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OZET

Yiksek Lisans Tezi

TEK TEK DAGLARI BOLGESINDE YETISTIRILEN iVESI KOYUNLARINDA
MITOKONDRIYAL ND1 (NADH DEHIDROGENAZ ALTUNITE 1) VE ND2 (NADH
DEHIDROGENAZ ALTUNITE 2) GENLERININ MOLEKULER GENETIK ANALIZI

Mahmut CANAN

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitust
Zootekni Anabilim Dah

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Selahaddin KIRAZ
Yil: 2021, Sayfa:40

Bu calismada, Sanlurfa yéresi Tek Tek daglarinda yetistirilen ve akrabalik iliskisi bulunmayan Ivesi
k1 koyunlarda mitokondriyal ND1 (NADH dehidrogenaz altiinite 1) ve ND2 (NADH dehidrogenaz
altiinite 2) genlerinde molekiiler analizler yapilmistir. ND1 ve ND2 proteinleri, NADH'den elektron
transferini katalize eden mitokondriyal membran solunum zinciri NADH dehidrogenazin (Kompleks
I) cekirdek alt birimleridir. ND1 proteini ND1 geni, ND2 proteini ND2 geni tarafindan kodlanir.
Koyunlarda mitokondriyal ND1 proteini (NP_008406) 318 amino asitten, ND2 proteini (NP_008407)
347 amino asitten olusmaktadir. Koyun ND1 geni 954 bp, ND2 geni 1041 bp uzunlugundadir (ND1
Gen ID: 808249, Lokasyon: 2745-3699; ND2 Gen ID: 808250, Lokasyon: 3910-4951). Koyunlardan
aliman kan orneklerinin DNA izolasyonu, genomik DNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmustir.
Yapilan PCR ¢alismalarinda ND1 ve ND2 genlerinde sirasiyla, 512 bp ve 931 bp uzunlugundaki
Urunler elde edilmistir. Mitokondriyal ND1 ve ND2 geninde DNA sekans analizi yapilmigtir. DNA
dizi analizine gore, Ivesi koyun irkinda ND1 ve ND2 genlerinin polimorfik oldugu ve bu gen tzerinde
sirasiyla; G474A, G687A ve T273C, C519T, C558T mutasyonlart tespit edilmistir. Koyun
mitokondriyal ND1 ve ND2 protein modellleri incelendiginde, mutasyonlarin (silent) proteinin yapisi
ve Ozelliginde O6nemli degisimlere neden olmadigi tespit edilmistir. Koyunlarda ilgili genomik

bolgelere yonelik ¢aligmalarda mutasyonlarin arastirilmasinin yararh olacagi diisiiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: ivesi, mtDNA, ND1, ND2, gen



ABSTRACT

MSc Thesis

MOLECULAR GENETIC ANALYSIS OF MITOCHONDRIAL ND1 (NADH
DEHYDROGENASE SUBUNITE 1) AND ND2 (NADH DEHYDROGENASE SUBUNITE 2)
GENES OF AWASSI SHEEP IN TEK TEK MOUNTAINS REGION

Mahmut CANAN

Harran University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Animal Science

Supervisor :Assist. Prof. Dr. Selahaddin KIRAZ
Year: 2021, Page:40

In this study, molecular analyzes of mitochondrial ND1 (NADH dehydrogenase subunit 1) and ND2
(NADH dehydrogenase subunit 2) genes were performed in Awassi sheep bred in Tek Tek mountains
of Sanlwurfa region. The ND1 and ND2 proteins are core subunits of the mitochondrial membrane
respiratory chain NADH dehydrogenase (Complex 1), which catalyzes electron transfer from NADH.
The ND1 protein is encoded by the ND1 gene, and the ND2 protein is encoded by the ND2 gene. In
sheep, mitochondrial ND1 protein (NP_008406) consists of 318 amino acids, ND2 protein
(NP_008407) consists of 347 amino acids. The sheep ND1 gene is 954 bp and the ND2 gene is 1041
bp long (ND1 Gen ID: 808249, Location: 2745-3699; ND2 Gen ID: 808250, Location: 3910-4951).
DNA isolation of blood samples from sheep was performed using a genomic DNA isolation kit. In the
PCR studies, 512 bp and 931 bp long products were obtained in the ND1 and ND2 genes,
respectively. DNA sequence analysis was performed in the mitochondrial ND1 and ND2 gene.
According to DNA sequence analysis, ND1 and ND2 genes are polymorphic in Awassi sheep breed
and on this gene, respectively; G474A, G687A and T273C, C519T, C558T mutations have been
detected. When sheep mitochondrial ND1 and ND2 protein models were examined, it was determined
that mutations (silent) did not cause significant changes in the structure and properties of the protein.
It is thought that it would be useful to investigate mutations in studies on relevant genomic regions in

sheep.

KEY WORDS: Awassi, mtDNA, ND1, ND2, gene
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1. GIRIS

Hayvanlari 10 bin y1l 6ncesinden giiniimiize insanlar tarafindan farkli amaclar
icin evcillestirilmeye baglandigi andan itibaren, ¢iftlik hayvanlarinin farkli gevre
kosullar1 altinda yetistirilmesi sonucu degisen c¢evre kosullarina adaptasyon
saglayabilme yetenekleri gelismistir. Adaptasyon ile birlikte, mutasyon, gen gocii,
damizlik se¢imi gibi siirecler yerel populasyonlarda biiyiik dl¢iide genetik ¢esitliligi
meydana getirmistir. (Groeneveld ve ark., 2010). Ancak 200 yili agkin bir siiredir
yetistiricilerin damizlikta kullanacaklar1 hayvanlar1 benzer 6zelliklere gore se¢gmesi
belirgin 1irklarin olusumuna yol ac¢mustir. Ciftlik hayvanlarinda verimliligin
arttirllmasi amaciyla uygulanan seleksiyon ¢aligmalari, kantitatif genetikte uygulanan
metotlarin pratige aktarilmasiyla birlikte hiz kazanmistir (Ajmone-Marsan ve the
GLOBBALDIV Consortium, 2010).

Gilintimiizde ¢ogu ¢iftlik hayvan tiirleri ve bu tiirler i¢indeki birgok 1rk yogun
melezleme uygulamasina ve entansif yetistiricilige maruz kalmaktadir. Gelismis
iilkelerde yetistirildikleri ¢evre sartlarina adaptasyon saglamis, hastaliklara direngli
yerel wrklar yerine ticari irklarin yetistiriciligi yapilmaktadir (Perera ve ark., 2005).
Benzer uygulamalar Tiirkiye’de de goriilmektedir. Nitekim ticari kaygilardan dolay1
yabanci irklarin tercih edilmesi, kontrolsiiz yapilan giftlestirmeler, Tirkiye yerli
koyun 1rklarinin sayisinin giin gegtikge azalmasina ve bazi irklarin da yok olmasina

ve tehlike altina girmesine neden olmustur (Ertugrul ve ark., 2009).

Bilindigi tizere Tiirkiye son 50 yildir ¢iftlik hayvanlari genetik kaynaklarinda
onemli kayiplar yagamistir. Bundan dolay1 ¢evresel, ekonomik ve sosyal gelisimlerin
birgok farkli sektorde, farkli seviyelerde hayvanciliktaki verim yonlii artis1 zorunlu
hale getirmistir. Bu gelismelere neticesinde az masrafli fakat diisiik verime sahip
yerli wrklarin yerine daha yiiksek verimli ve az girdili wrklar tercih edilmeye
baslanmigtir. Yapilan bu irk degisimleri glinlimiizde hizla devam etmektedir ve farkl

tlrlerde yerli genotiplerin kaybedilmesiyle sonu¢lanmaktadir (Ertugrul ve ark. 2010).
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Tiirkiye'deki koyun varliginin da %93,9’u yerli koyun irklarimizdan
olugsmaktadir. Tiirkiye’deki yetistiriciligi yapilan toplam yerli koyun 1rklar1 arasinda
Oon siralarda olan Karaman koyun irklari, Akkaraman, Morkaraman ve Giiney
Karaman ile bunlarin melezleri olan tiplere ayrilmaktadir. Bunlar arasinda yer alan
Morkaraman 1rki, Akkaraman koyun irki popiilasyonundan sonra ikinci en biiyiik
grubu olusturmaktadir (Emsen, 1982; Soysal ve Ozkan, 2002; Aksakal ve ark.,
2009). Tiirkiye, koyun yetistiren iilkeler arasinda mevcut koyun varligi bakimmdan
onemli iilkelerden biri olsa da koyunculuk alaninda birim basina elde edilen verim
bakimindan diger iilkelerin gerisinde bulunmaktadir. Tiirkiye’de koyun yetistiriciligi
meraya dayali bir sistemle yapilmaktadir. Son yillarda meralarin bir¢ok farkli
amaglarla kullanilmasi ile birlikte, mera 1slah c¢aligmalarinin da yeterli seviyede
yapilmamasindan dolay1 meralardan yeteri kadar yararlanilamamaktadir. Yerli koyun
irklarimizda gesitli verim yoniinden genetik anlamda yapilan islah ¢alismalarinda
suana kadar et, siit, dol verimi ve yapagi yoniinden farkli tipler olusturulmaya

caligilsa da ¢evre kosullarina adaptasyonunda sorunlar yasanmaktadir (Akga, 2016).

Ulkemizde koyun yetistiriciligi, baska amagclar igin kullanilmayan dogal
meralarin ve yaylalarin, tarimsal olarak kullanilan arazilerin hasat sonrasi atiklarinin,
tarimsal olarak atil durumda olan arazilerin degerlendirilmesinde ve kullanilmasinda
hayvancilik acisindan Onemli bir yer tutmaktadir. Ayrica insanlarm besinsel
ithtiyaclarmin karsilanmasi, istihdam yaratmasi, ihracat gelirlerinin artirilmasi ve
endiistri hammadde ihtiyaglarinin karsilanmasi gibi daha bir¢cok alanda da tilke
ekonomisine onemli katkilar sunmaktadir. Galal, (2005) tarafindan bildirildigine
gore diinyada 1314 koyun k1 mevcuttur. Bu irklardan Akkaraman, Daglig, Ivesi ve
Morkaraman sirasiyla %47, %16, %1,6 ve %20 olmak iizere Tiirkiye’deki yagh
kuyruklu koyun irklar igerisinde yer almaktadir. Bunun disinda Imroz, Karakaya,
Kivircik ve Sakiz irki koyunlarimiz ise ince kuyruklu koyun irklarimiz arasinda yer

almaktadir (Vural ve ark., 2014).

Tirkiye iklimi, topografyasi ve bitki ortiisii koyun yetistiriciligi agisindan
oldukga elverisli bir iilkedir. Ulkemizde farkli cevresel sartlara uyum saglamis birgok

yerli koyun 1rki ve tipi bulunmaktadir. Bu avantajlar nedeniyle ¢iftlik hayvanlar
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arasinda koyun tiirii, ekonomik ve 6nemli bir genetik kaynak olma agisindan iilkemiz

icin bilyiik bir potansiyel barindirir (Karaca ve Cemal, 1998).

