QR 1/2r
11 PQ QR PR 1/2r
12 PR PR QR 1/[2(p+r)]
13 PR QR QR 1/2q
14 PR R QR 1/2r

Anne Bilinmiyorsa

15 PQ QR 1/4q
16 PQ Q 1/2q
17 PQ PQ (p+9)/4pq
18 Q QR 1/2q
19 Q Q 1/q
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4. BULGULAR

4.1 Genomik DNA Izolasyonu

Izolasyon sonrasinda her bir bireye ait DNA bantlart % 0.8°lik agaroz jellerde
goriintliilenmis, stok DNA 6rneklerinin bazilarinin yogunlugu yiiksek oldugu i¢in deneylerin
baslangi¢ asamasinda her bireye ait stok DNA’lardan alinan bir miktar DNA 6rnegi baska bir
tiip igerisinde TE soliisyonu ile 1/10 oraninda sulandirilmigtir. DNA 6rneklerinin analizlerde

kullanilabilecek kalitede oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1-4.4).

tofre ¥33 A11 Y19 Y14 A33 vy30 Y20 aq0 A28 Ti1 A20 A30 A14 Y38 Y28 A23 As A2S M

oy B _— e e .Jw_----'-~~—.__,_--

Ta Y21 Al10 A27 A38 12 T6 AS Yis Y7 Yis T17 NS2Z A1l Y8 A3 Y1

il e e e e e — S— -

Sekil 4.1: Kilis Kegisi rklara ait bazi bireylerin DNA izolasyonu sonrasinda agaroz jel
(%0.6) tizerinde gozlemlenen DNA bantlari.

— \— - — — — __-_ St ot -

M
M 1 2 3 4.5 6 7 8 9 USSRt 18l nie 17 =8 19 |

21 22 23 24 25 2627 28 2930 31 32 33 34 35 36 37 38 39 M ‘

Honamli Konya ili 6rnekleri ‘

Sekil 4.2: Honamli Kegisi irklarina ait bazi bireylerin DNA izolasyonu sonrasinda agaroz jel
(%0.6) iizerinde gozlemlenen DNA bantlar1.
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68

84

S
—----—--------

—

ANKARA KECiSi

Sekil 4.3: Ankara irkina ait bazi bireylerin DNA izolasyonu sonrasinda agaroz jel (%0.6)

tizerinde gozlemlenen DNA bantlari.

KIL DENizLi

— - _— -

AS A8 A7 A3 T1 A4 Y2 A8

KIL BURDUR

LE] Y5 Y6

Sekil 4.4: Kil irkina ait bazi bireylerin DNA i1zolasyonu sonrasinda agaroz jel (%0.6) iizerinde

gozlemlenen DNA bantlari.
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4.2 Mikrosatellit Belirteclerin Yiikseltgenme Sonuclari

4.2.1 Agaroz Jel Goriintiileme Sonug¢lari

Calisma kapsamindaki 9 mikrosatellit lokusun PZR ile yiikseltgenmesi sonucu
elektroforez yontemi ile incelenmis ve Size markor ile boyutlart kontrol edilmistir (Sekil 4.5 —

4.13).

144-158 be

Sekil 4.5: SRCRSP05 mikrosatellit belirtecinin PZR ile yiikseltgenmesi sonucu elektroforez
goruntisu

INRAODO23
197-219 be
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Sekil 4.6: INRA0023 mikrosatellit belirtecinin PZR ile yiikseltgenmesi sonucu elektroforez
goruntiisi

144-158 be

ILSTSO019

Sekil 4.7: ILSTS019 mikrosatellit belirtecinin PZR ile yiikseltgenmesi sonucu elektroforez
goruntisu

BM1329

Sekil 4.8: BM1329 mikrosatellit belirtecinin PZR ile yiikseltgenmesi sonucu elektroforez
goruntisu
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M
100 bg

209- 161 bg
CSRD247

Sekil 4.9: CSRD247 mikrosatellit belirtecinin PZR ile yiikseltgenmesi sonucu elektroforez
goruntisu

137-155 bg

100 bg

ILSTS87

Sekil 4.10: ILSTS087 mikrosatellit belirtecinin PZR ile yiikseltgenmesi sonucu elektroforez
goruntust
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106-126 bg

L e SIS — W W—— —

M i
100 bg

INRAOOG

Sekil 4.11: INRAOO6 mikrosatellit belirtecinin PZR ile yiikseltgenmesi sonucu elektroforez
goruntiisu

136-152 bg

Sekil 4.12: INRABERN172 mikrosatellit belirtecinin PZR ile yiikseltgenmesi sonucu
elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.13: INRA132 mikrosatellit belirtecinin PZR ile yiikseltgenmesi sonucu elektroforez
goruntiisu

4.3 Istatistik ve Fragment Analiz Bulgular

Ebeveyn tayini ¢alismasinda 9 farkli mikrosatellit lokusu ile yapilan polimeraz zincir
reaksiyonu sonrasi agaroz jel elektroforez yonteminin yani sira daha agiklayici ve teknolojik
bir yontem olan kapiller elektroforezi (ABI 310 Genetic Analyzer) kullanilmistir. Bu analiz
Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Laboratuvar’t tarafindan yapilmistir. Analiz sonuglari
Peak Scanner Software v1.0 programinda incelenmis ve allel uzunluk goriintiileri Sekil 4.14-
4.20° de istatistik sonuglar1 ¢izelge 4.1° de allel frekansi degerleri Sekil 4.21-4.30’de

verilmigtir.
| 16_HO2 fsa
120 140 160 180 200 220 240 260

600 7000
500 6000
5000

400 -
1 4000

300+ B
] 3000

200t ————7]

] 2000
100-.—-._)\N“\A)J L_.AAJU -
o] , La . - , . .Ju , Al

H: 620 H: 425 H: 5YH: 418
(& 4503 A 314.0 S A ZETE
S: 123.05 : 14616 5 5:235.0
D: 2346 D: 2506 D:33D: 3548
C: C: C: |C:
L4 >
ILSTS087 (137-155 bp) C5RD0247 (203-261 bp)

Sekil 4.14: CSRD0247 ve ILSTS87 belirteglerinin fragment analizi sonrasi allel uzunluk
goruntusu
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85 105 123 145 165 183 05 225 245 265
s200] 7000
2800 6000
2400 sum
o~ INRA132 _—‘_ﬁ_____ﬂ:‘m

INRA23 (197-219 bp) -

Ll
1288
LA ET8.2
S 14852
0 2423

RN

Sekil 4.15: INRA132 ve INRAZ23 belirteglerinin fragment analizi sonrasi allel uzunluk
goruntusu

a p——
” oo F) 140 0 10
)
1290 i
- o ==
s SROR $P03 |
a0
" - o
00 |
a0 ‘ L o
10 Jr_ = }
0
-— 2o
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I O P N P T ¥ ,mu} e s 1| P—
E - =R
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bk (R B
ae rw
E k

