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ii. ONSOZ

Glnimiizde mitokondrial DNA (mtDNA) evrimsel c¢alismalarda
omurgalilarda kullanilan en 6nemli molekiiler markerdan birisi olmustur. Bunun
sebepleri arasinda mtDNA’nin siki bir gen yapisina sahip olmasi, yiiksek
evrimlesme oranina ve annesel (maternal) kaliimla nesillere aktarilmasi ve
rekombinasyon 0Ozelliginin olmamasidir. Bireyler annesel atalar1 takip edilerek
farklilasmalar1 kaydedilebilir. Ayn1 zamanda olustuklari, farklilastiklar1 ve gog
ettikleri cografyalar hakkinda detayli bilgi verebilir. Hayvanlarin hangisinin daha

once olustugu da mtDNA analizleri sonucu tespit edilebilir.

Kediler hayatimizda 6nemli bir yeri olan, yeri geldigimi ailemizin bir bireyi
gibi gordiigiimiiz, sevimli evcil hayvanlardir. Bu canayakin canlilarin genetik yapisi
incelendiginde 200’den fazla hastaligin insanlarla benzer oldugu goézlenmis, bu
saptama insanlarin dostluk haricinde de kedilere olan ilgisini artirmistir. Yapilan
calismalar kedinin genomun daha siki ve degismeye korunumlu oldugunu

gostermistir. Bu bilgi, hastaliklara neden olan genlerin tespitini kolaylastirabilir.

Ayrica Tirkiye eski yerlesim yerlerinden biridir ve gog¢ yollart {izerine
kurulmugtur. Bu olusum genetik cesitliligin Anadolu’da ne kadar genis oldugunu
gostermektedir.  Evcillestirme  merkezlerine  yakin  olmast  hayvanlarin
evcillestirilmesi c¢aligmalarinda ve evrimsel c¢alismalarda bize degerli bilgiler

kazandirabilir.

Bu calismada, Tiirkiye’de bulunan bazi kedi irklarmin mtDNA D-Loop
bolgesinin bir kisminin dizi anlizi yapildi, kediler arasindaki farkliliklar tespit edildi.
Tespit edilen farkliliklar Diinya’nin farkli yerlerinde yapilan c¢aligmalarla
karsilastirildi. Diger calismalardan Tiirkiye’de bulunan irklarin genetik farkliliklar:
tespit edildi.



iii. [CINDEKILER

€] 1 23 £ OO 1
1.1. Mitokondrial DNA’n1N Yap1sal OZellIKIE i ..........cvvvervrverrerererceeieeessessssessssessesessesessesenens 1
1.2. Kontrol BOIgesi (D-LO0P) .....cvcuiririeirinieirinieisisieisesie st 4
1.3. Model Organizma Olarak KEAIEr............ciiiiiiieiieee e 6
1.4. Kedilerde Niiklear Mitokondrial DNA Dizilefi..........cccooviiiiiiniiiiiscccs 7
1.5, Kedinin KOKENT....ccuciuiiiiiiiiiiisiesiesiesiesiese sttt 7
1.6. Gen Kaynaklarinin KOrunmasi..........ccuviviiiniiiiiicss s 9
1.7. Kedilerin Genel OZelliKIEi..........ccevueveceieerrersieceseeesesesiessesssessessssssses s sssssssssessessssseseneas 10
1.8. Arastirmada Kullanilan Evcil Kediler.........coovoiiiiiiiiiiiii e 11
1.8.1. VAN KEAIST ... 11
LRSI ey S 1 FR T 12
1.8.3. ANKAIa KEAIST ......cvviiiiiccce s 13
1.8.4. SIYAM KEUISH ...ttt 14
1.8.5. TEKII KEAIST ... 15
1.9. Kediler ile Yapilan diger Caligmalar............ccooooiiiinininninnneces e 16
2 €3 00 23 TOR Y4 DI (0 0 N 5\ (O 19
2.1 HayVan Materyali ..........ccociiiiiiiiie ettt ere e neeneas 19
2.2. Kandan DNA IZOIaSYONU .........c.ccevueveiiiiieercicisieese st 19
2.3. Izole Edilen DNA’nin Kalitesinin OIGHIMES .........c.ovveviveerreeeieeeeireeessessesseesseeesseeenes 20



2.4. Normal PZR NIN HazZ1rlanmasT........coiieeeriiiiiiee e eseiiiiete e e e e s sssareeeee e e s ssssssssseeesssssnnnsssseees 20

2.5. PZR Uriinlerinin TEMizZIBNMESI ..........c.ccvveeveerriieeeeeeiesieetesesesestsssesesesssssessssesssesssssen o 21
2.6. DNA DizZi ANAIIZI .....ooiiiiiiicrcce s 21
2.7. Stop Soliisyonu ile Reaksiyonun Durdurulmast ...........cccooeeieneiininiiineinescscsee 21
2.8, IStAtiStIKSE] ANALIZ.......cvocveeeeieeiecieeeeeee ettt ettt es s 22
S BULGULAR . ...ttt bbbttt nas 23
3.1 PZR REAKSIYONU ...ttt 23
3.2. Kapiller Elektroforezde Dizi ANGHIZI ........cccceoveiiiciieiceceece e 24
3.3. D-Loop (Kontrol Bolgesi) Dizi Analizi SONuglart .........ccccecvvviiiiniiniiniineccseenee 26
3.3.1. Materyal Olarak Kullanilan Kedilerin Karsilagtirtlmasi .........c.ccocveeninieniniininincnnns 26
3.3.2. Van Kedilerinin Kendi Arasinda Karsilastirtlmasi...........cccccevveeiiieieenieciecvec e 31
3.3.3. Haplogruplarm Kendi Iginde Karsilastirimast...........c.ccuevcurecuereceeeeceeeeceeseseeseseesenenns 34
3.3.4. Haplogruplar ve Calisilan Tiim Kedilerin Karsilastirilmast..........c.ccocooviniinninnnnnns 35
A TARTISMA ...ttt st e s et e e s e st e st e se s eneaseeenesaenenseneas 39
5.SONUC VE ONERILER ...........ccoeoiiiiiiiiseeeeeeets s es s sssn s 44
6. OZET ...ttt ettt sttt e st s et et ae et e st et et e Re et et e Re et et re e nente e erenean 45
7. SUMMARY .ottt ettt ettt ettt st et et ettt e e e nens 46
8. KAYNAKLAR ..ottt ettt e bttt e 47
L 0 Z@] 01\ I 1T 51



iv. SIMGELER VE KISALTMALAR

CR:
ddH,0 :
D-loop :
DNA :
DnaSP :
dNTP :
EDTA:

EtOH :
FAO:

H:
KsEDTA:
Kb:

MEGA :
mg :
MqCl; :
ml :
mM :

MtDNA :
NaAcC :

ng :
NJ:

T

PCR/PZR :

Kontrol bolgesi

Bi distile su

Yer Degisim Halkas1 (displacement loop,)
Deoksiriboniikleik asit

DNA Sequence Polymorphism Programi
Deoksiboniikleotid trifosfat

Etilen Diamine Tetra Asetik asit

Etanol

Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization of the
Haplotip cesitliligi

Potasyum EDTA

Kilobaz

Litre
Mikrolitre

Mikromolar

Molar

Molecular Evolutionary Genetics Analysis programi
Miligram

Magnezyum Klorid

Mililitre

Milimolar

Mitokondrial DNA

Sodyum Asetat

Nanogram
Neighbor Joining
Niikleotit ¢esitliligi, Pi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)



pH : Asitlik/bazlik 6l¢iitii (Hidrojenin Giicli; Power of Hydrogen)

pMol : Pikomol

RNA: Riboniikleik asit

Taq : Thermus aquaticus

TBE: Tris-Borik Asit-EDTA
tRNA: Transfer Ribonukleik Asit

V: Volt



1.GIRIS
1.1 Mitokondrial DNA’nin Yapisal Ozellikler:

Cok hiicreli organizmalarin biyolojisinde merkezi bir goreve sahip olan
mitokondri, hiicre igerisinde birden fazla sayida bulunur. Yapisal olarak dort
boélimden olusur: dis membran, proteince zengin i¢ membran, dig ve i¢ membran
arasinda orta bir membran ve membranlarin i¢inde matriks vardir (Khan ve ark
2007). I¢ membran krista adi verilen kivrimli bir yap: olusturur. Bu kivrimlar
arasinda ETS (Elektron Tasima Sistemi) enzimleri vardir. Hiicrenin ATP ihtiyaci

ETS enzim sistemi tarafindan 0,’li solunum ile karsilanir (Sekil 1.1).

Dig membran
I¢ membran

Orta membran

Sekil 1.1. Mitokondrinin yapist (Sezgin 2010).

Gilinlimiizde bir¢ok hayvanin mitokondrial DNA’sinin dizi analizi yapilmistir.
Hayvanlarin mitokondrial DNA’s1 15-20 kb uzunlugunda ve 13 protein geni, 22
transfer RNA, 2 ribozomal RNA (Anderson ve ark 1981, Wilkinson ve Chapman
1991) ve omurgasizlarda kontrol bolgesi, omurgalilarda ise yerdegisim diigiimii
(displacement loop veya D-loop) olarak bilinen diizenleyici bir bdlgeden
olusmaktadir (Wilkinson ve Chapman 1991). Diziler ardisik ve intronsuzdur
(Fernandez-Silva ve ark 2003). D-Loop bdlgesi fenilalanin tRNA ve prolin tRNA

arasinda konumlanmistir.

Son yillarda mitokondrial DNA (mtDNA) omurgalilarda en ¢ok kullanilan
molekiiler markerlardan birisi olmustur. Korunmug gen bélgelerinin bulunmasi, siki

bir yapiya sahip olmasi, yliksek evrimlesme orani, zorunlu maternal (anasal) kalitim,



rekombinasyon 6zelliginin olmamasi gibi bir¢ok 6zelligi mtDNA’nin yaygin olarak

kullanilmasini saglamistir (Lopez ve ark 1994, Jae-Heup ve ark 2001).

Mikrosatellit DNA kullanilarak tirleri tanimlamak mimkiindir, fakat
mikrosatellit DNA’da olusan herhangi bir mutasyon i¢in yanlis bilgi verebilir. Hiicre
icinde kopya sayist fazla oldugu igin genelde mtDNA tercih edilir (Mills ve ark
2000, Nauta ve Weissing 1996). mtDNA’nin siki yapisi, hiicre igerisinde g¢oklu
kopyasinin bulunmasi, hizli evrim oram1 ve rekombinasyonun goriilmemesi,
mtDNA’y1 evrim, genetik farklilik ve tiirlerin saptanmasi i¢in yaygin olarak

kullanilan markerlar haline getirir (Zhu ve Yue 2008).

Niiklear genoma gore mitokondrial genomun evrimlesme orani daha hizlidir.
Bunun nedeni mtDNA’nin proteinler tarafindan daha az korunmasi ve ig
membraninda iiretilen hasar verici reaktif oksijen tiirii ile ilgilidir. Ayrica niikleusa
gore daha az etkili tamir mekanizmasi vardir. Yiiksek mutasyon orani ve maternal
kalittm gOstermesi, evrim ¢alismalarinda ve insan populasyon genetigi
caligmalarinda DNA dizi analizi teknigini ilgi ¢ekici bir ara¢ haline getirmistir
(Fernandez-Silva ve ark 2003).

Populasyon ve tiirler arasinda mtDNA’nin bir boliimiiniin karsilastirilmast,
filogenetik akrabaliklarin anlagilmasinda onemlidir (Janczewski ve ark 1995, Wei ve
ark 2008). Bu nedenle tiim hayvan mtDNA dizilerinin karsilastirilmasi, genom
evrimi i¢in bir modeldir ve filogenetik yap1 belirlenmesi i¢in simdilerde yaygin
olarak kullanilmaktadir (Wei ve ark 2008). Tim mtDNA dizi bilgisi tiirlerin
molekiiler hareketliligi, orjini ve evriminin ¢alisilmasi i¢in kullanigh bir aractir (Wu
ve ark 2007). Insan mitokondrial genomunun dizi analizi yapildiktan sonra 500°den
fazla omurgalinin tim mtDNA genomunun dizi analizi tanimlanmistir (Anderson ve

ark 1981, Wu ve ark 2007).

Hiicrenin ATP iretiminden sorumlu olan mitokondrial DNA oksidatif
fosforilasyon sisteminin az fakat O6nemli sayida polipeptidini kodlar. Memeli
mitokondrial genomu siki bir gen organizasyonu gosterir. Memeliler arasinda
mitokondrial DNA’nin yapisi, genetik igerigi ve organizasyonu gii¢lii bir sekilde
korunmaktadir, bundan dolay1 insan mtDNA’s1 model olarak dikkate alinmaktadir.