1.1. Koyun Taksonomisi ve Evcillestirilmesi

Koyunlarin siniflandirilmasinda farkli yaklasimlar s6z konusu olmakla birlikte
yeni bir smiflandirma da yaban koyunun sahip oldugu kromozom sayisi ve cografi
dagilimina goére yapilan siniflandirmadir. Nadler ve ark., (1973) koyunlart Muflon,
Urial, Argali, Amphiberingian dall, Bighorn ve Snow olmak iizere farkli gruplara
ayirmistir.  Bunlardan  Snowlar  (Ovis nivicol) 2n=52, Muflonlar (Ovis
musimon/orientalis), Bighorn (Ovis canadensis) ve Amphiberingian dall (Ovis dalli)
2n=54, Argali (Ovis ammon) 2n=56 ve Urial (Ovis vignei) ise 2n=58 kromozoma
sahiptirler. Evcil koyun ve keciler, yapilan siniflandirma ve molekiiler genetik
arastirmalart  neticesinde artiodactyla simifindan Bovidae ailesi igerisinde
bulunmaktadir (Gatesy ve ark., 1992). Koyunlarin (Ovis aries) ve kegilerin (Capra

hircus) hayvanlar alemindeki yeri Cizelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1. 1. Koyun ve Kegi Taksonomik Siniflandirmasi (NCBI, 2021)

Kingdom (Alem) Hayvanlar
Animale
Phylum (Sube) Kordahlar (Sirt1 iplikliler)
Chordata
Subphylum (Alt Sube) Omurgahlar
Vertebrata
Clasis (Sinif) Memeliler
Mamalia
Ordo (Takim) Tirnakhlar
Ungulata
Subordo (Alt Takim) Cift Tirnakhlar
Avrtiodactyla
Gruppia (Grup) Gevis Getirenler
Ruminantia
Familia (Aile) Bos Boynuzlular
Cavinornia
Subfamilia (Alt aile) Koyun-Kegci Alt Familyasi
Ovinae/Caprinadae
Genus (Cins) Yabani ve Evcil Koyun-Keci
Ovis/Capra
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Insanlik tarihinde hayvan yetistirme, bitki yetistirmeden ¢ok once ortaya
cikmistir. Insanlar, baslangicta yabani hayvan siiriilerini barmnaklarda tutmus ve
onlar1 dogal diismanlarindan ve uygun olmayan iklim kosullarindan korumuslardir.
Daha sonra, ¢iftlestirilmelerde es secimlerini de yonlendirilerek evcillestirilme siireci

gelismistir.

Koyun tir ve alttiirlerinin evrimsel siiregte nasil olustuklari, nasil
evcillestirildikleri konusunda arkeolojik ve molekiiler caligsmalar siirdiirilmiis ve
caligmalar devam etmektedir. Insanlik tarihinin 13 000 yillik gegmisinde gelismeler
icerisindeki en Onemlisi hayvanlarin evcillestirilmesidir (Diamond, 2002). Diger
hayvanlara nazaran koyun ve kegilerin farkli sekilde bircok 6zellikleri nedeniyle
insanlik tarihinde olduk¢a 6nemli bir yere sahip oldugu bilinmektedir. Bulunduklari
her yere kolaylikla uyum saglayabilmeleri ve et, siit, yapagi ve deri gibi farkli
iriinlerin elde edilebildigi bu hayvanlar hem protein ihtiyacinin karsilanmasi hem de
gelir kaynag1 olarak beslenmektedir. “Evcillestirme” insanlik tarihinde bir doniim
noktast olarak goriilmekte ve yaklasitk 11000 yil 6ncesine kadar Neolitik ¢agda
Verimli Hilal ve ya Bereketli Hilal (Fertile Crescent) olarak bilinen bdlgelerde
basladig1 diisiiniilmektedir. Ayrica bu hayvanlar din, ekonomi, tarim ve kiiltiirel
anlamda da insanlik tarihinde ¢ok 6nemli rollere sahip olmustur (Zeder, 2008; Zeder
ve Hesse, 2000). Muflon, Argali ve Urial gibi yabani koyun gruplarinin ise modern
irklar olarak kabul edilen evcil koyun irklarinin atasi oldugu ve bir¢ok 1rk tizerinde
katkilarinin oldugu yapilan c¢alismalar ile tespit edilmistir (Zeuner, 1963; Ryder,
1984).

Tirkiye, her ciftlik hayvam c¢esitliligi konusunda zengin genotiplere sahiptir.
Bunlar igerisinde en ¢ok dikkat ¢eken ve islev goren grup ise koyun-kegi varligidir.
Fakat son yillarda bu genetik cesitliligin azalmasiyla beraber yerli genetik
kaynaklarin korunmasi onemli bir konuma gelmistir. Yerli gen kaynaklarimizin
korunmasi i¢in yapilan ¢alismalar neticesinde, biitiin siiriilerde kayit tutma, yetistirici
birliklerinin kurulmasi, irklara ait genetik bilgilerin elde edilmesi ve buna bagh
olarak seleksiyon caligmalar1 amaciyla verim ydnleri belirlenmelidir. Yapilacak
caligmalar ile seleksiyon kriterleri belirlenmeli ve bu konuda daha fazla ¢alismanin

yapilmasi elzemdir (Soysal ve ark., 2003a). Yerli irklardaki genetik calismalar

4
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neticesinde, 1rk i¢i ve irklar arasi farkliliklarin tespit edilmesiyle beraber bu irklarin
genetik yapilar1 belirlenerek bu siirecin daha verimli yonetilmesi, basarili olunmasi

icin bir zorunluluktur (Soysal ve ark., 2003b).

1.2. Ivesi Koyunu

Ivesi, Dagli¢ ve Karaman koyun 1rklar1 yagh kuyruklu koyunlarimiz igerisinde
en 6nemli olanlaridir. Ivesi koyun wrkinin yayilma alam ve anavatami olarak bilinen
Firat ve Dicle nehirlerinin arasinda kalmis bolge yani bereketli hilal olarak bilinen
Mezopotamya Bélgesinde olan Sanlurfa, Gaziantep, Hatay ve Mardin illerinde Ivesi
koyunu yetistiricili§i yapilmaktadir. Ivesi koyunlar, yurdumuzun Suriye smiri
boyunca ¢ol gibi algak ve kurak ovalarda yetistiriciligi yapilmaktadir. ivesi koyunlari
yabanci kaynaklarda adi Awassi olarak ge¢mektedir. Awassi, Israil ve ona komsu
olan Kuzey Afrika ile Arap iilkelerinde yetistirilmekte olup her yil bu koyunlarin
yayilma alan1 daha da ¢ogalmaktadir (Sénmez, 1974). Ivesi koyun ki farkli iklim,
bitki Ortiistine ve her bolgeye adapte olmasina ragmen bazi bolgelerimizde koyun 1rki
olarak ince kuyruklu tercih edilmekte bunun nedeni ise bdlgedeki insanlarin et
kalitesi yoniinden aliskin olmadiklarindan dolay: Ivesi koyun irk1 yetistiriciligi tercih
edilmemektedir. Ivesi ki koyunlarmin bas kismu kirli saridan kahverengine veya
siyah renkli olup, viicutlar1 kahve renkli, yapagilar1 kirli ve yagli kuyrukludurlar.
Kuyruk yapilari; yuvarlak, uc kisimlart yukart dogru kivrimli bir sekil alarak oyukluk
meydana getirir ve oyuklugun bittigi kisimda yagli bir kuyruk ile tek bir parca
seklinde goriilmektedir. Ayak yapilar1 ise genelin viicutla ayni renkte olup diz ve

toynak tstiinde belirgin bir sekilde kahverengindedir (Sonmez, 1974).

Ivesi koyunlarinda ergin canli agirhik disilerde 35-45 kg, erkeklerde ise 55-60
kg gelmektedirler. Yasi biiylik veya sagimi uzun yillar devam eden ivesi koyunlarin
etinde bulunan kas lifleri kalin ve boylar1 uzundur. Et lifleri arasinda yag toplanmasi
azdir bundan dolay1 etleri ¢ok kaliteli sayilmaz. Ancak bolgede yagsiz et tercih
edildiginde ivesi yetistiriciligi on plana ¢ikmaktadir (Sénmez, 1974). Onemli bir
yerli koyun rkimiz olan Ivesi koyunlar1 daha ¢ok Giineydogu Anadolu Bélgesi’nde
yetistirilmektedir. Ivesi ik koyunlarda adaptasyon yeteneginin oldukca yiiksek

olmas1 nedeniyle Amerika Birlesik Devletleri, Yeni Zelanda, Ispanya, Israil,

5
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Ortadogu Ulkeleri, Ingiltere, Avustralya ve Afrika iilkelerinde saf itk calismalarinda
ve melezleme calismalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu calismalar
igerisindeki en 1yi Orneklerden biri 1940 yilinda Tiirkiye ve Ortadogu iilkelerinden
Israil’e ithal edilen Ivesi koyunlarmin yapilan ¢aligmalara neticesinde bir laktasyonda
yaklasik 300-500 litre civarinda siit verebilen siiriilerin elde edilmesidir (Gootwine
and Pollott, 2000, Fuente ve ark. 2006). Sanlurfa ilinde koyun yetistiriciligi aile
isletmeleri seklinde olup, bolgede yetistirilen koyunlar iklimin durumuna gore
merada geceleyerek sabahlar1 sagim ve kuzularin beslenmesi igin isletmeye
getirilirler. Sagilan ve dinlenen koyunlar tekrar meraya ¢ikarilirlar. iklimin ve mera
vejetasyonunun uygun oldugu Mart-Nisan baslangici donemleri ile vejetasyonun
yetersiz bulundugu Eyliil aymna kadar ilave yem vermeksizin mera sartlarinda
yetistiricilik yapilmaktadir (Tatl, 2021). Ivesi koyunlarma ait bir goriintii Sekil

1.1.”de verilmistir.

Sekil 1. 1. ivesi Koyunu ve Kuzularina Ait Gériintii

1.3. Mitokondriyal DNA

Mitokondriyal DNA, populasyonlar arasi/i¢i genetik uzakliklarin hesaplanmasi
ve tlr orjinlerinin tespit edilmesi, populasyonlarin biyocografik dagilimlarinin
belirlenmesi, anneye ait kalittm modellerinin izlenmesi, populasyonlarda genetik
farkliliklarindan yararlanarak filogenetik iligkilerin belirlenebilmesi igin ¢alismalarda
belirte¢ gorevi gormektedir (Naderi ve ark., 2007).