110 120 130 140 150 160 170

3200
2800 - 6000

2400 - 5000
ILSTS019 (144-158 bp) B

2000

1600

1200
800
400

<

H¥ Sizing Table View Show: Show All Peaks -

Sekil 4.17: ILSTS019 belirtecinin fragment analizi sonrasi allel uzunluk goriintiisii
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INRABERNLT2 (136-152
bp)

Sekil 4.18: INRABERN172 belirtecinin fragment analizi sonrasi allel uzunluk goriintiisii

- 0U_DUD.1>d

21U 220 430 24U 250 ZbU £/U 28U
1200+
F100C
10001 r
-800C
800+ L

BM1329 (167-181 bg)

"

H: 703H: 811

A 514A 6153

S:242S: 246 67

D:329D: 3305
-

C:

Sekil 4.19: BM1329 belirtecinin fragment analizi sonrasi allel uzunluk goériintiisii
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Sekil 4.20: INRAQOG6 belirtecinin fragment analizi sonrasi allel uzunluk goriintiisii
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Tiim Lokuslar icin Allel Frekanslar
0,700 ~
0,600 -
0,500 -

< 0,400 -
m Popl

eka

£ 0,300 -

Z;ZZ Jlu{”‘ | i“im o
Jidf %H%HE\H\ﬁ\ﬁ\ﬁ\ﬁ\ﬁ\é\#\ﬁ\é\% H\H\F\ﬂ\ﬁ\ﬁ\ﬁ\%\ﬁ\ﬁ H\H\é\ﬁ

CSRD247 ILSTS087 INRAOQO06 SRCRSP05 INRA23 INRA132
Lokus

m Pop2
= Pop3

il 1l JHHH I\'M L,
H\é\ﬁ\é\ﬁ\%\é\é\ﬁé\ﬁ\é\#

NRABERN17 BM1329 ILSTS019

Sekil 4.21: Calisilan tiim popiilasyonlarda mikrosatellit lokuslarinin allel frekanslar
Popl: Ankara Kegcisi

Pop2: Honamli Kegisi

Pop3: Kil Kegisi

Pop4: Kilis kegisi Allel Frekans1 Degerleri
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0,350 -
0,300 -
o 0.250 -
§ 0,200 1
@ 0,150 -
L 0,100 -
0,050 -
0,000 -

CSRD247 Allel Frekansi

233 | 235 | 237
CSRD247

m Popl
= Pop?2
= Pop3
= Pop4

Sekil 4.22: CSRD247 mikrosatellit lokusunun ¢aligilan irklar bazinda allel frekansi dagilimi

Pop1: Ankara Kegisi Pop2: Honamli Kegisi Pop3: Kil Ke¢isi Pop4: Kilis kegisi

0,700 -
0,600 -
0,500 -

[72)

S 0,400 -

X

E 0,300 -
0,200 -
0,100 -
0,000 -

ILSTS087 Allel Frekansi

.
149 | 151 | 153 | 155

ILSTS087

= Popl
= Pop2
= Pop3
= Pop4

Sekil 4.23: ILSTS087 mikrosatellit lokusunun ¢alisilan irklar bazinda allel frekansi dagilimi

Popl: Ankara Kecisi Pop2: Honaml1 Keg¢isi Pop3: Kil Kegisi Pop4: Kilis kegisi
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0,250 -
0,200 -

[72]
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INRAOO6 Allel Frekansi
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Sekil 4.24: INRA0OO6 mikrosatellit lokusunun ¢alisilan irklar bazinda allel frekans1 dagilimi

Popl: Ankara Kecisi Pop2: Honaml1 Keg¢isi Pop3: Kil Kegisi Pop4: Kilis kegisi

0,000

0,400 -
» 0,300 -
S

% 0,200 -
% 0,100 -

SRCRSPO05 Allel Frekansi

150|152|154|156|158 160|162 | 164 | 166|168 |170|172|174|176|178|180| 182
SRCRSPO05

= Popl
= Pop2
= Pop3
= Pop4

Sekil 4.25: SRCRSP05 mikrosatellit lokusunun ¢aligilan 1rklar bazinda allel frekansi dagilimi

Popl: Ankara Kegisi Pop2: Honamli Kegisi Pop3: Kil Kegisi Pop4: Kilis kegisi

42




0,600 -
0,500 -
+, 0,400 -
£ 0300 -
X 0,
6,200 -
0,100 -
0,000 -

INRAZ23 Allel Frekansi
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INRAZ23

Sekil 4.26: INRAZ23 mikrosatellit lokusunun ¢alisilan irklar bazinda allel frekans1 dagilimi

Popl: Ankara Kegisi Pop2: Honamli Kecisi Pop3: Kil Kecisi Pop4: Kilis kegisi

INRA132 Allel Frekansi

0,500
0,400

€ 0,300 = Popl

° Pop2

0,200 =rop

Pop3
0,100

m Pop4

0,000 - =
133|141 143 | 145 | 147|149 | 151 | 153 | 155 | 156 | 157 | 159 161|163|165|167|169|
INRA132
Sekil 4.27: INRA132 mikrosatellit lokusunun ¢alisilan irklar bazinda allel frekans1 dagilimi

Popl: Ankara Kegisi Pop2: Honaml1 Kegisi Pop3: Kil Kegisi Pop4: Kilis kegisi
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Sekil 4.28: INRABERN172 mikrosatellit lokusunun ¢aligilan irklar bazinda allel frekansi

dagilim1

Popl: Ankara Kegisi Pop2: Honamli Kegisi Pop3: Kil Kegisi Pop4: Kilis kegisi

0,000
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BM1329 Allel Frekansi

n
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Sekil 4.29 BM1329 mikrosatellit lokusunun ¢alisilan irklar bazinda allel frekans1 dagilimi

Popl: Ankara Ke¢isi Pop2: Honamli Kegisi Pop3: Kil Kegisi Pop4: Kilis kegisi
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Sekil 4.30: ILSTS019 mikrosatellit lokusunun ¢alisilan irklar bazinda allel frekansi dagilimi

Popl: Ankara Kecisi Pop2: Honaml1 Kegisi Pop3: Kil Ke¢isi Pop4: Kilis kegisi

Cizelge 4.1: Ankara, Honamli, Kil ve Kilis kegisi irklara bireylerin 9 mikrosatellit lokusu
verilerinden yararlanilarak hesaplanan baz istatistikler.

