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OZET

KIL, HONAMLI, KABAKULAK VE NORDUZ KECILERINDE MAJOR
DOKU UYGUNLUK KOMPLEKSI (MHC) ILE iLiSKiLi LOKUSLAR
KULLANILARAK GENETIK CESITLILIGIN BELIRLENMESI

Mehmet ASLAN

Yiiksek Lisans Tezi, Zootekni Anabilim Dah
Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Taki KARSLI
Temmuz 2019; 54 Sayfa

Major Doku Uygunluk Kompleksi (MHC) omurgalilarda dogal ve kazanilmis
bagisiklik sisteminde 6nemli rol oynar. Bu ¢alismada Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan
Kil (KIL), Honamli (HNM), Kabakulak (KBK) ve Norduz (NRD) kegilerinde
tiiberkiiloza direng, 1siya tolerans ve genetik cesitlilik MHC’ne bagl lokuslar
kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica MHC’ne bagli lokuslar kullanilarak keci
populasyonlar1 arasindaki filogenetik iliski incelenmistir. Tiiberkiiloza direng ve 1siya
tolerans ile iliskili MHC siif II DRB bolgesi iizerindeki polimorfizmlerin belirlenmesi
icin PCR-RFLP yontemi kullanilmistir. Genetik ¢esitliligin belirlenmesinde MHC geni
tizerindeki bes farkli Mikrosatellit lokus kullanilmustir.

PCR-RFLP analizleri sonuglarina gore Tiirkiye’de yetistirilen KIL, HNM, KBK
ve NRD kecilerinde MHC smif II DRB geni iizerinde Tiiberkiiloza direng (genotip pp -
Pstl ve genotip Tt - Taqgl) ve 1stya tolerans ile iligkili (genotip AA - BsaHI) genotipler
degisen frekanslarda belirlenmistir. Ancak calisilan kecilerde 1siya tolerans ile iliskili
GG, GC ve CC (Alul) genotipleri tespit edilememistir. Calismada elde edilen sonuglar,
KIL, HNM, KBK ve NRD kegilerinde MHC sinif II DRB geni iizerindeki Pstl ve Taql
polimorfizmlerinin tiiberkiiloz i¢in Marker Destekli Seleksiyon (MAS) ¢aligmalarinda
kullanilabilecegini gostermektedir. Isiya tolerans igin ise BsaHI polimorfizminin
kullanilabilecegi ancak Alul polimorfizminin MAS ¢aligmalari i¢in uygun olmadigi
anlasilmaktadir.

Tim mikrosatellit lokuslarin polimorfik bulundugu ¢alismada, ortalama allel
sayist 8.20 (NRD) ile 8.80 (KIL ve KBK) araliginda, ortalama gdzlenen heterozigotluk
0.68 (NRD) ile 0.80 (KBK) araliginda ve akrabali yetistirme katsayisi -0.017 (KBK) ile
0.13 (HNM) araliginda degismistir. Molekiiler varyans analizi (AMOVA) toplam
genetik varyasyonun % 8.62'sinin populasyonlar arasindaki farkliliklardan
kaynaklandigin1 gostermistir. Ke¢i populasyonlar1 arasinda genetik farklilagsma (ikiserli
Fst katsayilar1) 0.01 ( KIL-KBK ve HNM-KBK arasinda) ile 0.19 (HNM-NRD ve
NRD-KBK arasinda) degismistir. Filogenetik analizlere gore ¢alisilan populasyonlarin
(UPGMA dendogrami, FCA ve Structure analizi) iki grupta kiimelendigi
gozlemlenmistir. KIL, HNM ve KBK birinci grupta yer alirken, ikinci grup NRD
kecilerinden olusmustur.



Sonug olarak Tirkiye'de yetistiriciligi yapilan KIL, HNM, KBK ve NRD
kecilerinde MHC’ne bagli lokuslarda yiiksek genetik ¢esitlilik ve diislik akrabalik tespit
edilmistir. Ayrica KIL, KBK ve HNM kecilerinde ilgili lokuslar i¢in genetik farklilik
belirlenememistir. Bu ¢alismada elde edilen bulgular KIL, HNM, KBK ve NRD
kecilerinde adaptif bagisiklik ozellikleri iizerine ileride yapilmasi muhtemel 1slah
caligmalari i¢in biiylik potansiyel oldugunu gostermektedir.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY IN HAIR, HONAMLI,
KABAKULAK AND NORDUZ GOATS USING LOCI ASSOCIATED WITH
MAJOR HISTOCOMPATIBILITY COMPLEX (MHC)

Mehmet ASLAN

MSc Thesis in Animal Science
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Taki KARSLI
July 2019; 54 pages

The Major Histocompatibility Complex (MHC) plays an important role in innate
and adaptive immune systems in vertebrates. In this master thesis, the resistance to
tuberculosis, the tolerance to heat and genetic diversity in Hair, Honamli, Kabakulak
and Norduz goats raised in Turkey were evaluated using MHC-linked loci. The
phylogenetic relation was also investigated between goat populations using MHC-
linked loci. PCR-RFLP method was used for the determination of polymorphisms on
MHC class Il DRB region related to resistance to tuberculosis and tolerance to heat.
Five different microsatellite loci on the MHC gene were used to determine the genetic
diversity.

According to results of PCR-RFLP analysis in the KIL, HNM, KBK and NRD
goats reared in Turkey, the genotypes were determined with ranging frequencies on
MHC class 1l DRB gene associated with resistance to tuberculosis (genotype pp - Pstl
and Alul genotype Tt - Taqgl) and heat tolerance (genotype AA - BsaHI). However, GG,
GC and CC (Alul) genotypes associated with heat tolerance could not be determined.
The obtained results from this study indicate that Pstl and Taql polymorphisms on
MHC class Il DRB gene in the KIL, HNM, KBK and NRD goats may be used in
Marker Assisted Selection (MAS) studies for Tuberculosis. It was concluded that BsaHI
polymorphism may be used for heat tolerance but Alul polymorphism are not suitable
for MAS studies.

In the study, all microsatellite loci were found as polymorphic. The mean
number of alleles ranged from 8.20 (NRD) to 8.80 (KIL and KBK), mean observed
heterozygosity values varied from 0.68 (NRD) to 0.80 (KBK) and inbreeding
coefficient (F;s) ranged from -0.017 (KBK) to 0.13 (HNM). Analyses of Molecular
Variance (AMOVA) indicated that 8.62 % of the total genetic variation was due to
differences between populations. Genetic differentiation between goat populations
(pairwise Fst coefficients) ranged from 0.01 (between KIL-KBK and HNM-KBK) to
0.19 (between HNM-NRD and NRD-KBK). According to phylogenetic analysis
(UPGMA dendogram, FCA and Structure analysis) goat populations were clustered in



two groups. KIL, HNM and KBK were in the first group while second group consist of
NRD goats.

As a result, high genetic diversity and low inbreeding were determined for
MHC-linked loci in KIL, HNM, KBK and NRD goats reared in Turkey. Also, genetic
difference could not be determined in KIL, HNM and KBK goats for related loci. The
finding obtained from this study show that there is great potential for possible breeding
studies for adaptive traits in KIL, HNM, KBK and NRD goats in future.

KEYWORDS: Genetic Diversity, Goat, Major Histocompatibility Complex,
Microsatelite, PCR-RFLP

COMMITTEE: Assist. Prof. Dr. Taki KARSLI
Assoc. Prof. Dr. Hasan MEYDAN
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ONSOZ

Her gecen giin artan diinya niifusuna paralel olarak artis gosteren hayvansal iiriin
talebinin karsilanmasi igin ¢iftlik hayvani tiirlerinde ekonomik 6nemi olan 6zellikler igin
yapilan yogun islah c¢alismalar1 devam etmektedir. Gliniimiizde yapilan klasik 1slah
calismalarina ek olarak Genomik Seleksiyon (GS) ve Marker Destekli Seleksiyon
(MAS) calismalarindan da yararlanilmaktadir. Ciftlik hayvanlarinda ekonomik &nemi
olan oOzellikler (et, siit, dol verimi vb.), cesitli hastaliklara (mastitis, tiiberkiiloz vb.)
diren¢ ya da duyarlilik ve termo- fizyolojik Ozellikler (1s1ya tolerans) ile iliskili ¢cok
sayida aday gen belirlenmistir. Bu aday genler tek baslarina ya da birkagi1 birlikte
MAS’da kullanilabilir. Bu baglamda bu tez ¢alismasi ile Kil, Honaml, Kabakulak ve
Norduz kegilerinde genetik ¢esitliligin  MHC ile iligkili lokuslar kullanilarak
degerlendirilmesi ve mevcut literatiir esliginde Tiirkiye’de ve diinyada yetistirilen diger
keci wrklar ile karsilastirilmis ve ayrica tiiberkiiloz hastaligina direng ya da duyarlilik ve
1stya tolerans ile iligkili oldugu daha 6nce degisik calismalarda bildirilen genotiplerin
varliginmi arastirarak ileride yapilmast muhtemel Marker Destekli Seleksiyon (MAS)
caligmalar1 i¢in onemli bir bilgi birikimi ortaya ¢ikmistir. Ayrica ¢aligmada iilkemizde
yetistiriciligi yapilan Kil, Honamli, Kabakulak ve Norduz kecileri arasindaki filogenetik
iliski MHC ile baglantil1 lokuslar kullanilarak test edilmistir.

Bu konuda bana ¢alisma firsati sunan ve tezin her asamasinda yardimi olan
danisman hocam sayin Dr. Ogr. Uyesi Taki KARSLI’ya sonsuz tesekkiir ederim.

Laboratuvar olanaklarimizin yetersiz kaldigi durumlarda laboratuar olanaklarini
kullanimina izin veren Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii
ogretim iiyesi saym Prof. Dr. Biilent UZUN ve Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii 6gretim iiyesi Prof. Dr. Kemal KARABAG’ a tesekkiir
ederim.

Her zaman yanimda olan beni bugilinlere getiren desteklerini ve inaglarini
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GIRIS M. ASLAN

1. GIRIS

Ik evcillestirilen tiirler arasinda bulunan kegi (Capra hircus) evcillestirildigi
tarihten bu yana insanlar i¢in énemli bir ¢iftlik hayvan1 olmustur. Keciler 6zellikle az
gelismis ve gelismekte olan iilkeler i¢in 6nemli bir ¢iftlik hayvani tiiriidiir (Dagkiran vd.
2004, Canon vd. 2006, Abdel Aziz 2010). Kegi tiiriiniin hayvansal {iretim degerine
yaptig1 katki diger ruminantlara gore diisiik olmakla birlikte, 6zellikle tarim arazilerinin
kisitlt oldugu daglik ve engebeli arazilerde yetistirebilmesi, elverissiz bakim ve besleme
kosullarina kars1 daha dayanikli olmasi nedeniyle hayvansal tiretimde onemli bir yeri
vardir (Dagkiran vd. 2004, Simsek ve Bayraktar 2006, Demirbas vd. 2009). Keci
yetistiriciligi bazi istisnalar diginda ¢ogunlukla bitkisel iiretime uygun olmayan
alanlarda kiigiik aile isletmeleri tarafindan yapilmaktadir. Kegi yetistiriciligi kirsal
alanlarda 6nemli bir istthdam dali olmasi bakimindan iilke ekonomileri agisindan
oldukg¢a 6nemlidir (Canon vd. 2006; Demirbas vd. 2009).

Tirkiye yerli kegi wrklar1 baslica Ankara, Kil, Kilis, Honamli ve Norduz
kecilerinden olugsmaktadir. Kilis kegileri, Kil kegileri ile Suriye kdkenli Halep kecisinin
melezlenmesi ile elde edilmis olup, Giineydogu Anadolu bdlgesinde ve ozellikle
Suriye'nin smir komsular1 olan Sanlwurfa, Gaziantep, Kilis ve Hatay illerinde yaygin
olarak yetistirilmektedir (iriadam 2004, Alizadehasl ve Unal 2011). Adin1 Van ili
Glirpinar ilgesi Norduz vadisinden alan Norduz kegisi; Siirt, Bitlis, Mus, Bingo6l illeri ile
Van’in bazi ilgelerinde ve bu ilgelerin Iran’a simir kdylerinde yetistirilmektedir (Kirk vd.
2004). Honamli kegileri ise Akdeniz bolgesinde Antalya, Burdur, Isparta ve Konya
illerinde yoriiklerin yogun olarak yasadigi bolgelerde yetistirilmektedir (Erduran ve
Kirbas 2010).

Tiirkiye’de yetistiriciligi en fazla yapilan keg¢i 1rk1 olan Kil kegilerinin, ciisse, dol
ve slit verimi bakimindan birbirinden oldukg¢a farklilasan Candir, Kabakulak, Pavga gibi
alt gruplar1 oldugu belirtilmektedir. Bunlar igerisinde Kabakulak genotipinin
yetistirilme alan1 Antalya ili Elmali ve Kas ilgelerini de kapsayacak seklide Mugla ilinin
Fethiye il¢esine kadar uzanmaktadir. Yakin bir tarthe kadar Honamli 1rki da bu alt
gruplardan biri olarak kabul edilmekteyken yakin zaman 6nce ayr1 bir irk olarak tescili
yapilmustir. Yukarida belirtilen Candir, Kabakulak, Pavga alt gruplar (tipler) hakkinda
literatiirde ciddi bir bilgiye rastlanmamistir.

TUIK’in 2018 yili verilerine gore, Tiirkiye’de kegi varhigi 11.000.000 bas
civarinda olup bunun yaklasik % 98’1 Kil kecilerinden, % 2’si de Ankara kecilerinden
olugmaktadir (Anonim 1). Tiirkiye keci sayis1 bakimindan FAO’ nun 2017 yili verilerine
gore Avrupa’da birinci, diinyada ise 19. sirada yer almaktadir (Anonymous). TUIK ’in
2017 yili verilerine gore, Antalya yaklasik 800.000 bas keci sayis1 ile Tiirkiye’nin en
fazla ke¢i bulunan ilidir (Anonim 2). FAO’nun 2017 yili verilerine gore, Antalya’da
bulunan keg¢i sayis1 31 farkli Avrupa iilkesini geride birakmaktadir (Anonymous).

Ciftlik hayvanlarinda genetik iyilestirme binlerce yi1l once ciftlik hayvani
tirlerinin evcillestirilmesi, degisik iklim ve tiretim sistemlerine adaptasyonu ile
baslamistir. 1700’lii yillarin sonunda baslayan irklarin daha da gelistirilmesini, 20.
yiizyilda hayvan 1slah1 ve genetigi biliminin ortaya ¢ikmasi takip etmistir. Daha ileri
genetik iyilesme molekiiler genetik tekniklerin ortaya ¢ikmasi ile miimkiin olmustur
(Rothchild ve Plastow 2014). Hayvan 1slah1 ve genetiinde ortaya ¢ikan gelismeler,
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yetistirici tercihlerine gore yiiksek verimli irklarin gelistirilmesine olanak saglamistir.
Gectigimiz 30 yilda ise molekiiler biyoloji, molekiiler genetik ve biyoteknoloji alaninda
yasanan hizli gelisim hayvan 1slahgilari i¢in yeni firsatlar sunmustur.

DNA teknolojileri gilinlimiizde bircok alanda oldugu gibi hayvancilik
bilimlerinde de yogun sekilde kullanilmaktadir. Restriksiyon enzimlerinin kesfi,
DNA’nin yapisinin belirlenmesinden sonra PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) teknigi
kesfedilmistir. PCR’in kesfinden bu yana c¢ok sayida PCR temelli molekiiler
isaretleyiciler tespit edilmistir. Gegtigimiz 20 yilda hayvancilik bilimleri alaninda en
yaygin kullanilan molekiiler isaretleyiciler arasinda Kesilmis Par¢a Uzunluk
Polimorfizmi (RFLP), Cogaltilmis Uzunluk Par¢a Polimorfizmi (AFLP), DNA Sekans
Analizi, Mikrosatellit isaretleyiciler ve Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP)
gosterilebilir. Son yillarda 6zellikle yeni nesil sekans analizleri ile SNP belirleme,
belirlenen bu SNP’lerin ¢esitli verimler ve hastaliklarla iliskilendirilmesi iizerine yogun
aragtirmalar yapilmaktadir. Bu ve benzer teknolojiler ¢iftlik hayvanlarinda genetik
kaynaklarinin korunmasi programlarinda, filogenetik analizlerde, ekonomik 6nemi olan
ozelliklerin (dol, et, siit verimi vb.) seleksiyonla miktar ve kalitesinin artiritlmasinda,
genetik  hastaliklarin  ya da hastaliklara direngli  bireylerin  belirlenmesinde
kullanilmaktadir (Karslt vd. 2013).

Hayvansal iiretimde saglik koruma calismalarinin 6nemi son yillarda iireticiler
ve tiiketiciler i¢in giderek artmaktadir. Hayvanlarda 6liim oraninin artmasina, biiyliime
orani ve dol veriminin azalmasina ayni zamanda et ve siitlin miktar ve kalitesinin
diismesine yol acan enfeksiyon hastaliklari hayvan yetistiriciliginde sik¢a karsilasilan
olumsuz bir durumdur. Bu hastaliklarin {iretim maliyetlerine olan olumsuz etkilerinin
yant sira antibiyotik gibi ilaglarin kullanimlarina simirlama getiren gida gilivenligi ve
hayvan refahi gibi yeni kavramlarin gelismesi, saglik korunma calismalarina yeni
yaklagimlar getirmis ve bagisiklik sistemi, hastaliklara direng/duyarlilik gibi 6zelliklerin
kalitimina yonelik ¢alismalara ilginin artmasma yol a¢cmustir (Oner ve Elmaci 2011).
Ayrica Tiberkiiloz gibi hastaliklarda hasta hayvanlarin kesime gonderilmesi ile
populasyon sayisindaki azalmaya bagli olarak mevcut genetik ¢esitlilik olumsuz yonde
etkilenmektedir.