Insan mtDNA’s1 ¢ift sarmalli, yaklasik 10 milyon Da molekiil agirhgina tekabiil
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eden, 16.6 kb biiyiikliigiinde kapali dairesel bir molekiildiir (Anderson ve ark 1981,
Fernandez-Silva ve ark 2003) ve bir¢ok hiicrede toplam DNA igeriginin yaklasik %
0.5-1’1 kadardir (Fernandez-Silva ve ark 2003).

Diger memelilerde oldugu gibi insan mitokondrial DNA’s1 intron igermez ve
37 genden olusmaktadir (Wallace ve ark 2005). Bunlarin 24’4 mtDNA’nin
translasyon mekanizmasinindaki genleri kodlamaktadir (22’si tRNA ve 2’si
ribozomal RNA’dir). Mitokondrial genetik kod (m), niiklear genetik kodla (n)
benzerdir fakat ayni degildir. Farkli olan 4 kodon vardir. Bunlar AUA=Ile (niiklear),
Met (mitokondri); UGA= Stop (niiklear), Trp (mitokondri); AGA, AGG=Arg
(niiklear), Stop (mitokondri)’dir. Kalan 13 gen karbonhidrat ve yaglarin
oksitlenmesiyle karbondioksit, su ve ATP olusmasini saglayan elektron transport
sisteminin alt tnitesi i¢in kodlanmaktadir. Aslinda mitokondrinin baslica gorevi
okaryotik organizmalara ATP iiretmektir (Khan ve ark 2007). Insan mtDNA’s1
(Sekil 1.2) 16569 b¢ uzunlugundadir (Tatar ve ark 2006).
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Sekil 1.2. Insan mitokondrial DNA’siin sematik gosterimi (Sezgin 2010).

Kedi (Felis catus) mtDNA’s1 17,009 b¢ uzunlugundadir. Kedi mtDNA’s1
(Sekil 1.3) insan mtDNA’sindan 440 b¢ daha uzundur. Bunun nedeninin tekrar
bolgelerinin fazlaligindan veya kedi mtDNA’smmin daha siki ve korunmus

olmasindan kaynaklandig diisiintilmektedir (Lopez ve ark 1996). Korunmus olmasi



geriye yonelik evrimsel calismalarda ve yapi ¢alismalarinda zaman iginde hangi

bolgelerin degistigi hakkinda aydinlatici bilgiler verebilir.

Felis Catus

HSL 17009 bp

Sekil 1.3. Kedi mtDNA’sindaki baglica enzim kesim yerleri ve kodlanan genlerin fiziksel haritasi
(Lopez ve ark 1996).

1.2 Kontrol Bolgesi (D-Loop)

Kontrol bolgesi (CR) mtDNA molekiiliiniin en hizli evrimlesen bolgesidir
(Lopez ve ark 1997). Memelilerin kontrol bolgesi tRNAProlin ve tRNAFenil alanin
arasinda bulunur. Yapisal gen tasimaz ve transkripsiyon ve replikasyon igin
diizenleyici diziler ve promotor igerir. Bu bolgede genelde tekrarlayan diziler gortiliir

(Wu ve ark 2007).

Kontrol bdlgesi olarak da bilinen mtDNA D-Loop dizisi, mtDNA’nin diger
bolgelerinden daha degiskendir. Bu da onu tiirlerin orijini ile ilgili ¢alismalarda en

kullanigh arag haline getirmistir (Jia ve ark 2007).

Mitokondrial DNA’nin iki ipligi vardir. Bu iplikler agir (H) ve hafif (L)
olarak adlandirilirlar (Sekil 1.4). Agir iplik transkripsiyonu saat yoniinde, hafif iplik
transkripsiyonu saat yoniiniin tersine ilerler. Transkripsiyon baslangic bolgesi
mtDNA’nin Displacement Loop (D-Loop) denilen kontrol bélgesidir (Ayhan ve ark
2004).
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Sekil 1.4. mtDNA H ve L bant (Sezgin 2010).

Kedi kontrol bolgesi yaklasik olarak 1560 b¢ uzunlugundadir. tRNA-Thr ve
tRNA-Phe arasinda yer alan bu bolge CSBI, CSBII, CSBIII, RS2 ve RS3
bolgelerinden olusmaktadir. Iyi korunmus bolge olan CSBI bdlgesinin bir tarafinda
RS2 ve diger tarafinda RS3 tekrar bolgeleri uzanmaktadir. CSBI bolgesi korunmug
bolge ve RS3 tekrar bolgesi arasinda bulunmaktadir (Sekil 1.5). CSBI bolgesi ¢ok
Iyi korunur ve memelilerin ¢ogunda ayn1 dizilime sahip olmasina ragmen Felis catus
ve insan gibi bazi memelilerde niikleotid diziliminde bazi1 degisikliler oldugu
bilinmektedir. RS2 ve RS3 tekrar dizileri nadir goriilen bir dzelliktir ve bu 6zellik
insan ve Felis gibi baz1 canlilarda gériilmektedir (Lopez ve ark 1996, Wilkinson ve
Chapman 1991). Kontrol bolgesi mtDNA’nin en hizli evrimlesen bolgesidir. Yakin
tirler ve alt tlirler arasindaki evrimsel yakinligi tanimlamada yaygin olarak

kullanilan bolgedir (Lopez ve ark 1997, Jae-Heup ve ark 2006).
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Sekil 1.5. Kedigiller kontrol bolgesinin sematik diagrami (Lopez ve ark 1996).

1.3. Model Organizma Olarak Kediler

Uluslar Aras1 insan Genom Arastirma Enstitiisii (NHGRI), 2005 yilinda evcil
kedi Felis catus’u da icine alan 26 memeli i¢in kapsamli (2x) tim genom dizi
analizini gerceklestirmeyi planlamigtir. Kediler, kopekler gibi kapsamli bir sekilde
veteriner hekimler gozetiminde incelenmesi sonucunda, insan hastaliklariyla analog
200 hastalik tanimlanmistir (O’Brien ve ark 2002, Pontius ve ark 2007). Ornegin
hastaliklardan viral olanlar; felin bagisiklik yetersizligi (immunodeficiency) virusu
(FIV) - insanda AIDS ile, felin corona viriisii ( FeCoV) - insanda SARS ve kus gribi
ile, canine distemper virusii- insanda neurotropic virusu ile felin 16semi ve sarcoma
virusleri (FeLV, FeSV) - insanda l6semi ve sarcoma virusleri ile (bu viriisler
onkogen aragtirmalar i¢in alt yap1 olustururlar) analog olarak goriilmiistiir (O’Brien

ve ark 2002).

Felidae familyas1 Diinya {izerinde yiiriiyen, ve simdilerde tehdit altinda
bulunan yirtic tiirleri igermektedir. Evcil kediler Felidae familyasinin evcillestirilmis
temsilcileridir. (O’Brien ve Johnson 2005, Pontius ve ark 2007). Kedi hastaliklari ile
ilgili genis patoloji literatiiri bilgisi, sanat ve tarih iginde insanlarin kedilere karsi
ilgisi, buna ilave olarak atasal gen diizenlerinin ¢ok fazla korunmus olmasi, diger
arastirmalart tamamlayan, aydinlatic1 bilgiler sunmasi, kedi genomunu diger
calismalar ic¢in kullanilan yardimci bir kaynak haline getirmistir (Johnson ve ark

2006, Pontius ve ark 2007).



1.4. Kedilerde Niiklear Mitkondrial DNA Dizileri (Numt)

Okaryotik genomlar, ge¢mis zamanlarda atalarmin kromozomlaridan
mitokondriyal genomlarina ge¢mis dizilerin kalintilarini muhafaza etmektedirler.
(Richly ve Leister 2004, Pontius ve ark 2007). Bu kalintilar1 Lopez ve ark (1994)
Numt (Niiklear mitokondrial DNA) olarak isimlendirmislerdir.

Kedi ailesinde ¢ok iyi karakterize edilmis iki numt bélgesi vardir: Bunlardan
ilki evcil kedide lopez-numt bdlgesidir. Bu bdlge kromozom D2 iizerinde bulunur
10b¢’lik delesyonla ayirt edilir, 38-76 kez tekrar eden mtDNA niikleotid
kopyasindan olusur. Bu kopyalar CR-12S5-16S-ND1-ND2-CO1-CO2 arasinda uzanir
ve 7.9 kb’dan meydana gelir (Lopez ve ark 1994, Lopez ve ark 1996, Pointeus ve ark
2007). ikincisi ise biiyiik kedilerin en yaygimn atas1 olan Pantera genusunda F2
kromozomunda son olarak bulunan 12.5 kb’lik yerdegisimdir (transposition) (Kim ve
ark 2006, Pontius ve ark 2007).

Felis catus Numt DNA dizileri 7946 b¢ uzunlugundadir ve tahminen 38-76
kopyadan olusan tek bir monomerden tiiremis tekrarlayan kromozomal dizilerden
meydana gelmektedir. Sitoplazmik mtDNA ve numt arasinda eslesen bolge RS3
tekrar1 iginde 529. niikleotidden baslamakta, COII’'nin %80’m1 de igine alan 8453.
niikleotide kadar uzanmaktadir ( Lopez ve ark 1994, Lopez ve ark 1996).

1.5. Kedinin Kokeni

Kediler ve bunlarin vahsi soylart uzun yillardir Diinya iizerinde
yasamaktadir. Fosil kayitlar1 ilk kez 35 milyon yil once gorildiiglini ileri
siirmektedir. Uzun zaman 6nce biiyiik kili¢ disli kaplanin soyu tiikenmis olsa da,
modern kedilerin 10-11 milyon yil 6nce yasamis, orta boy bir kedinin soyundan
meydana geldigi bilinmektedir (O’Brien ve Johnson 2005, O’Brien ve ark 2008).
Kediler Felidae ailesinin yasayan, evcillestirilmis en basarili temsilcileridir, ancak
ayni zamanda giinimiizde Diinya iizerindeki kemiricilerin en fazla tehdit altinda

olanlaridir (O’Brien ve Johnson 2005).

Insan yerlesimi yaklasik 10.000 y1l nce Giineybat: Asya’da gdézlenmistir. O

donemlerde Akdeniz havzasinin derin ormanlarinda basa ¢ikmasi zor ufak kedi
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tiirleri birbirleri ile karismiglardir. Bu karisan tiirlerin orman kedisi, ¢61 kedisi ve sik

rastlanan bir vahsi kedi olan Felis silvestris oldugu bilinmektedir.

Felis silvestris’in 3 alt tirden geldigi kabul edilir. Bunlar F. silvestris
silvestris (Avrupa vahsi kedisi), F.s. ornata (Ortadogu vahsi kedileri) ve F.s. lybica
(Asya ve Yakindogu vahsi kedileri). Bu soylardan herhangi biri belkide kedinin

evcillestirilmesinde basaril1 bir 6rnektir (O’Brien ve ark. 2008).

Son zamanlarda yapilan filocografik ¢alismalarda, ii¢ kitada, evcil kedi
(N=979) ve vahsi kedi ile 36 STR bolgesi ve 2604 b¢ mitokondrial DNA kullanilarak
F. silvestris’in alt tiir yapist ve onun evcil kedilerle akrabalik bagi ¢oziimlenmistir
ve alttiirlere 6zgli niiklear ve mtDNA soylar1 her bir populasyon i¢inde net bir
sekilde ilk defa tammlanmustir. Ornegin, Afrikada Sahara Céliiniin Giiney kismina

ait iki gesit mtDNA genotipi oldukga belirgin bir sekilde bulunmustur (Sekil 1.6).

Clades

STR Clade STR mtDNA

European Wildcat I I; IV

F.s. silvestris

Southern African I} I, v

Wildcat

F.s. cafra

Central Asian |} ;v

Wildcat :

F.s. ornata ~ ]

[ Historic Distribution

Near Eastern Wildcat IV 1\

and Domestic Cat
F.s. lybica; F.s. catus

[ F.s. ornata
Chinese Desert Cat v v [ F.s. lybica {
F.s. bieti W F.s. bieti

b F.s. silvestris
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Sekil 1.6. Evcil ve Afrika vahsi kedisi, sirasiyla bej ve mavi daire grafigi. (Driscoll ve ark 2007,

O’Brien ve ark 2008)



Diinya tizerinde ¢ok sayida siislii kedinin (112 siislii kedi tiirlinii icerir)
genotipi tanmimlamistir. Fakat yakindogu alt tiirii olan F.s.lybica tarafindan
olusturulan gruplar ayirt edilememistir. Ayrica genetik yap1 temelli analizler
yakindogu’daki (Israil, Birlesik Arap Emirligi ve Suudi Arabistan v.b) vahsi
kedilerin farkli bir populasyon olusturduklarini gostermektedir. Bu populasyon
Diinya evcil kedilerinin kurucu ata populasyonlarini yansitiyor olabilecegi

disiiniilmektedir.