Lokus na Ho He PIC FA | FNA | Allel PD MP

Uzunlugu

(b¢)
CSRD247 13 0.7428 | 0.8493 | 0.830 | 243 | 0.235 | 219-249 0.959 | 0.041
ILSTS087 12 0.6990 | 0.7551 | 0.740 | 139 | 0.457 | 133-155 0.917 | 0.083
INRAOO6 15 0.8553 | 0.8966 | 0.890 | 114 | 0.161 | 100- 128 0.977 | 0.023
SRCRSP05 17 0.8418 | 0.8672 | 0.850 168 | 0.228 | 150-182 0.967 | 0.033
INRA23 18 0.7848 | 0.8369 | 0.820 | 225 | 0.295 | 211-249 0.955 | 0.045
INRA132 17 0.7282 | 0.8778 | 0.870 147 | 0.244 | 133-169 0.965 | 0.035
INRABERN172 | 13 0.7467 | 0.8563 | 0.840 | 168 | 0.234 | 160-184 0.960 | 0.040
BM1329 13 0.7219 | 0.8205 | 0.800 | 248 | 0.259 | 232-260 0.936 | 0.064
ILSTS019 11 0.6432 | 0.6240 | 0.570 | 142 | 0.540 | 136-158 0.813 | 0.187
Ortalama 14.33 | 0.7515 | 0.8204 | 0.8011 | - - - - -
CPD 0.989 | -

(*Lokuslarda goriilen Allel Sayisi (nA), Gozlenen (HO) ve Beklenen (He) Heterozigotluk,
Polimorfizm Bilgi Igerigi (PIC; Polimorphism Information Content), En sik gézlemlenen allel
(FA), En sik gozlenen allelin frekansi (frequency of the most frequent allele - FNA), PD
(Ayrimlama Giicli - Power of discrimination); MP (Karsilastirma (uyusma) olasiligi-
probability of matching), CPD (Birlestirilmis Ayrimlama Giicii - Combine Power of

discrimination).)
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Tez caligmas1 kapsaminda yiikseltgenen 9 mikrosatellit bdlgesine ait gdézlenen allel
sayist (na), gozlenen heterozigotluk (Ho), beklenen heterozigotluk (He), Polimorfik Bilgi
Icerigi (PIC) degeri, en sik gdzlenen allel uzunlugu (FA), en sik gdzlenen allel frekansi
degerleri ve ¢alismada gozlemlenen allel uzunluk araligi (Allele size range) degerleri Cizelge
4.1°de verilmistir. Ankara, Honamli, Kil ve Kilis kecisi irklarina siiriilerden 6rneklenen 84
teke, 166 anne ve 153 yavru olmak iizere toplam 408 bireyde 9 mikrosatellit bolgesi (lokus)
calisilmis ve toplamda 129 allel gézlemlenmistir. En ¢ok allel INRA23 adli mikrosatellit
bolgesinde (18 allel) ve en az allel ise ILSTS019 (11 allel) isimli mikrosatellit bélgelerinde

gbzlemlenmistir.

4.3.1 Ozgiin allel bulgulan

Ozgiin alleller populasyona dzgiidiirler ve bir irkin tanimlanmasinda kullamilabilirler
bu nedenle dnem arz etmektedirler (Ozsensoy 2012). Calismada toplam 19 6zgiin allel
gozlemlenmistir. En fazla Kil Kegisi irkinda (7) ve ILSTS019 mikrosatellit lokusunda 6zgiin
allel gézlenmistir. Ortalama 6zgiin allel frekansi en az olan; honamli keg¢isi irkinda 0.0058 ve
ardindan ankara kegisi 1rk1 0.0135 dir. En yiiksek 6zgiin allel frekansi ise kilis kegisi 0.019 ve
yakin olarak kil kecisinde 0.0181 gozlenmistir. Ozgiin allelel, belirleyici olmasi igin
frekansinin 0,05 ve tizeri degerlerde olmasi gerekmektedir. Gozlenen 06zgiin allellerin
frekanslart 0.003 ile 0.032 arasinda degisim gostermektedir. En yiiksek frekansa (0.044) ait
alleller 153 (ILSTS087) kil kegisi irkinda gdzlenmistir (Cizelge 4.2). Ozgiin allel frekansi

hesaplamalarinda Genetix 405 programi kullanilmistir.
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Cizelge 4.2: Ozgiin Alleller ve Frekansi

Lokuslar Ozgiin Frekans

Allel (bp) Irk

INRAOO6G 100 0.013 AK
INRA132 133 0.011 AK
INRA132 156 0.011 AK
BM1329 232 0.019 AK
SRCRSPO05 150 0.013 | HNM
SRCRSP05 152 0.003 | HNM
INRABERN172 180 0.007 | HNM
BM1329 260 0.003 | HNM
ILSTSO019 136 0.003 | HNM
ILSTS087 153 0.044 KIL
SRCRSP05 154 0.006 KIL
INRA23 211 0.013 KIL
INRA132 165 0.019 KIL
BM1329 234 0.007 KIL
ILSTSO019 152 0.032 KIL
ILSTS019 158 0.006 KIL
CSRD247 221 0.014 | KLS
CSRD247 227 0.029 | kLS
INRA23 247 0.014 KLS
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4.3.2 Null Allel Frekansi Bulgulari:

Mikrosatellit belirtegleri null (etkisiz) allelleri ortaya ¢ikarma egilimindedir ve bu
genellikle spesifik belirtegler igin populasyonda daha homozigot lokuslar tarafindan
endikedir. Genellikle, null allel ¢ogaltilmadigi icin anne ve yavrularin bazi lokuslarinda
genotipik uyumsuzluga neden olur. Null allel frekansinin pozitif tahminiyle bir lokus,
homozigotlarin asir1 oldugunu gosterirken, null bir allelin mevcut oldugunu gostermez.
0.05'ten daha fazla bir null allel frekansi olan bir markér, ebeveyn dogrulamasinda tercih
edilmez, ¢iinkii bu markorler homozigot alleli olan birgok bireyi gostermek egilimindedir
(Marshall ve ark.1998).

Null allel frekansi ¢alisma sonuglari incelendiginde; 0.000 (ILSTS019) ila 0.0829
(INRA132) arasinda degismekte olup, ortalama 0.043'tiir. Null allel frekanslar1 0.05'den
biiyiik olanlar Cizelge 4.3’de koyu yazilmistir. Null allel frekansi hesaplamalart GENEPOP
4.2 programi ile yapilmistir.

Cizelge 4.3: Null alleller ( Etkisi olmayan, Etkisiz allel)

Lokuslar Null Allel Frekansi

CSRD247 0.0584*
ILSTS087 0.0360
INRA006 0.0302
SRCRSPO5 0.0188
INRA23 0.0309
INRA132 0.0829*

INRABERN172 | 0.0761*

BM1329 0.0543
ILSTS019 0.0000
ORT 0.0430
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4.3.3 Dislama Giicii Ve Birlestirilmis Dislama Giicii Degerleri

Mikrosatellit DNA polimorfizm tekniginin kullanilmasi ile ebeveyn tayininde, bir
populasyonda bulunan rastgele bir bireyin potansiyel ebeveyn olasiliginin diglanmasi ve
testlerin giivenirliginin istatistiksel olarak test edilmesinde kullanilan parametrelerden biri
dislama giicii (PE- aday babalar arasindan dogru olmayan adaylarin diglanmasi olasiligini)

degeridir.

Babaligi dislama olasiliklari, yalnizca belirteglerin her birinin alel frekanslarina
dayanan varsayim degerlerdir ve bu nedenle herhangi bir aile yapisina gore hesaplanabilir.
PEI1, aday babanin ve yavrularin genotiplerinin bilindigi durumlarda, her bir mikrosatellit

belirtecin babalig1 dislama degeridir.