Hayvancilikta verim seviyesinin diismesine ve ekonomik kayba neden olan en
onemli faktor hastaliklardir. Bu nedenle hastaliklarin miimkiin oldugunca azaltilmasi
gerekmektedir (Ilhan 2015). Bir hayvanda bir hastaligin gelismesi bireyin genotipi ve
cevrenin karsilikli etkilesiminin sonucudur. Hastalik, ¢evresel faktorler ile genetik
egilim bulustugunda ortaya ¢ikar. Hastalig1 onlemek ¢evresel faktorlerin iyilestirilmesi,
asilama ve ila¢ kullaniminin yani sira genetik olarak hastaliklara direncgli bireylerin
secilmesi 6nemlidir. Bunun i¢in direnglilik ile ilgili 6zel genlerin veya direnglilik ile
ilgili genetik markerlerin tanimlanmas1 gerekir. Hastaliklara direncin genetik kontrolii
¢ok karmasiktir ve viicudun bir¢ok sistemini ve bu sistemlerin birbiri ile iliskisini
kapsar. Bu sistemlerin en onemlisi ise bagigiklik sistemdir (Ekim 2010). Bu nedenle
immiin sistem iizerinde 6nemli rol oynayan MHC (Major Histocompatibility Complex -
Major Doku Uygunluk Kompleksi) genleri hayvancilikta {izerinde durulmasi gereken
genler arasinda yer almaktadir (Ilhan 2015).

Major Doku Uygunluk Kompleksi omurgalilarin ¢ogunda bulunan ¢ok biiyiik
genomik bolge ya da gen ailesidir ve  MHC molekiillerini kodlar. Immiinite ve
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otoimmiinitede (viicut i¢inde kendiliginden antikor olugsmasi) énemli rol oynayan MHC
molekiillerinin Smif I ve Sinif I olmak iizere iki genel sinifi vardir. Siif I MHC
molekiilleri neredeyse tiim hiicrelerde bulunur ve proteinleri (antijen) T hiicrelerine
tagir. Siif II MHC molekiilleri immiin sistemlerde esas olarak makrofaj ve B
hiicrelerinde bulunur ve antijen sunan hiicreler (Antigen Presenting Cells - APC) olarak
bilinir. Kazanilmigs bagisiklik sisteminin en Onemli hiicrelerinde birisi olan T
hiicrelerinin ~ protein  yapidaki antijene karsi olusturacagi  6zglin  yanitin
gerceklesebilmesi i¢in antijenlerin, antijen sunan hiicreler APC tarafindan alinmasi,
islenmesi ve ylizeylerinde bulunan bazi molekiillere baglanarak T hiicrelerine sunulmasi
gerekmektedir. Bu amagla kullanilan ylizey molekiilleri MHC molekiilleridir (Zhao vd.
2011; Yalgm 2013).

Ciftlik hayvanlarinda MHC gen bolgesindeki polimorfizmler ile c¢esitli
hastaliklara diren¢ ve duyarlilik arasinda (Singh vd. 2012; Shen vd.2014; Kim vd. 2015
Kannaki vd. 2017), termo-fizyolojik ozellikler arasinda (Guang-Xin vd. 2015) iligki
oldugunu bildiren ¢ok sayida calisma vardir. MHC genleri omurgalilarda adaptif
genetik varyasyonun arastirilmasinda en ¢ok kullanilan molekiiler isaretleyiciler haline
gelmistir (Guang-Xin vd. 2015). Ayrica MHC bagli genler ile wrklar i¢indeki genetik
cesitliligin belirlemesi ya da iwrklar arasindaki filogenetik iligkilerin gdsterilmesi
konusunda (Salles vd. 2011; Guang-Xin vd. 2015) yapilan yogun ¢alismalar vardir.
Ayn1 kokenden gelen, gecmiste ayni cografi gegmisi paylasan hayvan gruplar
hastaliklara benzer direngleri gelistirecegi i¢in MHC bagli genler filogenetik iliskinin
aydinlatilmasinda oldukga kullanisli isaretleyicilerdir.

Ciftlik hayvanlarinda ge¢misten gilinlimiize kadar gegen siiregte sekillenen
genetik cesitlilik tiirlerin ya da irklarin siirdiiriilebilir kullanim1 ve gelecekte degismesi
muhtemel c¢evre kosullarinda yapilacak 1slah calismalari icin olduk¢a Onem
tagimaktadir. Bir tlirdeki genetik ¢esitlilik o tiirii olusturan tiim 1rklar ve alt gruplardaki
(tip, ekotip vb.) genetik cesitliligin toplamin1 yansitmaktadir. Her gegen giin artan
diinya niifusuna paralel olarak artan hayvansal {iriin talebinin karsilanmasi igin ¢iftlik
hayvani tiirlerinde ekonomik 6nemi olan 6zellikler i¢in yapilan yogun islah ¢aligmalar
devam etmektedir. Giinlimiizde yapilan klasik 1slah caligmalarina ek olarak Genomik
Seleksiyon (GS) ve Marker Destekli Seleksiyon (MAS) c¢aligmalarindan da
yararlanilmaktadir. Ciftlik hayvanlarinda ekonomik 6nemi olan 6zellikler (et, siit, d6l
verimi vb.), c¢esitli hastaliklara diren¢ ya da duyarlilik (mastitis, tiiberkiiloz vb.) ve
termo-fizyolojik 6zellikler (1s1ya tolerans) ile iliskili cok sayida aday gen belirlenmistir.
Bu aday genler tek baslarina ya da birkaci birlikte MAS calismalarinda kullanilabilir.

Daha once ¢esitli arastirma gruplar tarafindan bildirilen tiiberkiiloz hastalig1 ile
1stya tolerans bakimindan direngli genotiplerin Kil, Honamli, Kabakulak ve Norduz
keg¢ilerinde belirlenmesi iilkemizde klasik 1slah ¢aligmalarina ek olarak yapilacak MAS
caligmalarina katki saglayacaktir. Sicakligin 6zellikle yaz aylarinda yiiksek oldugu ve
tiiberkiiloz hastaliginin yaygin olarak goriildiigii bolgemizde direngli genotiplerin
belirlenmesi bolge ekonomisi agisindan dnem tagimaktadir. Bunun yani sira kiiresel
1sinmanin her gegen giin hizla arttig1 diisliniilecek olursa, hayvanlarda 1siya toleransin
her gegen giin daha fazla 6nem kazanacagi ve iilkemiz hayvanciligi agisindan
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gelecekteki 1slah caligmalarinda daha kritik rol oynayacagi aciktir. Bu baglamda
gerceklestirilen yiiksek lisans tezinde;

1-) Tiirkiye yerli keg¢i genotipleri olan Kil, Honamli, Kabakulak ve Norduz
kecilerinde tiiberkiiloz hastaligina direng ve 1siya tolerans ile iliskili oldugu daha 6nce
degisik ¢alismalarda bildirilen genotiplerin varliginin arastirilmasi,

2-) Tiberkiiloz hastaligina direng ya da 1siya tolerans ile iligkili genotiplerin
tespit edilmesi halinde ileride yapilmasi muhtemel MAS c¢alismalarinda kullanim
olanaklarinin tartigilmasi,

3-) Kil, Honaml1, Kabakulak ve Norduz kecilerinde genetik ¢esitliligin MHC ile
iligkili lokuslar kullanilarak degerlendirilmesi ve mevcut literatiir esliginde Tiirkiye’de
ve diinyada yetistirilen diger keci 1rklari ile karsilastirmasi,

4-) Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan Kil, Honamli, Kabakulak ve Norduz kegileri
arasindaki filogenetik iliskinin MHC ile baglantili lokuslar kullanilarak test edilmesi
amaclanmastir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Kecinin Zoolojik Sistemdeki Yeri

Evcil kegi (Capra aegagrus hircus), boynuzlugiller (Bovidae) familyasinin kegi
tirti (Caprinea) alt familyasindan Capra cinsini olusturan memelilere verilen isimdir.
Evcil keginin zoolojik sistemdeki yeri Cizelge 2.1°de belirtilmistir.

Cizelge 2.1. Evcil keginin zoolojik sistemdeki yeri (Yamak 2018)

Alem Kingdom Hayvanlar Animale
Sube Phylum Omurgalilar Vertebrata
Sif Class Memeliler Mammalia
Alt Simif Subclassis Plasentalilar Placentalia
Takim Ordo Tirnaklilar Ungulata
Alt Takim Subordo Cift Tirnaklilar P. Artiodactyles
Grup Gruppia Gevis getirenler Ruminantia
Aile Familia Bos boynuzlular Cavicornia
Alt aile Subfamilia Kegi Caprinae
Cins Genus Yableizg\i/fefvcil Capra
Tiir Species Evcil kegi Capra hircus

2.2. Kecilerin Evcillestirilmesi

Kegiler M.O. 10-11 bin yillarinda sigir, koyun ve domuzla beraber ilk
evcillestirilen ¢iftlik hayvani tiirleri arasindadir. Keginin evcillestirme bdolgeleri
hakkinda tartigmali goriisler olsa da Tiirkiye’nin Giiney Dogu Anadolu Bolgesini
icerisine alan Firat ve Dicle nehirleriyle sinirlanan Verim Hilal olarak adlandirilan
bdlgenin evcillestirme merkezlerinden birisi oldugu, gerek arkeolojik gerekse molekiiler
caligmalar tarafindan isaret edilmektedir (Zeder 2008). Evcil kegilerin Capra falconeri
(Burgu boynuzlu keci), Capra aegagrus (Kilig boynuzlu kegi), Capra caucasica
(Kafkasya yaban kegisi), Capra Ibex sibirica (Sibirya yaban kegisi) ve Capra pyrenaica
(Iber yarim adas1 yaban kegisi) yabani formlarindan koken aldigi diisiiniilmektedir
(Yamak 2018).
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Sekil 2.1. Verimli Hilal bolgesinde ¢iftlik hayvanlarin kokeni ve dagilimi (Zeder 2008)

2.2. Arastirma Kullanilan Keci Genotipleri
2.2.1. Kil kegisi

Kil Kegisi genel olarak Akdeniz, Ege ve Gilineydogu Anadolu Bolgesi’nde
yetistiriciligi yapilmasina karsin, Tirkiye’nin biitlin bdolgelerinde bulunmaktadir.
Tiirkiye keci varliginin yaklagik %96’lik kismmi Kil kegileri olusturmaktadir. Viicut
rengi genellikle siyah olmakla birlikte renk bakimindan beyaz gri, kahverengi ve alaca
gibi farkli renk varyasyonlarina sahip kil kecilerine de rastlanilmaktadir. Eriskin erkek
ve disi kegilerin ortalama canli agirliklart sirasiyla 45-90 kg ve 40-65 kg civarindadir.
Erkekler ve disiler ¢gogunlukla boynuzludur. Boynuzlar erkeklerde gelismistir, boynuz
uclar1 arasindaki mesafe 60-70 cm’ye ulagabilmektedir. Boynuz, disilerde geriye dogru
kivrilmakta bazen bir iki kivrim yapabilmektedir. Genellikle her tiirlii iklim ve cografi
kosullara uyum saglayan, kotii beslenme ve bakim kosullarinda yetistirilebilen, 1s1
tolerans1 yiiksek ve hastaliklara karsi dayanikli bir kegi 1rki olarak tanimlanmaktadir.
Kil kecisine yonelik gerceklestirilen farkli calismalarda siit verimi ve siit yagi orani
sirasiyla 80-100 litre ve %3-4 diizeyindedir. Doguran ke¢i basina oglak sayisi ise 1
olarak bildirilmistir (Anonim 3).

Sekil 2.2. Kil kegisi (Anonim 4)
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2.4.2. Honamh Kegisi

Honamli Kegisi Akdeniz Bolgesinin Toros Daglari, Antalya, Konya ve Isparta
cevresinde yetistirilen ke¢i tlirtidiir. Kil kegilerden farki dis biikey bir burun yapisi ve
kisa list dudak yapisina sahiptirler. Genellikle siyah renkli olmalarinin yani sira alin ve
ayaklarinda beyaz lekeler goriilmektedir. Ortalama dogum agirligi ve ergin kegi agirhig
sirasiyla 3-3.5 kg ve 85 kg olarak bildirilmistir. Laktasyon siit verimi ise 160-170 kg
arasinda degisim gostermektedir (Anonim 5). Son yillarda agir tehditi altinda olan
Honamli kegisinin tanimlanmasi ve genetik kaynak olarak korunmasini konu alan g¢ok
sayida proje devreye sokulmustur.

3 %

Sekil 2.3. Honamli kegisi (Anonim 4)

2.4.3. Norduz Kegisi

Van Ili Giirpmnar ilgesiden kdken alan Norduz kegileri, yiizyillarca bu bélgedeki
ekolojik kosullara adapte olmus 6zel bir keci tiiriidiir. Norduz irkinin olusmasinda
bolgedeki orta-yiiksek ve yiiksek yaylalarin varliginin iklim ve buradaki cografi yap1 ve
bitki cesitliliginin etkili oldugu diistiniilmektedir. Siit veriminin yiiksekligiyle bilinen
Norduz kegcilerinden fiiretilen siitler ailenin siit ihtiyacinin karsilanmasinda ve ydresel
Van otlu peynirinin tiretiminde koyun siitleriyle birlikte kullanilmaktadir. Bolgede
yasanan sosyal ve ekonomik nedenlerle meydana gelen kirsaldan sehire gog¢ Norduz
kegilerinin sayisinin hizla azalmasina neden olmustur. Agir bir yok olma tehditi ile kars1
karsiya oldugu bildirilen Norduz kegisinin genetik kaynak olarak koruma ¢alismalarina
hiz verilmistir. Viicut rengi bakimindan genellikle siyah renkli olan Norduz kegilerin
kiil rengi, gri, beyaz, krem, siyah-beyaz ve kahverengi gibi farkli renk varyasyonlarina
sahip olduklar1 da bilinmektedir. Erkekler boynuzludur, boynuzlar uzun, saglam, yukari
dogru ve her iki yanda arkaya dogru hafif egimlidir. Disiler genel olarak boynuzsuzdur
ve boynuzlu disilerin boynuz yapisi erkeklere gore daha kiiciik ve incedir. Bazen spiral
sekilde asagi dogru egimlidir. Norduz kegilerinin laktasyon siit verimleri 90-95 kg
arasinda gerceklesmektedir. Dogum agirligr 2.71-3.01 kg, 18 aylik canli agirlig1 48 kg
ve giinliik canli agirlik artist 133 g oldugu bildirilmistir (Anonim 6).
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Sekil 2.4. Norduz kecisi (Anonim 4)
2.4.4. Kabakulak kegisi

Kil kegisinin bir tipi olarak kabul edilen ve isimlerini kulak boylarinin
uzunlugundan alan Kabakulak kegilerinde kulak uzunlugu 30 cm’e kadar
cikabilmektedir. Tiirkiye’de daha ¢ok Bati Akdeniz boliimii Fethiye, Kas ve Elmali
yorelerinde yetistiriciligi yapilmaktadir. Viicut renkleri genellikle siyah olmakla birlikte
alaca renkli olanlarina da rastlanmaktadir. Kulak renkleri daha c¢ok beyaz renkte
rastlanir. Kabakulak kegilerinde erkeklerin ergin canli agirligmin ortalama 40 kg
disilerin ise 55 kg dolayinda oldugu bildirilmistir (Gezer 2018).

Sekil 2.5. Kabakulak kecisi ve oglaklari

2.4. Arastirma Kullanilan Molekiiler Marker Yontemler

Yiiriitilen yiiksek lisans tezinde, Tirkiye’de yetistirilen farkli keci
populasyonlarinda MHC simif II DRB gen bolgesi lizerinde 1s1ya tolerans ve tiiberkiiloz
ile iliskili oldugu daha 6nceki ¢alismalarda bildirilen polimorfizmler (SNP’ler) PCR-
RFLP yontemi ile belirlenmistir. Calisilan populasyonlarda genetik gesitliligin tespiti
icin yine MHC geni lizerinde bulunan tekrarli dizilerdeki farkliliklar mikrosatellit
marker yontemi ile tespit edilmistir.
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2.4.1. PCR-RFLP yontemi

Bilinen nokta mutasyonlarinin taranmasi ic¢in gelistirilen Polimeraz Zincir
Reaksiyonu temelli Kesilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi esas
olarak ii¢ asamadan olusmaktadir. Bu yontemde ilk asama olan DNA izolasyonunu tek
niikleotid polimorfizmini de i¢eren gen bolgesinin PCR islemi ¢ogaltilmasi takip eder.
Son asamada ise ¢ogaltilan PCR iirlinleri mutasyonu taniyan restriksiyon enzimi (RE)
ile kesilmesi ve kesim islemi sonrasi kesim triinlerinin biiyiikliiklerine gére genotiplerin
belirlenmesi gergeklestirilmektedir. Kesim iirlinlerinin goriintiilenmesinde bantlarin
bliytikliiklerine bagl olarak degismekle birlikte, cogunlukla agaroz jel kullanilir. RFLP
yontemi genellikle diger marker yontemlerine gore ucuz olmakla birlikte kullanilan
enzimin fiyat1 maliyeti artirabilir (Karsh vd. 2008, 2010, 2013).
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Sekil 2.6. PCR-RFLP yontemi (Karayel 2018)
2.4.2. Mikrosatellit DNA marker yontemi