Arkeolojik kazilarda, bilinen en eski kedi ve insan kalintilar1 birlikte 9500 yil
once Kibris’ta ortaya ¢ikmistir (sciencedaily.com 2010). Bazi arastirmacilara gore ise
5000-6000°1i yillarda Eski Misir uygarligit kurulmadan once, bu bolgede
evcillestirmenin oldugu ileri stiriilmektedir (Serpell 2000). Buna alternatif olarak
arkeolojik ve genomik bilgi beraber degerlendirildiginde, (yaklasik 10000 yil 6nce
verimli yarimayda) ilk tarim koyiiniin kurulmasiyla hemen hemen ayni zamanda
yakin doguda bir evcillestirme alaninin varligi isaret edilmektedir. Belki de vahsi
kediler ilk tarim ambarlarinda hareket eden kemirgenlere karsi, ilk ¢ifciler tarafindan
avcl olarak kullanilmislardir. Evcillestirmenin yakin dogu orijininden, daha sonra
asamali bir sekilde, kedilerin insan dostlari tarafindan tiim Diinyaya yayilmalari

gerceklesmistir (O’Brien ve ark 2008).

1.6. Gen Kaynaklarinin Korunmasi

Genetik cesitlilik belirli bir bolgede yasayan, o bdlge sartlarina adapte olmus
canlilarin kalitsal bilgilerinin ¢esitliligini gosterir. Bu canlilar ve irklar1 kendi iclerine
olusturduklar1 genotipler ile gen havuzlar olustururlar (Mercan ve Okumus 2010).
Tirkiye Diinya’nin en 6nemli bir gen merkezidir (Ertugrul ve ark 2009). Tirkiye
evcillestirme merkezlerine ¢ok yakin bir konumdadir ve eski go¢ yollar Tiirkiye’den
geemektedir. Bu nedenle genetik ¢esitlilik ¢cok fazladir. Bu kaynaklarin korunmasi
gecmise yonelik evrimsel calismalarin yapilmasi, zaman i¢inde genomdaki
degisimlerin takibi ve saf irklarin tespiti, genetik zenginliginin korunmasi i¢in

onemlidir.



1.7. Kedilerin Genel Ozellikleri

Viicutlar1 genelde ince ve uzun, boyunlar1 kisa ve baslar1 yuvarlaktir.
Aslanlar hari¢ eseysel dimorfizm gostermezler. Erkek bireyler biraz daha iridir.
Gozleri biiyiik, 6nde, pupilleri ¢gubuk seklindedir. Bu diger hayvanlarda yuvarlaktir.
Kulaklar1 orta biiytikliiktedir. Bacaklari orta ile uzun, kuyruklart kisa ile uzun
arasinda degisir. Agiz ve burun kisimlar1 c¢ikiktir. Tirnaklar keskindir ve geriye
cekebilirler. Karmlarinda 4, bazen gogiislerinde buna ilave 2 meme uglari vardir.
Tiim kedilerde 37 ¢ift kromozom bulunur. Ust dudaklarindaki dokunma killar1 yon
bulmada ve nesneleri tanimada rol oynar. Yirtict hayvanlardan biridir. Evcil kediler
hemen hemen insanlarin yedikleri herseyi yerler. Cok iyi goriirler ve sesleri ¢ok iyi
algilarlar. Kulaklarini sesin geldigi yone cevirirler. Karanliga géziin uyumu insanlara
gore daha hizlidir. Geceleri 151k diigiince gozlerinin parlamasinin sebebi Tapetum
lucidum tabakasindan dolayidir. Denge organlari ve denge duygusu gelismistir. Bu
nedenle genelde dort ayaklarinin tizerine diiserler. Kediler genelde 1-2 kez dogum
yaparlar. Evcil kedilerde gebelik 65 giindiir. Bir batinda 1-6 yavru dogururlar,
yavrular 85-110 gr arasinda dogarlar (Demirsoy 2003).

Felidae ailesinin 37 kedi tiirii genellikle i¢lerinde panther, ocelot (benekli

yaban kedisi) ve evcil kedi tiirii olarak ayrilir (Sekil 1.7) ( Janczewski ve ark 1995).
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1.8. Arastirmada Kullanilan Evcil Kediler

1.8.1. Van Kedisi

Resim 1.1 Van Kedisi (internetveteriner.com 2010)

Van kedileri Van yoresinde yasayan, kedi cinsleri arasinda ylizmeyi tek
seven, asil bir kedi irkidir. Van kedilerinin saf beyaz renk uzun tiiyleri vardir. Bu
uzun tlyler diplere dogru ipeksi bir dokunum kazanirlar. Van kedisinin goz rengi ii¢
gruba ayrilir. Her iki gozii mavi (daima turkuaz mavisi), her iki gozii kehribar (Sar1
renk ve tonlari, cok nadiren kahverengi) ve tek-goz (Diskromatopsi; yani bir gozii
mavi diger gozii kehribar renkte olanlar) diye gruplandirilir. Mavi renk, daima
turkuaz mavisi oOzelliginde olurken, kehribar rengi farkli tonlarda goriilebilir.
Bununla birlikte, mavi gozlii Van kedileri de kendi arasinda mavi gozli kisa, kadife
kiirklit ve mavi gozli-uzun ipek kiirklii kediler olarak ikiye ayrilir. Gozlerinin
kenarlari, burunlari, patileri ve kulak igleri pembedir. Suyla oynamay1 ve yiizmeyi

cok severler (Akay 1994).

Arkeolojik ¢aligmalar Van kedisi 7000 yillik bir gegmisi oldugunu gosterir.
Hacilar bolgesinde kedilerle oynayan kadinlarin topraktan yapilmis heykelciklerine
rastlanmistir (Somer 2010).
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1.8.2. iran Kedisi

Resim 1.2 iran Kedisi (evcilkediler.com 2010)

Iran kedileri viicutlar1 kiirklii, asil duruslu hayvanlardir. Kendilerine de bu
sekilde davranilmasini beklerler. Tiiyleri uzun oldugu igin her giin firgalanmak ve
taranmak isterler. Rahatina diigkiin sakin hayvanlardir. Viicutlar1 yapili ve kaslhdir.
(Akay 1994). Soylan ilk kez Iran’da ortaya ¢iktigi igin bu ismi alirlar. Fakat
hiyorografi kaynaklart M.O. 1684 yilinda bu kedilerin var oldugunu gostermektedir
(Pollard 2010).
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1.8.3. Ankara Kedisi

Resim 1.3.Ankara Kedisi (freewebs.com 2010 b)

Her zaman uzun, ipek gibi tiiyleri vardir. Beyaz olabildikleri gibi fakli renkli
olanlar1 da bulunmaktadir. Beyaz olan kediler korunmaya alinmistir ve iilkemizde
yetistirilmektedir. Bu kedilerin farkli bir 6zelligi uzun tiyli kuyruklarini
viicutlarinin Uistiinde yatay olarak tasirlar ve ¢ogunlukla kuyruklar: baslarina deger

(Akay 1994).

Anatomik yapr olarak Ankara kedileri, orta biiyiikliikkte bir kafa sekline,
ticgenimsi uzun bir burun yapisina sahiptir. Kulaklar uzun, dik ve birbirine yakin,
basin iist kismindadir. Kulak uglan tiiylidiir. Gozler iri ve yuvarlak, goz bebekleri
dikey badem seklindedir. Ankara kedilerinin en 6nemli ozellikleri dogustan sagir

olmalaridir. Fakat bazi bireylerde goriilmeyebilir (evcilkediler.com 2010a).
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1.8.4. Siyam Kedisi

Resim 1.4. Siyam Kedisi (kitten-stork.com 2010)

Genisten baslayarak asagi dogru incelen takoz big¢imli kafas1 orta boydadir ve
beden oOlgiilerine uyumludur. Kafa burundan baslayarak kulaklara dogru tam bir
tiggen olusturur. Biyik bolgesi fazla ¢ikintili degildir fakat erkek kedilerin geneleri

daha belirgindir. Boyunlari zarif, agiz kisimlari narin, uzun ve tiggendir.

Sivri uglu kulaklarin alt kismi1 genistir ve birbirlerinden ayriktir. Ince kemikli
orta boy govdesi siki kashidir. Viicut hatlarinda hep kalindan inceye dogru sekil
almaktadir. Omuzlari ve kalgalar1 gogiis kafesiyle ayni kalinliktadir. Bedenine dogru
yatik duran tiiyleri ince, parlak ve kisadir (evcilkedi.com, 2010).Klasik beyaz-kahve
Olmasinin diginda fakli tily renkleri de vardir. Parlak mavi gozleri ve giiglii bir

duruglar1 vardir (Akay 1994).
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1.8.5. Tekir Kedisi

Resim 1.5. Tekir Kedisi (evcilkediler.com 2010c)

Tekir kedi melez bir irktir. Karakter olarak tim kedi wrklarinin 6zelliklerini

hemen hemen gosterir. Genel olarak post renklerinden dolay: bu ismi almiglardir.

Bugiinkii post renkleri incelendiginde ¢izgili desenler ¢ok bariz ve canh
goriilmektedir. Arkeologlarin magara resimlerinden yaptiklari incelemelerde, bundan
yaklagik ti¢ dort bin yil 6nce Misir kedilerinde post desenleri ¢ok soluk ve kirik
hatlar seklinde oldugu goézlemlenmis, ayni izlenim Avrupa kedilerinden de elde
edilmistir. Zaman igerisinde Misir ve Avrupa kedi tiirleri birlestirilip melez irklar
gelistirildikge desenlerin daha bariz ve canli bir hal aldig1 goriilmiistiir. Sonucta

bugiinkii cazip renkli tekir postu ortaya ¢ikmistir (evcilkediler.com, 2010c).
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1.9. Kediler ile Yapilan diger Calismalar

Kedi genom projesi kapsaminda memeliler arasindaki genom
organizasyonunun arastirilmasi ve evcil kedileri de i¢ine alan genom dizisinin ve
gen haritalanmasiin diizenlenmesi gerektigi belirtilmistir. Bu genom projesinde kedi
genomunun tamamen c¢oziimlenecegi, biyolojik amplifikasyonlarmin ortaya
koyulacagi ve genom karsilastirmalarinin ve hastalik modellerinin tanimlanacagi

ifade edilmistir (O’Brien ve ark 2002).

Yapilan bir ¢aligmada (Masuda ve ark 1994), Iromata kedilerinin (Felis
iriomtensis) molekiiler genetik yapilari, mitokondrial 12S ribozomal RNA geninin
parsial dizileri ve sitokrom b geni, PZR ve direkt dizi analizi teknigi ile belirlenmis
ve diger 7 kedi tirleriyle karsilastirilmistir. Bu ¢alismada incelenen 6 Iriomoto
kedisinin her iki kontrol bolgesi i¢inde intraspesifik varyasyon gostermedigi tespit
edilmistir. DNA dizilimleri benzerlikleri ve molekiiler filogenetik agaclar1 Iriomota
kedilerinin leopar kedilerle (Felis bangelensis) ¢ok yakin iligki iginde oldugunu

ortaya koymustur.

Tamada ve ark (2005) Tsushima adalarindan elde edilen 50 evcil kedinin
(Felis catus) mtDNA dizilerini belirlemis ve genetik farkliliklarini analiz etmislerdir.
Kedilerde tiim sitokrom b dizilerinin 6 haplotipi ve parsial kontrol bélge dizilerinin
10 haplotipi ortaya ¢ikarilmistir. Her bolgeden elde edilen haplotipler Tsushima’daki
evcil kedilerin en az 11 maternal baglantisinin varligimi gostermislerdir. Kontrol
bolgesindeki polimorfik bdlge sayilarinin ortalama degerleri ve dizi farkliliklarinin
sirastyla sitokrom b genindekinden 2.4 ve 1.8 kez daha biiyiikk oldugunu

belirlenmistir.