PE2, PE1'den aday babanin yavrular1 ve bilinen annenin genotipinden farklidir. Test
edilen tim ebeveyn tahmini sonuglari, bir populasyon olarak ele alinmis ve markorlarin

birlesirilmis ortalamalar1 PE1 (0.9999) ve PE2 (0.9986) olarak hesaplanmustir.

Analiz edilen 9 miksoratellit markor, tim dislama olasilik parametreleri igin
ortalamanin istiinde hesaplanmistir. INRA0O06, degerlendirilen tiim parametrelere (PE1,
PE2,PE3) en iyi sonucu vermistir. Calismada segilen 9 lokusun 4 kegi irkinda dislama giicii

degerleri ¢izelge (Cizelge 4.4) ve grafik (Sekil 4.31-4.34) olarak asagida verilmistir.
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Cizelge 4.4 Ankara, Honamli, Kil ve Kilis Kegisi irklarina ait, yavru, anne ve baba
adaylarina ait 9 mikrosatellit lokusu verilerinden yararlanilarak hesaplanan diglama giicii ve
birlestirilmis diglama giicii degerleri

Lokus PE: PE: PEs
CSRD247 0.699 0.534 0.868
ILSTS087 0.587 0.399 0.798
INRAOQOG 0.788 0.649 0.929
SRCRSP05 0.738 0.584 0.900
INRAZ3 0.688 0.522 0.866
INRA132 0.759 0.610 0.913
INRABERN172 0715 0.554 0.881
BM1329 0.648 0.474 0.826
ILSTS019 0385 0.222 0.570
Birlestirilmis Dislama Olasihg:
) . . 0.9999 0.9986 0.9999
(Combine Exclusion Probability CEP)

(*PE1, Her iki ebeveynin bilinmemesi halinde baba aday1 tekelerden hesaplanan diglama giicii
degerleri; **PE2, Her iki ebeveynin bilinmemesi halinde, damizlik adayr yavrulardan
hesaplanan dislama giicli degerleri *** PE3; Bir ebeveynin bilinmesi halinde, damizlik aday1
yavrulardan hesaplanan dislama giicii degerleri)
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Dislama Olasihiklar
1,2E+00
1,0E+00 -
8,0E-01 - ;
6,0E-01 -
4,0E-01 -

2,0E-01 -
0,0E+00

e P1EXCc Popl
= P1ExcMax Popl

P1Exc

Lokus Kombinasyonlar1

Sekil 4.31: Tiim Bireyler ve 9 Mikrosatellit Lokus I¢in Hesaplanan PE1 Babaligi Dislama
Olasiliklart

PEl ‘de her iki ebeveyninde bilindigi durumda babaligi diglama olasiliginm
gostermektedir. Kirmizi ¢izgi maksimum dislama olasiligimi gostermektedir. Sekilde de

goriildiigi tizere dogru ebeveynin segilmesi 0.5 den yiiksektir.

Dislama Olasiliklar:
1,2E+00
1,0E+00 -

2 8,0E-01 - ; ;

(IéJ 6,0E-01 - = P2EXxc Popl
4,0E-01 1 ———P2Exc1Max Popl
2,0E-01 -
0,0E+00

Lokus Kombinasyonu

Sekil 4.32: Tiim Bireyler ve 9 Mikrosatellit Lokus I¢in Hesaplanan PE2 Babaligi Dislama
Olasiliklari

PE2’de bir ebeveynin bilindigi diger ebeveyninse bilinmedigi durumda hesaplanmis
babalig1 dislama olasiligin1 gostermektedir PE2 degeri 0.5° den yiliksek 6nem derecesinde

gozlenmistir.
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Dislama Olasihiklar
1,1E+00
1,0E+00 -
9,5E-01 -
9,0E-01 -
8,5E-01 -
8,0E-01

e P3EXCc Popl
e P3EXCcMax Popl

Lokus Kombinasyonu

Sekil 4.33: Tiim Bireyler ve 9 Mikrosatellit Lokus i¢in Hesaplanan PE3 Babaligi Dislama
Olasiliklart

PE3 ‘iki ebeveyninde bilinmedigi durumda hesaplanan dislama olasiligidir. Diglama olasilig1
en yliksek degerde 0.8 lizerinde bulunmustur. PE3 degeri maksimum dislama olasiligi ile

dislama olasiliginin en yakin noktada birlesimini de gdstermektedir.

12

1
0,8
0,6

04
0,2
0

@ °@°El @—> PE2 @= == PE3

Sekil 4.34: Tiim Bireyler ve 9 Mikrosatellit Lokus i¢in Kombine Hesaplanan Babalig
Dislama Olasiliklar
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4.4 Babalik Tahmini Sonuclari

Dogru babay1 en giivenilir sekilde tespit etmek amaciyla 4 keci irkinda baba olma
olasilig1 (POP) analizi yapilmis bunun sonucunda babalik oranlarinin Ankara keg¢isinde %
43.66 ila % 78.42 arasinda, Honaml keg¢isinde % 41.897 ila. % 77.987 arasinda, Kil ke¢isinde
% 45.266 ile % 78.879 arasinda, Kilis kegisinde % 41.456 ile %76.652 arasinda degistigi
tespit edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.5- 4.8’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.5: Ankara Kegisi irkina ait siiriilerden toplanan isletmelerden rastgele secilen yavrularda 9 farkli mikrosatellit bolgesine gore babalik
testi sonuglar (* anne genotipinin bilinmedigi durumda; 2 anne genotipinin bilindigi durumda)

Yavru Kulak No Aday Test Edilen Babalar Kulak No Dogru Baba Baba Olma Olasihig1 (POP)
TRO6- 4816 AK-Tekel | AK-TeKe2 | 1po6o5o5650 | TR062525652| TRO61614650 | AK-Tekel % 43.66
- 2 _ _
AK-Yavru 1 AK-Tekel | AK-Teke2 | 1paeocong50 | TR062525652| TRO61614650 | AK-Tekel % 52.966
- 1 _ _
AK-Yavru3 AK-Tekel | AK-Teke2 | 1paeocosg50 | TR062525652| TRO61614650 | AK-Tekel % 54.73
- 2 _ _
AK-Yavru3 AK-Tekel | AK-Teke2 | 1pneocoses0 | TR062525652| TRO61614650 | AK-Tekel % 67.28
- 1 _ _
AK-Yavru4 AK-Tekel | AK-Teke2 | 1pneososeso | TR062525652| TRO61614650 | AK-Teke2 % 47.89
- 2 _ _
AK-Yavru4 AK-Tekel | AK-Teke2 | 1pneososeso | TR062525652| TRO61614650 | AK-Teke2 % 59.87
AK-Yavru9!
TR062525650 | TR062525652 | TR064307733 | TR064307739| TR061828054 | TR062525650 % 46.87
AK-Yavru9?
TR062525650 | TR062525652 | TRO64307733 | TR064307739| TR061828054 | TRO62525650 % 66.80
i 1
AK-Yavrul0® | p66o505650 | TRO62525652 | TR064307733 | TRO64307739| TRO61828054 | TR062525652 % 59.56
; 2
AK-Yavrul0® | p66o505650 | TRO62525652 | TR064307733 | TRO64307739| TRO61828054 | TR062525652 % 78.42
_ 1
AK-Yavruzl' | 1p661358850 | TRO61358862 | TR061469077 | TR061929108| TRO61468524 | TR061468524 % 52.66
i 2
AK-Yavruzl® | 1p661358850 | TRO61358862 | TR061469077 | TR061929108| TRO61468524 | TR061468524 % 74.45
; 1
AK-Yavruds' | 1pa61358850 | TRO61358862 | TRO61469077 | TRO61929108| TRO61468524 | TRO61469077 % 48.92
; 2
AK-Yavruds® | rpa61358850 | TRO61358862 | TR061469077 | TRO61929108| TRO61468524 | TRO61469077 % 66.87
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Cizelge 4.6: Honamli Kegisi irkina ait siiriilerden toplanan isletmelerden rastgele segilen yavrularda 9 farkli mikrosatellit bolgesine gore babalik
testi sonuglar (* anne genotipinin bilinmedigi durumda; 2 anne genotipinin bilindigi durumda)