Mikrosatellitler 6karyotik genomu boyuncarastgele dagilmis olan intron ya da
ekzonlarda bulunabilen tekrarli DNA dizileridir. Basit Dizi Tekrarlar: (Simple
Sequence Repeats, SSR) veya Kisa Ardisik Tekrarlar (Short Tandem Repeats, STR)
olarak da bilinen mikrosatellitler polimorfik DNA bdlgeleridir. Mikrosatellit
bolgelerdeki polimorfizmler tekrar sayilarindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir.
Mikrosatellit bolgelerdeki polimorfizm oraninin  genomun diger bolgelerindeki
polimorfizm oranma gore fazla olmasmnin altinda yatan iki temel neden vardir.
Bunlardan ilki, krossing-over sirasinda esit olmayan parga degisimi sonucu olusan yeni
kombinasyonlar (Unequal Crossing Over, UCA) digeri ise replikasyon sirasindaki DNA
eksen kaymasi (slippage) ya da diger ismi ile replikasyon kaymasidir. Bu nedenlerle
genomdaki tekrarl bolgelerde daha fazla mutasyon olugsmaktadir (Korkmaz Agaoglu ve
Ertugrul 2010; Karsli 2015). Mikrosatellitler yiiksek polimorfizme sahip olmalari
nedeniyle genetik ¢esitlik calismalari i¢in son derece kullanigl isaretleyicilerdir.
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Mikrosatellit isaretleyici yontemi DNA izolasyonundan sonra tekrarli bolgelerin
PCR ile ¢ogaltilmasi ve ¢ogaltilan bu boélgelerin biiytikliiklerinin belirlenmesi esasina
dayanir. Genetik varyasyonun tespitinde PCR {iriinlerinin (tekrarli DNA dizilerini
iceren bolgeler) biiytikliikleri belirlenirken 1 bazin bile 6nemli oldugu diisiiniildiigiinde
agaroz jel mikrosatellit isaretleyic yonteminde sapmali sonuglar vermektedir.
Poliakrilamid jelin ayirma gilicli agaroz jele gore daha iyi olmasmma ragmen
mikrosatellitler ile gerceklestirilen ¢alismalardan elden edilen fragmanlarin
belirlenmesinde tercih edilmemektedir. Mikrosatellitlerden elde edilen fragmanlarin
boyutlarinin belirlenmesinde siklikla kapiller elektroforez yontemi kullanilmaktadir.
Kapiller elektroforez sistemlerinin maliyetleri diger jel sistemlerine gore yliksek
olmakla birlikte, uygulama kolayligi, ayn1 anda ¢ok sayida Ornekle c¢alisilabilmesi,
otomasyona uygun olmasi ve 1 baza kadar yiiksek giivenilirlikte okuma yapmalar1 gibi
nedenlerle tercih edilmektedir (Klug vd. 2011; Karsli1 2015).
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Sekil 2.7. Mikrosatellit DNA marker yontemi (Karsli 2015)
2.5. Kaynak Taramalar

Tiiberkiiloz ruminantlarda Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis'in
(MAP) neden oldugu kronik, bulasici bir solunum hastahgidir. Ozelikle sigirlarda
goziiken Tiiberkiiloz koyun, kegi, domuz ve at gibi hayvanlarda da goriilebilmektedir.
Tiiberkiiloz kii¢iikk ruminantlarda az rastlananan bir hastaliktirve genellikle kesim
sonrasi bazi organlardaki lezyonlar ile fark edilmektedir. Genellikle bakteri akcigere
girdiginde ¢ogalmaya baslayaraklenf nodiillerineyayilmaktadir. Subklinik seyir izleyen
hastaliginbelirlenmesi olduk¢a zordur. Hasta hayvanlarda zayiflama, ileri asamalarda ise
soluk sayisinda artis ve soluk alip vermede zorluk ve agrili Oksiiriik, graniilomat6z
enterit, kalic1 ishal goriilmektedir. Zoonoz bir hastalik oldugu i¢in insanlara gegebilir.
Ozellikle tiiberkiilozlu hayvanlarla ayn1 ortamda bulunan hayvan bakicilar1 ve enfekte
tirtinleri tliketenler risk altindadir. Hastalik insanlara gegebildigi icin toplum saglig
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acisindan da bir tehdit olusturmaktadir(EKim 2010; Allen vd. 2010; Kadarmideen vd.
2011; Singh vd. 2012).

Barmaklarda hayvanlara diisen birim alanin artirilmast, hijyen kosullarina dikkat
edilmesi, kapali barnaklarin silirekli havalandirilmasi, disaridan siirliye kontrolsiiz
hayvan girisinin engellenmesi hastaligin yayilmasini engelleyebilmektedir (Ozhan vd.
2001; Ozbey vd. 2008). Hastaligin tespitinde daha ¢ok kullanilan test tiiberkiilin deri
testi (TDT) olmasina karsin interferon gama salinim testi, fluoresan antikor teknigi,
bactec radyometrik yontem, clisa, kromatografi, RFLP ve PCR gibi yontemler de
teshiste kullanilabilmektedir. Tiiberkiiloz siit ve dol veriminde azalmaya neden
olmaktadir. Hastalik tespit edilen hayvanlarin siiriden ¢ikarilmast  (kesime
gonderilmesi) onemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Hava sicakliginin ¢ok yiiksek veya diisik olmasi durumunda hayvanlarda
sicaklik stresi meydana gelmektedir. Bu gibi durumlarda hayvanlarda verim seviyesinin
azalmasi ya da temel biyolojik aktivitelerin gergeklesememesi gibi durumlar ortaya
cikmaktadir (Kocaman vd. 2007). Ortam sicakliginin yilikselmesi, rektal sicaklikta
artiglara, bu artig ise viicutta bazi fizyolojik degisimler ve verim seviyesinin diismesine
neden olmaktadir (Kayki 2017). Cevre sicakligimin yiiksek olmasi hayvanin iireme
yetenegini biiyiik oranda diisiirmektedir. Gebelik oraninin diismesi ile yiiksek sicaklik-
nem indeksi arasinda dogrusal bir iligski s6z konusudur. Yiiksek sicaklik ve radyasyon
ozellikle laktasyondaki hayvanlar icin bir stres etkenidir. Bu nedenlerden dolay1
hayvanlarda ireme fonksiyonlarinda ve davramislardaolumsuzluklar meydana
gelmektedir (Altingekic ve Koyuncu, 2012).

Son yillarda kiiresel 1sinmanin etkileri ve bunlarin ¢iftlik hayvan irklar
tizerindeki olumsuz sonuglari arastirict ve dreticilerin onemli kaygilar arasindadir.
Cesitli bilimsel aragtirmalar kiiresel 1sinmanin etkilerinin artarak devam edecegini
ongormektedir. Kiiresel 1sinmanin olumsuz etkileri nedeniylegiftlik hayvanlari
yetistiriciliginin normalin tlizerindeki sicakliklarda gerceklestirilmesi s6z konusu
olacaktir. Son yillarda arastiricilar 1slah kriterlerine, ekonomik 6nemi olan verim
ozellikleri, hastaliklara direng ve bunlarin yani sira 1siya tolerans gibi kriterleri de
almaktadir. Arastiricilar  o6zellikle c¢esitli gen bolgelerindeki  polimorfizmlerin
termofizyolojik ozellikler ile iligkisini incelemektedir. Bu incelemeler sonucunda
termofizyolojik Ozellikler ile istatistiki olarak iliskili bulunan gen bolgeleri Marker
Destekli Seleksiyon g¢aligmalarinda aday gen olarak kullanilabilmektedir (Yakubu vd.
2016; Yakubu vd. 2017; El-Zarai vd. 2019).

Ciftlik hayvanlarinda tiiberkiilozunda dahil oldugu cesitli hastaliklara direng ve
1stya tolerans bakimindan en yaygin calisilan gen bolgelerinden birisi Major Doku
Uygunluk Kompleksi (Major Histocompatibility Complex — MHC) genleridir. Ciinkii
MHC genleri immiin sistem iizerinde énemli rol oynamaktadir (Ilhan 2015). MHC ¢ok
uzun siiredir hastaliklara diren¢ ya da duyarlilikta bagisiklik diizenleyici dnemli bir
sistem olarak tanimlanmigtir. Bu nedenle MHC genleri omurgalilarda adaptif genetik
varyasyonun arastirilmasinda en ¢ok kullanilan molekiiler markerler haline gelmistir
(Guang-Xin vd. 2015).
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Kazanilmis bagisiklik sisteminin en O©Onemli hiicrelerinde birisi olan T
hiicrelerinin ~ protein  yapidaki antijene karst olusturacagi  0zgiin  yanitin
gerceklesebilmesi i¢in antijenlerin, antijen sunan hiicreler (antigen presenting cells,
APC) tarafindan alinmasi, islenmesi ve ylizeylerinde bulunan bazi molekiillere
baglanarak T hiicrelerine sunulmasi gerekmektedir. Bu amagla kullanilan yiizey
molekiilleri MHC molekiilleridir (Zhao vd. 2011; Yal¢in 2013).

Omurgalilarin ¢gogunda bulunan MHC oldukga biiyiik bir genomik bolgeye sahip
genis bir gen ailesidir. Bu bdlgeler MHC molekiillerini kodlamaktadir. Immiinite ve
otoimmiinitede 6nemli rol oynayan MHC gen bolgesi memelilerde iki alt familyadan
(MHC smif T ve MHC smif II) olugsmaktadir (Li vd. 2006). Kegilerde MHC, keci
lenfosit antijen sistemi (caprine lymphocyte antigen - CLA) olarak da adlandirilir.

Simif I MHC molekiilleri, neredeyse tiim hiicrelerde bulunan ve kovalent
olmayan baglarla bir arada tutulan, iki polipeptid zincirinden (o ve f,-mikroglobulin)
olusmustur. MHC smif I’de basta CLA A, B ve C olmak tizere CLA E, F, G, H ve X
molekiilleri kodlanir. MHC simif I molekiillerinin ana gorevi intrasitoplazmik yerlesim
gosteren yabanci antijenleri CD8+ sitotoksik T hiicrelerine sunmaktir (Davla, 2004; Li
vd. 2006).

MHC smnif II molekiilleri, kovalent olmayan baglarla bir arada tutulan a ve
Bolmak tizere iki adet transmembran glikoprotein zincirinden olusan heterodimerlerdir.
Her iki zincirin de hiicre zar1 disinda sirasiyla a1, oz ve fi1, f2 olmak iizere 2 domaini
bulunmaktadir. a; ve f; kivrimlarinin tepe noktasi molekiiliin en polimorfikkismidir ve
bunlarin arasinda olusan bdlgeye antijen baglanir. Antijen baglanma bdlgesi ayni
zamanda o ve S zincirlerinin birbiri ilebaglandigi bolgedir ve bu bolge MHC 1
molekiiliinegére daha esnektir. Alfa zinciri A, beta zinciri ise B genleri tarafindan
kodlanmaktadir. Bu nedenle Smf II bolgesinde yer alan DR, DQ ve DP bolgeleri
sirastyla DRA, DRB, DQA ve DQB, DPA, DPB olarak ikiye ayrilmaktadir. DR
bolgesinde alfa zincirini kodlayan tek bir gen bulunurken, beta zinciri igin 9 farkli gen
bolgesi bulunmaktadir. Bunlarin bir kismi kodlama yapmayan genler olup; sadece
DRB1, DRB3, DRB4, DRB5 kodlayic1 genlerdir ve farkli beta zincirlerini
kodlamaktadirlar. MHC II molekiillerinin gorevi fagositozla internalize edilen
bakterileri CD4" yardimci T hiicrelerine sunmaktir (Davla, 2004).

Ciftlik hayvanlarinda MHC gen bolgesindeki polimorfizmler ile cesitli
hastaliklara direng ve duyarlilik (Singh vd. 2012; Shen vd.2014; Kim vd. 2015 Kannaki
vd. 2017) ve termo-fizyolojik 6zellikler (Guang-Xin vd. 2015)arasindayiiksek bir iligki
oldugu bildirilmektedir. Ayrica MHC bagli genler ile wrkigi ve irklar arasindaki genetik
cesitliligin belirlenmesi ve filogenetik iligkilerin ortaya konuldugu arastirmalara da
rastlanilmaktadir (Salles vd. 2011; Guang-Xin vd. 2015). Aymi kokenden gelen,
gecmiste ayni cografi gecmisi paylasan hayvan gruplari hastaliklara benzer direncleri
gelistirecegi i¢in MHC’ne bagli genler filogenetik iliskinin aydinlatilmasinda oldukca
kullanish markerler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Amills vd. (2004) ii¢ farkli bdlgede yetistirilen Ispanyol dag kegilerinde
populasyon yapisin1 ve filogenetik iliskiyi incelemislerdir. Arastirmacilar ¢alismada
MHC smif II DRB gen bolgesindeki varyasyonlari sekans analizi ve PCR-RFLP
yontemi ile arastirmislardir. Ayrica 13 mikrosatellit lokus ile tiim genomda genetik
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cesitliligi  incelemisler ve MHC gen bolgesinden elde edilen veriler ile
kargilagtirmiglardir.  Arastirmacilar gozlenen heterozigotlugun diisiik seviyelerde
oldugunu (0.429-0.579) bildirmislerdir. Ayrica MHC lokuslarinin populasyonlarda
genetik cesitliligin, populasyon yapisinin ve demografik ge¢misinin aydinlatilmasinda
oldukga etkili oldugunu vurgulamiglardir.

Dongxiao ve Yuan (2004) yaptiklari ¢galismada Mongolian koyunlari, Mongolian
kecileri, Kazak koyunlar1 ve Kazak kegilerinin DRB3 gen bolgesinde PCR-RFLP
metodu kullanarak 18 genotip ve 7 allel tespit edilmistir. Calismada kesim enzimi
olarak Haelll kesim enzimi kullanilmistir. Analiz sonuglar1 ise Mongolian ve Kazak
koyunlar1 arasinda genotipik ve allelik frekanslarinda 6nemli farkliliklar bulunurken
Mongolian ve Kazak keg¢ileri arasinda da ayni1 sekilde genotipik ve allelik frekanslarinda
onemli farkliliklar bulunmustur. Bunun sebebi ise bu iki irkin farkli bolgelerin cografi
ve iklimsel kosullarinda bulunmalarina yorumlanmustir.

Li vd. (2006) 12 Cin yerel ke¢i populasyonundan toplam 459 6rnekte MHC
geninin DRB bolgesi 2. ekzonunda PCR-RFLP yontemi ile allelik varyasyonu
incelemisglerdir. Arastirmacilar ¢aligmadan elde ettikleri sonuglara koyun ve sigir MHC
genlerini de dahil ederek filogenetik iliskiyi incelemislerdir. Haelll restriksiyon enzimi
kullanilarak yapilan ¢alismadan 6 farkli allel elde edilmistir. Caligmada elde edilen
verilerden olusturulan dendogramda 1rklar genetik kdkenlerine uygun olarak ayrilirken
koyun ve sigirlardan daha farkli bir yerde kiimelenmislerdir. Arastiricilar iklim,
hastalik, topografya, mera kosullar1 ve patojenler gibi potansiyel farkli ekolojik
faktorlerin kegi populasyonlarinda allel ve genotip frekanslarimi Snemli Olgiide
etkileyebilecegini ve bununda irklarin filogenetik ayriminda ¢ok kullanish oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica MHC gen bolgesinin ekolojik faktorlerin etkisiyle farklilagan
genetik yapiy1 degerlendirmede oldukga etkili oldugu vurgulanmaistir.

Baghizedah vd. (2009) Raeini kasmir kecilerinde yaptiklar1 ¢alismada PCR-
RFLP metodu kullanilarak MHC smif II 2. ekzon DRB genindeki varyasyonu
incelemislerdir. Nested PCR isleminde P-I:5'-TATCCCGTCTCTGCAGCACTTTC-3;
P-1I: 5-TCGCCGCTGCACACTGAAACTCTC-3’ ve P-IlIl 5°CGT ACC CAG AGT
GAG TGA AGT ATC-3’ primerleri kullanilarak elde edilen 285 bg’lik PCR f{iriinleri,
RFLP islemi icin Pstl ve Tagl restriksiyon enzimleri ile kesime birakilmistir. Tagl
restriksiyon enzimi ile kesim islemi sonucu ii¢ genotip (TT, Tt, tt), Pstl restriksiyon
enzimi ile kesim islemi sonucu ii¢ genotip (PP, Pp, pp) tespit edilmistir. Populasyonda
TT, Tt ve tt genotip frekanslarinin sirasiyla 0.46, 0.44 ve 0.120 olarak; PP, Pp, pp
genotip frekanslarinin ise sirasiyla 0.21, 0.59 ve 0.20 oldugu bildirilmistir.

Zhao vd. (2011) Giineybat1 Cin'de yetistirlen 10 yerli ke¢i irkinda MHC DRB3
geninin ikinci ekzonundaki polimorfizmi PCR-RFLP yontemiyle arastirmiglardir.
Calismada PCR isleminde F:5'-TATCCCGTCTCTGCAGCACTTTC-3" ve R: 5'-
TCGCCGCTGCACACTGAAACTCTC-3" primerleri kullanilarak 285 bg¢’lik bantlar
elde edilmis daha sonra bu PCR firiinleri RFLP islemi igin Pstl ve Haelll restriksiyon
enzimleri ile ayr1 ayri kesime birakilmistir. Pstl restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda
3 allel 4 genotip, Haelll restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda 8 allel 13 genotip
olustugu raporlanmistir. Arastiricilar incelenen lokus i¢in tiim ke¢i 1rklarinda tiim
wrklarin Hardy-Weinberg dengesinden saptigini bildirmislerdir. Ayrica galisilan kegi
wklarmin yapilan filogenetik analizlere gore kokenlerine ve cografi gegmislerine
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uyumlu olarak iki gruba ayrildigini, Dazu irkinin Chengdu Grey, Jintang Black ve
Nanjiang 1rklart ile ayn1 kiimede yer aldigini raporlamislardir. Arastiricilar MHC sinif 11
DRB3 genindeki varyasyonun kegi 1rklar1 arasindaki filogenetik iliskinin gosterilmeinde
kullanigh oldugunu bildirmislerdir.

Petlane vd. (2012) yaptig1 bir ¢calismada Saanen, Etawah Grade (PE) ve Etawah
Grade-Saanen melezi (PESA) siit kegilerinde kronik mastitis igcin PCR-RFLP kullanarak
TLR4 ve MHC-DRB genlerinin genetik polimorfizmini arastirmiglardir. TLR4 (382 bp)
F:5’- AGA CAG CAT TTC ACT CCC TC-3’; R:3’-ACC ACC GAC ACA CTG ATG
AT-3" ve CLA-DRB (285 bp) F:5'-TAT CCC GTC TCT GCA GCA CTT TC-3";R:5'"-
TCG CCG CTG CAC ACT GAA ACT CTC-3' primerleri kullanarak genomik DNA'nin
cogaltilmasi i¢in PCR islemi yapilmistir. TLR4 lokusu Alul enzimiyle muamele
edilirken CLA-DRB lokusu Pstl ve Tagl enzimleriyle kesim iglemi yapilmistir. TLR4
lokusunun Alul enzimiyle kesilmesiyle sonuglarin monomorfik oldugunu ve her iig¢
irkin da allel T ile sabitlendigini ve DRB lokusunun Tagl ve Pstl enzimlerinin kesim
sonugclari ise biitlin 1rklar i¢in polimorfik oldugunu gdsterilmistir. Sonuglar, TLR4 icin
Alul'nin hastaliklara kars1 direng i¢in iyi bir belirte¢ olmadigini, PIC sonuglari ise PE ve
PESA'daki DRB lokusunun Tagl enzimi kesimi sonucu diisiik oldugunu (PIC <0.25),
PESA, PE ve DRB lokusu Pstl kesimi i¢in biitiin ke¢i irklarinda orta derecede
bilgilendirici oldugunu (0.25 <PIC <0.5) gostermistir.