Wu ve ark (2007) tarafindan Neofelis nebuloas’nin 16844 b¢’lik mitokondrial
DNA’smin tamaminin dizi analizi yapilmis ve sonuglart Felis catus ve Acinonyx
jubatusu’un mitokondrial DNA’lar1 ile karsilastirtlmistir. N. nebulasa’nin baz
kompozisyonu A (%31.7); C (%26.4); G (%14.8) ve T (%27.1) olarak bulunmustur.
Genom komplementi ve gen diizeninin diger memelilerle benzer olacagi
diistintilmiistiir. Fakat N. nebulasa’nin birgok nadir 6zelligi bulunmustur. Bunlardan
birincisi protein kodlayan bolgede AT ¢aprazlamasi diger memelilerde kodonun ii¢

pozisyonunda iken, Neofelis nebulosa’da kodonun ikinci pozisyonunda yer
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almaktadir. Ikincisi ise DHU kolundan yoksun olan tRNA** (AGY), yonca yaprag
yapist bulunamamustir. Ugiincii olarak kontrol bolgesinde tekrarlayan diziler (RS-2)
bulunamamistir. Halbuki birgok kedide kontrol bdlgesinde RS-2 tekrarlayan diziler
genellikle goriilmektedir. Buna ilaveten, kontrol bolgesinin CSB-3 bdlgesinde 4
degisik alan bulunmustur. Dordiincti olarak N. nebulosa’in mtDNA kontrol

bolgesinin diger bolgelerden daha kisa oldugu bulunmustur.

Eizirik ve ark (1998) ocelot (Leopardus pardalis) ve margay (L. wiedii)
tiirlerinin 3-5 milyon yil dnce Panamian bogazindan ge¢ip Giiney Amerika’ya goc
eden bir soydan gelisen neotropikal kedilerin kardes tiirlerinden olduklarini ileri
stirmektedir. Her tiiriin populasyon ornegindeki genetik uzakligi, bireysel mtDNA
kontrol bolgesinin genetik analizi yapilarak taxalarin karsilikli dagilimi galisilmastir.
Cok hareketli cesitlilik ve dikkat ¢ekici uyumlu filogenetik parcalar her iki tiir igin
tanimlanmistir. Buna ilaveten, mtDNA kontrol bdlgesinin dizi analizlerine

bakildiginda molekiiler evrimde kedilerle yakin akrabalik sagladigi gézlenmistir.

Wei ve ark (2008) Pantera uncia’nin tim mtDNA genomunu dizayn ettikleri
30 primer ile PZR teknigini kullanarak ¢ogaltmislardir. mtDNA’nin tiim dizisi 16773
b¢ uzunlugunda ve baz kompozisyonu A (%31.9); C (%26.5); G (%14,5) ve T
(%27,1) oranlarinda hesaplanmistir. P. uncia mitokodrial genomunun karakteristik
yapist F catus, Acinonyx jubatus, N nebulosa ve diger memelilerle oldukga benzer
olarak bulunmustur. Bunun disinda P. uncia‘nin mitokondrial genomunun birgok
karakteristik 6zelligini bulmuslardir. Ik olarak F catus, A jubatus, N nebulosa’dan
farkli olarak, COIII'nin terminasyon kodonu TAA’dir. Ikinci olarak; DHU kolu
bulunmayan tRNA**" (AGY) tipik yonca yaprag: yapisinda bulunamamustir. Ugiicii
olarak kontrol bolgesinde, RS-2 bolgesinde uzun tekrarlayan diziler RS-3
bolgesindeki 15 tekrarla birlikte bulunan bir kisa tekrar segmenti (9 bg) oldugunda 2

tekrar seklinde gozlenmistir.

Jae-Heup ve ark (2001) mikondrial DNA kontrol bdlgesinin yapisini ve
cesitliliklerini Pantera genusunun 5 tiirii i¢inde tanimlamiglardir. Karsilagtirmali
analiz ile iki hypervariable segment, merkezi bir korunan bdlge, uzunluk farklilig: ve
dizilim heteroplazmisi olayini agiklamislardir. Evcil kedilerde gozlenen fakat diger
memelilerde gézlenmeyen, iki tekrardan olusan dizi diizenini (80 bg seklinde R2 ve

6-10 bg seklinde RS-3) tanimlamislardir.
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Mills ve ark (2000) tarafindan Kanada lynx’lerinin dagilimin belirlemek i¢in
kil kullanarak bir ¢alisma yapilmistir. Bu c¢alismay1 karsilastirabilmek i¢in Kuzey
Amerikanin kuzeyine 6zel 4 kedi tiriinii (lynx (Lynx canadensis), bobcat (Lynx
rufus), cougar (Felis concolor ) ve evcil kedi (Felis catus) ) i¢ine alan bir protokol
gelistirilmistir. Mikrosatellit DNA kullaniminin tiirleri tanimlamada yetersiz kalacagi
diisiiniilerek ve mtDNA’nin hiicre i¢inde kopya sayisi fazla oldugu i¢in bu ¢alismada
MtDNA tercih edilmistir. Ayn1 zamanda bireylerdeki farkli dokular arasinda yiiksek
derecede korunan ve sagtan ¢ogaltilmasi oldukca kolay olan mtDNA tercih sebebi
olmustur. PZR ile mtDNA’dan iki bolge ¢ogaltilmistir. Bolgelerden biri olan kontrol
bolgesi, evrensel primer olan L16007 ve H16498 kullanilarak ¢ogaltilmistir.

Tiirkiye’deki baz1 kedi wrklarinin genetik yapilarinin  mikrosatellitlerle
incelenmesi baglikli tezde (Eroglu 2007) 5 kedi irki (Van kedisi, Ankara kedisi,
Siyam kedisi, Iran kedisi, Tekir kedisi) ait 10 farkli mikrosatellit markeri (FCA069,
FCAQ75, FCA105, FCA149, FCA220, FCA229, FCA240, FCA310, FCA441 ve
FCA678) ile genetik karakterizasyon c¢alismasi yapilmistir. Sonugta toplam 274
farkl allel gozlenmis ve her lokus igin tespit edilen ortalama allel sayisinin 8.3 (Van
kedisi) ile 3,7 (Siyam kedisi) arasinda degistigi belirlenmistir. Bireylerin genetik
olarak birbirlerine ne derece benzediklerini FCA (allel paylasim uzakligi) metodu
kullanilarak analiz edilmistir. Bu analize gére Iran, Siyam, Ankara ve Van kedileri
birbirlerinden ayr1 bolgelerde yogunlasmislardir. Fakat Van, Ankara ve Tekir

birbirine daha yakin bir konum almisken, Siyam ve Iran kedilerinin daha uzak bir

konumda toplandiklart gézlenmistir.

Altunok ve ark (2010) tarafindan yapilan Van kedilerinde enzim elektroforezi
analiz sonuglarina gore, Van kedilerinde polimorfizmin yiiksek oldugu ve elde edilen

sonuglarla g6z renkleri arasinda bir iligki tespit edilemedigi bildirilmektedir.

Bu tez calismasinda, Van kedileri ile diger bazi kedi irklarindaki mtDNA
polimorfizmini ortaya koymak amaglanmistir. Ayrica Van kedilerinde elde edilen
mtDNA analiz sonuglar ile g6z renkleri arasinda herhangi bir iligkinin olup olmadig:

da degerlendirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 27.03.2008
tarih ve 2008-021 sayili izni ile gergeklestirilmistir.

2.1.Hayvan Materyali

Materyal olarak 35 Van Kedisi, 5 iran Kedisi, 10 Tekir Kedisi, 9 Siyam Kedisi ve
6 Ankara Kedisi kullanilmistir. Calismada kullanilan 35 adet Van Kedisinin kan
ornekleri Yiiziincii Y1l Universitesi Van Kedi Evinde yetistirilen kedilerden, diger irk
kedilerin kan ornekleri ise 6zel ve tiizel kisilerin elinde bulunan kedilerden temin
edilmistir. Toplam 65 kediden kan Ornekleri Vena cephalica antebrachii’den
antikuagulanthi (K3sEDTA) tiiplere alinmistir ve analize kadar -20°C’de saklanmistir.
Kedilerden alinan 65 adet kan 6rneklerinin hepsinin ¢alisilmasina ragmen, bolgenin
cok polimorfik olmasi nedeniyle 39 kedi orneginden kaliteli analiz sonucu elde
edilmistir. Cok farkli analiz yontemleri denenmesine ragmen ve bu alanda yeterli
literatiir veri olmamasi nedeniyle diger orneklerin analizlerinden saglikli sonuglar
elde edilememistir. Bu nedenle ¢alismada 39 adet kedinin (25 Van kedisi, 3 iran
kedisi, 3 Tekir kedisi, 7 Siyam kedisi ve 1 Ankara kedisi) analiz sonuglar

sunulmustur.

2.2.Kandan DNA izolasyonu

Standart fenol/kloroform yontemi kullanilarak kandan DNA izolasyonu
yapildi. 400 pl kan 6rnegi alinarak 2 ml’lik eppendorf tiipe konuldu ve {izerine 20ul
0,5 molar EDTA (pH 8,0) eklendi. Bu karisim 2X lysis buffer ile 2 ml’ye
tamamlandi. 10 dakika boyunca tiipler alt iist edilerek karistirildi ve 30 dakika buz
icinde beklemeye birakildi. Buzdan alinan 6rnekler 3000 rpm’de +4°C de santrifiij
edildi. Santrifiijden c¢ikan orneklerin siipernatant kismi uzaklastirildi. Kalan pelet
lizerine 240 pl salt/EDTA eklenerek vortexlendi. Uzerlerine 24 ul %10’luk sds, 12l
proteinaz K (10 mg/ml) eklenerek 55 °C de 3 saat etiivde bekletildi. Bu siire sonunda
240 ul fenol (pH 8,0) eklendi, tiipler 5 dakika ters yiiz edilerek karistirildi. Iyice
karistirtlan ornekler 3000 rpm de +4°C de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi siipernatant kismi tiiplere alindi. 240 pl fenol: kloroform: izoamil alkol
(25:24:1) eklendi, tiipler 5 dakika ters yiiz edilerek karistirildi. 3000 rpm de +4°C de

10 dakika santrifiij edilen 6rneklerin siipernatant kismi yeni tiiplere alindi. Alinan

19



stipernatantlar tizerine 1/10 kadar 3 M NaAc (pH 5.2) eklendi, iizerlerine alinan
siipernant kisminimn 2,5 kati kadar -20°C de sogutulmus %95’lik etanol eklendi.
Tiipler sert bir sekilde sallandi. Alkol otomatik pipet ile ortamdan uzaklastirildi.
Kalan alkol ise etiivde buharlastirilarak uzaklastirildi. Kuruyan pelet 200 pl ddMQ
ile sulandirildi.

2.3. izole Edilen DNA’nin Kalitesinin Olciilmesi

Izole edilen DNA’lar Thermo Scientific Nanodrop ND-1000 ile &lgiildii.
ng/ul degeri ile DNA’nin yogunluguna, 260/280 dalga boyunda absorbans degerleri

belirlendi.

2.4. Normal PZR’1n Hazirlanmasi

Her bir 6rnek i¢in 40pul TP (150 pl Taq Buffer, 90 pl MgCly, 3 pl her bir
dNTP, 748 ul MQ, 37,5 tlinite DNA Taq polimeraz (Fermantas)) 0,8 ul primer, 8 pl
DNA ve 11,2 ul MQ olmak tizere 60 pl karisim hazirland1 ve PZR Termocycler
cihaz1 (MJ Research PTC-200) ile 95°C 4dk denatiirasyon, 16 siklus 94°C 30 sn, 60-
52 °C 30 sn, 72°C 2 dk ve 30 siklus 94°C 30 dk, 52°C 30 dk, 72°C 2dk annealing
ve 72°C 10 dk zincir uzatmasindan sonra 4°C ‘de bekletilerek DNA ¢ogaltildi.
Calismada kullanilmak tizere ¢esitli makalelerden 15 primer secildi fakat bu

calismada istenilen bolgeyi en iyi ¢ogaltan 6 primer tercih edildi (Tablol1.1).