Evcil koyun 1 cift cinsiyet kromozomu, 26 ¢ift otozomal kromozom olmak

lizere 2n=54 kromozoma ve ayrica mitokondri DNA’sina sahiptir. Tiim bu genetik
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materyaller koyunun genomunu olusturmaktadir. Okaryotlarda, niikleusta
kromozomlar halinde bulunan DNA’nin yaninda sitoplazmada bulunan
mitokondrilerde de halkasal ve ¢ift sarmal halde bulunmaktadir (Hiendleder ve ark.,
1998). Yapilan popiilasyon mtDNA genetik calismalarinda, popiilasyonlarin
benzerliklerini ve farkliliklarimi  kullanarak  filogenetik iliskilerin  ortaya
¢ikarilmasinda molekiiler belirteg olarak mtDNA’dan yararlanilmaktadir (Meadows
ve ark., 2007). Koyun ve kecilerde mtDNA, 16600 baz c¢ifti (bp) civarinda bir
uzunluga sahiptir. Koyun mitokondriyal genomu; kontrol bélgesi (D-loop), protein
kodlayabilen 13 bdlge (I, 11 ve 111 alt birimlerinden meydana gelen 3 farkli sitokrom
c oksidaz, 6 ve 8 altbirimlerinden olusan ATPaz kompleksi, 1, 2, 3, 4L, 4, 5 ve 6
altbirimlerinden olusan NADH dehidrogenaz grubu ve sitokrom b), 22 gesit tRNA
(60-75 bp) ve 16S rRNA ve 12S rRNA olmak lzere 2 ribozomal RNA bdlgesinden
olusmaktadir (Hiendleder ve ark., 1998). Omurgalilara ait mtDNA halkasal yapisina

ornek Sekil 1.2.’de verilmistir.

Filogenetik iligkilerin analizinde biyokimyasal veya morfolojik yodntemler,
geleneksel  yontemlerin  kullanilmasinin =~ yaninda  giiniimiizde = molekiiler
yontemlerinde kullanilmasi kaginilmazdir. Ayrica geleneksel yontemlerle elde edilen
veriler cogu zaman arastirmacilara gore farliliklar gosterebilmektedir. Bundan dolay1
geleneksel yontemlerin yaninda molekiler genetik yontemler de filogenetik
analizlerde yaygin bir sekilde kullanilmaya baglanmistir. DNA diizeyinde yapilan
caligmalarla, daha hizli ve daha gilivenilir sonuglar ile karsilagilmaktadir. DNA dizi
analizi yontemi ile varyasyon seklinin gozlenebilmesi, farkli arastirmadaki verilerin
karsilastirilabilmesi, DNA  sekanslarinin  yayinlanmasi ile elektronik veri
bankalarinda ~ depolanmasi,  sonuglarin  dogrulanmasi ~ ve  deneylerin

tekrarlanabilirligine olanak vermesi DNA dizi analizi ydnteminin avantajlarindandir.
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Sekil 1. 2. Omurgali mMtDNA Semasi (Stringfixer, 2021)
1.4. NADH Dehydrogenase (Ubiquinone) Activity GO:0008137

Mitokondriyal membran solunum zinciri NADH dehidrojenazin (Kompleks 1)
cekirdek alt biriminin, kataliz i¢in gereken minimum diizenege ait olduguna inanilir.
Kompleks I, elektronlarin NADH'den solunum zincirine transferinde iglev goriir.
Enzim i¢in ani elektron alicisinin ubiquinone olduguna inanilmaktadir (Benzerlige

gore) (Sekil 1.3. ve Sekil 1.4.).

Catalysis of the reaction: NADH + ubiquinone + 5 H(+)(in) <=> NAD(+) +
ubiquinol + 4 H(+)(out).

a ubiquinone H™(in) NADH a ubiquinol H™(out)

i I + Cg»-., & o1 ou,
e AN H Y 7 < @ P _ q:/ H
2 + 5 + f‘ o A = "N ‘ i + 4
éﬁi\)\ —*}) 4/:\1/:\5;\)?' < Y ey

Sekil 1. 3. Reaksiyon Kataliz Gosterimi (QuickGO, 2021)
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Sekil 1. 4. NADH dehydrogenase (ubiguinone) aktivitesi (QuickGO, 2021)
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Paiva ve ark. (2005), mtDNA kontrol boélgesinin (D-loop) bir kisminin (588
bp) analiziyle, Brezilya koyun irklar1 arasinda filogenetik iliskiyi arastirmislardir.
Aragtiricilar, 34 oOrnekte 18 haplotip tespit etmisleridir ve tiim irklarin ilgili
dizilerinde nukleotid farkliligini 0.011+£0.003 olarak hesaplamiglardir. Burada,
Brezilya koyun 1rklar1 arasinda agik bir filogenetik iliskinin bulunmadigini tespit

etmislerdir.

Tapio ve ark. (2006), yaptiklar1 c¢alismada, Evcil koyunlarda ii¢ farkli
mitokondriyal maternal soy (haplotip Grup A, B ve C) bulmustur. Grup B, 6ncelikle
Avrupa evcil koyunlarinda gézlenmistir. Avrupa yaban koyunu bu haplotip grubunu
tagir. Bu soruyu arastirmak i¢in, 48 1rk veya yerel gesitten 406 iligkisiz hayvanda
oldukg¢a degisken bir mitokondriyal DNA (mtDNA) segmenti sekans analizi
yapmuslardir. Kuzey Avrupa ve Balkanlar'dan giiney Sibirya'daki Altay Daglari'na
kadar uzanan genis bir alandan kdken aldiklari, ve 6rneklem, varsayilan Yakin Dogu
evcillestirme merkezine yakin bolgelerden koyun irklarmin temsili bir kesitini ve
daha uzak kuzey bolgelerinden gelen 1rklart icerdigi belirtilmistir. Kafkasya'da dort
(A, B, C ve D) oldukga farkli koyun soylari, Orta Asya'da 3 (A, B ve C) ve bolgeyi
de iceren Avrupa'nin dogu ucunda 2 (A ve B) gézlemlemislerdir. Soylar igindeki dizi
varyasyonu, A Grubu'nun ilk dnce genisledigini, ve bu grup sadece Kafkas ve Orta
Asya wklarinda en sik goriilen tip oldugu belirtilmistir. Grup B'nin Kafkas
koyunlarin1 igeren genislemesi, A Grubu'nun genislemesiyle hemen hemen aym
zamanda gerceklestigini ve Dogu Avrupa boélgesi i¢in B Grubu'nun genislemesi,
tahmin edilen en erken genislemeden yaklagik 3.000 yil sonra basladig
belirtilmistir.. Koyunlarin bagimsiz bir Avrupa evcillestirilmesi olas1 olmadigi, A
Grubu varyasyonun dagilimi ve diger sonuglar, Yakin Dogu'nun evcillestirme yeri
olmastyla uyumlu oldugu. C ve D gruplar1 daha sonra yerli bir stoka dahil edilmis
olabilecegi, ancak cografi kokenlerini anlamak i¢in daha biiylik drneklere ihtiyag

oldugu belirtilmistir.
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Uzun ve ark., (2006) yaptiklart ¢aligmada, Tirk koyun irklart arasindaki
genetik iligkiler, 30 mikrosatelit belirte¢ ile genetik analiz etmislerdir. Genetik
mesafelerin tahminine dayali filogenetik analizler, dendrogramda digerlerinden
acikca ayrilan Akkaraman, Morkaraman ve Tuj 1rklar i¢in en yakin iligkileri ortaya
cikardigi belirtilmis ve Faktoriyel Uyum Analizi sonuglariyla tamamen
dogrulamislardir. Populasyon parametrelerini veya bireyleri analiz ederek agiklanan
tim sonuglar, yagh kuyruklu grup ve digerleri arasinda net bir ayrim ortaya
cikardigi, niikleer DNA'ya dayanan bu sonuglar ile Tiirk yerli koyunlarinin genetik

Onemi tartigilmistir.

Ji ve ark., (2012) yaptiklar1 ¢alismada, hafif mtDNA mutasyonlari ile
popiilasyon polimorfizmleri arasindaki ayrim belirsiz ve her ikisi de homoplasmik
olabilecegini belirtmistir. Bu durumun korunan fonksiyonlari degistirecegini ve
hastalikla iligkili olacagini rapor etmislerdir. Bu belirsizligin olas1 bir agiklamasi,
aynt varyantin farkli baglamlarda farkli sonuglara sahip olabilecegi seklinde
aciklanmistir. NADH dehidrojenaz alt birim 1 (ND1) niikleotid 3394 T>C (Y30H)
varyanti ile boyle bir durumun oldugu, bu varyantin, Leber kalitsal optik noropati ile
iligkilendirilmistir ve Asya B4c ve F1 haplogroup arka planlarinda kompleks |
aktivitesini ve hiicresel solunumu %7 ila %28 arasinda azatlig1 belirtilmistir. Bununla
birlikte, ortak 3394T alelini barindiran B4c ve F1 mtDNA'lar arasindaki kompleks I
aktivitesi de %30 oraninda farklilik gosterdigi, Asya'da, 3394C varyanti en yaygin
olarak, diisiik irtifalarda nadir goriilen ancak yiikselme ile sikligi Tibet
mtDNA'larinin ortalama %25'ine kadar artan M9 haplogroup ile iliskili oldugu
bildirilmistir (olasilik oran1 = 23,7). Yiiksek irtifa Tibetli ve Hint popiilasyonlarinda,
3394C varyantt bes farkli makrohaplogrup M haplogrup arka planinda meydana
geldigi ve Tibet'te M9 arka planinda ve Hindistan Deccan Platosu'nda C4a4 arka
planinda yiiksek oranda oldugu ifade edilmistir(olasilik oran1 = 21,9). M9 arka
planinda mevcut oldugunda, 3394C varyanti, B4c ve F1 arka planlarinda 3394T
varyantina esit veya ondan daha yiiksek olan bir kompleks 1 aktivitesi ile iligkili
oldugu belirtilmistir. Bu nedenle, 3394C varyanti, haplogrubu ve ¢evresel baglamina

bagl olarak zararli veya faydali mutasyonlar olabilecegi aciklanmistir.
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Alvarez ve ark. (2013) yaptiklar1 calismada, Karayip kil koyunu, Bat1 Afrika
koyunu ve Kanarya Yiin koyun irklarini iceren 180 &rnekten olusan mtDNA D-loop
(displacement loop) bolgesi sekans analizi ile filogenetik iliski arastirmasi
yapmislardir. D-loop bolgesine ait 180 6rnekte 46 haplotip tespit etmisleridir.
Karayip kil koyunu ile Kanarya Yiin koyunlarimin tamami haplogrup B’de yer

alirken, Bat1 Afrika koyunun %91.8’1 haplogrup B de yer almistir.