Singh vd. (2012) kegilerde MHC Sinif II DRB gen bolgesindeki varyasyonlar ile
tiiberkiiloz hastaligina direng ve duyarlilik arasindaki iliskiyi incelemislerdir. PCR-
RFLP yonteminin kullanildig1 ¢alismada 6nce P-1:5'-TAT CCC GTC TCT GCA GCA
CTT TC-3’; P-II: 5-TCGCCGCTGCACACTGAAACTCTC-3" ve P-lIIl 5°CGT ACC
CAG AGT GAG TGA AGT ATC-3" primerleri kullanilarak Nested PCR islemi
uygulanmis ve 285 bg lik PCR iiriinleri elde edilmistir. Daha sonra RFLP islemi i¢in
Pstl ve Tagl restriksiyon enzimleri kullanarak P ve T olarak adlandirdiklar iki diallellik
tek niikleotid polimorfizmi belirlenmistir. Arastirmacilar ¢alismada elde ettikleri
genotipler ile direngli ve duyarl bireyler arasinda yaptiklari iliski analizleri sonucunda
pp ve Tt genotiplerinin direngli grupta 6nemli derecede yiiksek (Pcorr < 0.001); P ile T
allellerinin ise duyarl bireylerde 6nemli derecede yiiksek (Pcorr < 0.001) oldugunu
bildirmislerdir. Ozetle ¢alisma sonunda p ve t allellerinin tiiberkiiloza direncle, P ve T
allellerinin ise tliberkiiloza duyarllikla iligkili oldugu raporlanmustir.

Shrivastava vd. (2015) Rohilkhandi kegilerinde yaptiklari calismada, PCR-RFLP
ve DNA sekans analizi teknikleriyle Major Doku Uygunluk Kompleksi Simif II DRBI
gen bolgesindeki polimorfizmleri incelemislerdir. Calismada DRB1 geni 2. ekzon
tizerindeki bolge F:5'-TAT CCC GTC TCT GCA GCA CAT TTC-3’ ve R:5-TCG
CCG CTG CAC ACT GAA ACT CTC-3' primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmis ve
284 bg uzunlugundaki bantlar elde edilmistir. RFLP islemi i¢cin PCR iirlinleri Bsal ve
Tagl restriksiyon enzimleri ile kesilmis ve Bsal enzimi i¢in iki, Taql enzimi i¢in ii¢
genotip elde edilmistir. Her iki RFLP isleminden elde edilen genotipler igin
populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde (HWE) oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar
ayrica Rohilkhandi keg¢ilerinde sekans analizinden elde ettikleri dizileri koyun ve kegi
irklar1 ile karsilastirmis ve ilgili gen bolgesi i¢in Rohilkhandi kegilerinin Garole ve
Scottish blackface koyunlari ile benzerlik gosterdigini ve bu koyun irklarininda
gastrointestinal nematodlara kars1 direncli oldugunu vurgulamislardir.
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Guang-Xin vd. (2015) Cin’de farkli cografi lokasyonlarda yetistirilen 10 farkli
yerel kegi irkinda genetik ¢esitliligi MHC ile iligkili dort mikrosatellit lokus (BF1,
BM1818, BM1258 ve DYMSI1) kullanarak incelemislerdir. Calismada ortalama allel
sayisinin 4.75 (Hechuan white goat) ile 11.50 (Jianyang big ear goat) arasinda; gozlenen
heterozigotlugun ise 0.25 (Jining Qing goats) ile 0.54 (Chuannan black goats) arasinda
degistigi bildirilmistir. Arastirmacilar sonug¢ olarak irklarin geldikleri tarimsal-ekolojik
bolgelere uyumlu olarak dort gruba ayrildigini ve MHC gen bolgelerinin 1rklarin

geemislerini aydinlatmada ¢ok etkin oldugunu bildirmislerdir.

Yakubu vd. (2017) ti¢ Nijerya kegi irkinda (West African Dwarf (WAD), Red
Sokoto (RS) ve Sahel (SH) ke¢ci MHC-DRB geni 2. ekzonun PCR-RFLP genotipleriyle
termo-fizyolojik 6zellikler arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Calismada Amills vd.
(1995) tarafindan tanimlanan F:5-TATCCCGTCTCTGCAGCACATTTC-3’, R:5'-
TCGCCGCTGCACACTGAAACTCTC-3' primerler kullanilarak 284 b¢ uzunlugundaki
PCR iiriinleri elde edilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri BsaHI, Alul, Haelll, ve Sacll
restriksiyon enzimleriyle kesim iglemi sonucu olusan her bir genotipin rektal sicaklik
(TT), deri sicakligr (ST), solunum orani (RR, dakikadaki solunum sayis1), nabiz sayisi
(PR, dakikadaki nabiz sayisi) gibi termo-fizyolojik ozelliklerle iligkisi incelenmistir.
Aragtiricilar AA (BsaHI), GG, GC ve CC (Alul) ile GG, GA, AA (Haelll)
genotiplerinin 1stya tolerans bakimindan daha iyi oldugunu belirtmislerdir. Calismada
SH ve RS irklarinin 1stya tolerans yeteneklerinin WAD 1rkina gore daha iyi oldugu
belirtilmistir. Arastiricilar MHC genlerinin adaptif seleksiyonu c¢ok iyi yansittigini ve
irklarin filogenetik analizlerinde oldukca kullanigli oldugunu belirtmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Gergeklestirilen bu tez calismasinin materyalini Honamli, Kil, Kabakulak ve
Norduz kegilerine ait kan 6rneklerinden izole edilen DNA’lar olusturmustur. Calismada
kullanllan kan ©Ornekleri Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma  Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan FBA-2017-2334 proje numarasi ile desteklenen
“Antalya Ilinde Yetistirilen Kil Kegisi Populasyonlarnda Genetik Varyasyonun
Mikrosatellit Markerler Kullanilarak Belirlenmesi” baglikli proje kapsamindan temin
edilmistir. Calismada Kil kegilerine ait kan oOrnekleri Manavgat, Akseki ve Kas
ilgelerindeki ti¢ farkli isletmeden, Honamli kegilerine ait 6rnekler Korkuteli ve Elmali
ilcelerindeki ii¢ farkli isletmeden, Kabakulak kecilerine ait kan 6rnekleri Kas il¢esindeki
ti¢ farkli isletmeden ve Norduz kegilerine ait kan Ornekleri ise Van ilindeki iki farkli
isletmeden alinmistir. Yiiriitilen arastirmada Kil kegilerine ait 40, Honamli ve
Kabakulak kegilerine ait 30’ar, Norduz kegilerine ait 20 6rnek olmak iizere toplam 120
ornek kullanilmistir. Gergeklestirilen calisma Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan 763/2018.10.10 protokol numarasi ile onaylanmustir.

3.1.1. Cahismada kullanmilan arac¢ ve gerecler

DNA izolasyonu, PCR ve PCR-RFLP islemleri Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Zootekni Boliimii Genetik Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Laboratuvar
blinyesinde DNA izolasyonu (Su banyosu, vorteks, santrifiij, hassas terazi), PCR
islemleri (Thermal Cycler, otomatik pipetler) ve goriintiileme sistemleri (Yatay
Elektroforez Takimlari) mevcuttur. Mikrosatelit lokuslarin fragment biiyiikliiklerinin
belirlenmesi ise Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii Genetik
Laboratuari’nda bulunan otomatik kapiller fragment analiz cihaz1 (Fragment Analyzer-
Advanced Analytical Technologies-AATI, Ames, lowa, USA) kullanilarak yapilmustir.

3.2. Metot
3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Gergeklestirilen Yiiksek lisans tezinde genomik DNA’nin izolasyonunda Miller
vd (1988) tarafindan bildirilen DNA izolasyon protokolii laboratuvar kosullarina
optimize edilerek asagidaki sekilde uygulanmistir.

1. -20 °C’de muhafaza edilen kan 6rnekleri ¢6ziilene kadar oda sicakliginda (24-25 °C)
bekletilmistir.

2. Her bir kan 6rneginden 500 pl alinarak 1.5 ml’lik ependorf tiip i¢ine konulmustur.

3. Orneklerin iizerine 1.000 pl Eritrosit Lisis Tampon Codzeltisi(Cizelge 3.1.) ilave
edilmis ve kisa bir siire vorteksle iyice karistirilarak 10 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir.

4. Bekletme siiresinin sonunda 6rnekler 3.000 rpm de 10 dk santrifiij edilmistir.

5. Ependorf tiiplerin iist kisminda toplanan sivi kisim (siipernatant) dikkatli bir sekilde
uzaklastirllmistir. Dipte kalan peletlerin (hiicre kismi1) rengi gozlenerek peletlerin rengi
beyaz olana kadar Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi ile tekrar (ortalama 2-3 defa)
muamele edilmistir.
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6. Peletlerin {izerine 1.000 ul Fizyolojik Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.1.) eklenmis ve
kisa bir siire karistirilmastir.

7. Ornekler 3.000 rpm de 10 dk santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda sivi kisim
dikkatli bir sekilde tekrar uzaklastirilmistir.

8. Peletlerin iizerine 600 ul Lisis TE Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.1.) eklenmis ve
peletlerin iyice ¢oziinmesi saglanmustir.

9. Cozilen peletlerin iizerine 100 ul SDS solusyonu ve 5 pl proteinaz K (20 mg/ml)
eklenerek hafifce karistirllmis ve 65 °C’de 1.5 saat su banyosunda tutulmustur.
Inkiibasyon siiresince her 15 dakikada bir hafifce karistirilmistir.

10. Inkiibasyondan ¢ikarilan drneklerin iizerine 200 pl 6M NaCl Cozeltisi (Cizelge 3.1.)
eklenmis ve 15 dk vorteksle iyice karigtirilmistir.

11. Ornekler 10.000 rpm de 10 dk santrifiij edilmistir.

12. Santrifiij sonunda iistte kalan ve DNA molekiillerini igeren sivi kisim yeni bir
ependorf tiip i¢ine koyulmustur.

13. Ornekler 10.000 rpm de 5 dk tekrar santrifiij edilmis ve yine iistte kalan s1v1 kisim
yeni bir ependorf tiip i¢ine alinmistir.

14. Ornekler iizerine drnek hacminin iki kat1 hacimde ( yaklasik 1.000 pl) %99,9°luk saf
etil alkolden (20 °C’de saklanan) ilave edilmistir.

15. Etil alkol ilave edildikten sonra ependorf tiipli DNA iplik¢ikleri kiimelesinceye
kadar 10-15 kez hafifce karistirilmastir.

16. Kiimelesen DNA’larin tiipiin dibine ¢okmesi i¢in 10.000 rpm de 5 dk santrifiij
edilmistir.

17. Santrifiijj sonunda etil alkol uzaklastirilarak tiipiin dibine ¢okmiis olan DNA

peletinin tizerine 1.000 pl %70’lik etil alkol ilave edilerek 10.000 rpm de 5 dk santrifiij
edilmistir.

18. Santrifiij isleminden sonra tiipiin iistiinde yer alan alkol uzaklastirilmigtir.

19. Tiip i¢indeki alkoliin tamamen uzaklagsmasini saglamak amaciyla ornekler ¢eker
ocak icinde kurumaya birakilmistir.

20. Tamamen kuruyan ornekler iizerine 100 ul TE Tampon Cozeltesi (Cizelge 3.1.)
ilave edilmis olup, DNA peletinin ¢oziilmesi i¢in bir gece buzdolabinda +4 °C’de
bekletilmistir.

21. Genomik DNA izolasyonunun miktar ve saflik kontrollerinin yapilmasinda
NanoDrop Spektrofotometre’den yararlanilmis ve elde edilen veriler bilgisayar ortamina
aktarilmistir.

22. Orneklerden izole edilen genomik DNA molekiillerinin tek parga olup
olmadiklarmin (kirilip kirtlmadigi) kontrolleri %1°lik agaroz jellerinde yapilmistir.
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Cizelge 3.1. DNA izolasyonu i¢in kullanilan tampon ¢o6zeltilerin molaritesi/miktar1 ve
icerikleri

Tampon Cozelti Molarite/Miktar Icerik
. 0,32 M Sukroz
(E;r!trcifiltiL|S|s Tampon 10 mM EDTA
0ZeHs 5 mM MgCl,
Fizyolojik Tampon 75 mM NaCl
Cozeltisi 25 mM EDTA
. 500 mM Tris-HCI
'(‘;'..S'SJ.E. Tampon 20 MM EDTA
ozeitst 10 mM NaCl
o qee 10 mM Tris
TE Tampon Cozeltisi 1mM EDTA
. e s 3519 NaCl
6M NaCl Cozeltisi 10 ml’ye tamamlanir Deiyonize H,0

3.2.2. Genomik DNA miktarinin hesaplanmasi

DNA izolasyon isleminin basarili olup olmadig1 %1°lik agaroz jel ile kontrol
edilmistir. Agaroz jelin hazirlanmasinda 1 gr agaroz, 100 ml 1X TAE (Tris-Acetate-
EDTA) ve 3 pl Etidyum Bromiir kullanilmistir. Karisim mikrodalga firinda 1sitildiktan
sonra muslugun altinda suya tutularak 50°C civarina diisiiriilmiis ve jel kabina kabarcik
olugmayacak sekilde yavasca dokiilmiis ve oda sicakliginda sogumaya birakilmistir.
Daha sonra jel elektroforez tankina alinmis ve 5 pL DNA 6rnegi 1 pL 6X Loading Dye
ile karistirildiktan sonra kuyulara yiiklemis ve 80 V/h elektroforez igleminde 15 dakika
yiriitiilmiistir. DNA izolasyonu basarili olan 6rneklerde DNA miktar ve kalitesinin
belirlenmesi igin spektrofotometre kullanilmistir. DNA miktarlar1 belirlenmesinden
sonra PCR isleminde kullanilmak tizere DNA’lar 50 ng/ul olacak sekilde ayarlanmigtir.
Miktar1 ayarlanan DNA o6rnekleri PCR islemine kadar -20’de saklanmustir.

3.2.3. Mikrosatellit ve PCR-RFLP analizleri

Kaynak taramalar1 kisminda da belirtildigi {izere kecilerde tiiberkiiloz hastaligina
direng ve 1siya tolerans ile iliskili oldugu belirlenen MHC’ne bagh ¢ok sayida lokus
vardir. Ayrica keci populasyonlarinda MHC’ne bagli mikrosatellit lokuslar ile genetik
cesitliligin ve filogenetik analizlerin yapildig1 calismalar mevcuttur.

Bu calisma kapsaminda daha once degisik keci populasyonlarinda yapilan
calismalarda Tiberkiiloz ile iliskili oldugu belirtilen MHC sinif Il DRB gen bolgesinde
Pstl ve Tagl polimorfizmleri ve yine MHC smif II DRB gen bdlgesindeki BsaHI ve
Alul  polimorfizmleri PCR-RFLP yo6ntemi kullanilarak belirlenmistir. Calisilan
populasyonlarda genetik ¢esitlilik ve filogenetik analizler icin MHC gen bdlgesindeki
bes mikrosatellit lokusu kullanilmistir.

Yiriitiilen yliksek lisans tezinde g¢alisilan lokuslar, PCR isleminde kullanilan
primer dizileri ve kullanilan yontemler Cizelge 3.2’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.2.Calismada kullanilan lokuslara ait bazi1 temel bilgiler

j . PCR Uriinleri RE
Gen Yontem Primer (be) Enzimi Kaynak
(Amils
vd. 1995;
. . MHC sinuf I Pstl, N ’
Tiiberkiiloz DRB bélgesi Tagl Slgg?zvd.
PCR-RFLP F: 5°- TATCCCGTCTCTGCAGCACATTTC-3’ 284 )
R: 5’- TCGCCGCTGCACACTGAAACTCTC-3’
Isiya MHC sinif I BsaHl, (Yakubu
Tolerans DRB bolgesi Alul vd. 2017)
BF1 F: 5°- CAACGGTCTGCAACCGAATTACC-3’ 159-165
R: 5’- CAATCCGTGGGTTGGAACACAA-3’
F: 5°- AGCTGGGAATATAACCAAAGG-3’
BM1818 R: 5'- AGTGCTTTCAAGGTCCATGC-3" 244-266 (Salles
vd. 2011;
Genetik mizsg | Mikrosatellit | F: 5 GTATGTATTTTTCCCACCCTGC-3 98126 %‘ﬁr\‘,%
Cesitlilik R: 5’- GTCAGACATGACTGAGCCTG-3’ o
2015;Boz
kaya vd.
F: 5°- TCCTGGGGATTCCCAATACC-3’
DYMS1 R: 5’- CATAGAAGTCTTCACTGGTG-3' 171-199 2007)
F: 5°- ATCTGGTGGGCTACAGTCCATG-3’
SMHCC1 R: 5’- GCAATGCTTTCTAAATTCTGA-3’ 175-199

3.2.4. PCR-RFLP Analizleri

Calismada MHC sinif II DRB gen bdlgesindeki polimorfimlerin belirlenmesi
icin PCR-RFLP islemi uygulanmistir. PCR igleminde Cizelge 3.2°de belirtilen primerler
kullanilmigtir. PCR programu ile bilesenleri Cizelge 3.3’de 6zetlenmistir. PCR iglemleri
(Thermo Arktik) marka Gradient Thermal Cycler’da AmpONE (GeneAll) marka Taq
DNA polimeraz seti kullanilarak gerceklestirilmistir. PCR iglemleri 0.2 ml’lik PCR
tiplerinde son hacim 50 ul (4ul DNA + 46ul PCR karigimi) olacak sekilde
uygulanmigtir.