Tablo1.1. Calismada Kullanilan Primerler

Primer F/R | Dizi 5°>3’ Referans
F ATGAATCGGTGGCCAACCTGT Tamada ve ark 2005
R TGCATGACACCACAGTTATGTG

F CCCTCCCTAAGACTTCAAGGAAGA
R GGGGTGAGTTGGTGGTTAATAGAG
F

R

F

Primer 1

Primer 2 Randi ve ark. 2001

CACGCGAACGCTTTAATTTAA
TAGGCATTTTCAGTGCCTTGC
TACACACGTATACACGCGAACGCT
Primer 4 Ry GGCCAGGACCAAACCTTTGTGTTT Bu ¢alisma
R, | GGTGGCTGGCACGAAATTTACCAA

Primer 3 Woijciech ve ark. 2006

F TAGCCCCACCATCAGCACCCAAAGC
Primer 5 Zhang ve ark. 2006
R AATGGGCCCGGAGCGAGAAGAGGTA
Seq.Primer | F GAAGCAACAGCCCCACTATC Tamada ve ark. 2005
Bri 6 F AACATCCGTTCATCACCATCGGGC Randi ve ark. 2001
rimer
R CGCACAGACAGTCAGGGTGCTATTC

Fs GATAGTGCTTAATCGTGC
JHmt Grahn ve ark. 2010
Rs GTCCTGTGGAACAATAGG

20



2.5. PZR Uriinlerinin Temizlenmesi

60 pl hazirlanan PZR iiriinlerinden 10 ul’si agaroz jelde yiiriitildi ve
gorlntiilendi. Jelde iyi goriinen ve primer dimer yapmayan Uriinler secildi ve
genomik DNA’dan mtDNA temizlendi. Temizleme icin Gene Clean Turbo Kit
kullanild1 (MP Biomedicals, LLC).

PZR sonrast elde edilen 50 pl PZR firiinii 0.5 pl’lik eppendorf tiiplere
aktarildi. Bu 6rneklerin tizerine 250 ul (5 kat) PZR Salt Solution eklendi ve iyice
pipetlenen iriinler filtreli kolon takili olan tiiplere aktarildi. 14000 rpm altinda 5 sn
santrifiij edildi. Kolonun iizerine 500 pl Gene Clean Wash soliisyonu eklendi ve
14000 rpm altinda 5 sn santrifiij edilerek yikandi. Santrifiij sonrasi kolonun altindaki
stvi bosaltildi ve 4 dk tekrar santrifiij edildi. Kolonlar yeni ependorf tiiplerine
yerlestirildi. Uzerlerine 30 pl elution solution (saf su)’dan eklendi. Kolonlar 5 dk
oda 1sisinda bekletildi ve 14000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
Nanodropta dl¢timleri yapildi.

2.6. DNA Dizi Analizi

Dizi analizi PZR’1 i¢in DTCS (GenomeLab™ Quick Start Beckman Coulter)
kiti kullanildi. Bu kitin protokoliine gére 4ul DTCS miksi, 1ul DNA (~50 fg), 1ul
(3,2 pmol) primer ve 4 pul MQ koyularak 10 pul PZR karigimi olusturuldu. Hazirlanan
PZR karisimlar1 94°C° de 3dk denatiirasyon, 30 siklus 96°C 20 sn, 50°C 20 sn, 60°C
4 dk ile DNA dizi analizi gerceklestirildi.

2.7. Stop Soliisyonu ile Reaksiyonun Durdurulmasi

MtDNA dizi analizi i¢in yapilan PZR’dan ¢ikan Ornekler etanol
presipitasyonu (etanolle ¢oktiirme) islemine tabi tutuldu. 2 ul 3 M NaAc (pH 5,2),
2ul 100mM NaEDTA (pH 8,0), 1ul Glikojen (20 ng/ul) olmak iizere toplam 5 pl

stop soliisyonu (her bir 6rnek i¢in) hazirlandi.

PZR iirlinliniin {izerine 10 pl ddMQ, 5 pl hazirlanan stop soliisyonundan
eklendi. Karigimin tizerine 60 pl %95°lik etanol ilave edildi. 14000 rpm’de 15 dakika
santrifiij sonras1 Triinlerin alkolii dokiildii ve pecete lizerinde emdirilerek kalan
alkolde ortamdan uzaklastirildi. Uzerine 200 ul % 70’lik alkol koyuldu ve tekrar
14000 rpm’de 2-3 dakika santrifiij edildi. Alkol tekrar dokiilerek uzaklastirildiktan
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sonra etiive koyularak tamamen kurumasi saglandi. Kuruyan friinler 25 pl SLS
(Sample Loading Solution) ile sulandirildi. Sulandirilan iirtinler Beckman Coulter
CEQ-8000 Genetik Analizor sistemine yiiklenerek kapiller elektroforez islemi
uygulandi.

2.8. Istatistiksel analiz

Bu ¢alismada U20753 giris numarali referans dizi kullanildi. 25 Van kedisi, 7
Siyam kedisi, 3 Iran kedisi ve 3 Tekir kedisi, 1 Ankara kedisi’den elde edilen
mtDNA dizi analizi sonuglarinin karsilastirmali istatistigi yapilabilmesi igin, 10
farkli Felis catus haplotipine ait 50 bireyin bilgileri Tamada ve ark (2005) tarafindan
yapilan ¢alismadan, bu isimlere ait dizi analiz sonuglar1 da NCBI veri bankasinda,
(www.ncbi.nlm.nih.gov) da belirtilen ve AB194819-AB194828 kodlu giris numarali

verilerden elde edildi.

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi MEGA 4, (Kumar ve ark 2007),
BIOEDIT (Hall 1999), ve DnaSP (Librado ve Rozas 2007) paket programlari
kullanildi. DNA diziler BIOEDIT (Hall 1999) programu ile diizenlendi ve hizalandi.
DnaSP (Librado ve Rozas 2007) programi ile genetik varyasyon, haplotip frekansi,
niikleotid farklilagsmasi, niikleotid farklilasmasinin  ortalamasi, haplotiplerin
farklilasmasi hesaplandi. MEGA 4 (Kumar ve ark 2007) ise transisyon ve
transversiyon farklilagmasina dayanan Kimura-2 parametresi kullanilarak filogenetik

agac ¢izimi i¢in kullanildi. Sonuglar 10000 tekrarli permutasyon ile kontrol edildi.
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3. BULGULAR

3.1 PZR Reaksiyonu

Calismada kullanilmak iizere ¢esitli makalelerden 15 primer markeri secildi
fakat bu ¢alismada istenilen bolgeyi en iyi ¢ogaltan 6 primer markeri tercih edildi.
Kullanilan primerlerin Tm (baglanma 1s1s1) degerleri farkli oldugu icin genis aralikli
1s1 degerine sahip olan Touchdown PZR protokoli kullanildi. Yiikseltgenen PZR
trtinleri % 1,5 Agaroz jel elektroforezinde yiiriitildii. Primer dimer olmayan,

istenilen ladder seviyesinde bant veren drnekler DNA dizi analizi igin kullanildi.

mix] mix2 mix3 mix4 mix5

1016bg 637 bg 409bg  642bg

Resim 3. 1. Denenen primer ciftlerinden basarili olanlarindan bazilar.

Resim 3.1.’de gosterilen jel goriintiisiinde Mix1 (1F-1R) primer ¢ifti yaygin
olarak kullanilan primerlerdir. Mix2 (5F-5R) primer c¢iftinde istenilen bolgenin
disinda net bant alinmigtir. Mix3 (3F-3R) primer gifti calismamistir. Mix4 (4F-4R;)
primer ¢ifti bu ¢alisma i¢in tasarlanmistir. Ve ¢ok iyi ¢alismasina ragmen bu bolge
icinde Numt dizileri yaygin oldugu icin bir risk olusturmaktadir. Bu nedenle tercih
edilmemigtir. Mix5 (4F-4R;) primer ¢ifti de tasarlanan primer ¢iftlerinden biri
olmasma ragmen Numt dizilerinden dolayr kullanilmamistir. Yapilan PZR
calismasinda bir¢ok farkli kombinasyonlarda primer ¢iftleri denenmis ve aralarindan

en uygun olan1 se¢ilmistir.

Ayni rkta ayni primerler kullanilmasina ragmen bazi drneklerde primerlerin
calismadig1 veya calisan Orneklerde olusan PZR iiriinlerinde niikleotid sayilarinin

farkli oldugu gozlendi (Resim 3.2).
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Resim 3.2 Farkli birey Van kedilerinde primer 1F-1R kullanilarak elde edilen sonuglar.

Irklarda ayni primerler 6zellikle 2F-1R primer kullanildigin da nonspesifik
bantlar gdzlendi. Ozellikle 500 bg’de net bantlar oldugu goriildii. Bu da bu bdlgede
polimorfizm fazlaliginin bir gostergesi olabilir. Resim 3.3 de gozlendigi gibi ladder

gibi diizenli nonspesifik bantlar goriilmektedir.

Resim 3.3 Van kedilerinde 2F-1R primer ile gézlenen anspesifik bantlar
3.2. Kapiller Elektroforezde Dizi Analizi

Yiikseltgenen PZR iiriinleri jelde goriintiilendikten sonra kit (Gene turbo
purificasyon) yardimi ile mtDNA tuz ve diger kimyasallardan ayrilarak saflastirildi.
Elde edilen saf mtDNA dizi analizi istenilen dizi araliginin ¢ogaltilmasi igin tekrar
PZR ile tekrar yiikseltgenildi ve dizi analizi cihazina yiiklendi. Olusturulan ham
veriler analiz edildi (Grafik 3.1).
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Grafik 3.1 SeqF primer kullanilarak elde edilmis DNA dizi analizi ham verisi.

Analiz edilen dizi, referans bir dizi ile karsilastirilarak eslestirmenin

gerceklesip gergeklesmedigi kontrol edildi (Grafik 3.2).

330 340 350 3a0 370 380 390 400
Reference |.atacccatactgtgottggocagtatgtocttatttocoacaaaaaaaccaagtasaasaccoooaaacacoacaaccoaaaac:
Sequence |"ATACCCATACTGTGCTTGOCCAGTATETCCTTATTTCCCACAAARRAAACCAAGT ARARAACCCCAAGT ACCACAACCCAARACYE

Consensus | 'ATACCCATACTGT GCTTG* CCAGTATETCCTTATTTCCCACAAMAAAACCAAGT AAAAAF CCOCAA*F ACCACAACCCAMAACS
Error 3 2 1z
| [—

536,20, -0.27

Analyzed Data
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CATATACCCATACTGTGCTTGCCCAGTATGTCCTTATTTCCCACAAAAAAACCAAG TAAAAAACCCCAAGTACCACAACCCS

t o -1 -]
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Grafik 3.2. DNA dizi analizi elektroferogrami
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3.3. D-Loop (Kontrol Bolgesi) Dizi Analizi Sonuclari
3.3.1. Materyal Olarak Kullanilan Kedilerin Karsilastirilmasi

Calisilan kedilerden 16396-16494 bg araligindaki 99 bg niikleotid dizisi,
Lopez ve ark (1996) tarafindan sunulan U20753 referans dizisinin ilgili bolgesinde
belirtilen degerler ile karsilastirildi. Elde edilen veriler Tablo 3.1°de gosterildi.

Tablo 3.1. D-loop bolgesinin 99bg¢’lik bolgesinin referans ile karsilastirilmasi.

#REF TTTCCCACAA AAAAMCCAAG TAAMAACCCC CAAACACCAC -AACCCAAAA CACACAATGT AAAATCA-CT CTATTAA-CC AC-CAACTC- ACCCC-AGG
Y GT.ovus S e e aaaas To=ee v e T TR =T

Lt GT..... R Tomer viiinn e T T T T
Y GT..... S aree e e To=ee oot BRI BT =T
FILEF i e e Acce e GT.ovus I Y S s T - L ST =T
#ILEF i i e AL L. GT..... e e et meeaaa e e - =A T -..T
FIAZF i e s e GT.oovus S e raraaaaaes aaaas To=ee viiian T T TR =T
=1 GTevas Teaaareares srcriaaaes seaas Temer trivaiaas Ser i T ~ heaas “aT
FIEEF i e rerrraeas e GTouuus S e e aaaas T Ao oo, e T Cooinns =T
FIHSF i s e Covvn vu GT.o.vus S e e aaaas T.&. oo, e T TR =T
FEOET i ot e e e Aol L. T e e e it e e e e S T
FTLEF s s e Acce e Gl i i e s e s Ao o CALLCG- =T
FTLEF i i e s AT it e e To=ee v = LW CAC, TR |
2T GT..... e e To=o L. - = - ... -..T
FL- s e e e GT..... S aree e e To=ee oot BRI BT =T
FUISF i araaaaa s s Avs wa T Siaesranes sreriaaeas saraaas Sie daaaaas = A G e =T
FUASE it ot s e GT.oouus S e e aaaas To=ee v e T TR =T
FEEF s e e Ao ... GT..... B T e e AL G- Ll =T
3 GTovas —rrearares sreriaaeas saaaaas —h e ERRTLINN R — heaas - T
FUTEF i e e Acce e GTouvus I Y e s A G- =T
L Ao wa Glovias Teresraanes sreriaaeas sareaas S e TR e R L ST IR —ual
FVLOSF i e e A e, GT.o.vus I Y T s AL G- =T
L T Y Acce e GTouvus I Y e s A G- =T
] L T Te ov tivvass sean darene wness oaa T
L L Tomee v e T TR =T
FVLOEF i i e e AT i s e e To=ee oot BRI BT =T
#ARSE ol o Aol GT..... e eeee e e e e Y - PR -..T
L Acce e, GT.oouas I Y S s A G- =T
FVLBSFZ e e e Al L. GT..... T aaaaaaaaas aaaaaan T e —ee L TALLLC - Ll - T
#FAOEF L e e Ao .. GT..... B T e e AL G- Ll =T
FVLOSFZ oo i e Acce e GT.ovus I Y S s T - L ST =T
L o T T T GTovas LR R Teo=tr trivaiaas LTI - e =T
L Acve v GToon I Y T s o AC- - T
FWZIBE i draaaaa e aaaaaaaaas s Glovias Teaaareares srcriaaaes seaas lemes viiinans Ser i T ~ heaas “ual
FUZAEFS L i e e Acce e GTouuus I Y S s C-. - Com vunns =T
FVZISF it e s e GT.oovus S e raraaaaaes aaaas To=ee viiian T T TR =T
FUEBEF i aaaaaaaaas aaaaas Ace was GTovaas Thaaaaaaas o araaaaaaas daaaaan T s e TR G —a T
FLBIE Lo s e e GT.ovus S e e aaaas Tomee v IR L =T
FVI0ZF s e e Ao e, GT.o.vus I Y S s AL G- =T
FOILIFE L L il . GT... .. e e To=o L. - = - ... -..T