Kusza ve ark. (2015), molekiler galigmalarda kullanilmak iizere Gyimesi
Racka'dan (2 fenotip) ve Turcana'dan (6 eckotip) kil kokleri toplanmislardir.
Mitokondriyal DNA'nin D-loop bdlgesinin 599 bp'lik bolimiinii dizilemislerdir.
Toplamda 42 haplotip tanimlanirken, her iki popiilasyonda 23 tane bulunmustur.
Popiilasyonlar, haplotip ve niikleotid c¢esitlilik indekslerine gore oldukca cesitli
oldugu tespit edilmistirr. AMOVA analizi, varyasyonun ¢ogunun popiilasyonlarda
(%98) gozlemlendigini ve bu da iki wrk arasinda zayif bir genetik yapi oldugunu
gostermistir. Hayvanlar fenotiplerine gore yedi gruba ayrilmis; ancak aralarindaki
genetik mesafelerin diisiik oldugu tespit etmislerdir. Mevcut kapsamli mtDNA
calismasi, Gyimesi Racka ve Turcana popiilasyonlari arasinda ¢ok diisiik diizeyde
genetik farklilasma oldugunu, dolayisiyla bunlarin fiili bir sinir 6tesi 1tk oldugunu

bildirmislerdir.

Liu ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada, Tibet koyun irklarinda mtDNA D-
loop bolgesi sekans bilgisi ile Tibet irkinin diger irklarla olan filogenetik iligkilerini
aragtirmiglardir. On bes farkli koyun popiilasyonundan 636 hayvanda, mitokondriyal
DNA D-loop bolgesi kullanilarak yapilan analizler sonucu 350 haplotip tespit
etmiglerdir. Dizilerin uzunlugunu 1031 ila 1259 bp arasinda olup, niikleotid cesitliligi
ve haplotip ¢esitliligi sirasiyla 0.019+0.001 ve 0.992+0.010 olarak bulmuslardir.
Niikleotid farkliliklarmin ortalama sayist 19.635 olarak, 350 haplotipin ortalama
nikleotid kompozisyonu ise, %32.961 A, %14.439 G, %22.892 C, %29.708 T,
%37.331 G+C ve %62.669 A+T olarak tespit etmislerdir. Filogenetik analiz
sonucunda, on bes Tibet koyun popiilasyonunda 636 hayvanda 6nceden tanimlanmis
dort haplogrubun (A, B, C ve D) bulundugunu, ancak Linzhou koyunlarinda sadece

D haplogrubun bulundugunu gostermislerdir.
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Hussain ve ark. (2016), bu calismada Azad Jammu ve Kesmir'de yetistirilen
Kail koyun wrkinda kismi (564 bp) kontrol bolgesi (D-loop) ve tam (1140 bp)
Sitokrom b (Cyto b) geni olmak Uzere iki mitokondriyal DNA (mtDNA) segmenti
analiz edilmislerdir. Kismi mtDNA (564bp) kontrol bélgesinin filogenetik analizi, iki
farkli mitokondriyal maternal soy (haplo-grup A ve B) ortaya ¢ikarmistir. Bununla
birlikte, Haplogrup A, evcil Kail koyunlarinda bulunan ana soy oldugu tespit
edilmistir. MtDNA kontrol bélgesinden gelistirilen filogenetik model, tam Cyt-b'nin
analizi ile dogrulanmistir. Bu c¢alisma, bdlgede A ve B mitokondriyal maternal
soylarinin agirlikli olarak Asya iilkelerindeki evcil koyun irklarinda bulunduguna

iligkin 6nceki raporlarin sonuglarint dogrulamistir.

Mitokondriyal (mt) OXPHOS genleri iizerinde yapilan son calismalar, esas
olarak ¢evresel varyasyona bagli olarak adaptasyonu onermektedir. Bu baglamda,
filogenetik olarak olduk¢a homojen gen havuzuna ve s1§ popiilasyon yapisina sahip
birkac dis fenotip sergileyen Tunus tavsanlari, cevresel/iklimsel degiskenlik,
ozellikle ortam sicaklii ve yagis ile ilgili mt genleri iizerinde pozitif sec¢imi
saptamak i¢in iyi bir 6n kosul sagladigi bildirilmistir (Ben Slimen ve ark., 2017). Ben
Slimen ve ark. (2017), yaptiklar1 calismada, Tunus'ta dik bir ekolojik gradyan
boyunca toplanan pelerinlerin (Lepus capensis) ATPase sentaz 6 (ATP6) ve NADH
dehidrojenaz 2 (ND2) Uzerinde pozitif secimi test etmek icin populasyon genetik
verileriyle birlikte kodon bazli yontemler kullanarak arastirmislardir. Alt nemli
Akdeniz, yar1 kurak ve kurak Sahra iklimi ile Tunus genelinde ATP6 lokusunda, on
dort baglantisiz sozde ndtr olarak gelisen niikleer mikrosatelitle ve mt kontrol bdlgesi
dizilerinden 6nemli 6l¢iide daha yiiksek farklilasma bulmuslardir. Ikinci bir bélge ile
birlikte dort farkli amino aside ¢evrilen bir dizi bolgesi i¢in birka¢ kodon bazli testle
dogrulanmis ve ND2 dizileri iizerindeki pozitif se¢im, birka¢ kodon bazh testle de
dogrulanmigtir. Her bir lokustaki en yaygin iki varyantin karsilik gelen frekanslari,
iklim bolgeleri arasinda 6nemli 6l¢iide degistigi ve bu proteinlerin meydana geldigi
lojistik genel dogrusal modellerin, ATP6 i¢in ortalama yillik sicakligin ve ATP6 i¢in
yilin en soguk aymin ortalama minimum sicakhigmin 6nemli etkilerini
gostermislerdir. ND2, cografi konumdan, yillik yagistan ve ikinci lokustaki ilgili

birlikte olusan proteinden bagimsiz oldugu, ayrica, filogenetik aglardan anlasildig:
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lizere atalara ait ATP6 proteininin varligi, sicaklik, yagis veya cografi konumdan
bagimsiz olarak tiiretilmis ND2 proteininin eszamanli varligindan olumlu bir sekilde
etkilendigi ve bunun tersinin de gecerli oldugu bildirilmistir. Ayrica, ATP6
lokusundaki en yaygin iki protein, cografi koordinatlardan ve birlikte meydana gelen
ND2 protein varyantindan bagimsiz olarak ATP6 proteinlerinin olusumu iizerinde
ortalama yillik sicakligin 6nemli bir etkisi ile ¢aligma alan1 boyunca 6nemli 6l¢iide
degisen frekanslarda dagitildigi belirtilmistir. ND2 igin, en sik goriilen iki protein
varyantinin olusumu, birlikte meydana gelen ATP6 protein varyantindan ve cografi
koordinatlardan bagimsiz olarak, en soguk ayin ortalama minimum sicakligindan
onemli oOlgiide etkilendigi ve mtOXPHOS genlerinin adaptasyonuna ortam

sicakliginin dogrudan dahil oldugunu bildirmislerdir.

Dymova ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢alismada Bati1 Sibirya’nin gilineyindeki
arkeolojik kazilarda bulunan 17 koyun kemigi kalintisindan mitokondriyal DNA D-
loop bolgesini dizi analizi kullanarak degerlendirmislerdir. Calisma sonucunda
Haplotip cesitliligi ve niikleotid ¢esitliligini 0.801 £ 0.081 ve 0.0096 + 0.0014
arasinda oldugunu tespit etmislerdir. Ortalama niikleotid farki sayisini ise 3.1
arasinda belirlemislerdir. Niikleotid sekans analizi, 15 kalintinin A, B, C, D ve E
soylarina yerlestirildigini ancak iki Ornegin analiz edilen Orneklere gore bazal
konuma sahip oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir. Iki bazal haplotipin varhigini ise Altay

bolgesinin insan gogiiniin ulasim yolu sonucu olabilecegi kanisina varmislardir.

Niu ve ark. (2017), yaptiklar1 ¢alismada, Cin'in yerli bir cinsi olan Tibet
koyununu kullanmislardir. Cogunlukla 2260 ile 4100 m arasindaki karasal
yukseklikteki plato ve dag-vadi bdlgelerinde yayilis gosterir. Siirli, diger evcil
koyunlardan genetik olarak farklidir ve hipoksik ortama uyum saglamak igin
iklimlendirmeye tabi tutulur. Bugiine kadar, Tibet koyunlarinin mitokondriyal DNA
modifikasyonunun diger evcil irkla ayni 6zelligi paylasip paylasmadigi bilinmiyor.
Bu ¢alismada, Tibet koyunlarinda hipoksik toleransli segilim isaretlerini belirlemek
icin 32 Tibet koyunu, 22 evcil koyun ve 24 ticari koyundan elde edilen tim
mitogenom dizilerini karsilagtirilmistir. Kayan pencere yontemi kullanilarak yapilan
niikleotid ¢esitlilik analizi, en yiiksek niikleotid ¢esitliligi seviyesinin p = 0.05215

tepe degeri ile kontrol bolgesinde gozlemlendigini, en diisiik p degerinin ise tRNA'lar
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bolgesinde tespit edildigini gostermistir. qPCR sonuglari, Tibet koyunlarindaki nispi
mtDNA kopya sayisinin Suffolk koyunlarindakinden 6nemli 6lgiide diisiik oldugunu
gostermistir. 12S rRNA'daki mutasyonlarin higbiri Tibet koyunlarinda tespit
edilmedi, bu da bu siiriide diger evcil ve ticari irklardan daha az yapay secilim
oldugunu gostermistir. Tibet koyunlarinin evcillestirilmesi sirasinda doga
seleksiyonunun ana itici giic oldugunu ve tek mutasyonun (veya lokusun) Tibet
koyunlarinin mitogenomundaki yiiksek c¢esitlilik icin se¢ilimin imzasini ortaya

koyamadigini 6ne stirmiislerdir.

Shirokova ve ark. (2018), calismasinda Rusya Federasyonu'nun giliney
boélgesindeki merinos koyunlarinda mtDNA'nin D-déngusinin nikleotid dizisini
incelemek ve yerli ve yabanci seleksiyonun merinos irklar1 arasindaki benzerlikleri
ve farkliliklart belirleyen degisken lokuslar1 arastirmay1 amaglamislardir. Arastirma
sonucunda, bu wrklarin Avrupa ve Avustralya seleksiyonunun merinos irklari ile
benzerlik ve farkliliklarin1 belirleyen mtDNA Dloop bolgesinin 20 degisken

niikleotid pozisyonu olusturuldugunu belirtmislerdir.

Liu ve ark. (2020), bu ¢aligmada, mitokondriyal DNA (mtDNA) CYB (1140
baz ¢ifti) gen bolgesinden Tibet koyun popiilasyonlarinin filocografyasini ve
filogenetik evrimini arastirmislardir. Ornekler, Cin'in Qinghai-Tibet Platosu'nda
yasayan 15 Tibet koyun popiilasyonuna hayvandan elde edilmis ve ¢alisma mtDNA
CYB gen dizileri kullanilmistir. Niikleotid ve haplotip cesitlilikleri sirasiyla 0.003 +/-
0.001 ve 0.748 +/- 0.010 olarak tespit edilmistir. Filocografya analizi, Tibet
koyunlarinin 15 popiilasyonunda onceden tanimlanmis iki haplogroupun varligini
ortaya ¢ikarmig, ancak Awang koyununda sadece bir haplogroup tespit edilmistir.
Ayrica, kiimeleme analizi ile Tibet koyunu en az iki kiimeye dagilmistir. 15 Tibet
koyun popiilasyonu ve 878 bireyin 19 referans popiilasyonu, bdlge basina
yerlesmelerine dayali olarak alt1 ana gruba ayrilmis ve bunlardan filogenetik bir agac
olusturulmustur. Her iki genden elde edilen agaglar arasinda cesitli taksonlarin

dallanma diizeninde kii¢ilik farkliliklar gézlenmistir.