_ Dodru Baba Olma

Yavru Kulak No Aday Test Edilen Babalar Kulak No Baba Olasihig

E— (POP)
HNM-B -Yavru 1! | TR451058369 | TR151004789| TR15910276 TR15845718 TR15628592 | TR451058369 | % 41.897
HNM-B -Yavru 1* | TR451058369 | TR151004789| TR15910276 TR15845718 TR15628592 | TR451058369 | % 49.865
HNM-B-Yavrul5' | TR15526860 | TR15628589 | TR15614346 TR151052396 TR15845718 | TR15628589 | % 57.987
HNM-B-Yavrul5’ | TR15526860 | TR15628589 | TR15614346 TR151052396 TR15845718 | TR15628589 % 63.98
HNM-A-Yavru6' | TR071515381 | MORTEKE | TR071941974 TR071941960 TR071902240 | TR071941960 | % 48.654
HNM-A-Yavru6® | TR071515381 | MORTEKE | TR071941974 TR071941960 TR071902240 | TR071941960 | %51.893
HNM-A-Yavru7! | TR071515381 | MORTEKE | TR071941974 TR071941960 TR071902240 | TR071941974 | % 56.123
HNM-A-Yavru7? | TR071515381 | MORTEKE | TR071941974 TR071941960 TR071902240 | TRO71941974 | % 65.432
HNM-K-Yavru2' | TR423925475 | TR423924022| TR423924057 TR425051143 TR425051194 | TR423925475 | % 67.987
HNM-K-Yavru2? | TR423925475 | TR423924022| TR423924057 TR425051143 TR425051194 | TR423925475 | % 77.651
HNM-K-Yavru8' | TR426593732 | TR422513464| TR424981575 TR422512512 TR421059403 | TR422512512 | % 67.459
HNM-K-Yavru8? | TR426593732 | TR422513464| TR424981575 TR422512512 TR421059403 | TR422512512 | % 77.987
HNM-K-Yavrul6' | TR423924435 | NO’SUZ TR425052080 TR425396202 TR425052089 | TR425052080 | % 48.970
HNM-K-Yavrul6® | TR423924435 | NO’SUZ TR425052080 TR425396202 TR425052089 | TR425052080 | % 56.234
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Cizelge 4.7: Kil Kegisi 1rkina ait siiriilerden toplanan isletmelerden rastgele secilen yavrularda 9 farkli mikrosatellit bolgesine gore babalik testi
sonuglar1 (* anne genotipinin bilinmedigi durumda; ? anne genotipinin bilindigi durumda)

Baba
Yavru Kulak No Aday Test Edilen Babalar Kulak No %i% O%‘n

(POP)
KIL -B- Yavru 1t TR1511225556 | TR151125557 TR15627632 TR151004432 No’suz 1 TR1511225556 % 56.438
KIL -B -Yavru 12 TR1511225556 | TR151125557 TR15627632 TR151004432 No’suz 1 TR1511225556 % 62.567
KIL -B-Yavru 8! TR1511225556 | TR151125557 TR15627632 TR151004432 No’suz 2 TR151004432 % 45.695
KIL-B-Yavru 82 TR1511225556 | TR151125557 TR15627632 TR151004432 No’suz 2 TR151004432 % 57.981
KIL-D-Yavru 1! TR20739271 TR20739364 TR20931187 TR20931178 TR151004432 TR20739271 % 48.567
KIL-D-Yavru 12 TR20739271 TR20739364 TR20931187 TR20931178 TR151004432 TR20739271 % 59.654
KIL-D-Yavru 8! TR20739271 TR20739364 TR20931187 TR20931178 TR48623080 TR20931187 % 58.987
KIL-D-Yavru 82 TR20739271 TR20739364 TR20931187 TR20931178 TR48623080 TR20931187 % 64.892
KIL-M-Yavru2! TR481015159 | TR48765077 TR48236971 TR48623080 TR071058216 TR48623080 % 71.987
KIL-M-Yavru2? TR481015159 | TR48765077 TR48236971 TR48623080 TR071058216 TR48623080 % 77.876
KIL-M-Yavru8! TR481015159 | TR48765077 TR48236971 TR48623080 TR071058216 TR481015159 % 45.266
KIL-M-Yavru8? TR481015159 | TR48765077 TR48236971 TR48623080 TR071058216 TR481015159 %54.744
KIL-A-Yavru8! TR0720121682 | TR071427221 TRO7998876 TRO071058216 TR48623080 TR071058216 % 67.927
KIL-A-Yavru8? TR0720121682 | TR071427221 TRO7998876 TR071058216 TR48623080 TR071058216 % 78.879
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Cizelge 4.8: Kilis Kegisi irkina ait siiriilerden toplanan isletmelerden rastgele segilen yavrularda 9 farkli mikrosatellit bolgesine gore babalik testi
sonuglar1 (* anne genotipinin bilinmedigi durumda; ? anne genotipinin bilindigi durumda)

Baba
Yavru Kulak No Aday Test Edilen Babalar Kulak No DB(;;;; O%‘n

(POP)