Analizi yapilan kedilerde, 10 polimorfik bolge belirlendi. Bu bdlgenin 6
tanesi singletondur (16421, 16429, 16430, 16472, 16479 ve 16494). Sunulan
calismaya gore kediler 8 haplotipten olusmaktadir. Bu haplotiplerin farklilagmasi
0.651 + 0.048 olarak hesaplandi. Niikleotid farklilagmas1 Pi: 0,02519 ve niikleotid
farklilagmasinin ortalamasi k: 2.342 olarak bulundu. Tajima’s D degeri -0.01100, Fu
ve Li D istatistigi -2,008729, Fu’s Fs degeri -0,230 olarak hesaplanmistir.Calismada
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kullanilan kediler kendi arasinda gruplandirildi, BIOEDIT paket programi (Hall
1999) ile yapilan hizalama ile kendi iglerindeki farkliliklar gosterildi.

Referans mtDNA dizisi ile ¢alismaya konu olan kedilerin mtDNA dizisi
karsilastirildiginda, 16463. b¢’de S6SF ve S8SF kedilerinde A, 16473. bg’de T1SF
kedisinde A, 16478. b¢’de T2SF kedisinde C ve V3SF kedisinde A, 16484. b¢’de
S6SF kedisinde C insersiyonlarinin, 16472. b¢’de V24SF kedisinde C, 16421. b¢’de
S8SF kedisinde C, 16480. b¢’de T2SF C polimorfizminin varligi belirlendi ve bu
bulgularin diger kedilerden farkli oldugu gozlendi.

Dizi analiz sonuglarina gore elde edilen genetik mesafeler (P>0.05) Tablo

3.2°de sunuldu.

Tablo 3.2 Esitsizlik endeks analizi ile elde edilen genetik mesafeler (alt diyagonal) ve standart hatalar1

(tist diyagonal)

hayvan REF 11SF 132F 14SF S1SF | S2SF | S42F | S5SF | S6SF | S8SF | S9SF [ T1SF | T2SF | T32F | Al- V3SF | V4SF | V5SF | V6SF | V7SF
REF 0,032 0,032 0,032 0,000 | 0,000 | 0,032 [ 0,032 | 0,032 | 0,022 | 0,000 | 0,000 | 0,011 | 0,032 | 0,032 | 0,000 | 0,032 [ 0,000 | 0,000 [ 0,000
11SF 0,220 0,000 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 [ 0,000
132F 0,242 1,000 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
14SF 0,249 1,000 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 [ 0,000
S1SF 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,022 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
S2SF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,022 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
S42F 0,219 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
S5SF 0,219 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
S6SF 0,238 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
S8SF 0,336 1,000 1,000 1,000 0,308 | 0,316 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 0,022 | 0,022 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 { 0,000 | 0,022 | 0,000 | 0,022
S9SF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,293 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000
T1SF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,329 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
T2SF 0,386 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000
T32F 0,240 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
Al- 0,231 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000
V3SF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
VASF 0,256 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000
V5SF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,337 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 0,000 [ 0,000
VBSF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 0,000
V7SF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,294 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 | 1,000

VISF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,315 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000

V10SF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,316 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V12SF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,324 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V13sF 0,222 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V14SF 0,216 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V15SF 0,223 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V16SF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,311 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V17SF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,354 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V18SF2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,351 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V19SF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,327 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V20SF2 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,377 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V21SF3 0,228 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V22SF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,327 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V23SF 0,247 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V24SF3 1,000 1,000 1,000 1,000 0,175 | 0,179 [ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,153 | 0,160 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 0,162 | 1,000 | 0,192
V25SF 0,228 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V26SF 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,335 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V282F 0,253 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 [ 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V302F 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,332 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
V312F 0,218 1,000 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000

P>0.05.
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Tablo 3.2 Esitsizlik endeks analizi ile elde edilen genetik mesafeler (alt diyagonal) ve standart hatalar

(tist diyagonal)

hayvan | VOSF | V10SF | vi2sF | Vi3SF | vi4sF | VisSF | VieSF | vi7sF VIBSF2 | VIOSF | V20SF2 | V21SF3 | V22SF | V23SF | v24sF3 | vassF | V26SF | v2s2F | V302F | v3ioF
REF 0000 | 0000 | 0000 0032 | 0032 | 0032 0000 | 0000 0000 0000 | 0000 0032 0000 | 0032 | 0000 0032 | 0000 | 0032 | 0000 | 0032
11SF 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 0000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0,000
132F 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0,000 | 0,000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0,000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0,000
14sF 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 0000 0000 | 0,000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0,000
SISF 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 0000 0000 | 0,000 0,000 0000 | 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0,000
S2SF 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0,000 | 0,000 0000 | 0000 0000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Sa2F 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 0000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
S5SF 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0,000 | 0000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0,000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0,000 | 0000
SBSF 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0,000 | 0,000 0000 | 0000 0000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
SBSF 0022 | 0022 | 0022 0000 | 0,000 | 0000 0022 | 0022 0022 0022 | 0022 0,000 0022 | 0000 | 0,000 0000 | 0022 | 0000 | 0022 | 0000
S9SF 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 0000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0,000
TISF 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 0000 0000 | 0,000 0,000 0000 | 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0,000
Ta2sF 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0,000 | 0,000 0000 | 0000 0000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
T32F 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0,000 | 0,000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0,000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0,000
AL 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0000 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 0000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000
V3SF 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0,000 | 0,000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0,000
VASF 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 0000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0,000
V5SE 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0,000 | 0,000 0000 | 0000 0000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
V6SF 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0,000 | 0,000 0000 | 0000 0000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
VISE 0000 | 0000 | 0000 0000 | 0,000 | 0000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0,000 | 0000
VOSF 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
VIOSF | 1,000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Vi2SF | 1000 | 1,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0,000 0,000 0000 | 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0,000
VI3SF | 1000 | 1,000 | 1000 0000 | 0000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0,000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0,000
VI4sF_| 1,000 | 1,000 | 1000 1,000 0,000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0,000 | 0000
VissF_| 1,000 | 1,000 | 1000 1,000 | 1,000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0,000 0,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
Vi6SF | 1000 | 1,000 | 1000 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 0,000 0000 | 0,000 0,000 0000 | 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0,000 | 0,000
VI7SF_| 1,000 | 1,000 | 1000 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 0,000 0000 | 0000 0,000 0000 | 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0,000 | 0000
VissF2 | 1,000 | 1,000 | 1000 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 0000 | 0,000 0,000 0000 | 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0,000 | 0,000
ViesF | 1,000 | 1,000 | 1000 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 0,000 0,000 0000 | 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0,000 | 0000
V20sF2_| 1,000 | 1,000 | 1000 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 0,000 0000 | 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0,000 | 0000
V21SF3 | 1,000 | 1,000 | 1000 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 | 1,000 0000 | 0000 | 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0,000 | 0,000
V22sF | 1,000 | 1,000 | 1000 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 | 1,000 1,000 0000 | 0022 0000 | 0000 | 0000 | 0,000 | 0,000
V23sF | 1,000 | 1,000 | 1000 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 0,000 0000 | 0000 | 0000 | 0000 | 0000
V24sF3 | 0164 | 042 | 0153 1,000 | 1,000 | 1,000 0197 | 0153 0182 0163 | 0159 1,000 0158 | 1,000 0000 | 0022 | 0000 | 0022 | 0000
V25sF_| 1,000 | 1,000 | 1000 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 0000 | 0000 | 0000 | 0,000
V26sF_| 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 0154 1,000 0000 | 0,000 | 0,000
V282F | 1,000 | 1,000 | 1000 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 1000 | 1,000 0000 | 0,000
V302F | 1,000 | 1,000 | 1000 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1000 | 1,000 | 0148 1,000 | 1,000 | 1000 0000
V312F | 1,000 | 1,000 | 1000 1,000 | 1,000 | 1,00 1,000 | 1,000 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 | 1000 | 1000

P>0.05
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S6SF

S8SF
T32F
S5SF
132F
V23SF
S42F
14SF
jl_v21SF3
V312F
V14SF
V13SF
V282F
55 11SF
Al-
V15SF
V25SF
VASF
T2SF
?tiVSSF
V24SF3
V10SF
V12SF
S1SF
S2SF
s V22SF
V18SF2
V26SF
T1SF
—{ V19SF
V5SF
V7SF
SOSF
VA7SF
V302F
VOSF
V16SF
V20SF2
REF

451VSSF

0.005

Sekil 3.1. Kedilerin filogenetik karsilagtirilmasini gosteren agag (Nei-Joining) (Kimura 2007).
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Kedi irklar1 arasindaki genetik iliski agacit (Nei-Joining) verilerine gore
referansin iist kisminda olmak iizere Van kedilerinin agirlikli olarak 2 grupta
toplandigi goriilmektedir. Referansa gore en iist kisimda toplanan Van Kedileri 1.
Grup ve bu grubun altindaki diger Van Kedileri ise 2. Grup olarak degerlendirilip,
her bir Van Kedisinin tek gozliiliik/¢ift gozliilik durumlarina gore tablo yapildiginda
asagidaki tablo elde edilmektedir (Tablo 3.3)

Tablo.3.3.Van kedilerinde tek gozliiliik/ ¢ift gozliiliik tablosu.

Tek goz Cift goz Tek goz
(Mavi-San, (Mavi- Mauvi, %
Sarn-Mavi) Sar1- Sar)
1. Grup 3 6 33,33
2. Grup 12 3 80,00

Gruplardaki kedilerin tek gozliiliik ve ¢ift gozliiliikk durumlarina gore XZ testi

yapildi:

Tablo 3.4. Tek gozliilik, ¢ift gozliilik durumlar:

Tek goz Cift goz Toplam
1. Grup 3 6 9
5,63 3,37
2. Grup 12 3 15
9,37 5,63
Toplam 15 9 24

Chi-Sq = 1,225+ 2,042 + 0.735 + 1,225 =5,227
DF =1, P-Value = 0,022

Yapilan XZ testi sonucuna gore gruplar arasinda istatistiki fark (P<0,022)
tespit edildi.
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3.3.2. Van Kedilerinin Kendi Arasinda Karsilastirilmasi:

Van kedileri kendi arasinda gruplandirildi, BIOEDIT (Hall 1999) paket
programi ile yapilan hizalama ile kendi iglerindeki farkliliklar gosterildi. Bu

farkliliklarin hangi niikleotidlerde oldugunu belirlemek i¢in Tablo 3.5 hazirlandi.