Mousumee ve ark., (2021) yaptiklari bu c¢alismada, mitokondriyal DNA
(mtDNA) D-loop bélgesine dayali olarak Banglades yerli koyun popiilasyonunun
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genetik cesitliligini, filogenetik iliskisini ve maternal kokenini arastirmayi
amagclamistlardir. 4 farkli cografi bolgeden (Sundarban delta bolgesi=SDR, Jamuna
nehir havzasi=JRB, Kiy1 bolgesi=OOR ve Barind yolu=BAT) akraba olmayan
toplam 62 yerli koyun 6rnegi ile 444 bp uzunlugundaki mtDNA D-loop dizi bdlgesi
kullanilarak arastirilmistir. Dizi analizi sonucunda, 11 haplotip tanimlayan sadece 10
polimorfizm iceren bolge belirlenmistir. Tahmini nlkleotit cesitliligi ve haplotip
cesitliligi sirasiyla 0.002 +/- 0.001 ve 0.401 +/- 0.149 olarak hesaplanmustir.
Populasyon ikili F-ST degerleri, COR ve 0.037 ile 0.352 arasinda degisen diger ii¢
koyun popiilasyonu (SDR, JRB ve BAT) arasinda olduk¢a 6nemli bulunmustur
(P<0.01). Molekiiler varyans analizi (ANOVA), toplam genetik degiskenligin
%88.84'liniin popiilasyon farklilasmasi icinde agiklandigini ve kalan %11.16'lik
degiskenligin Banglades'in dort farkli bolgesindeki koyun popiilasyonlar1 arasinda
dagildigin1 ortaya koymustur. Filogenetik calisma, Banglades koyun 1rki
popiilasyonlar1 arasinda belirgin bir kiimelenme goriillmemistir, Ancak Ovis aries ve
diger baz1 Hint, Cin ve Tirk koyun irklar1 ile evrimsel bir iliskiye sahip oldugu
bildirilmistir. Toplamda, mtDNA dizi bilgisi, incelenen popiilasyonlar arasinda daha

diisiik genetik c¢esitlilik ve ortak ana soyluluk gostermistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismadaki hayvan materyalini Sanliurfa yoresinde yetistirilen koyunlar
olusturmustur. ivesi siiriilerinden DNA izolasyonu i¢in koyunlardan kan &rnekleri
toplanmistir Kan ornekleri alma islemlerinde segilen koyunlarin birbirine akraba
olmamalarina dikkat edilmis olup, her koyun siirlisiinden birer 6rnek alinmistir. Kan
ornekleri EDTA’I1 tiiplere alinmistir. Her hayvan i¢in alinan kan tiiplerini etiketleyip

laboratuvara ulastirilincaya kadar soguk zincirde muhafaza edilmistir.

3.2.  YoOntem
Bu ¢alismanin molekiiler analizleri Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Zootekni Boliimii Hayvansal Biyoteknoloji laboratuarinda yapilmistir.

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Koyunlarda alinan kan 6rnekleri genomik DNA izolasyonu i¢in kit kullanarak
koyunlardan alinan kan oOrneginden genomik DNA izolasyonu yapilmistir.
[zolasyonu yapilan DNA 6rneklerine ait bantlarin goriintiilenme c¢alismalar1 %1°lik

agaroz jel kullanilarak yapilmigtir.

Kan Orneklerinden DNA izolasyonun Asamalart:

1) EDTA iceren tuplere alinan kan ornekleri gerekli tedbirler alinmig ve kan
orneklerinin birbiriyle bulagsmasini 6nlemek amaciyla her Ornekte eldiven
degistirilmistir.

2) 2 ml kolon igeren tiipler igerisine Column preparation Solution’dan 500 pl
eklenip 12000 rpm de 60 saniye santrufuj edilip altta kalan kismi atilir.

3) Yeni tip icerisine 20 ul proteinase K, 200 ul drnekler ve 20 ul RNase eklenip
120 saniye bekletilip i¢ine 200 ul Lysis Solution eklenip 15 saniye vorteks
yapilip 55 °C’de 10 dk siireyle inkiibasyona tabi tutulur.
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4) Tuplerin igine 200 pl (%99) ethanol ekleyip 5-10 saniye vorteks edilerek
icerik kolonlu tlip igerisine aktarilarak 6500 rpm de 60 saniye santriifiij
edilerek altta kalan kism1 dokiiliir.

5) Sonraki agama olarak tiip icine 500 pl prewash solution ekleyerek 6500 rpm
de 60 saniye santriifiij edilip altta kalan kismu atilir.

6) Sonrasinda tiiplerin igerisine 500 pl 6lglsiinde wash cozeltisi eklenerek
12.000 rpm de 3 dk boyunca santrifiij edilmistir.

7) Yeni kolon tipler icerisine alinip 200 ul 6l¢lsunde elution ¢ozeltisi ekleyip 5
dakika stresince bekletilip 6500 rpm de 60 saniye santrifiij edilmistir.

8) Tupler icerisindeki kolonlar atilip dip kisminda var olan sivilarda DNA’larin

varligini agaroz jel elektroforezde goriintiilenmektedir.

3.2.2. DNA agaroz jel elektroforez

Erlenmayerin igine 100 ml 1XTBE c¢ozelti ile 1g agaroz hassas terazide
tartilip konularak mikrodalga firin igerisinde eritildi. Mikro dalga firininda ¢ikarilan
agaroz jeli yaklasik 20-25 dakika sogumasi icin bekletildi. Kiivet icerisine dokiilerek
taraklar yerlestirilip jelin kaliplagmasi beklenmektedir. Sonrasinda ise, 1XTBE
icerikli elektroforez tankinin igine kiivet yerlestirilip, tarak yavas bir sekilde
cikarilmistir. Jel kuyularmin ilk siralarina molekiil agirlik markerleri yiiklenmektedir.
Markerlar DNA’lar igin 1 kb ladder, PCR i¢in 100 bp’lik ladder kullanilmigtir
(Thermo). Diger kuyulara ise 4 pl miktarinda izole edilmis DNA oOrnekleri 1 pl
Olgeginde ylkleme tamponu (100 mM ETDA, %0.25 bromofenol mavisi, %40
stikroz, pH: 8.0) ile karistirthp yuklenmistir (PCR drtinleri 5 pul + 1 pl yikleme
tamponu). Yiiklemeden hemen sonra gii¢ kaynaginda (Biolab), jelin bulundugu tanka
90 V akim verilip jeller 35-40 dk yiriitiilmistiir. Sonrasinda jeli, etidyum bromiir
(0,5 pg/ml) bulunan ortam igine konulup 10 dakika bekletip DNA’lar boyanmaya
birakilmigtir. Boyanan jel, ultraviyole 151n ile DNA’larin varliklari goriintiilenebilmis

olup fotografi ¢ekilip bilgisayarda degerlendirilmistir.
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3.2.3. Primerler

Koyun DNA 0rneklerinde mitokondriyal ND1-ND2 bolgelerini gogaltmak
amaciyla asagida belirtilen ileri ve geri primerler kullanilmistir. Bu primerler ile
mtDNA ND1 ve ND2 bdlgelerinin 512 bp (Sekil 3.1.) ve 931 (Sekil 3.2.) bp’lik

bolgesinin ¢ogaltilmasi hedeflenmistir.

ND 1 geni primerleri:

Ileri (Foward Primer): 5°-CATATCAAGCCTAGCCGTATAC’-3
Geri (Reverse Primer): 5’-CTATGAATCCGAGCATCCTACC’-3
ND2 geni primerleri:

Ileri (Foward Primer): 5°-CCGTTATACTTGGAACCATTATCG’-3
Geri (Reverse Primer): 5’-GACAATTCCCAACCACAAAACG’-3

ATGTTTATAATCAACGTTCTAACACTCATCATTCCTATTCTCCTAGCTGTAGCTTTTCTTACACTAGTTGAACGAAAAG
TTCTAGGTTATATACAATTTCGAAAAGGCCCAAACGTTGTAGGGCCATATGGCTTACTTCAACCCATCGCCGACGCAAT
TAAACTCTTCATCAAAGAACCCCTACGACCCGCCACATCCTCAATCTCAATATTCATTCTAGCCCCCATCCTAGCACTA
ACCCTAGCCTTAACTATATGAATCCCCCTACCCATACCCTATCCCCTCATCAATATAAACTTAGGAGTCCTCTTCATAT
TAGCCATATCAAGCCTAGCCGTATACTCAATCCTCTGATCAGGTTGAGCCTCCAACTCAAAATATGCTCTCATTGGAGC
CCTACGGGCAGTAGCACAAACAATCTCTTATGAAGTAACACTAGCAATTATTTTACTATCAGTCCTACTAATAAATGGG
TCCTTTACCCTTTCTACACTAATCATTACACAAGAACAAGTATGATTAATCTTCCCAGCATGACCCCTAGCAATAATAT
GATTTATCTCAACACTAGCAGAAACAAACCGAGCACCATTTGACCTCACCGAAGGAGAATCTGAACTAGTATCAGGCTT
TAACGTAGAATATGCTGCCGGACCATTCGCCCTATTCTTTATAGCAGAATATGCGAATATTATCATAATAAACATCTTC
ACAACAACCCTCTTCTTAGGAGCATTTCACAACCCATACATACCAGAACTTTACACAATCAACTTCACCATCAAATCGC
TACTACTCTCAATTACCTTCCTATGAATCCGAGCATCCTACCCCCGATTCCGTTACGACCAACTAATACACTTACTATG
AAAAAATTTTCTACCCCTAACACTAGCCCTATGCATATGACACGTATCGCTACCTATTCTCCTATCAAGCATCCCCCCA
CAAACAT