KLS - Yavru 1! | TR79-439803 | TR79-439803 | TR79-514168 TR79-388770 TR79- 371647 | TR79-439803 | % 54.660
KLS-Yavru1® | TR79-439803 | TR79-439803 | TR79-514168 TR79-388770 TR79-371647 | TR79-439803 | % 62.876
KLS-Yavru3' | TR79-439803 | TR79- 439803 | TR79-514168 TR79-388770 TR79- 371647 | TR79-439803 | % 64.321
KLS- Yavru3® | TR79-439803 | TR79- 439803 | TR79-514168 TR79-388770 TR79- 371647 | TR79-439803 | 9% 71.728
KLS-Yavru13' | TR79-514168 | TR79-388770 | TR79- 371647 TR79-330661 TR79-408662 | TR79-514168 % 42.654
KLS- Yavru13® | TR79-514168 | TR79-388770 | TR79- 371647 TR79-330661 TR79-408662 | TR79-514168 % 51.765
KLS-Yavru 24! No’suz 1 TR79-523018 | TR79-475498 TR79-407418 TR79-330661 No’suzl % 66.986
KLS- Yavru 24° No’suz 1 TR79-523018 | TR79-475498 TR79-407418 TR79-330661 No’suzl % 71.854
KLS- Yavru 27 No’suz 1 TR79-523018 | TR79-475498 TR79-407418 TR79-330661 | TR79-523018 % 42.987
KLS-Yavru 27° No’suz 1 TR79-523018 | TR79-475498 TR79-407418 TR79-330661 | TR79-523018 % 51.456
KLS-Yavru18' | TR79-514168 | TR79-388770 | TR79- 371647 TR79-330661 TR79-408662 | TR79-388770 % 63.269
KLS-Yavru18® | TR79-514168 | TR79-388770 | TR79- 371647 TR79-330661 TR79-408662 | TR79-388770 %76.652
KLS-Yavru 30* No’suz 1 TR79-523018 | TR79-475498 TR79-407418 TR79-330661 | TR79-407418 % 41.456
KLS-Yavru 302 No’suz 1 TR79-523018 | TR79-475498 TR79-407418 TR79-330661 | TR79-407418 % 53.567
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5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda kegi yetistiriciligi, Diinya ve AB iilkelerinde, artmaktadir. Bu artista
ekonomik, fizyolojik ve biyolojik faktorler etkili olmaktadir. Ke¢i anatomik ve fizyolojik
yapist geregi degerlendirilemeyen alanlari kaliteli hayvansal iiriinlere doniistiirebilmektedir.
Bu yoniiyle 6nemli bir biyolojik varliktir. Kegi yetistiriciligi Tiirkiye’de yaygin olarak
yiiriitilmektedir. Ozellikle de yoksul ailelerin hayvansal protein ihtiyaglarinm
kargilanmasinda onemli bir kaynak olma durumundadir. Tiirkiye’nin ekonomik ve cografi
sartlar1 bu tiirden daha fazla ve etkin olarak yararlanmak i¢in uygundur. Ancak iilkemizde
kiiglikbas hayvanlardan O6zellikle de kegilerden birim hayvan basina elde edilen verim
istenilen diizeyde degildir. Tiirkiye’de keci yetistiriciliginin karli ve verimli bir yapiya
kavusturulmasi icin yapilmasi gerekenlerin basinda etkili bir 1slah ve yetistirme programinin
uygulamaya konulmasi gelmektedir (Giinlii ve Alasahan 2010). Diger ¢iftlik hayvanlarinda
oldugu gibi keci yetistirildiginde de Tiirkiye’ nin i¢inde bulundugu bu durumu diizeltebilmek
icin Oncelikle mevcut yerli irklarin 1slah edilmesi gerekmektedir. Yerli irklarin 1slah
edilmesinde yeterince ge¢ kalmis oldugumuzu disiiniirsek daha kisa siirede sonug
alabilmemiz i¢in uygulamaya koydugumuz veya koyacagimiz klasik 1slah programlarinin
degisik asamalarinda modern biyoteknolojiden faydalanmak bir zorunluluk olarak ortaya
cikmaktadir. Bunlarin basinda pedigrili yetistiriciligin gerekliligi olan molekiiler tekniklerle
ebeveyn testi gelmektedir. Bu tez ¢alismast TAGEM -14/AR-GE/15 No’lu ‘Tirkiye Yerli
Kegi Irklarinda Mikrosatellit DNA Polimorfizm Tekniginin Kullanilmasi Ile Ebeveyn Tayini’
projesi kapsaminda arastirilmasi hedeflenen mikrosatellit bolgelerinden bir kismini
icermektedir. Bu calisma kapsaminda 9 mikrosatellit bolgesi 4 farkli yerli kegi irkimizda

incelenmis ve ebeveyn tayininde kullanilabilirligi arastirilmastir.
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Kecilerde ebeveynlerin belirlenmesinde Uluslararasi Hayvan Genetigi Toplulugu
(ISAG) ve bazi bilimsel ¢alismalar (Aratjo ve ark. 2010, Siwek ve Knol 2010, Luna-
Gonzalez ve ark. 2012) tarafindan farkli sayilarda (18-23) mikrosatellit bdlgesinin
kullanilmasi Onerilmektedir. Yurt disinda bir¢ok laboratuvarda
(http://www.vgl.ucdavis.edu/services/index.php,) kegilerde ebeveyn tayininde mikrosatellit

DNA polimorfizm teknigi kullanilarak ebeveynlerin belirlenmesi yapilmaktadir.

Bir ebeveyn dogrulama panelinin etkinligi, kullanilan markor sayisina tamamen bagh
degildir, bunun yerine bu markdrlarin bilgisine baglidir. Bu durum, polimorfik bilgi igerigi
(PIC), heterozigotluk (H), dislama giicii (exclusion probability- PE), ayrimlama giicii (Power
of discrimination, PD) gibi parametrelerle lgiiliir ve bu belirteglerin allel ve alel frekanslarina
bagli olarak populasyonlar arasinda farkliliklari incelenir (Curi and Lopes 2002). Bu
parametrelerin incelendigi cesitli calismalar asagida ayr1 ayr1 6zetlenmis ve bu tez c¢alismasi

kapsaminda elde edilen sonuglarla karsilagtirilmistir.

Aljumaah ve arkadaslart (2012) tarafindan Suudi Arabistan’da Ardi kecilerinde
genetik cesitlilige yonelik yapilan bir ¢alismada 14 mikrosatellit markoér kullanilarak allel
frekanslar1 hesaplanmis, gozlenen heterozigotluk (Ho) 0.6341, beklenen heterozigotluk (He)
0.8172 olarak bulunmustur. Sekiz allel i¢in, etkili allel sayis1 (NE) 5.4705, PIC 0.7810,
Hardy Weinberg dengesi (HWE), 0,0001 olarak hesaplanmistir. Caligmamizla 1 mikrosatellit
bolgesi (INRA23) benzerdir.

Agha ve ark (2008) farkli kegi 1rklarinda genetik ¢esitliligi arastirmak igin 4 tanesi bu
tez c¢alismasi ile ortak (ILSTS019, SRCRSP5, ILSTS087, CSRD247) olmak iizere 7
mikrosatellit belirteg kullanmigtir. Calismada ti¢ii Misir’dan (Misir Baladi, Barki ve Zaraibi)
ve ikisi Italya’dan (Maltese ve Montefalcone) olmak iizere 5 farkli kegi wkindan bireyler
tizerinde yapilmistir. Yiiksek polimorfik bilgi igerigi degeri en fazla % 5 in tizerinde lokus-1rk
kombinasyonlar1 belirlenmis ve bu degerde lokuslarin yararli oldugu bildirilmistir. Irklarin
beklenen heterozigotlugu 0.670 - 0,792 arasinda varyasyon gostermis, kullanilan tiim
mikrosatellit belirtegler, arastirilan irklarda polimorfik bilgi icerigi yiiksek (PIC > 0.5)
bulunmustur. Yiiksek polimorfik bilgi igerigi degerine sahip bu mikrosatellitlerin genetik