Cizelge 3.3. PCR programi ve bilesenleri

PCR Bileseni Miktar pl (1X)
ddH,0 30.9 PCR programi
HQ buffer 3.2 [k denatiirasyon 94°C de 5 dk
10X buffer 5 Denatiirasyon 94°Cde45sn ) 3,
dNTPs 5 (2,5 mM/ pl) Baglanma 63°Cde4ssn  § 5
Forward Primer 0.8 (10 pmol/ul) Uzama 72 °C de 45 sn -
Reverse Primer 0.8 (10 pmol/ul) Son uzama 72 °C de 10 dk
Taq 0.3
DNA 4

PCR islemlerinin sonuglar1 agaroz jel ile kontrol edilmistir. PCR islemi ile
cogaltilan DNA fragmentleri 9ul PCR firiinii 1ul dye (boya) olacak sekilde toplam 10pul
hacminde % 1.5’ lik agaroz jele yiiklenmis ve 75 V’da 60-90 dk arasinda yiiriitiilmiistiir.
Bu sayede MHC simif II DRB boélgesi i¢in ¢ogaltildigi diistiniilen 284 bg¢ uzunlugundaki
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PCR iiriinlerinin jelde ayrilmasi saglanmig ve bu bantlar goriintiileme cihazinda UV 151k
altinda goriinilir hale getirilmistir. Daha sonra PCR islemlerinde basari ile ¢ogaltilan
orneklerin RFLP iglemi i¢in restriksiyon enzimleri (RE) ile kesimine gecilmistir.

RFLP islemi i¢in PCR fiiriinleri Cizelge 3.2°de verilen restriksiyon enzimleri ile
kesime birakilmigtir. Kesim islemi i¢in 10 pl PCR iriinii, 5 pl ddH,0O, 4.5ul enzim
buffer ve 0.5 ul (5U) kesim enzimi olacak sekilde toplam hacim 20 ul olarak kesime
birakilmistir. Kesim islemi 0.2 ml’lik PCR tiipleri kullanilarak Thermal Cycler
cihazinda gergeklestirilmistir. Kesim islemi iretici firma tarafindan RE’lerinin iiriin
kataloglarinda belirtilen kesim sicakliklarinda dort saat siire ile yapilmastir.

Kesim igsleminden sonra kesim iiriinlerinin kontrolii yani ke¢i populasyonlarinda
mevcut genotiplerin tespiti icin tekrar agaroz jel elektroforez islemi gergeklestirilmistir.
Bu islem i¢in kesim iiriinlerinin olast bant biiyiikliiklerine gére % 2-3 arasi yogunlukta
agaroz jel hazirlanmistir (Cizelge 3.3). 10 pl kesim iriinii ve 1 pl yiikleme boyasi
(loading dye) olacak sekilde 11 pl olarak jelin kuyucuklarina yiiklenen kesim {iriinleri,
60 V’da ortalama 120 dk yiiriitilmistir. Elektroforez sonucunda bantlarin
biiyiikliikklerine bakilarak c¢alisilan kegi populasyonlarmin ilgili genler icin hangi
genotipleri tasidigina karar verilmistir.

Cizelge 3.4. PCR-RFLP islemi sonunda olusmas1 beklenen bant biiytikliikleri

Gen RE Enzimi PCR Uriinleri (bg) Kesim Uriinleri (bc)
MHC simf I1 Pstl PP: 226, 44, 15
DRB bilecsi Pp: 270, 226, 44, 15

olgest pp: 270, 15
TT: 163, 121
1]\)4;1155{‘1‘” 1 Taq Tt: 284, 163, 121
olgest 284 tt: 284
GG: 174,112
1]\)4;1155{‘1‘” 1 BsaH GA: 284,174, 112
olgest AA: 284
GG: 158, 84, 42
1]\)4;1155{‘1‘” 1 Alul GC: 200, 158, 84, 42
olgest CC: 200, 84

3.2.5. Mikrosatellit Analizleri

Calisilan keg¢i 1rklarini olusturan populasyonlardaki mevcut genetik cesitlilik ve
bu wrklar arasindaki filogenetik iliski MHC bagli bes mikrosatellit lokus kullanilarak
incelenmistir. Mikrosatellit marker yontemi DNA {zerinde tekrarli bdlgelerdeki
farkliliklarin belirlenmesi esasina dayanmaktadir. PCR ile gogaltilan tekrarli bolgelerin
blyiikligl kapiller elektroforez sistemleri ile belirlenir. Gergeklestirilen calismada
kullanilan PCR programi ve igerikleri Cizelge 3.5°de gosterilmistir. PCR islemleri
(Thermo Arktik) marka Gradient Thermal Cycler’da AmpONE (GeneAll) marka Taq
DNA polimeraz seti kullanilarak gerceklestirilmistir. PCR islemleri 0.2 ml’lik PCR
tiplerinde son hacim 40 ul (2.5ul DNA + 37.5ul PCR karisimi) olacak sekilde
yapilmistir.
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Cizelge 3.5. Mikrosatellit lokuslarin ¢ogaltilmasi i¢in PCR programi ve bilesenleri

PCR Bileseni Miktar pl (1X)
H,0 23.6 PCR program
HQ buffer 4 [lk denatiirasyon 94°C de 5 dk
10X buffer 4 Denatiirasyon 94°Cde45sn 2,
dNTPs 5 (2,5 mM/pl) Baglanma 55-58°C de45sn p &
Forward Primer 0.3(10 pmol/pl) Uzama 72°Cde45sn  J &
Reverse Primer 0.3(10 pmol/ul) Son uzama 72 °C de 10 dk
Taq 0.3
DNA 2,5

PCR isleminin bagarili olup olmadig1 %1’lik agaroz jel kullanilarak kontrol
edilmistir.10 pl PCR iriinii ve 1 pl loading dye(yiikleme boyasi) toplam hacim 11 pl
olacak sekilde jele yiiklenmistir. 75V'da 60 dk yiiriitiilen 6rnekler goriintiileme cihazina
konularak tahmini biiyiikliiklerine karar verilmistir. Calismayan 6rneklerin PCR islemi
tekrarlanmistir. Bu sayede ¢alismayan Orneklerin fragment analiz cihazina yiliklenmesi
engellenmis ve burada olusabilecek ekonomik kayiplarin 6niine gegilmistir.

PCR iiriinlerinin biiytklikleri 96’lik otomatik kapiller elektrofoz sisteminde
(Advanced Analytical Technologies-AATI, Ames, lowa, USA) Advanced Analytical
DNF-900 (35-500 bg) kullanilarak tespit edilmistir. Kullanilan jel 35-500 bg araliginda
okuma yapmaktadir. PCR iirlinleri cihaza 96’lik PCR plakalarinda (Axgen PCR-96-
FLT-C), her kuyucuga 3 pl PCR iiriini ve 22 pl dilution buffer gelecek sekilde son
hacim 25 ul olarak yiiklenmistir.

3.2.6. istatistik analizler

MHC smif II DRB gen bdlgesindeki tiiberkiiloz ve 1siya tolerans ile iligkili
farkli tek niikleotid polimorfizmleri (SNPs) PCR-RFLP analizleri ile belirlenmistir. Bu
lokuslar i¢in gen ve genotip frekanslart POPGENE (Yeh vd 1997) paket programi
kullanilarak hesaplanmistir. Ayrica ¢alisilan kegi irklarinda her gen bolgesi i¢in Hardy
Weinberg dengesinden sapma olup olmadigi ki-kare (5°) testi (Hartl and Clark 1989) ile
test edilmistir.

MHC smif II DRB geni iizerindeki tekrarli bolgeler iizerindeki farkliliklar
Mikrosatellit yontemi ile belirlenerek genetik cesitlilik analizleri i¢in kullanilmistir. Bu
amagcla mikrosatellit analizlerle elde edilen verilerden allel genislikleri (AG) ve gen
frekanslart CONVERT (Glaubitz 2004) programi kullanilarak belirlenmistir. Ayrica
eldeki verilerin diger programlarin veri formatina donistiiriilmesinde ve 6zgiin alllerin
belirlenmesinde CONVERT (Glaubitz 2004) programi kullanilmistir. Allel sayis1 (Na),
etkili allel sayis1 (Ne), gozlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri (Ho ve He)
POPGENE (Yeh vd. 1997) paket programi kullanilarak hesaplanmistir. Kullanilan
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mikrosatellit lokuslarin genetik varyasyonu gostermedeki giicii olan Polimorfizm bilgi
icerigi (PIC) degerleri Microsatellite Toolkit (Park 2001) uygulamasi ile belirlenmistir.

Populasyonlardaki akrabalik seviyesinin gostergesi olan akrabali yetistirme
katsayist degerleri (Fs) Fstat v.1.2 (Goudet 1995) programu ile elde edilmistir. Mevcut
genetik varyasyonun ne kadarinin populasyonlardan ne kadarinin populasyonlardaki
bireylerden kaynaklandigini ortaya koymak igin Arlequin v. 3.5. (Excoffier vd 2006)
paket programinda Molekiiler Varyans Analizi (Analysis of Molecular Varience,
AMOVA) Arlequin  gergeklestirilmistir.  Ayrica Calisilan  dort  farkli  kegi
populasyonunda bes mikrosatellit lokus i¢in null allellerin varlignt ML-NULLFREQ
programi (Kalinowski ve Taper 2006) kullanilarak test edilmistir.

Populasyonlar  arasindaki  filogenetik  iliskinin  belirlenmesi  amaciyla
Mikrosatellit ve PCR-RFLP lokuslar birlikte degerlendirilmistir. Bu amagla UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean) dendogrami, NJ (Neighbor
Joining) agaci, Faktériyel iliski Analizi (FCA, factorial correspondence analysis) ile
Structure kiimeleme analizleri yapilmistir. UPGMA dendogrami ve NJ agaci Poptree
v.2 (Takezaki vd. 2010) programi ile FCA analizi Genetix v. 4.05 (Belkhir vd. 2004)
programi ile Structure kiimeleme analizi ise Structure 2.2. (Pritchard vd. 2000)
programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Structure kiimeleme analizinde en iyi K
degerinin (en uygun grup sayisi) belirlenmesinde Structure Harvester (Earl and von
Hold 2012) uygulamasi kullanilmis ve kiimeleme gorsellerinin elde edilmesinde web
tabanli CLUMPAK (Kopelman vd. 2015) uygulamasi kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. DNA izolasyonu ve PCR Islemi

PR

DNA miktarlarinin yaklasik olarak 100-800 ng/ul arasinda degistigi tespit
edilmistir. Elde edilen DNA’lar PCR uygulamasi i¢in 50 ng/ul olacak sekilde
seyreltilmistir. DNA izolasyonu basarisiz olan Orneklerde izolasyon islemi tekrar
edilmistir.

7 8 -] 10 13 14 15 16 17 18 19 204,

Sekil 4.1. DNA izolasyonu agaroz jel goriintiisii (%1)

Calisilan kegi populasyonlarinda Tiiberkiiloz hastaligina direng ve 1s1ya tolerans
icin MHC siif II DRB bolgesinde PCR-RFLP analizleri ile genotipler belirlenmistir.
Ilgili gen bolgesinde tiim polimorfik bolgeler icin dncelikle PCR isleminde 284 bg
biiyiikligiinde DNA parcalar ¢ogaltilmistir (Sekil 4.2).

e 2 3L 4. 5 ouIe 8 9103114713 14 15

8 ‘ ,
284 bp

S00DP" D s D v BER o SER e e e GER GED e e @

20009
100Dp

Sekil 4.2. MHC smif II DRB bolgesi i¢in PCR {iriinlerinin agaroz jel goriintiisii
Marker (M): Thermo 100 bp; Kat. No: SM0241; %]1’lik agaroz jel

4.2. Tiiberkiiloza Diren¢ Genotipleri I¢in RFLP Analizleri
4.2.1. Pstl polimorfizmi

Calisilan kegi populasyonlarinda Singh vd. (2012) tarafindan Tiiberkiiloza
direngli oldugu bildirilen genotiplerin tespiti i¢in 284 b¢ uzunlugundaki PCR iiriinleri
Pstl restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Kesim islemi sonrasi elde edilen bantlara ait
agaroz jel goriintiisii Sekil 4.3’de verilmistir. Kesim igslemi sonucu PP genotipi i¢in 15,
44 ve 226 bg¢’lik ii¢ bant, Pp genotipi icin 15, 46, 226 ve 270 bg’lik dort bant, pp
genotipi i¢in 15 ve 270 bg’lik iki bant olusmasi gerekmektedir. Singh vd. (2012)
tarafindan pp genotipini tasiyan hayvanlarin tiiberkiiloza daha diren¢li oldugunu
bildirilmistir. Dolayisiyla p alleli direng allelidir.
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M PP PP PP PP PP pp PP pp PP. PP Pp Pp PP PP

L)

Sekil 4.3. PCR {irlinlerinin Pstl restriksiyon enzimi ile kesimi
Marker (M): Thermo 50 bp; Kat. No: SM0371; %3’lik agaroz jel

Caligilan ke¢i populasyonlarinda P allel i¢in en yiiksek allel frekansi Norduz
kegilerinde (0.95) en diisiik ise Kabakulak ke¢ilerinde (0.73) elde edilmistir. Calisilan
populasyonlarda PP genotipinin frekanst 0.57 (KBK) ile 0.90 (NRD) araliginda
olmustur. Pp genotipinin frekans1 0.10 (NRD) ile 0.33 (KBK) araliginda degisirken pp
genotipinin frekansi 0.00 (NRD) ile 0.100 (HNM ve KBK) araliginda degismistir.
Yapilan ki-kare testi sonuglarina gore Honamli kegilerinde MHC simif II DRB geni Pstl
polimorfizmi i¢in Hardy-Weinberg dengesinden sapma gézlenirken KIL, KBK ve NRD
populasyonlarinin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu tespit edilmistir

Cizelge 4.1. Pstl enzimi ile kesim islemi sonucu olusan gen ve genotip frekanslari

Allel Frekansi Genotip Frekansi
Irk n v

P p PP Pp pp

KIL 34 081 019 068(23) 0269  006()  0.89*
HNM 31 082 018 074(23) 016(5 0.10(3)  6.20%
KBK 30 073 027 057(17) 033(10) 0.10(3)  0.65°

NRD 20 095 005 090(18) 0.10(2) 0.00(0)  0.06
x20_01;1:3.84; x20,05;1:6.63; * p<0.05; **p<0.01; a: Hardy-Weinberg dengesinden sapma 6nemsiz

Singh vd. (2012) Hindistan’da yetistirilen Jamunapari kegilerinde Tiiberkiiloza
duyarli grupta pp genotip frekansin1 %65.04 olarak tespit ederken, Tiiberkiiloza direngli
grupta bu genotipin frekansint %90 olarak bildirmislerdir. Yine ayni arastiricilar
tarafindan yapilan caligsmada tiiberkiiloza duyarli grupta p allelinin frekansimin 0.79,
tiiberkiiloza direncli grupta ise 0.95 oldugu bildirilmistir. Gergeklestirilen yiiksek lisans
tez calismasinda Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan KIL, HNM, KBK ve NRD
kecilerinde elde edilen p allel frekansi Singh vd. (2012) tarafindan Jamunapari
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kecilerinde bildirilen degerden c¢ok daha diistliktiir. Patlane vd. (2012) Endonezya’da
yetistirilen Saanen, Etawah Grade-Saanen melezi (PESA) ve Etawah Grade (PE)
kecilerinde p allel frekanslarini sirastyla 0.28, 0.35 ve 0.39 olarak bildirmislerdir. Bu
degerler sunulan bu c¢alismada KIL, HNM, KBK ve NRD kegilerinde elde
edilendegerlere gore nispeten yiiksek olmustur. Diger iki ¢alismada tiiberkiiloza direng
alleli olan p allel frekansinin yerli keci irklarimiza oranla yiliksek olmasmin farkl
nedenleri olabilir. Bu nedenlerden en Onemlisinin diger wrklarmn yetistirildigi
bolgelerdeki tiiberkiiloz goriilme sikliginin iilkemize gore ¢ok daha fazla olmasi olugu
diisiiniilmektedir. Diinyada ruminantlar arasinda Tiiberkiiloz Afrika ve Giiney Asya’da
diger bolgelere gore daha yaygin olarak gorilmektedir (Humblet vd. 2009). Diger
caligmalarin gergeklestirildigi ilkeler Hindistan ve Endonezya gibi Giiney Asya
tilkeleridir. Burada yetistirilen hayvanlarin uzun yillar igerisinde bu hastaliga kars1 daha
fazla direng gelistirmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

KIL, HNM ve KBK kegilerinde tiiberkiiloza direng allleli olan “p” allelinin
frekans1t NRD kegilerindeki frekansa goére nispeten daha yiiksektir. Yliriitiilen tez
calismasinda “p” alleline ait en yiiksek allel frekansi KBK kegilerinde tespit edilmistir.
Calisilan 1rklarin hepsinde tliberkiiloza direng alleli olan p allelinin varligi tespit
edilmistir. Ayrica HNM 1rki disindaki populasyonlarin ilgili gen bolgesi bakimindan
Hardy-Weinberg dengesinde oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar ¢alisilan yerli kegi
genotiplerinde MHC sinif II DRB geni bakimindan yeterli genetik varyasyona sahip
olduguna ve bu genin MAS calismalarinda kullanilabilecegine isaret etmektedir.

4.2.2. Taql polimorfizmi

MHC smuf II DRB bdlgesi iizerinde Tiiberkiiloz hastaligina direng ile iliskili
oldugu bildirilen bir diger polimorfizm Taql restriksiyon enzimi ile belirlenmektedir.
284 bg¢ uzunlugundaki PCR iiriinlerinin Tagl restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucu
TT genotipi i¢in 163 ve 121 b¢ uzunlugunda iki bant, Tt genotipi i¢in 284, 163 ve 121
b¢ uzunlugunda ii¢ bant, tt genotipi i¢in 284 b¢ uzunlugunda tek bant elde edilmesi
gerekmektedir. Olugsmas1 muhtemel bu genotiplerden Tt genotipini tasiyan hayvanlarin
Tiiberkiiloza daha direncli oldugu bildirilmistir (Singh vd. 2012). PCR iiriinlerinin Taql
restriksiyon enzimi ile kesimine ait agaroz jel goriintiisii Sekil 4.4’de verilmistir.