Sekil 3. 1. RefSeq (NC_001941) Ovis aries ND1 Geni Dizi Bilgisi ve Primerler

ATAAATCCAATTATCCTCATTATTATTCTAATAACCGTTATACTTGGAACCATTATCGTTATGATTAGCACCCACTGA
TTGCTCATCTGAATTGGATTTGAAATAAATATACTTGCTATTATTCCCATTATAATAAAAAAGCACAACCCACGAGCC
ACAGAAGCATCAACCAAATATTTCCTAACTCAATCAACAGCCTCAATACTACTAATAATAGCCATTATCATTAACTTA
ATATTCTCAGGCCAATGAACCGTAATAAAACTATTTAATCCAATAGCCTCCATACTCATAACAATAGCCCTCGCTATA
AAACTAGGTATAGCCCCATTCCACTTCTGAGTCCCAGAAGTAACACAAGGCATTCCCCTATCCTCAGGCCTAATCTTA
CTCACATGACAAAAACTAGCACCCATGTCAGTACTTTACCAAATCCTTCCATCCATCAACCTAGACCTGATCCTAACC
CTATCAATTCTATCTATTACAATCGGAGGCTGAGGAGGACTGAACCAAACCCAACTACGAAAAATTATAGCCTATTCA
TCAATTGCCCACATAGGCTGAATAACAGCAGTTTTACTATATAATCCCACCATAACACTACTAAACCTAATTATTTAT
ATCATTATAACCTCTACCATATTTACACTATTTATAGCCAACTCAACCACAACCACCCTATCATTATCACACACATGA
AATAAAGCACCCATCATAACAATTCTAGTCCTCATTACCCTCCTATCAATAGGAGGACTTCCCCCACTATCAGGATTT
ATACCAAAATGAATAATTATCCAAGAAATAACAAAAAATGACAGCATTATCTTACCCACCCTCATAGCAATTACAGCA
CTACTAAACCTATATTTTTATATACGACTTACATACTCCACTGCACTCACGATATTTCCCTCCACAAACAACATAAAA
ATGAAATGACAATTCCCAACCACAAAACGAATAACCCTCCTACCAACAATAACTGTACTATCCACCATACTACTACCA
CTAACACCAATCCTCTCAATTCTAGAAT

Sekil 3. 2. RefSeq (NC_001941) Ovis aries ND2 Geni Dizi Bilgisi ve Primerler
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3.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Koyun NDI ve ND2 gen boélgesinin PCR teknikleriyle cogaltilmasi igin
yapilan bilesenleri (Cizelge 3.1.) gosterilmistir. Bilesenler belirlenen miktarda buz
kasetleri iizerinde, PCR tiipleri (0.2 ml) icerisinde hazirladiktan sonra, PCR sartlari
(Cizelge 3.2) Onceden programlanmis olan Boeco marka PCR cihazina
yerlestirilmistir. PCR i¢in Taq polimeraz, dNTP mix ve dH.O Sigma marka

kullanilmustir.

Cizelge 3. 1. PCR bilesenleri

Bilesenler Konsantrasyon Miktar
Kalip DNA 20-30 ng/ul 1.0 pl
PCR Buffer 10X 4.0l
Ileri Primer 20 pmol/ul 1.0 l
Geri Primer 20 pmol/pl 1.0 l
dNTP mix 1.0nM 1.0 pl

Taq DNA polimeraz 5U/ul 0.5 ul
dH.0 32.0 pul
Toplam 40.0 pl

Cizelge 3. 2. PCR Sartlar

Dong islemi Sicaklik (°C) Dongii sayisi Sire

On denaturasyon 95 1 4 dk

Denatiirasyon 94 45 sn

Yapisma (Trm) 55 } 30 45 sn

Sentez 72 60 sn

Son uzama 72 1 5 dk
Bekleme 4 o0 o0

DNA izolasyonu sonucunde elde edilen drunlerin PCR uygulanarak
cogaltilmasi ile alinan sonuglar %]1°lik agaroz jelde goriintilenmistir (1 ¢
agarose/100 ml 1XTBE). PCR sonucunda elde edilen drtnler yarattlirken belirtec

olarak kullanilmasi amaciyla 100 bp’lik ladder (Thermo) tercih edilmistir.
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3.2.5. DNA dizileme

mtDNA’da bulunan gen bdlgeleri ND1 ve ND2, PCR amlifkasyonu sonucunda
elde edilen Ornekler ile dizileme islemi yapilmistir (lontek, Istanbul). Genlerin
dizilenmesi igin ayrilan 6rnekler 40 ul 6lgeginde (20 ul PCR drind + 20 ul water)

hazirlanarak isleme alinmistir.

3.3.  Genetik ve Biyoinformatik Analizler

Mitokonriyal ND1 ve ND2 proteini (GenelD:) igin referans protein verileri
Genbank veri tabanindan karsilanmigtir (NCBI, 2021). Elde edilen sekans verileri,
coklu dizi hizalama uygulamasi olan MAFFT (v7.467) araciligiyla FFT-NS-1
algoritmasi kullanilarak hizalama islemi yapilmistir (Katoh ve ark., 2019) (Cizelge
3.4.). Proteinlerin Ozellikleri Expasy programu ile analiz edilmistir (Wilkins ve ark.,
1999). Aminoasitlerdeki diizlemsel degisim analizi ve protein ii¢ boyutlu yapisini

goriintiileme islemleri SWISS-MODEL uygulamasi kullanilarak yapilmistir.

Koyunlarda ND1 ve ND2 bolgesi DNA sekans verilerinden yararlanilarak
temel biyoinformatik analizleri yapilmistir. Yabani koyunlar mtDNA NDI1 ve ND2
gen dizi bilgisi Genbank’tan (NCBI) temin edilerek genetik analizler yapilmistir
(Cizelge 3.3.). Genetik agaglar, Neighbour-Joining (NJ) (Saitou ve Nei, 1987)
metodu kullanilarak MEGAS programinda (Tamura ve ark., 2011) yapilmistir.

Cizelge 3. 3. Koyunlarda Farkl Tiirlere Ait Genbank Referans Kodlar

Tiir Ismi Referans Kodu
Ovis nivicola lydekkeri NC_039431
Ovis aries NC 001941
Ovis dalli NC_ 039432
Ovis ammon ammon NC 047196
Ovis vignei breed Urial NC_026064
Ovis orientalis breed Asian mouflon NC 026063
Ovis ammon NC_020656
Ovis canadensis NC 015889
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Cizelge 3. 4. Omurgali Mitokondriyal DNA’ya Ait Kodon-Aminoasit Karsilastirmasi

TTT F Phe TCT S Ser TAT Y Tyr TGT C Cys
TTC F Phe TCC S Ser TAC Y Tyr TGC C Cys
TTA L Leu TCA S Ser TAA * Ter TGA W Trp
TTG L Leu TCG S Ser TAG * Ter TGG W Trp
CTT L Leu CCT P Pro CAT H His CGT R Arg
CTC L Leu CCC P Pro CAC H His CGC R Arg
CTA L Leu CCA P Pro CAA Q Gln CGA R Arg
CTG L Leu CCG P Pro CAG Q Gln CGG R Arg
ATT I Ile i ACT T Thr AAT N Asn AGT S Ser
ATC I Ile i ACC T Thr AAC N Asn AGC S Ser
ATA M Met i ACA T Thr AAA K Lys AGA * Ter
ATG M Met i ACG T Thr AAG K Lys AGG * Ter
GTT V Val GCT A Ala GAT D Asp GGT G Gly
GTC V Val GCC A Ala GAC D Asp GGC G Gly
GTA V Val GCA A Ala GAA E Glu GGA G Gly
GTG V Val 1 GCG A Ala GAG E Glu GGG G Gly
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Genomik DNA izolasyonu

Ivesi koyunlarindan alinan kan 6rnekleri ile genomik DNA izole islemi
yapilmis olup koyunlarindan izole ettigimiz DNA 0&rnekleri %1’lik agaroz jel

goriintii resimleri gosterilmistir (Sekil 4.1.).

Gl Sd vt Nt bemd W lmd Ve

5000 bp

3000 bp
2000 bn

1000 bp
500 by

Sekil 4. 1. Ivesi Koyunu DNA 6rnekleri (ladder 1 kb, Thermo)

4.2. NDI1 ve ND2 Gen Bolgelerinin PCR Sonuclar:

Izole edilen DNA &rneklerinin, ND1 ve ND2 gen bélgelerine tasarlanmis olan
primerler kullanilarak PCR amlifikasyonu calismasi yapilmis ve 6rneklerden PCR
tirtinleri alinmigtir. Tasarlanmis olan OVS ND1 (Forward) ve OVS ND1 (Reverse)
primerler ile ND1 geninin 512 bp’lik kismi, OVS ND2 (Forward) ve OVS ND2
(Reverse) primerler ile de ND2 geninin 931 bp’lik kismi1 PCR ile ¢ogaltilmis
bulunmaktadir (Sekil 4.2.). PCR ¢alismalar1 sonucunda elde edilmis tiim PCR
uranlerini, PCR tupleri icinde -20 °C’de muhafaza edilmistir.
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931bp —>

512bp — 8 L

Sekil 4. 2.Ivesi Koyunu ND1 (512 bp) ve ND2 (931 bp) genleri PCR fragmentleri (ladder
100 bp, Thermo)

Koyunlarin ND1 ve ND2 gen bolgeleri PCR iirtinlerin DNA sekans analizi

sonuclari elde edilmistir.

4.3. Biyoinformatik Analizler

Ivesi koyunlarinda ND1 ve ND2 bdlgesinin dizi bilgisi belirlenmistir. ND1 ve
ND2 gen bolgesinin primerler ile 512 ve 931 bp’lik kismi1 ¢ogaltilmistir. Gen dizisi
analizi ve dizenleme sonucu orneklerin tima icin 350 ve700 bp dizi bilgisi elde
edilmistir. Koyunlarda ND1 ve ND2 gen dizi bilgisi analiz edilerek, koyunlarda
sirastyla 2 ve 3 polimorfik bdlgenin oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.1. ve Cizelge
4.2.).
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Cizelge 4. 1. ND1 Sekans Dizi Bilgisi ve Tespit Edilen Mutasyonlar

RefSeq TCTTATGAAGTAACACTAGCAATTATTTTACTATCAGTCCTACTAATAAATGGGTCCTTT 480

Ivesi TCTTATGAAGTAACACTAGCAATTATTTTACTATCAGTCCTACTAATAAATGGATCCTTT 60
Kk KK K Kk K K K K K K Kk Kk kK Kk k ok ok kK Kk k ok ok ok ok Kk Kk ok ok ok ok Kk ok ok ok ok ok Kk ok ok ok ok Kk kK ok kK Kk

RefSeq ACCCTTTCTACACTAATCATTACACAAGAACAAGTATGATTAATCTTCCCAGCATGACCC 540

Ivesi ACCCTTTCTACACTAATCATTACACAAGAACAAGTATGATTAATCTTCCCAGCATGACCC 120
KKK K K K K K K K K K K kK K K K K ok kK K K K K ok K kK K K kK kK K K K kK kK K K Kk kK K Kk Kk kK K K

RefSeq CTAGCAATAATATGATTTATCTCAACACTAGCAGAAACAAACCGAGCACCATTTGACCTC 600

ivesi CTAGCAATAATATGATTTATCTCAACACTAGCAGAAACAAACCGAGCACCATTTGACCTC 180
KK K K K Kk Kk KK K K K K K kK Kk K ok K kK Xk Kk ok Kk kK Kk Kk K Kk Kk ok Kk ok K Kk Kk Kk kK Kk Kk Kk K Kk kK K K