cesitlilik calismalarinda kullanilabilecegi belirtilmistir.
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Yapilan bu tez caligmasinda ise toplamda 129 allelin tespit edildigi 9 farkli
mikrosatellit bolgesinin (CSRD0247, ILSTS087, INRA023, INRA132, SRCRSP005, BM
1329, INRA006, INRABERN172, ILSTS019) 4 farkl yerli kegi irkina ait 116’°s1 anne, 153’1
yavru, 84’1 teke olmak tizere toplamda 403 bireyde ( Ankara Kecisi, Honaml1 Kegisi, Kil
Kegisi, Kilis Kegisi) babalik oranini1 belirlemede kullanilabilirligi ayni1 parametreler
dogrultusunda  degerlendirilmistir.  Degerlendirilen  mikrosatellit markdrlarin  allel
frekanslarina dayali ebeveyn tayini arastirmasinda benzer bir¢cok c¢alismada oldugu gibi,
gozlenen ve beklenen heterozigotluklar (Ho, He), polimorfizm bilgi igerigi, ayrimlama giicii
(PD) arastirtlmistir. En ¢ok allel; INRA23 lokusunda (18 Allel) , en az ise ILSTS019
lokusunda (11 Allel) goézlenmistir. Ortalama allel sayisi; 14,33 bulunmustur. Beklenen
heterozigotluk (He) en yliksek INRA0O6 lokusunda (0,8966), en diisiik ILSTS019 lokusunda
(0,6240) olup, 9 lokusun ortalamas1 0,8204 olarak bulunmustur. Gdzlenen heterozigotluk
(Ho) en yiiksek INRA006 lokusunda (0,8553) , en diisiik ILSTS019 lokusunda (0,6432)
gbzlenmis, ortalama deger ise 0,7515 olarak bulunmustur. Bu sonuglar benzer ebeveyn
belirleme ¢alismalarinin sonuglari ile Karsilastirildiginda (Friedrich 2009, Cristina da Silva ve
ark. 2014, Ganai ve Yadav 2005, Luikart ve ark. 1999, Aragjo ve ark. 2010) gézlemlenen ve
beklenen  heterozigotluk  degerlerinin  yakin  araliklarda  oldugu  belirlenmistir.
Heterozigotlugun ¢ok diisiik oldugu mikrosatellit bolgelerinin ebeveyn tayininde kullanilmasi
sonucunda dogruluk derecesi diismektedir. Bu ¢calismada kullanilan 9 mikrosatellit bolgesinde

hicbir lokusun heterozigotluk degerinin 0.50’den diisiik olmadig1 belirlenmistir.

Calismada polimorfizm (PIC) bilgi icerigi degeri INRAOO6 lokusunda (0.890) en
yiiksek, ILSTS019 lokusunda (0.570) en diisiik olarak tespit edilmis, lokuslarin ortalamasi
0,8011 olarak bulunmustur. Polimorfizm bilgi icerigi degerinin 0.500’nin iizerinde olmasi
calisilan mikrosatellit lokuslarinin olduk¢a enformatik oldugunu gdstermektedir (Botstein ve
ark. 1980). Calisma sonuglar1 bu bilgi cergevesinde degerlendirildiginde c¢aligilan tiim
mikrosatellit bélgelerinin ebeveyn tayininde kullanilabilecegi ve yeterli diizeyde bilgi verici

olabilecegi degerlendirilebilir.

Calisilan mikrosatellit bolgelerinin ebeveyn testindeki etkinligini gosteren bir diger
parametre sik gézlenen allel frekansi degeridir. Ebeveyn testi ¢alismalarinda allel frekansinin
0.50 ve tiizerinde oldugu mikrosatellit bdlgesinin bireyleri tanimlamada etkili olmadigi

belirtilmektedir (Rehout ve ark. 2006). Mevcut ¢alismada 9 mikrosatellit lokusundan 8’inde
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en sik gozlenen allel frekansinin 0.161 ila 0.457 arasinda oldugu, sadece bir tanesinde
(ILSTS019) bu degerin 0.540 oldugu goriilmiistiir. Calisma kapsaminda ayrimlama giicii
(PD) en yiiksek allel INRA006 (0.977) ortalama birlestirilmis ayrimlama giicii ise 0.989°dur.
Sik gozlenen allel frekanslar1 dikkate alindiginda tez kapsaminda calisilan 8 mikrosatellit
bolgelerinin dogru ebeveyni belirleme amaciyla kullanilmasinin miimkiin oldugu sonucuna

varilabilir.

Mikrosatellit lokuslarin kullanilmasi ile populasyonlarin genetik farkliliklarinin
incelendigi ve ebeveyn tayini caligmalarinda null allele frekansi r = 0.05 ise bdlgenin
giivenilir oldugu ve istatistiki olarak onemsiz oldugu ifade edilmektedir. Eger null allel
frekans1 0.05 < r < 0.20 ise, orta bir deger ve istatistiki olarak kabul edilebilir oldugu
belirtilmektedir. Eger null allel frekanst r = 0.20 ise c¢ok yiiksek bir deger oldugu ve
giivenilirligin oldukg¢a diisiik oldugu bildirilmektedir (Chapuis ve Estoup, 2007). Tez
calismasi kapsaminda g¢aligilan mikrosatellit bolgelerinin null allel frekansi 0.05°den yiiksek
oldugunda bu bolgenin giivenilirligin diisik ve dolayisiyla heterozigotluk kaybina yonelik
sliphenin mevcut olabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak degerler 0.05 < r < 0.20 arasinda
oldugunda istatistiki olarak kabul edilebilir bir araliktadir. Bu frekans degerleri dikkate
alindiginda Tirkiye yerli ke¢i irklarinda galisilan tiim mikrosatellit bolgelerinin ebeveyn
tayini ve populasyonlar arasi farkliliklarinin incelenmesinde kullanilmasinin uygun

olabilecegi diisliniilmektedir.

Bunlara ilave olarak mikrosatellit DNA polimorfizm tekniginin kullanilmasi ile
ebeveyn tayininde, bir populasyonda bulunan rastgele bir bireyin potansiyel ebeveyn olma
olasiligmmin dislanmas1 ve testlerin gilivenirliginin istatistiksel olarak test edilmesinde
kullanilan parametrelerden biri dislama giicii (PE- aday babalar arasindan dogru olmayan
adaylarin diglanmasi olasiligini) degeridir. Bir¢ok arastirmada oldugu gibi (Glowatzki -
Mullis ve ark 2007, Araujo ve ark. 2010, Siwek ve Knol 2010) bu ¢alismada babalik testinin
temelini olusturan dislama giicii olasilig1 (PE) degerleri de hesaplanmistir. Caligmada segilen
9 mikrosatellit lokusu dikkate alinarak yapilan hesaplamada, her iki ebeveynin bilinmemesi
halinde baba adayi tekelerden hesaplanan birlestirilmis dislama giicii degerinin 0.999, her iki
ebeveynin bilinmemesi halinde, yavrulardan hesaplanan birlestirilmis dislama giicli degerinin
0.998, tek bir ebeveynin bilinmesi durumunda yavrulardan hesaplanan birlestirilmis diglama