M TT B 5y e Tt T F T .t

il
O bp
S — | — -

| — —

=3
=
1o

Sekil 4.4. PCR {irtinlerinin Tagl restriksiyon enzimi ile kesimi
Marker (M): Thermo 50 bp; Kat. No: SM0371; %3’lik agaroz jel
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Tiim ke¢i populasyonlarinda MHC sinif 1T DRB bolgesinin Taql restriksiyon
enzimi i¢in polimorfik oldugu tespit edilmistir. MHC sinif II DRB bdlgesinin Tagl
enzimi ile kesim islemi sonucu olusan gen ve genotip frekanslar1 Cizelge 4.2°de
verilmistir. Tlberkiiloza diren¢ genotipi olan Tt genotipinin frekansi en yiiksek KIL
kecilerinde (0.59) ortaya ¢ikarkenen diisiik HNM kecilerinde (0.27) elde edilmistir. “t”
alleline yonelik allel frekanslari galisilan irklarda 0.20 (HNM) ile 0.51 (KBK) araliginda
degisirken ¢alisilan tiim wrklarin MHC sinif IT DRB geni Tagl polimorfizmi igin Hardy-
Weinberg dengesinde oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Tagl enzimi ile kesim islemi sonucu olusan gen ve genotip frekanslari

Allel Frekansi Genotip Frekansi
Irk n v
T t TT Tt tt

KIL 39 065 035 036(14) 059(23) 005()  3.58°
HNM 30 080 020 067(20) 027(8 006() 083
KBK 30 049 051 020(6) 057(17) 023(7) 054

NRD 20 060 040 045(9 030(6) 025(5  2.82°
x20,01;1:3.84; x20,05;1:6.63; * p<0.05; **p<0.01; a: Hardy-Weinberg dengesinden sapma 6nemsiz

Singh vd. (2012) Jamunapari kegilerinde Tiiberkiiloza diren¢ genotipinin (Tt)
frekansini direngli grupta 0.70, duyarli gurupta 0.45 olarak, Patlane vd. (2012) Saanen,
Etawah Grade-Saanen melezi (PESA) ve Etawah Grade (PE) kegilerinde sirasiyla 0.39,
0.17 ve 0.15 olarak bildirmislerdir. Sunulan bu ¢alismada KIL (0.59), HNM (0.67),
KBK (0.57) ve NRD (0.30) irklarinda elde edilen degerler Singh vd. (2012) tarafindan
direngli grupta elde edilen degerlerden diisiik olarak elde edilirken genel olarak Patlane
vd. (2012) tarafindan bildirilen degerlerden yiiksek olmustur. Yerli kegi
populasyonlarimiz igerisinde ise tiiberkiiloza diren¢ genotipi (Tt) KIL ve KBK
populasyonlarinda HNM ve NRD populasyonlarina oranla daha yiiksektir. Caligilan tim
irklarin MHC smf II DRB geni Tagl polimorfizmi i¢in Hardy-Weinberg oldugu
belirlenmigtir. Bu sonuclar yerli keci irklarimizda ileride Tiiberkiiloza direng igin
uygulanabilecek MAS c¢alismalarinda MHC smif 11 DRB geninde Pstl ve Tagl
polimorfizmlerinin birlikte kullanilabilecegine isaret etmektedir.

4.3. Istya Tolerans Genotipleri icin RFLP Analizleri
4.3.1. BsaHI polimorfizmi

Ke¢i MHC smif II DRB geni iizerinde Yakubu vd. (2017) tarafindan 1siya
tolerans ile iligkili oldugu bildirilen genotiplerin tespiti i¢in 284 b¢ uzunlugundaki PCR
trtinleri BsaHI restriksiyon enzimi ile kesimi birakilmistir. Kesim islemi sonrasi GG
genotipi i¢in 112 ve 174 be’lik iki bant, GA genotipi i¢in 112, 174 ve 284 bg’lik {i¢ bant
ve AA genotipi icin 284 bg’lik tek bant olugsmasi gerekmektedir. Yakubu vd. (2017) AA
genotipini tasiyan hayvanlarin 1siya tolerans bakimindan daha iyi oldugunu
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bildirmislerdir. Gergeklestirilen yiiksek lisans tezinde elde edilen agaroz jel goriintiisii
Sekil 4.5’de verrilmistir.

M GA AA 66 AA GAGA GA AA GA AA GA AA AA GA AA GA

220 bp
-
200 bp

o
00 bp

25 bp

Sekil 4.5. PCR iiriinlerinin BsaHlI restriksiyon enzimi ile kesimi
Marker (M): Thermo 25 bp; Kat. No: SM1191; %3’lik agaroz jel

Istya tolerans igin MHC sinif II DRB geni BsaHI enzimi ile kesim islemi sonucu
olusan gen ve genotip frekanslar1 Cizelge 4.3’de 6zetlenmistir. Calismada GG genotipi
KILve HNM populasyonlarinda tespit edilemezken KBK (0.03) ve NRD (0.05)
populasyonlarinda diisiik frekanslarda belirlenmistir. Istya tolerans genotipi olan AA
genotipinin frekansi 0.22 (KIL) ile 0.68 (HNM) araliginda degismistir. KIL kegilerinde
ilgili gen bakimindan Hardy-Weinberg dengesinden sapma gozlenirken, KBK, HNM ve
NRD populasyonlar1 Hardy-Weinberg dengesindedir.

Cizelge 4.3. BsaHI enzimi ile kesim iglemi sonucu olusan gen ve genotip frekanslari

Allel Frekansi Genotip Frekansi
Irk n v
G A GG GA AA

KIL 40 039 061 0000) 078(31) 022(9) 16.01**
HNM 31 016 084 000(0) 032(10) 068(1) 1.14°
KBK 30 028 072 003(1) 050(15) 047 (14)  1.60°

NRD 20 030 070 005(1) 050(10) 045(9  0.73°
x20,01;1:3.84; x20,05;1:6.63; * p<0.05; **p<0.01; a: Hardy-Weinberg dengesinden sapma 6nemsiz

Yakubu vd. (2017) West African Dwarf (WAD), Red Sokoto (RS) ve Sahel
(SH) kegi 1rklarinda 1s1ya tolerans yetenegiyle iliskili oldugu bildirilen AA genotipinin
frekanslarmi sirasiyla 0.45, 0.22 ve 0.10 olarak bildirmislerdir. Sunulan tez
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caligmasindaHonamli kegilerinden elde edilen AA genotip frekansi (0.68) hem Yakubu
vd. (2017) tarafindan WAD, RS ve SH irklar1 i¢in bilidirilen degerlerden hemde
sunulan bu caligmada hayvan materyali olarak kullamilan KIL, KBK ve NRD
kegilerinden elde edilendegerlerden yiiksek olmugtur. HNM 1rki daha ¢ok Teke bolgesi
olarak adlandirilan Antalya, Isparta ve Burdur illerinde yetistirilen bir irktir. Bu 1rk son
yillarda Kil kegilerinin canli agirligin1 artirmak i¢in melezlense de bu bdlgeye 6zel
kapal1 bir populasyondur. Bolgenin iklimsel kosullar1 diisliniildiigliinde HNM 1rkinin
ilgili gen bakimindan diger irklardan farklilastigi disiintilebilir. Calisilan KIL keci
populasyonunda gozlemlenen MHC siif 1T DRB geni BsaHI polimorfizminin Hardy-
Weinberg dengesinden sapma gosterdigi tespit edilmistir. Genel olarak KIL, HNM,
KBK ve NRD populasyonlarinda AA genotipinin oldugu ve bu gen bdlgesinin 1siya
tolerans yetenegi i¢in yapilacak MAS caligsmalarinda kullanilabilecegi goriilmektedir.

4.3.2. Alul polimorfizmi

Caligilan keci populasyonlarinda MHC sinif II DRB bélgesi i¢in PCR isleminde
284 bg¢ biiyiikliigiindeki fragmentler elde edildikten sonra 1siya tolerans ile iliskili
oldugu daha onceki ¢aligmalarda belirlenen genotiplerin tespiti i¢in RFLP yani enzimle
kesim islemine ge¢ilmistir. Materyal ve Metot kisminda belirtildigi iizere 284 bg’lik
PCR firiinleri Alul restriksiyon enzimi ile kesildigi zaman olusan farkli genotiplerden ii¢
tanesinin 1stya toleransla iliskili oldugu tarafindan bildirilmistir. Kesim islemi sonucu
olusan GG genotipi (158, 84, 42 b¢’lik {i¢ bant), GC genotipi (200, 158, 84 ve 42 bg’lik
dort bant) ve CC genotipini (200 ve 84 bg¢’lik iki bant) tagiyan havyanlarin 1s1ya tolerans
yeteneklerinin daha iyi oldugu bildirilmistir (Yakubu vd. 2017). Bu c¢alismada
Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan KIL, KBK, HNM ve NRD kecilerinde s6z konusu ii¢
genotip tespit edilememistir. PCR tirlinlerinin Alul restriksiyon enzimi ile kesimine ait
agaroz jel goriintiisii Sekil 4.6°da verilmistir.

Sekil 4.6. PCR iirtinlerinin Alul restriksiyon enzimi ile kesimi
Marker (M): Thermo 50 bp; Kat. No: SM0371; %2’lik agaroz jel

Elde edilen genotipler igin gen ve genotip frekanslari ile populasyonlarin Hardy-
Weinberg dengesinde olup olmadiklar1 Cizelge 4.4’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.4. Alul enzimi ile kesim islemi sonucu olusan gen ve genotip frekanslari

Allel Frekansi Genotip Frekansi
Irk n v
Aq A, Gl G2 G3

KIL 40 084 016 075(30) 0.17(7) 0.08(3)  5.10*
HNM 30 067 033 050(15 033(10) 0.17(5)  1.88°
KBK 30 073 027 053(16) 040(12) 007(2)  0.01°

NRD 20 037 063 020(4) 035(7) 045(9)  1.28°
x20,01;1:3.84; x20,05;1:6.63; * p<0.05; **p<0.01; a: Hardy-Weinberg dengesinden sapma 6nemsiz

Calisilan irklarda A; allelinin frekansinin en yiiksek degeri Kil kegilerinde (0.84)
en disiik degeri ise Norduz kegilerinde (0.37) elde edilmistir. Calisilan populasyonlarda
G1 genotipinin frekans1 0.20 (NRD) ile 0.75 (KIL) araliginda, G2 genotipinin frekansi
0.17 (KIL) ile 0.40 (KBK) araliginda degisirken G3 genotipinin frekansi 0.07 (KBK) ile
0.45 (NRD) araliginda degismistir. Calisilan irklardan sadece KIL populasyonu MHC
smif II DRB bolgesi i¢in Alul polimorfik bolgesi i¢cin Hardy-Weinberg dengesinden
sapmak gostermistir.

Yakubu vd. (2017) Sahel, Red Sokoto, Dogu Afrika ciice keg¢i irkinda MHC sinif
IT DRB bolgesi Alul polimorfizmi ¢alismis ve elde edilen genotipler igerisinden GG,
GC ve CC genotiplerinin 1siya tolerans bakimindan diren¢ genotipleri oldugunu
bildirmislerdir. Gergeklestirilen yiiksek lisans tezinde Tiirkiye’de yetistirilen dort yerli
ke¢i populasyonunda direng genotipleri tespit edilememistir. Bu nedenle yerli kegi
populasyonlart 1stya tolerans bakimindan degerlendirilememistir. Ancak c¢alisilan MHC
siif 11 DRB bolgesinin Alul restirksiyon enzimi agisindan polimorfik oldugu ve ilgili
gen bolgesi i¢in ii¢ populasyonda (HNM, KBK, NRD) yeterli genetik varyasyon oldugu
gorilmistiir. Yerli ke¢i populasyonlarimizda bu gen bakimindan olusan genotipler ile
termo-fizyolojik ozellikler arasinda iligki analizleri yapilmasi faydali olabilir.

4.4, MHC Bagh Mikrosatellit Lokuslar ile Genetik Cesitlilik

Gergeklestirilen yiiksek lisans tezinde genetik cesitliligin tespiti igin MHC’ ne
bagli bes adet mikrosatellit lokus (BF1, BM18, BM1258, DYMS1, SMHCC1)
kullanilmistir. Bu lokuslar i¢in Materyal Metot kisminda baz dizileri belirtilen primerler
ile PCR islemi gergeklestirilmistir. Her bir lokus i¢in PCR {iriinlerine ait 6rnek agaroz
jel goriintiisti Sekil 4.7°de verilmistir.
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Lokus Agaroz Jel Goriintisi

BF1
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Sekil 4.7. Mikrosatellit lokuslar i¢in agaroz jel goriintiisii

PCR isleminden sonra PCR firiinlerinin biiyiikliikleri kapiller elktroforez
cihazinda tespit edilmistir. Fragment analiz cihazindaki okumalara ait bir 6rnek ise Sekil
4.8’de gosterilmigtir.
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Sekil 4.8. SMHCC1 lokusuna ait fragment analizi cihazi goriintiisii

4.4.1. Cahsilan lokuslarda elde edilen allel genislikleri ve frekanslari

Calisilan her bir lokus ic¢in elde edilen allel genislikleri ve frekanslart EK1-5
gosterilmistir. Calisilan keci 1rklarinda bes mikrosatellit lokusta elde edilen allel
genislikleri degisik keci irklarinda ayni lokuslar ile calisan arastiricilar tarafindan
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bildirilen degerler ile 6rtiismektedir (Garrine CMLP 2007; Salles vd. 2011; Guang-Xin
vd. 2015; Seilsuth vd. 2016).

4.4.1.1. Kil kegisi populasyonlarinda temel genetik cesitlilik parametreleri

Kil kegisi populasyonlarinda bes mikrosatellit lokusta elde edilen temel genetik
cesitlilik parametreleri Cizelge 4.5’de verilmistir. Kil kegilerinde lokus basina ortalama
allel sayis1 8.80 olarak hesaplanirken, etkili allel sayis1 4.83 olarak belirlenmistir.
Gozlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri ise sirasiyla 0.74 ve 0.80 olarak
hesaplanmistir. Populasyonlardaki akrabalik seviyesinin gostergesi olan Fis degeri ise
0.04 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. Kil kegilerinde elde edilen temel genetik ¢esitlilik parametreleri

Lokus n AG Na Ne Ho He Fis
BF1 31  156-166 6 3.15 0.90 0.69 -0.32
BM1818 32 252-268 9 4.89 0.63 0.81 0.21
BM1258 31  100-114 8 5.90 0.71 0.84 0.15
SMHCC1 32 181-195 8 5.49 0.68 0.83 0.16
DYMS1 32 175-205 13 4.73 0.78 0.80 0.01
Ortalama 880+ 483+ 0.74 + 0.80 + 0.04
+ St. Sap. 2.59 1.05 0.11 0.06

Na: allel sayist; Ne etkili allel sayisi; Ho: gozlenen heterozigotluk; He; beklenen heterozigotluk;
Fis: akrabal1 yetistirme katsayisi

Guang-Xin vd. (2015) Cin’de farkli cografi lokasyonlarda yetistirilen 10 farkli
yerel keci irkinda genetik ¢esitliligi MHC ile iliskili BF1, BM1818, BM1258 ve
DYMS1 lokuslarim1 kullanarak incelemislerdir. Arastiricilar allel sayisini en diisiik
Hechuan keci 1rkinda (4.75) tespit ederken en yliksek Jianyang big ear ke¢i irkinda
(11.25) belirlemislerdir. Gozlenen heterozigotluk degerlerinin 0.25 (Jining Qing) ile
0.54 (Chuannan black) araliginda, beklenen heterozigotluk degerlerinin ise 0.49
(Hechuan) ile 0.78 (Jianyang big ear) araliinda degistig bildirilmistir. Akrabali
yetistirme katsayisinin 0.23 (Hechuan) ile 0.51 (Jining Qing) aralifinda degistigi
raporlanmistir. Arastirmacilar dort lokustan elde ettikleri ortalama Na, Ho, He ve Fis
degerlerini sirastyla 7.15, 0.40, 0.60 ve 0.34 olarak hesaplamislardir.

Salles vd. (2011) Cin yerel wrklarindan Xuhuai, Hindistan 1rklarindan
Changthangi ve Pashmina, Kenya’da yetistirilen Small East African (SEA), Galla ve
Vendi irklarindan olusan alt1 irkta MHC ile iliskili BF1, BM1818, BM1258, DYMS1 ve
SMHCC1 lokuslarin1 kullanarak genetik c¢esitliligi arastirmislardir. Arastirmacilar
Xuhuai, Changthangi, Pashmina, Small East African (SEA), Galla ve Vendi irklarinda
ortalama allel sayisim1 sirasiyla 9.25, 10.00, 10.20, 14.50, 9.00 ve 9.20 olarak
hesaplamiglardir. Calisilan irklarda en diisik Ho degerinin Vendi irkinda (0.483) en
yilksek Ho degerinin ise Galla irkinda (0.577) oldugu bildirilmistir. Beklenen
heterozigotluk degerlerinin ise 0.833 (Pashmina) ile 0.879 (Vendi) irkinda oldugu
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bildirilmistir. Aragtirmacilar ¢alisilan alti irkta tiim lokuslar i¢in He degerlerinin Ho
degerlerinden oldukca yliksek oldugunu belirtmiglerdir. Populasyonlarda heterozigot
eksikligine bagl olarak yiiksek diizeyde akrabalik mevcuttur.