RefSeq ACCGAAGGAGAATCTGAACTAGTATCAGGCTTTAACGTAGAATATGCTGCCGGACCATTC 660

Ivesi ACCGAAGGAGAATCTGAACTAGTATCAGGCTTTAACGTAGAATATGCTGCCGGACCATTC 240
KKK K K K K K K K K K K kK K K K K Kk Kk K kK K K ok kK K K K K kK K K K ok kK K K ok kK K K K K kK K K

RefSeq GCCCTATTCTTTATAGCAGAATATGCGAATATTATCATAATAAACATCTTCACAACAACC 720

ivesi GCCCTATTCTTTATAGCAGAATATGCAAATATTATCATAATAAACATCTTCACAACAACC 300
Kk KK K Kk kKK Kk kK kK Kk kK ok ok kK Kk K kK Kk Kk Kk Kk kK Kk Kk ok Kk kK Kk Kk ok Kk Kk Kk Kk K kK K K

RefSeq CTCTTCTTAGGAGCATTTCACAACCCATACATACCAGAACTTTACACAATCAACTTCACC 780

Tvesi CTCTTCTTAGGAGCATTTCACAACCCATACATACCAGAACTTTACACAAT—————————— 350

R R R R R R R R R R R R R R R i R R R I h k3

CLUSTAL O(1.2.4) multiple ND1 sequence alignment

Cizelge 4. 2. ND2 Sekans Dizi Bilgisi ve Tespit Edilen Mutasyonlar

RefSeq CTAACTCAATCAACAGCCTCAATACTACTAATAATAGCCATTATCATTAACTTAATATTC 240

ivesi CTAACTCAATCAACAGCCTCAATACTACTAATAATAGCCATTATCATTAACTTAATATTC 100
ek Kk Kk kK Kk kK K K K K K K Kk kK ok kK Kk k kK kK K K Kk kK ok kK k ok k kK K K K K K Kk ok ok ok ok ok ok kK Kk

RefSeq TCAGGCCAATGAACCGTAATAAAACTATTTAATCCAATAGCCTCCATACTCATAACAATA 300

Tvesi TCAGGCCAATGAACCGTAATAAAACTATTTAACCCAATAGCCTCCATACTCATAACAATA 160
Kk ok k kKKK KKK KKK KK KKKk Kk Kk kKK KKK KKK KK KKk Kk Kk Kk kKKK KKK KK KKK KKk Kk Kk Kk KxKxKx*xx

RefSeq GCCCTCGCTATAAAACTAGGTATAGCCCCATTCCACTTCTGAGTCCCAGAAGTAACACAA 360

ivesi GCCCTCGCTATAAAACTAGGTATAGCCCCATTCCACTTCTGAGTCCCAGAAGTAACACAA 220
ek Kk Kk kK Kk kK kK K K Kk Kk ok k ok k Kk kK kK Kk o ok ok ok kK k ok k kK kK Kk kK ok ok ok ok Kk kK K

RefSeqg GGCATTCCCCTATCCTCAGGCCTAATCTTACTCACATGACAAAAACTAGCACCCATGTCA 420

Ivesi GGCATTCCCCTATCCTCAGGCCTAATCTTACTCACATGACAAAAACTAGCACCCATGTCA 280
T TR T

RefSeq GTACTTTACCAAATCCTTCCATCCATCAACCTAGACCTGATCCTAACCCTATCAATTCTA 480

ivesi GTACTTTACCAAATCCTTCCATCCATCAACCTAGACCTGATCCTAACCCTATCAATTCTA 340
KK K Kk kK K K KK K K K K K K K Kk Kk kK kK K K K K K kK Kk kK kK Kk K K K K kK K K K K ok ok ok kK K K K %

RefSeqg TCTATTACAATCGGAGGCTGAGGAGGACTGAACCAAACCCAACTACGAAAAATTATAGCC 540

Ivesi TCTATTACAATCGGAGGCTGAGGAGGACTGAACCAAACTCAACTACGAAAAATTATAGCC 400
T T TTTTTTTTTT

RefSeq TATTCATCAATTGCCCACATAGGCTGAATAACAGCAGTTTTACTATATAATCCCACCATA 600

ivesi TATTCATCAATTGCCCATATAGGCTGAATAACAGCAGTTTTACTATATAATCCCACCATA 460
Kok ok ok ok kK kKKK KKKk k kK ok ok ok kK kKK Kk kK Kk ok Kk ok kK Kk kK Kk kK ok kK ok ok ok kK K K K K

RefSeq ACACTACTAAACCTAATTATTTATATCATTATAACCTCTACCATATTTACACTATTTATA 660

Ivesi ACACTACTAAACCTAATTATTTATATCATTATAACCTCTACCATATTTACACTATTTATA 520
ok Kk kK Kk kK kK K K Kk ok ok ok ok ok ok k ok k kK ok kK ko ok ok ok ok ok k ok k kK K ok kK ok ok ok ok ok kK kK Kk

RefSeq GCCAACTCAACCACAACCACCCTATCATTATCACACACATGAAATAAAGCACCCATCATA 720

ivesi GCCAACTCAACCACAACCACCCTATCATTATCACACACATGAAATAAAGCACCCATCATA 580
KK K Kk kK K K K K K K K K K K K Kk ok ok kK K kK K Kk kK K K Kk ok kK kK kK kK kK Kk ok ok kK K K K K

RefSeq ACAATTCTAGTCCTCATTACCCTCCTATCAATAGGAGGACTTCCCCCACTATCAGGATTT 780

ivesi ACAATTCTAGTCCTCATTACCCTCCTATCAATAGGAGGACTTCCCCCACTATCAGGATTT 640
ek Kk Kk kK Kk K kK K K Kk kK ok ok Kk k kK K Kk o ok ok ok ok k K kK kK K ko ok ok ok ok ok ok kK K kK K

RefSeq ATACCAAAATGAATAATTATCCAAGAAATAACAAAAAATGACAGCATTATCTTACCCACC 840

Ivesi ATACCAAAATGAATAATTATCCAAGAAATAACAAAAAATGACAGCATTATCTTACCCACC 700

B

CLUSTAL O(1.2.4) multiple ND2 sequence alignment
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Cizelge 4. 3. ND1 = DNA— Protein Cevirisi
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Cizelge 4. 4. ND2 = DNA— Protein Cevirisi

ata aat cca att atc ctc att att att cta ata acc gtt ata ctt gga acc att atc gtt
M N P I I L I I I L M T \Y% M L G T I I \Y%
atg att agc acc cac tga ttg ctc atc tga att gga ttt gaa ata aat ata ctt gct att
M I S T H W L L I W I G F E M N M L A I
att ccc att ata ata aaa aag cac aac cca cga gcc aca gaa gca tca acc aaa tat ttc
I P I M M K K H N P R A T E A S T K Y F
cta act caa tca aca gcc tca ata cta cta ata ata gcc att atc att aac tta ata ttc
L T Q S T A S M L L M M A I I I N L M F
tca ggc caa tga acc gta ata aaa cta ttt aat cca ata gcc tcc ata ctc ata aca ata
S G Q W T \Y% M K L F N P M A S M L M T M
gcc ctc gct ata aaa cta ggt ata gcc cca ttc cac ttc tga gtc cca gaa gta aca caa
A L A M K L G M A P F H F W \4 P E Y T Q
ggc att ccc cta tcc tca ggc cta atc tta ctc aca tga caa aaa cta gca ccc atg tca
G I P L S S G L I L L T W Q K L A P M S
gta ctt tac caa atc ctt cca tcc atc aac cta gac ctg atc cta acc cta tca att cta
v L Y Q I L P S I N L D L I L T L S I L
tct att aca atc gga ggc tga gga gga ctg aac caa acg caa cta cga aaa att ata gcc
S I T I G G W G G L N Q T Q L R K I M A
tat tca tca att gcc cac ata ggc tga ata aca gca gtt tta cta tat aat ccc acc ata
Y S S I A H M G W M T A v L L Y N P T M
aca cta cta aac cta att att tat atc att ata acc tct acc ata ttt aca cta ttt ata
T L L N L I I Y I I M T S T M F T L F M
gcc aac tca acc aca acc acc cta tca tta tca cac aca tga aat aaa gca ccc atc ata
A N S T T T T L S L S H T W N K A P I M
aca att cta gtc ctc att acc ctc cta tca ata gga gga ctt ccc cca cta tca gga ttt
T I L Y L I T L L S M G G L P P L S G F
ata cca aaa tga ata att atc caa gaa ata aca aaa aat gac agc att atc tta ccc acc
M P K W M I I Q E M T K N D S I I L P T
ctc ata gca att aca gca cta cta aac cta tat ttt tat ata cga ctt aca tac tcc act
L M A I T A L L N L Y F Y M R L T Y S T
gca ctc acg ata ttt ccc tcc aca aac aac ata aaa atg aaa tga caa ttc cca acc aca
A L T M F P S T N N M K M K W Q F P T T
aaa cga ata acc ctc cta cca aca ata act gta cta tcc acc ata cta cta cca cta aca
K R M T L L P T M T v L S T M L L P L T
cca atc ctc tca att cta gaa

P I L S I L E

Gizelge 4. 5. Ivesi koyunlarinda ND1 ve ND2 geni mutasyon bélgeleri

Sample Mutasyon Sekans Aminoasit
ND1-RefSeq G474A AAT GGG TCC Gly
NDl-Ivesi AAT GGA TCC Gly
ND1-RefSeq G687A TAT GCG AAT Ala
ND1-Ivesi TAT GCA AAT Ala
ND2-RefSeq T273C TTT AAT CCA Asn
ND2-Ivesi TTT AAC CCA Asn
ND2-RefSeq C519T CAA ACC CAA Thr
ND2-Ivesi CAA ACT CAA Thr
ND2-RefSeq C558T GCC CAC ATA Asp
ND2-Ivesi GCC CAT ATA Asp

27



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Mahmut CANAN

QMEANDisCo Local QMEAN Z-Scores

sy S cwca DT 2o

cc T ] Tl

=% anarom IR | [T o2 -
Bz ) .
zs soivation G, . . [l o 3§ : . ;
iz toion [T T T WNMlcer T
=&

Protein Size (Residues)

Template Seq ldentity  Coverage Description
6zkp.1.l 100.00% ] NADH-ubiguinone oxidoreductase chain 1
Mative complex |, open1

Sekil 4. 3. Evcil koyun ND1 protein modeli
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QMEANDisCo Local QMEAN Z-Scores
Loy s avean NI W 35
cc NN | Tl
aaaom [T T T W o

:
£7 5 . *

torsion IR T NN e

P edicied Local

smlay b Taget

Pratein Size (Residues)

Template Seq Identity  Coverage Description
6zkn.1.N 100.00% I NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 2
Complex | inhibited by rotenone, open3

https://swissmodel.expasy.org/interactive/9sLU6g/models/

Sekil 4. 4. Evcil koyun ND2 protein modeli

Ivesi koyunlarinda, mitokondriyal ND1 ve ND2 geni DNA sekanslarinda
tespit edilen mutasyonlar sirasiyla, G474A, G687A ve T273C, C519T, C558T
seklinde goriilmiistiir (Cizelge 4.1. ve Cizelge 4.2.).
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Yapilan analizler neticesinde protein model kalitesinin Z skorlar
incelendiginde her iki protein modelinin de uygun sinirlarda oldugu ve mutasyon
sonucu degisen bolgelere ragmen optimal protein modeli gosterdigi tespit
edilmistir. Koyun mitokondriyal ND1-ND2 protein modelleri incelendiginde,
mutasyonlarin (silent) proteininin yapist ve 6zelliginde dnemli degisimlere neden

olmadigi tespit edilmistir. (Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.).