giicii degerinin ise 0.999 oldugu belirlenmistir.
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Cristina da Silva ve ark. (2014)’nin Brezilya yerli kegilerinde mikrosatellit DNA
tekniginin kullanilmasi ile ebeveyn tayininde kullanilabilecek bir panel olusturulmasina
yonelik yaptiklar1 bir caligmada, 16 farkli mikrosatellit bolgesi ile ¢alisilmistir. Calisma
sonunda lokuslarin allel sayilari, beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerleri, polimorfik
bilgi icerigi degerleri (PIC), diglama olasilik degerleri incelenmis, hesaplanan diglama giicii
degerlerinin 0.9999’dan daha yiiksek oldugu ve 16 mikrosatellit bolgelerinin ebeveyn
belirlemede kullanilabilecegi  belirtilmistir. Bu ¢alismada kullanilan  mikrosatellit
bolgelerinden 3 tanesi (ILSTS087, SRCRSP05, INRABERN172) bu tez kapsaminda da
calisilmigtir.

Aratjo ve ark. (2010)’nun yaptiklar1 bir ¢alismada ise, Brezilya’da yetistiriciligi
yapilan 3 kegi wrkinda (toplam 292 birey) 11 mikrosatellit bolgesinin ebeveyn testinde
kullanilabilirligi test edilmistir. Bu ¢alisma sonuglar1 incelendiginde, ebeveynlerin her ikisinin
bilinmiyor olmasi halinde hesaplanan birlestirilmis dislama giicii degerinin 0.9883 oldugu,
ebeveynlerden birinin (babanin) bilinmesi halinde bu degerin 0.9996 oldugu belirlenmistir.
Bu mikrosatellitlerden 4 tanesi (ILSTS087, SRCRSP05, INRA006, INRABERN172) bu tez

calismasindakiler ile ortaktir.

Glowatzki-Mullis ve ark.(2007)’nin yaptigr mikrosatellit DNA polimorfizm teknigini
kullanarak ebeveyn tayini ¢alismasinda 426 bireyde, 2 tanesi bu tez ¢alismada da incelenmis
olan (BM1329, CSRD0247) 17 markor kullanilmis ve Bezoar kegisi (0.859) hari¢ tiim irklar

icin toplam diglama giicii 0.999 olarak bulunmustur.

Siwek ve Knol’in (2010) Italyan yerli kegilerinde yaptig1 bir galismada, mikrosatellit
DNA tekniginin kullanilmast ile ebeveyn tayininde kullanilabilecek uygun lokuslarin
secilmesine ¢alisilmistir. Bu c¢alismada ISAG panelinde yer alan 3 lokus, Econogen
projesinde yer alan 14 farkli lokus ve kegide genetik ¢esitliligin ¢alisildigi 6 lokus olmak
tizere toplamda 23 farkli mikrosatellit bolgesinde calisilmistir. Calisma sonunda lokuslarin
allel sayilari, beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerleri, polimorfik bilgi icerigi degerleri
(PIC), dislama olasiliklar1, Hardy Weinberg Dengesine uyum ve yanlis ebeveyn olma olasiligi
(probability of excluding wrong paternities- Pe) degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar
incelendiginde, 20 lokusun ebeveyn belirlemede yeterli olamayacagi ilave lokuslarin
calisilmasi gerektigi bildirilmistir. Calisilan lokuslarin 4 tanesi (ILSTS087, SRCRSPO5,
INRABERN172, BM1329) bu tez ¢alismasinda da incelenmistir.
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Ulkemizde Kilis, Yayladag, Honamli, Kil, Ankara, Saanen, Alpin ve Malta irki
kegilerinde 11 farkli mikrosatellit bolgesinin kullanilmasi ile babalik testinin yapildigi bir
calismada elde edilen birlestirilmis dislama giicii degerinin 0.999 oldugu belirlenmistir.
Ortalama Ho degerlerinin 0.357- 0.856, ortalama He degerlerinin ise 0.601 - 0.861 arasinda
degistigi gézlenmistir. Caligmada bu 11 lokusun kullanilmasi ile hesaplanan diglama giicii
degerinin Malta wrkinda 0.998, diger irklarda ise 0.999 oldugu ve dolayisiyla kegilerde
kimliklendirme ¢alismalarinda basariyla kullanilabilecegi bildirilmistir (Bulut ve ark. 2014).
Calisilan lokuslarin 4 tanesi (ILSTS087, CSRD0247, INRAZ23) bu tez g¢alismasinda da

incelenmistir.

Luikart ve ark. (1999) tarafindan Mogol yerli kasmir, Tiirk Ankara kegisi, Isvigre
Saanen’i ve Ispanyol Murciana-Grenadina iwrklarmda 22 farkli mikrosatellit bdlgesinin
kullanilarak ebeveyn testinin yapildigi bir ¢calismada ebeveynlerden bir tanesinin bilinmesi
halinde hesaplanan dislama giicli degerlerinin 0.9999° dan daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Bu mikrosatellit bolgelerinden 2 tanesi INRABERN172, SRCRSP005) bu tez ¢alismasinda

da kullanilmistir.

Mevcut tez c¢alismasinda ise segilen 9 mikrosatellit lokusunun dislama giicii (CPE)
degeri kegilerde yapilan diger ¢alismalar ile karsilastirildiginda elde edilen degerlerin bazi
arastirmalar ile benzer veya daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuclar tek basina
degerlendirildiginde ve diger ¢alismalarla kiyaslandiginda ¢alisilan 9 mikrosatellit bolgesinin
dogru ebeveyni belirlemede yeterli olabilecegi gibi bir sonu¢ ¢ikarilabilir. Ancak
glivenilirliginin test edilmesi amaci ile her wrktan rastgele secilen yavrularda yapilan
calismada 9 farkli mikrosatellit bolgesi sonuglarma bakildiginda baba olma olasilik
degerlerinin %41.45 ila %78.87 arasinda oldugu goriilmektedir. Ebeveyn testi ya da babalik
testinde kabul edilen babalik yiizdesinin %99.73’ten daha yiiksek olmasi istenmektedir. Bu
sonuca ulasilmadik¢a kesin bir babalik tayinine karar verilemeyecegi tiim Diinya iilkelerinde

kabul gérmektedir (Cerit 2003).

Sonug olarak bu degerlendirmeler ¢ercevesinde, incelen cesitli parametreler goz oniine
alindiginda c¢alisilan mikrosatellit bolgelerinin ebeveyn tayini i¢in degerlendirilebilecegi
ancak her ne kadar yiiksek dislama giicli degerleri vermis de olsalar dogru baba olma olasilig1

(%99.73’¢ esit ya da biiyiik)’nin hesaplanmasi igin 9 mikrosatellit bolgelerinin yeterli
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olmadigi, daha fazla gen bolgesinin calisilmasi ile baba olma olasiligi degerlerinin yeniden

hesaplanmasi1 gerektigi ortaya ¢ikmaktadir.
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