Yukarida belirtilen ¢aligmalarda elde edilen genetik ¢esitlilik parametreleri tez
kapsaminda elde edilen parametreler ile karsilastirildiginda, Kil kegilerinde diger
populasyonlara gore daha yiiksek oranda genetik cesitlilik ve daha diisiik akrabalik
oldugu tespit edilmistir. F;s degeri -1 ile +1 arasinda deger alabilir. Negatif degerler
populasyonda heterozigot fazlaligina pozitif degerler ise homozigot fazlaligina isaret
etmektedir. Fis degeri 0.05’in altinda ise akrabaligin olmadigi, 0.05 ile 0.15 araliginda
ise akrabaligin oldugu ancak tehlike seviyesinde olmadigi, 0.15 ile 0.25 araliginda
tehlike seviyesinin diisiik, 0.25-0.40 arasinda olmasi durumunda tehlike seviyesinde
oldugunu, 0.40’1n {izerinde olmasinda ise kritik seviyenin asildig1 ve populasyonlarda
akrabaligin azaltilmas1 yoniinde caligmalarin yiiriitiilmesi gerektigi vurgulanmistir
(Ramadan vd. 2012). Sunulan c¢alismada hayvan materyali olarak kullanilanKil
kecilerinde bes mikrosatellit lokus i¢in elde edilen Fs degeri (0.04) populasyonlarda
akrabalikla iliskili herhangi bir tehlike olmadigini isaret etmektedir. Kil kegileri
Tiirkiye’de en fazla yetistiriciligi yapilan keci irkidir ve Tiirkiye ke¢i varliginin yaklasik
%90’m1 olusturmaktadir. Bu baglamda Kil kegilerinde yiiksek genetik varyasyon ve
diisiik akrabalik beklenilen bir durumdur.

4.4.1.2. Honamh Kecisi populasyonlarinda temel genetik ¢esitlilik parametreleri

Honamli irkinda elde edilen temel genetik gesitlilik parametreleri Cizelge 4.6’da
Ozetlenmistir. Honamli kegilerinde ortalama allel ve etkili allel sayilar sirasiyla 8.40 ve
5.10 olarak hesaplanmistir. Gozlenen heterozigotluk degeri 0.47 (BM1258) ile 0.90
(DYMS1) araliginda degisirken, ortalama Ho degeri 0.76 olarak hesaplanmigtir.
Ortalama He degeri ise 0.79 olarak belirlenmistir. Lokuslarda elde edilen F|s degerleri
0.10 (DYMSI) ile 0.43 (BM1258) araliginda degisirken bu parametrenin ortalamasi
0.13 olmustur

Cizelge 4.6. Honamli kegilerinde elde edilen temel genetik ¢esitlilik parametreleri

Lokus n AG Na Ne Ho He Fis
BF1 24  158-166 5 2.65 0.86 0.63 0.21
BM1818 18  246-266 9 7.36 0.89 0.89 -0.03
BM1258 30 98-114 9 5.54 0.47 0.83 0.43
SMHCC1 | 30 175-199 11 4.38 0.66 0.78 0.14
DYMS1 30 179-203 8 5.59 0.90 0.83 -0.10
Ortalama 840+ 510+ 0.76+ 0.79 0.13
+ St. Sap. 2.19 1.74 0.19 +0.10

Na: allel sayist; Ne etkili allel sayisi; Ho: gozlenen heterozigotluk; He; beklenen heterozigotluk; Fis:
akrabal1 yetistirme katsayisi
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Bu ¢alismada Honamli irkinda MHC ile iliskili bes mikrosatellit lokusta elde
edilen ortalama allel sayisi (8.40) Guang-Xin vd. (2015) tarafindan MHC bagli dort
lokusta Cin yerli irklart Chuanzhong (6.00), Enshi (5.50), Hechuan (4.75), Jining Qing
(5.00), Tibetan (6.00) ve Yichang (5.75) wrklarinda bildirilen degerlerden yiiksek,
Jianyang big ear (11.50) ve Meigu (10.50) wrklarinda bildirilen degerlerden diisiik
olmustur. Elde edilen bulgular Dazu Black (7.75) ve Chuannan black (8.75) irklarinda
bildirilen deger ile benzerlik géstermektedir.Salles vd. (2011) tarafindan MHC bagli bes
lokusta (BF1, BM1818, BM1258, DYMS1 ve SMHCCI1) Cin yerel irklarindan Xuhuai,
Hindistan irklarindan Changthangi ve Pashmina, Kenya’da yetistirilen Small East
African (SEA), Galla ve Vendi irklarindan olusan alt1 irkta bildirilen allel sayisi
ortalamasindan (9.20-14.20) diisiik olmustur. Ayrica Seilsuth vd. (2016) tarafindan
Tayland’da yetistiriciligi yapilan Anglonubian, Alpine, Jamunapari, Saanen ve
Toggenburg kecilerinde BM1818 lokusunda elde edilen allel sayilar1 (6-8 araliginda)
sunulan bu c¢alismadaki Honamli irkinda BMI1818 lokusunda elde edilen allel
sayisindan diisiik olmustur.

Bizim ¢aligmamizda Honamli 1irkinda ilgili lokuslar i¢in elde edilen Ho (0.76) ve
He (0.79) degerleri Guang-Xin vd. (2015) tarafindan 10 irkta bildirilen Ho (0.25-0.54 )
ve He (0.49-0.78) degerlerinden yiiksek olarak elde edilmistir. Benzer sekilde elde
edilen degerler Salles vd. (2011) yedi populasyonda bildirilen Ho (0.483-0.577)
degerlerinden de yiiksekolmustur. Benzer olarak Honamli irkinda elde edilen Fisdegeri
(0.13) hem Guang-Xin vd. (2015) tarafindan bildirilenFs (0.23-0.51) degerlerinden,
hemde Salles vd. (201 1)tarafindan bildirilenF,s degerlerinden diisiik olmustur. Honaml
wrkinda elde edilen genetik ¢esitlilik parametreleri Kil kecilerindekiler ile
karsilastirildiginda benzer oldugu sdylenebilir. Akrabalik seviyelerinin literatiirdeki
degerlere gore Honamli irkinda daha diisiik oldugu goriiliirken, Kil kegilerine gore biraz
daha yiiksek oldugu soylenebilir.

Honamli irkinda MHC bagli lokuslar i¢in literatiirde bildirilen degerlere gore
yiiksek genetik cesitlilik oldugu goriilmistiir. Honamli ki Teke bolgesi olarak
adlandirilan Antalya, Burdur ve Isparta illerinde yogun olarak yetistirilmektedir.
Yiiksek canli agirliklart ile dikkat ¢ceken Honamli irkinin son yillarda yetistiriciligi
giderek artmaktadir. Ozellikle Teke bolgesinde c¢ok yogun damizlik degisimleri
yasanmakta ve populasyon biiyiikliikleri giderek artmaktadir. Bu nedenle Honaml
irkinda genetik varyasyonun yiliksek oldugu diistiniilmektedir. Kil kecilerine gore
akrabalik seviyesi daha yiiksek olsada tehlikeli seviyelerde degildir. Akrabaligin
honamli kegilerinde bir miktar yiiksek olmas1 Honamli kegilerinin nispeten Kil kegilere
gore daha kiiciik bir populasyona sahip olmas1 géz dniine alindiginda normal bir bulgu
olarak degerlendirilebilir.

4.4.1.3. Kabakulak kegisi populasyonlarinda temel genetik cesitlilik parametreleri

Kabakulak kegilerinde elde edilen temel genetik ¢esitlilik parametreleri Cizelge
4.7°de verilmistir. Gergelestirilen yiiksek lisans tezinde KBK kegilerinde bes lokus i¢in
hesaplanan ortalama Na, Ne, Ho ve He degerleri sirasiyla 8.80, 5.36, 0.80 ve 0.82 olarak
belirlenmistir. Fis degerleri -0.21 (BF1) ile 0.25 (DYMSI1) araliginda bulunurken,
ortalama Fs degeri -0.01 olarak hesaplanmstir.
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Cizelge 4.7. Kabakulak kegilerinde elde edilen temel genetik ¢esitlilik parametreleri

Lokus n AG Na Ne Ho He Fis
BF1 30 154-168 8 3.53 0.87 0.73 -0.21
BM1818 30 250-270 11 6.50 0.77 0.86 0.09
BM1258 29 98-112 8 4.78 0.79 0.80 0.00
SMHCC1 30 179-195 9 6.45 0.63 0.86 0.25
DYMS1 27 179-203 8 5.52 0.96 0.83 -0.18
Ortalama 880+ 536+ 080+ 082+ .,
* St. Sap. 1.30 1.25 0.12 0.05

Na: allel sayis1; Ne etkili allel sayisi; Ho: gozlenen heterozigotluk; He; beklenen heterozigotluk;
Fis: akrabal1 yetistirme katsayis1

KBK kegilerinde elde edilen genetik c¢esitlilik parametreleri ve akrabali
yetistirme katsayist bu calismada Kil ve HNM kegilerinde elde edilen degerlere
benzerlik gostermektedir. KBK kecilerinde elde edilen ortalama Na, Ho ve He degerleri
literatiirde (Guang-Xin vd. 2015; Salles vd. 2011) degisik keg¢i populasyonlarinda
bildirilen Na, Ho ve He degerlerinden yiiksek iken, F,s degeri daha diisiik olmustur. Bu
calismada KBK kegilerinde BM1258 lokusunda 8 allel belirlenirken Garrine (2007)
Mozambik’te yetistirilen Pafuri, Tete, Maputo ve Cabo Delgado kec¢i 1rklarinda
BM1258 lokusunda gozlenen allel sayilarini sirastyla 14, 9, 9 ve 10 olarak bildirmistir.

Bu c¢alismada KBK kecilerinde genel olarak Kil ve HNM kegilerine benzer
sekilde MHC’ne baglh lokuslarda yiiksek genetik varyasyon oldugu ve akrabaligin
goriilmedigi sdylenebilir. Bu sonuglar Antalya ilindeki kecilerin neredeyse tamamini
olusturan Kil, HNM ve KBK kegilerinde yiiksek genetik ¢esitlilik ve diisiikk akrabaliga
isaret etmektedir. Bu durum keci yetistiriciliginde ileride yapilacak i1slah ve koruma
calismalari i¢in olduk¢a umut vericidir.

4.4.1.4. Norduz kecisi populasyonlarinda temel genetik cesitlilik parametreleri

Norduz kegilerinde elde edilen genetik c¢esitlilik parametreleri ve akrabali
yetistirme katsayilar1 Cizelge 4.8’de gosterilmistir. Norduz irkinda en yiiksek allel
sayist BM1818 lokusunda (11) en diisiik ise BFI ve BMI1258 lokuslarinda (6)
gbzlenmistir. En diisiik Ne sayis1 BF1 lokusunda (2.52) belirlenirken, en yiiksek
SMHCCI1 (6.25) lokusunda hesaplkanmistir. Ortalama Na ve Ne sayilar1 sirasiyla 8.20
ve 4.66 olarak hesaplanmistir. Noduz keg¢ilerinde Ho degerleri 0.44 (BM1258) ile 0.95
(DYMS1) araliginda degisirken, he degerleri 0.60 (BM1258) ile 0.86 SMHCCI1
arasinda degigmistir. Ortalama Ho ve He ve Fis degerleri sirasiyla 0.68, 0.74 ve 0.09
olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.8. Norduz kegilerinde elde edilen temel genetik gesitlilik parametreleri

Lokus n AG Na Ne Ho He Fis
BF1 20 168-180 6 2.52 0.55 0.62 0.09
BM1818 20 250-270 11 5.67 0.65 0.84 0.21
BM1258 18 106-120 6 4.36 0.44 0.60 0.30
SMHCC1 20 177-199 10 6.25 0.80 0.86 0.05
DYMS1 20 185-205 8 4.52 0.95 0.79 -0.22
Ortalama 820+ 466+ 068+ 074 .o
+ St. Sap. 2.28 1.44 0.20 0.12

Na: allel sayisi; Ne etkili allel sayisi; Ho: gozlenen heterozigotluk; He; beklenen heterozigotluk;
Fis: akrabal1 yetistirme katsayis1

Norduz kecilerinde MHC bagli bes lokus icin elde edilen ortalama Na degeri
(8.20) Guang-Xin vd. (2015) tarafindan Chuanzhong (6.00), Enshi (5.50), Hechuan
(4.75), Jining Qing (5.00), Tibetan (6.00) ve Yichang (5.75) kecilerinde bildirilen
degerlerden yiiksek iken ayni ¢aligmada Jianyang big ear (11.50) ve Meigu (10.50)
irklarinda bildirilenlerden diisiik olmustur. Ayn1 sekilde Salles vd. (2011) tarafindan alti
farkli kegi 1rkinda bildirilen degerlerden de (9.20-14.50 ) diisiik olmustur. NRD 1rkinda
elde edilen ortalama Na degeri Kil, HNM ve KBK 1rklarinda elde edilen degerler ile
benzerlik gostermektedir. NRD 1rkinda elde edilen ortalama Ho degeri (0.68) Salles vd.
(2011) tarafindan alt1 farkli kegi 1rkinda elde edilen degerlerden (0.48-0.57 ), Guang-
Xin vd. (2015) tarafindan 10 Cin kegi populasyonunda elde edilen degerden (0.25-0.54)
yiiksek olmustur.

NRD keci populasyonunda elde edilen temel genetik cesitlilik parametreleri
diger yerli populasyonlarimizdaki benzer olarak yiiksek genetik cesitlilige isaret
etmektedir. NRD populasyonunda diger yerli populasyonlarimiza gére Ho degerinin
daha diisiik ¢ikmasinin altinda populasyon biiyiikliigii oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii
NRD 1rkinda populasyon biiyiikliigii diger kegi irklarmiza gore daha diisiiktiir ve daha
smnirli bir alanda yetistirilmektedir. Yerli ke¢i genotiplerimizde literatiirde bildirilen
diger keg¢i wrklarina gore genetik cesitliligin daha yiiksek olmasinin altinda birkac¢ neden
olabilir. Bunlardan ilkinin iilkemizin evciltme bolgesinde i¢inde yer almaktadir. MHC
bagli genler immiin sistemle yakindan iliskilidir. Tiirkiye yerli keci irklar1 binlerce
yildir yetistirildigi bolgelerde ¢ok sayida hastalifa karsi direng gelistirmis oldukca
dayanikli 1irklardir. Bu nedenle MHC genlerinde genetik varyasyonun yiiksek
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bir diger neden ise yerli rklarimiz {izerinde sistemli ve
uzun siireli bir seleksiyon islemi uygulanmamasi olabilir. Seleksiyon isleminde
seleksiyon kriterlerine bagli olarak belli gen ya da genlerin frekanslar1 artarken genel
olarak genetik varyasyon azalmaktadir.

Bu calismada NRD irkinda BMI1818 lokusu (0.20) disinda c¢alisilan bes
mikrosatellit lokus i¢in elde edilen null allel frekanslar1 tim populasyonlarda 0.20 ‘nin
altindadir. Mahammi ve ark. (2016)’na gore null allel frekanslar1 0.20’nin altinda ise
null allellerin etkisi 6nemsiz diizeylerdedir. NRD populasyonunda BM 1818 lokusu i¢in
cikan yiiksek akrabalik katsayisinin (Fis=0.21) nedeni null alleller olabilir. Diger
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populasyonlarda ve lokuslarda ise null allel etkileri goz ardi1 edilebilir. Son olarak NRD
populasyonunda genetik cesitliligin diisiik olmasmin nedeni bu c¢alismadaki 6rnek
sayisinin diger populasyonlara gore diisiik olmasi olabilir. Ornek sayisinin az olmasi
yanlig 6rneklemeye bagl olarak hata yapma payini artirmaktadir.

4.4.2. Cahisilan populasyon arasi genetik farkhilasma

Molekiiler calismalar ile populasyonlar arast genetik farklilagsmay1
degerlendirmede farkli parametreler kullanilabilir. Bu g¢alismada populasyonlar arasi
genetik farklilagsma ikiserli Fst, molekiiler varyans analizi ve ozgiin alleller ile
degerlendirilmistir.

44.2.1. ikiserli Fst degerleri

Ikiserli Fst degeri populasyonlar: ikiserli olarak karsilatirarak populasyonlar
arasindaki genetik farklilasmay1 veren bir deger olarak tanimlanmaktadir. Bu ¢alismada
elde edilen ikiserli Fst degerleri Cizelge 4.9°da verilmistir. Gergeklestirilen ¢calismada
en diistik ikiserli Fst degeri (0.01) Kil ile KBK arasinda ve KBK ile HNM arasinda elde
edilmistir. En yiiksek ikiserli Fst degeri (0.19) HNM ile NRD ve KBK ile NRD
arasinda elde edilmigtir. NRD ile diger {i¢ populasyon arasindaki genetik farklilagsma
istatistiki olarak onemli bulunurken Kil, HNM ve KBK populasyonlar1 arasindaki
genetik farklilasma 6nemli olmamustir.

Cizelge 4.9. Keci populasyonlari arasinda elde edilen ikiserli Fst degerleri

KIL HNM KBK NRD
KiL 10.00

HNM [ 0.02 0.00

KBK 10.01 0.01 0.00

NRD |0.17* 019 0.19* 0.0
*p<0.05

Guang-Xin vd. (2015) tarafindan 10 Cin yerel ke¢i 1irkinda elde edilen ikiserli
Fst degerleri 0.02 ile 0.36 arasinda degismektedir. Bizim dort yerli genotipte elde
ettigimiz degerler ¢ogunlukla daha diistiktiir. KIL, HNM ve KBK arasinda genetik
farklilasma neredeyse yok denenecek diizeydedir. Kegcilerin yetistirme ge¢misleri
diisiiniildiiglinde bu sonugclar sasirtici degildir. KIL, KBK ve HNM ayni1 cografi bolgede
yiizlerce yildir bir arada yetistirilmektedir. Bu nedenle bu genotipler arasinda gen
aligverisi oldukca dogaldir. NRD kegileri ise bu li¢ ke¢i genotipinden ¢ok uzak bir
bolgede, Van ili ve civarinda yetistirilmektedir ve aralarinda gen aligverisi yoktur.
Kapal1 yetistirilen populasyonlarda genetik farklilagmanin artmasi beklenilen bir
durumdur.

4.4.2.2. Molekiiler varyans analizi (AMOVA)

Molekiiler varyans analizi normal varyans analizinin (ANOVA) molekiiler
verilere uyarlanmis halidir. Populasyonlardaki genetik varyasyonun kaynaginin
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belirlenmesinde oldukga bilgi vericidir. Yapilan ¢alismada AMOVA analizi sonucunda
elde edilen degerler Cizelge 4.10°da gosterilmistir.