Tablo 3.5 Van Kedilerinin kendi aralarinda karsilastirilmasinin dizilimi

#REF TTTCCCACAR AAAAACCAAG TAAMAACCCC CAARACACCAC -AACCCAAAA CACACAATGT AAAATCA-CT CTATTAA-CC AC-CAACTC- ACCCC-AGG

FVIEF i s e Aoy o [ I
FAEE s e s [ I
FVISF i s e Aoy o [ I
FVESF s e e e [ I
FUTEF s i Ao [ I
#OSF e e Ao i [ I
#L0SF L e Ao [ I
FL25F L e e Ao i [ I
Y [ I
FVLASE s i e [ I
Y [ I
FVLASF i s e Aoy o [ I
Y Ao [ I
FVLESFZ L s e Aoy o [ I
L Ao [ I
FV205F2 oo s e Aoy o [ I
Y [ I
FV22SF i s e Aoy o [ I
Y [ I
L Aoy o [ I
0 [ I
P Ao [ I
L [ I
FE0F L e Ao [ I
FELIF L s e [ I
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Van kedileri kendi aralarinda ve referans dizi ile karsilastirilmasi sonucu tek
polimorfizm V24SF3 kedisinde (V24SF3, 16472. b¢ C niikleotidi olarak tespit edildi
diger kedilerde A niikleotidi olarak belirlendi). Tek farkli insersiyon V3SF kedisinde
16478. B¢ noktasinda A niikleotidi olarak tespit edildi.

DNA dizi analizleri ile toplam 25 Van kedisinde 8 polimorfik alan belirlendi.
Bu bolgenin 4 tanesi singletondir (164429, 16430, 16472 ve 16494). 6 haplotip
olusturdu. Bu haplotiplerin farklilasmasi 0.649 + 0.067 olarak hesaplandi. Niikleotid
farklilagmasi Pi(m) 0,02488 ve niikleotid farklilagmasinin ortalamasi (k) 2,314 olarak
tespit edildi. Tajima’s D degeri 0,32602, Fu ve Li D istatistigi -1,11002, Fu’s Fs
degeri 0,611 olarak hesaplandi. Van kedilerinde esitsizlik endeks analizi ile elde

edilen genetik mesafeler ve standart hatalar1 Tablo 3.6 da sunulmustur.
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Tablo 3.6 Esitsizlik endeks analizi ile elde edilen genetik mesafeler (alt diyagonal) ve standart hatalari (iist diyagonal)

hayvan ref V3SF VASF V5SF V6SF V7SF VISF V10SF | V12SF | V13SF | V14SF | V15SF | V16SF | V17SF | V18SF2 V19SF | V20SF2 V21SF3 V22SF V23SF V24SF3 V25SF V26SF V282F V302F V312F
REF 0,000 | 0,032 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,032 | 0,032 | 0,032 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,032 0,000 0,032 0,000 0,032 0,000 0,032 0,000 0,032
V3SF 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
VASF 0,220 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V/5SF 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V6SF 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V7SF 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
VISF 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V10SF 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V12SF 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V13SF 0,242 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V14SF 0,249 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 [ 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V15SF 0,219 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V16SF 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V17SF 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V18SF2 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V19SF 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V20SF2 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V21SF3 0,219 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
\V/22SF 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 0,000 0,022 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
\V23SF 0,238 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V24SF3 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,166 | 1,000 | 0,168 | 0,167 | 0,167 | 0,162 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,177 | 0,197 | 0,191 0,180 | 0,164 1,000 0,162 1,000 0,000 0,022 0,000 0,022 0,000
V25SF 0,236 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
V26SF 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 1,000 0,176 1,000 0,000 0,000 0,000
V282F 0,216 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000
V302F 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 1,000 0,162 1,000 1,000 1,000 0,000
V312F 0,213 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 1,000 | 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
P>0.05.
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3.3.3. Haplogruplarin Kendi Icinde Karsilastiriimasi

Karsilastirmali istatistik yapilabilmesi i¢in 10 farkli Felis catus haplotipine ait
50 kediye ait (Tamada ve ark 2005) 99 bg¢’lik bolgenin DNA dizileri kullanildi.
Burada sunulan 50 kedinin, yapilan c¢aligmada kullanilan kedi materyalleri ile
karsilastirilabilmesi, aralarindaki farkliliklarin ve benzerliklerin daha iyi tespit
edebilmesi i¢in istatistiki degerleri hesaplanmistir. Hizalama sonucu elde edilen

veriler Tablo 3.7 sunulmustur.

Tablo 3.7. D-loop bélgesinin haplogruplarda 99b¢’lik bolgesinin referans ile karsilagtirilmast.

¥REF  TTTCCCACAA AAAAACCAAG TAAAAACCCC CAAACACCAC -AACCCAAAA CACACAATGT AAAATCA-CT CTATTAA.
#xLA
LALT
VTR L.
#v1la L. . e
#vlha L. B I e
#Y228 L. .

#x2E
L]
#Y10E ..
#r16E
¥Y25B
#xdC

CC AC-CAACTC- ACCCC-AGG
T

T
T
T
T
T
T
T
T
T.

LT
T
T

Toplam polimorfik bolge sayist 7, tekli (Singleton: 16429, 16430, 16494)
alan sayis1 3 olarak bulundu. Haplotip sayis1 h:5, haplotip farklilasmas1 Hd:0,723 +
0.034 olarak tespit edildi. Niikleotid farklilasmasi (mw) 0.02210, niikleotid

farklilasmasinin ortalama sayisi (k) 2.055 olarak hesaplandi.
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Fu ve Li’nin D test istatistigi -1.10452, Fu ve Li’nin F test istatistigi -0.56432
ve Fu’nun Fs istatisitigi 2.223 olarak bulundu. Tajima's D degeri: 0.854540 olarak

hesaplanmustir.
3.3.4. Haplogruplar ve Cahsilan Tiim Kedilerin Karsilastirilmasi (50+39 Kedi)

Haplogruplar ve ¢alisilan kedilerin karsilastirilarak daha iyi yorumlanabilmesi

icin BIOEDIT programu ile hizalanan diziler Tablo 3.8 de sunulmustur.

Tablo 3.8 D-loop bolgesinin tiim kedi irklarinda 99b¢’lik bolgesinin referans ile karsilagtirilmasi.

EREF TTTCCCACAA AAARACCAAG TAAAAACCCC CAAAC

ETISF GT

EI32F -
ETASF GT. -
ES1SF GT. -
ES2SF GT. -
ESa2F GT. -
ES5SF GT. -
ESESE GT. [
ESESF GT. -
ESOSE GT. -
ETISF GT. -
ET2SF GT. -
ET32F GT. —
BVISE GT. =P
Byl SF GT. aa=
S SE GT. =P
BVESE GT. -
BT SE GT. C.—
BVOSE GT. LC.—-
EVIOSE GT. C.—
BI2SF GT. LC. -
BSSE GT. e
BVIASF GT. -
B SSE GT. .-
BVIGSE Al GT. LC. -
BAFSE Al GT. C.—
BBSF2 Al GT. LC.—-
B OSE Al GT. C.—
B2 0SF2 Al GT. LC. -
B21SF3 - GT. fa-
BV225F Al GT. =
B23SE GT. faa-
B2ASF3 Al GT. LT —
B2 SSF GT. faa-
B2 ESE Al GT. LT —
B2 E2F GT. faa-
BVIO02F Al GT. LT —
Bv312F GT.

BaT— GT.

rcla GT.

B GA GT.

BT A GT.

Brylla GT.

Evl5a GT.

Bv22a GT. L=

Ex2E GT. T.-

E<SE GT. T. -

Ev106 GT. T.-

Ev16E GT. T. -

Ev2S5E GT. T.-.

B GT. T.-.

BT GT. T.-.

EXEC GT. T.-.

EXHC SGT. T.-.

#00C .GT T.-.

#lac -GT T.-. -
#CLGC .GT T.-. .
EXTD Al -GT - =
#1 0 AL .GT - =
o Al -GT -C.
#0130 AL .GT =
#vlo A -GT -C.
#V3D AL .GT =
#vd D A -GT -C.
#VED AL .GT =
#v oD A GT -C.
#v1aD AL .GT =
#YLTD A -GT -C.
#Y1ED AL .GT =
#v1loD A -GT -C.
#Y330 AL .GT =
#L5E A -GT -C.
#Y12E AL .GT =N
#YE5E A -GT -C.
#Y2E o .GT .
#Z1F -GT

#YEG .GT

EY2Z1G -GT

#Y26G .GT

#Y2ZEG -GT

#V34G .GT

#YLEH -GT

#v20T .GT

#v23I -GT

#v2aT .GT

#v200 -GT

#3071 aT

#v31a GT

L T aT

Toplam polimorfik bdlge sayist 10, tekli (Singleton: 16421, 16429, 164430 ,
16472, 16479 ve 16494) alan sayis1 6 olarak bulundu. Haplotip sayis1 (h) 9, haplotip
farklilasmas1 (Hd) 0.705 £ 0.029 olarak tespit edildi. Niikleotid farklilagmasi (m)
0.02275, niikleotid farklilagsmasinin ortalama sayisi (k) 2,116 olarak bulundu. Fu ve
Li’nin D test istatistigi -2,76761, ve Fu’nun Fs istatisitgi -0,068 olarak bulundu.
Tajima's D degeri: -0,18930 olarak hesaplandi.
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Calisilan tiim hayvanlarin ve haplogruplarin bulundugu Nei-Joining agaci
incelendiginde S6SF, S8SF, T2SF, V3SF, V24SF bireylerinin ayr1 birer dal
olusturdugu, diger kedilerin ise Tsushima adasindaki kedilerle benzer haplogruplara

sahip olduklar1 gozlendi (Sekil 3.2 ve 3.3).
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Sekil 3.2 Kedi bireylerin ve haplogruplarin karsilastirilmasinmi  gosteren agag¢ (Nei-Joining) (Kimura
2007)
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Sekil 3.3 Calisilan tiim kedilerin ve haplogruplarin karsilagtirilmasint  gosteren dairesel aga¢ (Nei-
Joining )(Kimura 2007).
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4. TARTISMA

MtDNA 16396-16494 araligindaki 99 bg¢ niikleotid dizisi kullanilarak
calisilan kedi irklarindan elde edilen sonuglar, Lopez ve ark (1996) tarafindan
sunulan U20753 giris numarali referans dizisinin ilgili bolgesinde belirtilen degerler
ile karsilastirildi. Bu karsilastirma sonucunda, 16463. dizide S6SF ve S8SF
kedilerinde A, 16473. dizide T1SF kedisinde A, 16478. dizide T2SF kedisinde C ve
V3SF kedisinde A, 16484. dizide S6SF kedisinde C insersiyonlarinin, 16472.
niikleotid V24SF kedisinde C, 16421. dizide S8SF kedisinde C, 16479. dizide T2SF
C polimorfizmin varhigi  tespit edildi. Bu bulgularin Lopez ve ark (1996)
bulgularindan farkli, bununla birlikte Tamada ve ark (2005) tarafindan belirlenen 50
kedi verileri agisindan 7 niikleotidde farkli, 7 niikleotidde benzer oldugu belirlendi.
Lopez ve ark (1996)nin verilerinin tek bir kediden, bu ¢alisma verileri ile Tamada ve
ark (2005)’nin verilerinin birden fazla sayida kediden elde edildigi géz Oniine
alindiginda, belirlenen farkliliklar olasidir. Ancak, calisilan 99 bg araligi agisindan
degerlendirildiginde, bu ¢aligmadaki kedilerde Tamada ve ark (2005) nin verilerinde
bulunmayan insersiyonlarin  tespit edilmesi Onemli bir bulgu olarak

degerlendirilebilir.

Polimorfik bolge sayilari, haplotip sayilart ve frekanslart DnaSP (Librado ve
Rozas 2007) paket programi ile analiz edildi. Van kedisi dizileri incelendiginde
toplam 8 polimorfik bdlge belirlendi. Diger olusturulan gruplara bakildiginda
kullanilan diger kedi wrklarinda (siyam, iran, ankara ve tekir) 9 polimorfik bolge,
haplogruplarda 7 polimorfik bolge belirlendi. Gozlenen polimorfik bolgelerde Van
Kedilerinde 4 tanesi singletondu. Bu singletonlar Van Kedilerinde 16429, 16430,
16472 ve 16494 niikleotidlerde bulunurken, bu degerler diger kedi irklarinda 16421,
16429, 16430, 16472, 16479 niikleotidlerde, haplogrup olusturan Tsushima adasi
Felis catus cinslerinde ise 16429, 16430, 16494 niikleotidlerde bulundu. 16429,
16430, 16494 niikleotidlerinde goriilen farkliligin, simdiye kadar calisilan kedilerde
ve bu calismadaki kedilerde ortak deger goriilmesi, genel olarak kedilerin ortak
atasal verisi olabilir mi sorusunu akla getirmektedir. Bunun ortaya konulabilmesi i¢in

daha fazla 6rnek ile calisilmasi gerekmektedir.