4.4. Evcil Koyun ile Yabani Koyunlar Arasinda Genetik Iliskiler

Evcil koyun ile yabani koyunlar arasinda dizi bilgileri (Ovis nivicola lydekkeri
NC 039431, Ovis aries NC 001941, Ovis dalli NC_039432, Ovis ammon ammon
NC_047196, Ovis vignei breed Urial NC_026064, Ovis orientalis breed Asian
mouflon NC_026063, Ovis ammon NC 020656, Ovis canadensis NC_015889)

birlikte degerlendirilerek filogenetik analizler yapilmistir.

Mitokondriyal ND1 bolgesi DNA sekans bilgisine gore evcil koyun ile yabani
koyunlar1 arasindaki genetik uzakliklar ( Cizelge 4.6. ) ve filogenetik agag
verilmistir (Sekil 4.5.). ND2 bolgesi DNA sekans bilgisine gore ise evcil ve yabani
koyunlar arasindaki genetik uzakliklar (Cizelge 4.7.) ve filogenetik agag ise Sekil

4.6.”da verilmistir.
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Cizelge 4. 6. ND1 genine gore koyunlar arasinda genetik uzakliklar

Species 1 Species 2 Dist (%)
Ovis aries Ovis orientalis breed Asian mouflon 0,21
Ovis ammon ammon Ovis ammon 1,06
Ovis dalli Ovis canadensis 1,16
Ovis nivicola lydekkeri Ovis dalli 1,59
Ovis nivicola lydekkeri Ovis canadensis 1,7
Ovis aries Ovis ammon 2,23
Ovis orientalis breed Asian mouflon Ovis ammon 2,23
Ovis aries Ovis ammon ammon 2,45
Ovis orientalis breed Asian mouflon Ovis ammon ammon 2,45
Ovis aries Ovis vignei breed Urial 2,45
Ovis orientalis breed Asian mouflon Ovis vignei breed Urial 2,45
Ovis ammon ammon Ovis vignei breed Urial 2,56
Ovis ammon Ovis vignei breed Urial 2,56
Ovis nivicola lydekkeri Ovis ammon ammon 472
Ovis nivicola lydekkeri Ovis ammon 472
Ovis dalli Ovis ammon ammon 4,31
Ovis dalli Ovis ammon 4,31
Ovis dalli Ovis orientalis breed Asian mouflon 4,43
Ovis nivicola lydekkeri Ovis aries 4,54
Ovis canadensis Ovis aries 4,54
Ovis nivicola lydekkeri Ovis orientalis breed Asian mouflon 4,54
Ovis canadensis Ovis orientalis breed Asian mouflon 4,54
Ovis canadensis Ovis vignei breed Urial 4,54
Ovis dalli Ovis aries 4,65
Ovis canadensis Ovis ammon ammon 4,65
Ovis canadensis Ovis ammon 4,65
Ovis nivicola lydekkeri Ovis vignei breed Urial 4,76
Ovis dalli Ovis vignei breed Urial 4,87

100

I_ Owis aries

L Ovis orientalis breed Asian mouflon

—

Ouis vignei breed Urial

Ovis ammon ammon

\is ammon

0.005

Owis nivicola lydekkeri

82 Ouis canadensis

Sekil 4. 5. ND1 genine gore koyunlar arasinda filogenetik iligkiler
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Cizelge 4. 7. ND2 genine gore koyunlar arasinda genetik uzakliklar

Species 1 Species 2 Dist (%)
Ovis aries Ovis orientalis breed Asian mouflon | 0,1
Ovis ammon ammon QOvis ammon isolate h77 1,36
Ovis dalli Ovis canadensis 1,75
Ovis nivicola lydekkeri Ovis canadensis 2,54
Ovis aries Ovis vignei breed Urial 2,54
Ovis orientalis breed Asian mouflon | Ovis vignei breed Urial 2,64
Ovis aries Ovis ammon ammon 2,74
Ovis aries Ovis ammon isolate h77 2,74
Ovis orientalis breed Asian mouflon | Ovis ammon ammon 2,84
Ovis orientalis breed Asian mouflon | Ovis ammon isolate h77 2,84
Ovis nivicola lydekkeri Ovis dalli 2,94
Ovis vignei breed Urial Ovis ammon ammon 2,94
Ovis vignei breed Urial Ovis ammon isolate h77 2,94
Ovis nivicola lydekkeri Ovis ammon ammon 5,16
Ovis nivicola lydekkeri Ovis ammon isolate h77 5,16
Ovis nivicola lydekkeri Ovis vignei breed Urial 5,27
Ovis canadensis Ovis vignei breed Urial 5,37
Ovis nivicola lydekkeri QOvis aries 5,47
Ovis canadensis Ovis aries 5,568
Ovis nivicola lydekkeri Ovis orientalis breed Asian mouflon | 5,58
Ovis dalli Ovis vignei breed Urial 5,58
Ovis canadensis Ovis orientalis breed Asian mouflon |5,68
Ovis canadensis Ovis ammon ammon 5,68
Ovis dalli Ovis ammon isolate h77 5,68
Ovis canadensis Ovis ammon isolate h77 5,68
Ovis dalli Ovis ammon ammon 5,89
Ovis dalli Ovis aries 5,99
Ovis dalli Ovis orientalis breed Asian mouflon |6,1

100

100 | Owis aries

L Ovis orientalis breed Asian mouflon

—

0.005

Ouis nivicola lydekkeri

Ovis dalli
98 I— Ovis canadensis

Sekil 4. 6. ND2 genine gore koyunlar arasinda filogenetik iligkiler
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Mahmut CANAN

Ivesilerden alman 6rnekler ile ND1 icin elde edilen veriler neticesinde evcil
koyunlar (Ovis aries-Ovis orientalis breed Asian mouflon) ile yabani koyunlar
(Ovis dalli-Ovis vignei breed Urial) arasindaki genetik uzakliklar sirasiyla % 0,21 -
% 4,87 (0,0021-0,0487) olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.6.). ND1 geni
Neighbour-Joining yontemi kullanilarak yapilan genetik agaclandirma ise Sekil
4.5.’te gosterilmistir. Diger bir gen olan ND2 igin genetik uzaklik ise evcil koyunlar
(Ovis aries-Ovis orientalis breed Asian mouflon) ile yabani koyunlarda (Ovis dalli-
Ovis vignei breed Urial) sirasiyla % 0,1 - % 6,1 (0,0010-0,0610) arasinda
hesaplanmistir (Cizelge 4.7.). Yine ND2 geni i¢in Neighbour-Joining agaclandirma

yontemi ile yapilan agaglandirma Sekil 4.6.’da gosterilmistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada, Sanlurfa yoresi Tek Tek daglarinda yetistirilen Ivesi
koyunlarinda, mitokondriyal ND1 ve ND2 geni DNA sekanslarindaki mutasyonlari
tespit etmek amaciyla koyunlardan kan ornekleri alinmis ve DNA izolasyonlari
yapilmustir. Yapilan PCR analizleri sonucunda ise tespit edilen mutasyonlar sirasiyla;
G474A, G687A ve T273C, C519T, C558T seklinde goriilmiistiir (Cizelge 4.1. ve
Cizelge 4.2)). Bu mutasyonlarin protein sentezinde aminoasit dizilimine etkili

olmadig (silent mutasyon) tespit edilmistir (Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.).

Alman kan Orneklerinden mutasyon tespit edilen ornekler DNA sekansinin
belirlenmesi amaciyla dizi analizi yapilmistir. Elde edilen dizi analizleri ile Ivesi
koyunlarin ND1 ve ND2 gen bolgesi dizileri belirlenmistir (Cizelge 4.1. ve Cizelge
4.2.). Gen dizi bilgilerine gore ivesi koyunlari ile yabani irklar arasindaki filogenetik
agaclar belirlenmistir (Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.). Ivesilerden alinan 6rnekler ile ND1
icin elde edilen veriler neticesinde evcil koyunlar (Ovis aries-Ovis orientalis breed
Asian mouflon) ile yabani koyunlar (Ovis dalli-Ovis vignei breed Urial) arasindaki
genetik uzakliklar sirasiyla % 0,21 - % 4,87 (0,0021-0,0487) olarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.6.). ND2 geni icin genetik uzaklik ise evcil koyunlar (Ovis aries-Ovis
orientalis breed Asian mouflon) ile yabani koyunlarda (Ovis dalli-Ovis vignei breed
Urial) sirasiyla % 0,1 - % 6,1 (0,0010-0,0610) arasinda hesaplanmistir (Cizelge 4.7.).

Sonug olarak, bu galismada gen dizi bilgisinin, koyun genetik ¢alismalarina,
hayvanlarin 1slah ¢alismasina, biyogesitlilik ve gen koruma calismasina katki
saglayacaktir. Ivesi koyun irkinin morfolojik bakimdan farklilik gosteren varyeteleri
arasindaki genetik iliskilerin daha kapsamli bir sekilde arastirilmasi gerekmektedir.
Herhangi bir 1rk ile ilgili genetik karakterizasyon ¢alismasi yapilmis olsa dahi ¢iftlik
hayvanlarinda biyogesitlilik kaybinin Onlenmesinde ihtiya¢ duyulan tedbirlerin
alinabilmesi i¢in belirli araliklarda hayvanlarin sahip olduklart genotipler hakkinda
bilgiler toplanilmas1 gerekmektedir.

Ulkemiz genetik biyogesitlilik yoniinden diinyanin sayili iilkelerinden

olmasmin yam sura arkeolojik bulgularda gecmisten giliniimiize evcillestirmenin
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merkezi oladugunu gostermektedir. Son yillarda teknolojinin daha da ilerlemesiyle
beraber molekiiler genetik alaninda c¢ok sayida yontem ortaya ¢ikmis ve bu
yontemler sayesinde daha hizli ve kesin sonuglar elde edilmeye baslanmistir. Bu
yontemlerin Tiirkiye ciftlik hayvanlarindan elde edilecek verimlerin maksimum
seviyeye cikarilabilmesi icin arastirmacilarca uygulanmasi elzemdir. Bu yeni
yontemlerin  Marker Destekli Seleksiyon (MAS) c¢alismalarima da Onciiliik

edebilecegi beklenmektedir.
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