Cizelge 4.10. AMOVA analizi sonuglari

Varyasyon Kaynagi | Serbestlik Derecesi Kareler Toplami Varyans (%)
Populasyonlar Arasi 3 28.07 8.62*
Populasyonlar I¢i
Bpireylzr Arasf 108 164.00 1.25
Bireyler i¢i 112 165.50 90.14*
Toplam 223 357.57 100
*p < 0.05

AMOVA analizi sonuglarma gore genetik varyasyonun %8.62’sinin
populasyonlar arasindaki farkliliklardan, %1.25’inin populasyonlardaki bireylerden,
%90.14’linlin ise tim populasyonlar1 olusturan bireyler aras1 farkliliklardan
kaynaklandig1 anlasilmistir. Ozetle populasyonlar1 olusturan bireylerin kendi igindeki
farkliliklar yok denecek kadar azdir. Mevcut genetik varyasyon populasyonlar arasindan
ve bu populasyonlari olusturan bireyler arasindaki farkliliktan kaynaklanmaktadir. Bu
degerleri ikiserli Fst dgerleri ile birlikte degerlendirdigimiz zaman, mevcut farkliligin
ozellikle NRD populasyonunun diger ii¢ populasyon ile arasindaki farkliliktan
kaynaklandigini sdyleyebiliriz.

4.4.2.3. Cahisilan populasyonlarda tespit edilen 6zgiin allel sayilar:

Populasyonlar aras1 genetik farklilasmay1 degerlendirebilecegimiz bir diger
parametre Ozgiin allellerdir. Ozgiin allel yalnizca bir populasyonda bulunan diger
populasyonlarda bulunmayan allellerdir. Populasyonlar arasi go¢ varsa 6zgiin alleller
azalmaktadir. Eger populasyonlar kapali olarak yetistiriliyorsa 6zgiin allellerin artmasi
beklenmektedir. Gergeklestirilen yiiksek lisans tezinde dort farkli populasyonda bes
lokus i¢in 10 adet 6zgiin allel elde edilmis ve bunlar Cizelge 4.11°de gdsterilmistir.
Cizelge incelendiginde NRD irkindan 9 adet 6zgiin allel ve HNM 1rkindan sadece 1 adet
Ozgiin allel elde edildigi goriilmektedir. Bu alleller gergekten 6zgiin allel olabilecegi
gibi okuma hatalar1 kaynakli da olabilir. NRD 1rkinda elde edilen yliksek 6zgiin allel
sayis1 ve frekansi ikiserli Fst ve AMOVA analizi sonuglarini desteklemektedir. KIL ve
KBK kegileri arasinda ge¢miste yogun bir gen akist oldugu bu durumun genetik
farklilasmay1 ve dolayisiyla 6zgiin allel tespit edilememistir. NRD 1rki ise diger
populasyonlardan oldukca farkli bir cografi bolgede yetistirilmesi sonucu genetik olarak
farklilasmustir.
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Cizelge 4.11. Dort farli kegi genotipinde tespit edilen 6zgiin alleller

Lokus Allel (b¢) Allel Frekansi Populasyon

170 0.08 NRD

174 0.13 NRD

BF1 176 0.60 NRD
178 0.10 NRD

180 0.08 NRD

BM1818 246 0.11 HNM
118 0.14 NRD

BM1258 120 0.14 NRD
193 0.25 NRD

DYMS1 195 0.20 NRD

4.4.3. Calisilan populasyon arasi filogenetik iliski

Calisilan kegi populasyonlari arasindaki filogenetik iliskiyi incelemek i¢in Nei
(1978)’nin minimum mesafe matrisi kullanilarak genetik benzerlik ve mesafe degerleri
hesaplanmistir. Genetik mesafe degerlerinden yararlanarak (Unweighted Pair-Group
Method) dendogrami olusturulmustur. Genetik mesafe ve benzerlik degerleri Cizelge
4.12°de, UPGMA dendogrami Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Yiirtitiilen yiiksek lisans tezinden en yiliksek genetik mesafe degeri (1.19) KBK
ile NRD populasyonlar1 arasinda elde edilirken, en yiiksek genetik benzerlik degeri
(0.87) KIL ve KBK populasyonlari arasinda elde edilmistir.

Cizelge 4.12. Calisilan populasyonlarda Nei'nin (1978) genetik uzaklik ve benzerlik
degerleri

KIL HNM KBK NRD
KIL folakola 0.84 0.87 0.34
HNM 0.16 falakolad 0.86 0.33
KBK 0.13 0.13 falalalel 0.30
NRD | 1.06* 1.09* 1.19* folalela

*p < 0.05; Genetik mesafe degerleri (kosegen alt1), genetik benzerlik degerleri (kosegen
iistii)

Nei (1978)’nin genetik benzerlik degerlerinden olusturulan UPGMA
dendogramina gore KIL, KBK ve HNM bir grupta yer alirken NRD 1rki bunlardan
farkl bir grupta yer almistir. Bu ¢alismada KIL ve KBK 1rklart HNM 1rkina gore biraz

daha yakin goziikmekle beraber bu ii¢ ke¢i genotipi arasindaki fark istatistiki agidan
onemli degildir.
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Sekil 4. 9. Calisilan populasyonlarda UPGMA dendogrami

Keci populasyonlart arasindaki filogenetik iliskinin ii¢ boyutlu diizlemde
gosterildigi FCA analizi sonuglart Sekil 4.10°da verilmistir. UPGMA dendogrami ile
benzer olarak FCA analizi sonuglarma gére NRD 1irki diger ii¢ irktan ayri bir yerde
kiimelenirken, KBK, KIL ve HNM kecileri arasinda gegisler oldugu goriilmektedir.
KBK ve KIL kegilerinin HNM kegilerine gore daha yakin kiimelendigi goriillmektedir.

Aone 21800 %

Sekil 4.10. Calisilan populasyonlarda FCA analizi

Bayesian temelinde kiimeleme yaklasimi olan Structure analiznden Once en iyi
K degeri (en uygun kiime ya da grup sayisi) Evanno vd (2005) tarafindan gelistirilen
web tabanli STRUCTURE HARVESTER (Earl ve Vonholdt 2012) programi
kullanilarak belirlenmistir. Programda yapilan analiz sonuglarina gére en yiliksek AK
degerinin 3 (K=3) oldugu gorilmiistir (Sekil 4.11 ve Cizelge 4.13). Yani caligilan
populasyonlar arasindaki filogenetik iliski en dogru olarak bu dort populasyon ii¢ gruba
ayrildiginda agiklanmaktadir.
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DeltakK = mean(|L"(K)|) [/ sd{L{K))

Delta K

Sekil 4.11. Structure Harvester programinda elde edilen AK degerleri

Cizelge 4.13. Strucure Harvester’da elde edilen K degerleri

K Reps  Mean LnP(K) Stdev LnP(K) Ln'(K) ILn"(K)| Delta K
2 100 -2617.895000 5.068926 — — —
3100 -2530.851000 1.852026 87.044000 88.638000  47.860028
4100 -2532 445000 9.728458 -1.594000 16.682000 1.714763
5 100 -2550.721000 14.190147 -18.276000 — —

(sar1 satir en uygun K degeri)

En iyi K degerinin belirlenmesinden sonra Structure analizinden elde edilen
sonuglar edilmesinde web tabanli CLUMPAK (Kopelman vd. 2015) uygulamasi
kullanilarak kiimeleme analizi goriintiisii olusturulmustur (Sekil 4.12).

K=2

K=3

& £ & £

Sekil 4.12. Calisilan keci populasyonlarinda Structure kiimeleme analizi goriintiisii
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Structure analizi sonuglarina goére dort populasyon iki kiimeye ayrildiginda
(K=2) KIL, HNM ve KBK populasyonlar1 bir kiimede yer alirken NRD diger kiimede
yer almaktadir. En iyi K degerinde (K=3) NRD irki diger ii¢ irktan tamamen ayrilirken,
KIL, KBK ve HNM 1rklar1 arasinda halen gen gegisleri goriilmektedir.

Calismada elde edilen ikiserli Fst, genetik benzerlik degerleri, UPGMA
dendogrami, FCA ve Structure analizi sonuglar1 bir arada degerlendirildiginde KIL ve
KBK kegileri arasinda bazi morfolojik farkliliklar olmasina ragmen genetik olarak
farklilik olmadigir goriilmektedir. HNM 1rkinin Kil kegilerine gore oldukca farkli
morfolojik 6zellikleri olmasina ve farkli bir irk olarak kabul edilmesine ragmen c¢alisilan
genler bakimindan net bir ayrim goriilmemistir. Korkmaz Agaoglu ve Ertugrul (2011)
20 mikrosatellit lokusla yaptiklar1 ¢alismada HNM ve KIL ve NRD kegileri arasinda,
Bulut vd. (2016) 11 mikrosatellit lokusla HNM ve KIL kegileri arasinda net bir ayrim
saglayamamistir. Bu calismalara benzer olarak HNM ve KIL kecileri arasinda net bir
ayrim elde edilememesine ragmen NRD kecileri cografi lokasyonlari, yetistirilme
gecmisleri ve kokenleri ile uyumlu olarak ayr1 bir kiimede yer almistir. Bu durum MHC
bagli genlerin diger otozomal lokuslara gore filogenetik iligskinin aydinlatilmasinda daha
kullanish oldugunu gostermektedir.
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5. SONUCLAR

Gergeklestirilen yiiksek lisans tezinde Antalya ilinde yetistiriciligi yapilan KIL,
HNM ve KBK kegileri ile Van ilinde yetistirilen NRD kecilerinde MHC’ne bagli genler
kullanilarak tiiberkiiloz hastaligina direng, 1s1ya tolerans ve genetik ¢esitlilik durumlari
aragtirtlmistir.  Arastirmadan elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde
belirtilmistir.

1-) Yiiritiilen yiiksek lisans tezinde tiiberkiiloza direngle iliskili oldugu daha onceki
calismalarda raporlanan MHC smif II DRB geninde Pstl (pp genotipi) ve Tagl (Tt
genotipi) polimorfizmleri Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan dort farkli ke¢i genotipinde
degisen frekanslarda gosterilmistir. Bu sonuglar yerli kegi irklarimizda ileride
tiilberkiiloza diren¢ ic¢in uygulanabilecek MAS c¢alismalar icin MHC smif II DRB
geninde Pstl ve Tagl polimorfizmlerinin olduk¢a kullanisli oldugunu gostermekte ve
birlikte kullanilabilecegine isaret etmektedir. Ayrica ilgili gen i¢in tiiberkiiloza direng
genotipleri olan pp ve Tt genotipinin frekanslar1 KBK kecilerinde diger irklara oranla
yiiksek frekanslarda tespit edilmistir. Bu durum sadece irklarin degil irki olusturan tip
ya da varyetelerinde genetik cesitlilige yaptigi katkinin 6nemli oldugunun gostermekte
ve korunma gerekliligi agisindan 6nemini vurgulamaktadir.

2-) Calisilan dort farkli kegi populasyonlarinda 1siya tolerans ile iliskili MHC sif II
DRB geninde BsaHI polimorfizmi (AA 1siya tolerans igin direng genotipi) yiiksek
frekanslarda gosterilirken, Alul polimorfizmi (GG, GC ve CC isiya tolerans igin direng
genotipleri) belirlenememistir. BsaHI polimorfizminin yerli kegi genotiplerinde i1siya
tolerans igin yapilacak MAS c¢alismalarinda kullanilabilecegi anlagilmistir. Bununla
birlikte MHC smif II DRB bolgesinin Alul restiksiyon enzimi agisindan polimorfik
oldugu belirlenmis ancak 1s1ya tolerans igin direng genotipleri tespit edilmistir. Calisilan
keci populasyonlarinda polimorfik bu bdlgelerin termo-fizyolojik ozellikler ile iliski
analizlerinin ¢alisilmasinin faydali olacag: diisiiniilmektedir. Eger polimorfik bolgelerin
termo-tizyolojik ozellikler ile iliskisi tespit edilirse bu gen bdolgesi 1siya tolerans i¢in
yapilacak MAS calismalarinda kullanilabilir.

3-) Calisilan kegi genotiplerinde MHC bagli bes farkli mikrosatellit lokus i¢in elde
edilen genetik ¢esitlilik parametreleri, populasyonlarda yiiksek genetik ¢esitlik
olduguna, ayrica akrabalik seviyelerinin yok denecek kadar az olduguna isaret
etmektedir. Bu sonuglar yerli keg¢i irklarimizin gelecegi acisindan olduk¢a umut
vericidir. Elde edilen veriler 1s18inda calisilan populasyonlarda MHC gen bolgesinde
belirlenen yiliksek genetik cesitlilik hastaliklara direng, 1siya tolerans gibi adaptif
Ozellikler bakimindan ileride degismesi muhtemel ¢evre kosullarinda yapilacak islah
caligmalari i¢in biiylik potansiyel oldugunu gostermektedir.

4-) Yiriitiilen ylksek lisans tezinde dort farkli ke¢i genotipinde MHC bagli bes
mikrosatellit lokusta elde edilen ikiserli Fst, genetik benzerlik degerleri, UPGMA
dendogrami, FCA ve Structure analizi sonuglar1 Kil ve KBK kegilerinin genetik olarak
farkli olmadigini ortaya koymustur. KBK kecileri Kil kecilerinden bazi fenotipik
ozellikleri (kulak biiyiikliigii) ile ayrilsa da Kil kecilerinden genetik olarak farkli
degillerdir. HNM kegileri Kil kegilerinden biraz daha farklilagmis olmasina ragmen da
net bir ayrim s6z konusu degildir.

5-) Gergeklestirilen ¢alismada NRD kegileri daha dnce otozomal mikrosatellit lokuslar
ile yapilan c¢alismalarin aksine MHC bagl lokuslar ile diger keci irklarindan net olarak
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ayrilmistir.  MHC  baghi  lokuslarmirklar  arasindaki  filogenetik  iliskinin
aydinlatilmasinda kullanigh oldugunu gostermektedir. Ancak yakin irklar, alt tip ya da
varvete dilizeyinde filogenetik iligkinin aydinlatilmasinda uygun olmadigi, bu gibi
durumlarda galigilacak lokus sayisinin artirilmasinda ya da Yeni Nesil Sekans analizleri
gibi yiiksek yogunlukta veri elde edilen yontemler ile ¢alisilmasinin faydali olacagi
distiniilmektedir.
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8. EKLER

EK-1. BF1 lokusunda elde edilen allel frekanslari

Allel (bg) Kil Honamh Kabakulak Norduz
154 0.0000 0.0000 0.0167 0.0000
156 0.0323 0.0000 0.0167 0.0000
158 0.1613 0.0517 0.2333 0.0000
160 0.0484 0.0345 0.0667 0.0000
162 0.4516 0.5000 0.4500 0.0000
164 0.0161 0.0690 0.0500 0.0000
166 0.2903 0.3448 0.1333 0.0000
168 0.0000 0.0000 0.0333 0.0250
170 0.0000 0.0000 0.0000 0.0750
174 0.0000 0.0000 0.0000 0.1250
176 0.0000 0.0000 0.0000 0.6000
178 0.0000 0.0000 0.0000 0.1000
180 0.0000 0.0000 0.0000 0.0750
N 31 29 30 20
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EK-2. BM1818 lokusunda elde edilen allel frekanslari

Allel (bg) Kil Honamh Kabakulak Norduz
246 0.0000 0.1111 0.0000 0.0000
250 0.0000 0.0000 0.0333 0.0250
252 0.0469 0.0000 0.0333 0.0250
254 0.1250 0.1667 0.0333 0.0750
256 0.1250 0.0833 0.0500 0.0250
258 0.3750 0.1111 0.2333 0.0250
260 0.0469 0.1944 0.1500 0.3250
262 0.1406 0.0833 0.2333 0.1750
264 0.0156 0.0556 0.0667 0.0750
266 0.0781 0.1667 0.1000 0.1250
268 0.0469 0.0000 0.0333 0.0250
270 0.0000 0.0278 0.0333 0.1000

N 32 18 30 20
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EK-3. BM1258 lokusunda elde edilen allel frekanslari
Allel (bg) Kil Honamh Kabakulak Norduz
98 0.0000 0.0833 0.0517 0.0000
100 0.1452 0.3167 0.3103 0.0000
102 0.1452 0.1667 0.2759 0.0000
104 0.0968 0.0167 0.0345 0.0000
106 0.0645 0.0667 0.1207 0.0278
108 0.2903 0.1500 0.1207 0.6111
110 0.1290 0.1167 0.0345 0.0278
112 0.1129 0.0667 0.0517 0.0000
114 0.0161 0.0167 0.0000 0.0556
118 0.0000 0.0000 0.0000 0.1389
120 0.0000 0.0000 0.0000 0.1389
N 31 30 29 18
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EK-4. SMHCCL1 lokusunda elde edilen allel frekanslar1
Allel (b¢) Kil Honamh Kabakulak Norduz
175 0.0000 0.0167 0.0000 0.0000
177 0.0000 0.0167 0.0000 0.1000
179 0.0000 0.0333 0.0167 0.0750
181 0.0312 0.0500 0.0500 0.0000
183 0.0312 0.0000 0.1000 0.0000
185 0.2031 0.1667 0.1667 0.0250
187 0.1250 0.0667 0.0500 0.0250
189 0.2188 0.1000 0.2000 0.1750
191 0.2500 0.4167 0.2167 0.3000
193 0.1094 0.0167 0.1500 0.0750
195 0.0312 0.0833 0.0500 0.0750
197 0.0000 0.0000 0.0000 0.0250
199 0.0000 0.0333 0.0000 0.1000
N 32 30 30 20
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EK-5. DYMSL lokusunda elde edilen allel frekanslari
Allel (bg) Kil Honamh Kabakulak Norduz
175 0.0156 0.0000 0.0000 0.0000
177 0.0156 0.0000 0.0000 0.0000
179 0.0312 0.0500 0.0185 0.0000
181 0.0312 0.0500 0.0556 0.0000
183 0.0938 0.2000 0.2222 0.0000
185 0.1562 0.2333 0.2037 0.0250
187 0.0312 0.0167 0.0741 0.0750
189 0.0625 0.1667 0.1481 0.0750
191 0.3906 0.2167 0.2407 0.0250
193 0.0000 0.0000 0.0000 0.2500
195 0.0000 0.0000 0.0000 0.2000
199 0.0156 0.0000 0.0000 0.0000
201 0.0156 0.0000 0.0000 0.0000
203 0.1250 0.0667 0.0370 0.0250
205 0.0156 0.0000 0.0000 0.3250
N 32 30 27 20
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