Calisilan 25 Van kedisi 6rneginde belirlenen bu 8 polimorfik bolge 6 (h)
haplotipi olusturdu. Haplotip farklilasmasi 0.649 + 0.067 olarak belirlendi. Bu
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degerlere diger gruplarda bakildigi zaman Tiirkiye’de bulunan 3 Iran, 7 Siyam, 3
Tekir ve 1 Ankara’dan olusan grupta 9 polimorfik alanda 5 haplotip olusturdu,
haplotip farklilasmalar1 0,676+0.105 bulundu. Tsushima adas1 kedilerinde 7
polimorfik alanda 5 haplotip olustu, haplotip farklilasmasi 0.723+0.034 bulundu.
Van kedilerinde belirlenen yiikek polimorfizm, Altunok ve ark (2010) nin yaptiklar
enzim elektroforezi c¢aligmasi sonucunda Van kedilerinde belirledikleri yiiksek

polimorfizm sonuglarina benzerlik gostermektedir.

Ortalama niikleotid farklilasmasi1 degerleri ise Van Kedilerinde 2,314 ve
diger kedi wklarinda 2,457, Tsushima kedilerinde ise 2,055 olarak hesaplandi.
Degerlerin bu c¢alismada calisilan Van kedileri ile diger kedi irklarinda birbirine
yakin, Tsushima kedilerinden ise biraz daha uzak oldugu gozlendi.

Tajima’s D degeri Van kedilerinde 0,32602 (P> 0.10) olarak belirlendi. Bu
degerler diger kedi irklarinda -0,42099, Tsushima evcil kedilerinde 0.854540 olarak
bulundu. Tajima’s D degerinin negatif olmasi populasyonun geg¢misinde segici
siiptirme (selective sweep) yada populasyon genislemesi (population expansion)
gecirmis olabilecegini varsaymaktadir (Jobling ve ark 2004). Diger kediler igin
yapilan analizlerde Tajima’s D degeri negatif ¢iksa da bu deger ( P>0.10) istatistiksel

olarak anlamli degildir.

Fu ve Li D istatistiki degeri Van kedilerinde -1,11002, diger kedi irklarinda
-0.95488, Tsushima evcil kedilerinde ise -1,10452 olarak hesaplandi. Bu degerin
negatif olmasi1 yine populasyonun ge¢miste bir populasyon genislemesi (population
expansion) yada arkaplan secilimine (background selection) maruz kalmisg
olabilecegini gostermektedir (Jobling ve ark 2004). Yapilan analizlerde Fu ve Li D
istatistigi i¢in P>0.05 olarak belirlendi.

Yapilan analizlerde pozitif (0,611) Fu’s Fs degeri tespit edildi. Diger kedi
irklarinda 0.733, Tsushima evcil kedilerinde 2.223 olarak bulundu. Bu degerin
kedilerde negatif olmasi populasyonun ge¢miste bir populasyon genislemesi
(population expansion) yada genetik otostop (genetic hitchhiking) gec¢irmis
olabilecegini gostermektedir (Jobling ve ark 2004). Fakat elimizdeki verilere gore
degerlerin 6nemli olmamasi ve biiylik cogunlugunun populasyon genislemesini isaret

etmemesi bu kedilerin geg¢miste bir populasyon genislemesi geg¢irmedigini
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gosteriyor. Degerlerin 6nemli olmamasi datanin kiiglik olmasindan da kaynaklaniyor
olabilir.

Evcil kedilerler ile Tsushima leopar kedilerini aralarinda yakinlik ve
crossbreed olup olmadigmin tespiti amaciyla, Tamada ve ark (2005) Tsushima
adasinda 3 koyden aldiklar1 50 evcil kedi 6rnegi ile adada bulunan Tsushima leopar
kedilerini stokrom b ve Kontrol bolgesi dizilerini karsilastistirmiglar ve bir yakinlik
bulamamiglardir. Sunulan ¢alismada, Tamada ve ark (2005)’nin Gen Bankasinda
bulunan 10 haplotipini temsil eden toplam 50 birey kediye ait 99b¢’lik bolim
kullanildi. Bu kedilerin (Tamada ve ark 2005) irklar1 belirtilmedigi igin
bilinmemektedir. Genel bir degerlendirme yapilacak olursa, bu calisma ile elde
edilen benzerlikler goz 6niine alinacak olursa, hem Tamada ve ark (2005) tarafindan
belirlenen Tsushima adasindaki kedilerin Tsushima leopar kedileri ile crossbreed
olmadig1 soncunu dogrulamakta hem de bu ¢aligmada materyal olarak kullanilan Van

kedilerinin de biiylik kedilerle crossbreed olmadigi yoniinde ipuglar1 vermektedir.

Lopez ve arkadaslari (1996)’nin yaptiklari calismada tiim Felis catus
MtDNA’nin dizi analizini gergeklestirmislerdir. Bu ¢alisma ile A-C zengin, 80-82 bg
uzunlukta ve tice kadar tekrar sayis1 degisebilen RS2 adin1 verdikleri tekrar bolgesini
belirlemislerdir. Daha sonra yapilan bir ¢alismada da (Mills ve ark 2000) Kuzey
Amerika kedileri ve vagakta ayni tekrar bolgesinin varligini, bu tekrar bolgesinin ve
uzunluklariin bireyden bireye degistigini ve bunun Lopez ve ark (1996) tarafindan
belirtilen RS2 (80-82 bg’lik alan) tekrar bolgesi oldugunu tespit etmislerdir.
Sunulan bu caligmada da tekrar bolgesi ve bireyden bireye farkli uzunlukta PCR

tirlinlerinin tespit edilmesi, uygulanan metodun dogrulugunu destekler niteliktedir.

Tiirkiye’deki bazi kedi wrklarmin (Van, Siyam, Ankara, Iran ve Tekir)
mikrosatellit lokuslar1 ile yapilan ¢alismada (Eroglu 2007), irklar arasi spesifik
kimlik belirleme araci olan 0zgilin alleller belirlenmistir. Calismaya goére Van
kedilerinde daha fazla 6zel alelin varlig: tespit edilmistir. Sunulan bu ¢alismada da
Van kedilerinde diger kedilerden farkli polimorfizm ve insersiyonlar bulunmustur.
Her iki calismada da Van kedilerinde farkliligin fazla olmasi bu irkin diger irklardan
ayird edilebilir 6zellikleri oldugunu gostermektedir. Fakat daha fazla 6rnek ile bu

bulgularin desteklenmesi gerekmektedir.
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Kedi irklart arasindaki genetik iliskiye gore ¢izilen agac¢ (Nei-Joining)
verilerine gore Van kedilerinin agirlikli olarak 2 grupta toplandigr goriilmektedir.
Gruplardaki Van Kedilerinin her biri kendi grubu igerisinde tek gozliiliik/gift
gozliilik durumlarina degerlendirilip, yapilan thesti sonucuna gore gruplar arasinda
istatistiki fark (P<0,022) tespit edilmistir. Elde edilen bu dizi analiz verilerine
bakilarak Van kedilerinde % 80,00 oraniyla tek gozliilik soylenebilir. Calismada
mtDNA dizi analizinden secilen 99 bg lik dar bir bdlgenin degerlendirilmesine ve az
sayida 0rnege ragmen, elde edilen istatistiksel anlamli fark, bundan sonra bu alanda
yapilacak caligmalara i¢in 6nemli bir kaynak teskil edecegi diisiiniilebilir. Ayrica
Altunok ve ark (2007)’nin yaptiklar: bir ¢alismada Van kedilerinin bazi kan serum
elementlerininin (Ag, Al, As, B, Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, In, Li, Mn, Ni, Pb, S, Se, Sr,
V ve Zn) dlgtimleri yapilmistir. Bu analizlerden aldiklar1 sonuglar1 Van Kedilerinde
goriilen farkli goz rengi gruplan ile karsilastirdiklarinda, Aliiminyum, Bakir,
Strontium, Cinko ve Mangan degerleri agisindan mavi-mavi géz renkli kedilerin
diger goz renkli (mavi-sari, sari-mavi, sari-sar1) kedilerden istatistiksel olarak farkli
olduklarii ve Lityum degeri agisindan da mavi-mavi goz renkli kedilerin mavi-sari
g6z renkli kedilerden istatistiksel olarak farkli olduklarmi tespit etmislerdir. Bu
calisma, Van kedilerinde gbz rengi farkliliklar1 ile biyokimyasal parametreler
arasindaki 6nemli istatistiksel farkliligin ortaya konuldugu ilk calisma 6zelligindedir.
Dolayis1 ile Van kedilerinde degisik g6z rengine sahip gruplarda farklilik oldugu
konusunda her iki ¢aligmanin birbirini destekler nitelikte oldugunu gostermektedir.

Fakat daha fazla 6rnek ile ve daha fazla ¢alisma ile bu bilgiler genisletilmelidir.

Ayrica, c¢alisitlan Van kedilerinin  mtDNA dizisi analizi verileri
degerlendirildiginde, sadece bir Van kedisinde (V3SF) A insersiyonu ilk kez ortaya
konulmustur. Bu kedinin g6z rengine bakildiginda, Yesil-Mavi gozlii oldugu
belirlenmistir. Van kedilerinde ¢ift gozliiliik sari-sar1 veya mavi-mavi, tek gozliiliik
ise sari-mavi veya mavi-sar1 seklinde goriilmektedir. A insersiyonu goriilen Van
kedisi, analizi yapilan kediler igerisinde tek Yesil-Mavi gozli kedidir. Van
kedilerinde ¢ok nadir olarak rastlanan Yesil-Mavi gz rengine sahip Van kedisinde
belirlenen A insersiyonu oldukca dikkat c¢ekici bir veridir. Bu verinin kayda deger
olup olmadig1 daha fazla sayida bu goz renkli Van kedilerinde calisilarak ortaya

konulmas1 ile miimkiin olabilir. Bu anlamda gerek yukarida belirtilen farkliliklarin ve
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gerekse dikkat ¢ekici bu verinin ortaya konulmasi i¢in daha genis mtDNA alaninda

ve daha fazla 6rnek ile ¢alisilmasinin yararli olacag bir gergektir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; Van kedileri ile diger bazi kedi irklarindaki (Siyam, iran,
Ankara, Tekir) mtDNA D-Loop bdlgesinin dizi analizi yapilmistir. Yapilan ¢alisma
ile kedi wrklar1 karsilastirilmis ve Van kedilerinde yiiksek polimorfizm tespit
edilmistir. Yine bir Van kedisinde A insersiyonu ilk kez ortaya konulmustur. Ayrica
elde edilen mtDNA D-Loop bdlgesinin dizi analiz verileri ile Van kedilerinin goz

renkleri arasinda anlamli bir iligkinin varligi belirlenmistir.

Tiirkiye’ye ait olan bu genetik zenginligin korunmasi1 ve goz renkleri ile
genetik yapis1 arasindaki iligkilerin detayli bir sekilde ortaya konulmasi i¢in, daha
fazla sayida kedi materyali kullanilarak ve mtDNA’da daha genis bir alanda

calismalarin yapilmasinin yararl olacag diisiiniilmektedir.
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6.0ZET

T.C
SELCUK UNIVERISTESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Tiirkiye’de Bulunan Bazi Kedi Irklarinin D-Loop Polimorfizminin Arastirilmasi

Elif YILMAZ SAHIN

Biyokimya (VET) Anabilim Dah

YUKSEK LiSANS TEZi/ KONYA-2010

Bu calismada bazi kedi irklarinin mtDNA D-Loop bélgesinde bulunan polimorfizmlerin
arastirilmasi amaglanmustir. Bu amagla 25 Van kedisi, 3 Tekir kedisi, 3 Iran kedisi, 1 Ankara kedisi ve
7 Siyam kedisi kullanilmustir.

Bu amagla, Tiirkiye’de bulunan bazi kedi irklarinin D-Loop bdlgesinin 99 bg¢’lik alaninin dizi
analizi yapilmistir. Yapilan analiz sonucu haplotip sayisi tiim kedilerde 10, Tiirkiye’de yasayan diger
kediler (Siyam, Iran, Ankara ve Tekir) arasinda 9, Van kedileri arasinda 8 olarak bulunmustur.
Haplotip farklilasmalar1 Tsushima adast kedilerinde 0,723+0,034, diger kedilerde 0.675+0.105, Van
kedilerinde ise 0.649+0.067 olarak hesaplanmistir. Niikleotit farklilasmas1 Tsushima adasi kedilerinde
0,02210, diger kedilerde 0,02642, Van kedislerinde 0,02564 olarak gozlenmistir. Niikleotit
farklilasmasinin ortalamalar1 incelendiginde Tsushima adasi kedilerinde 2,055, diger kedilerde 2,457,
Van kedilerinde 2.314 olarak bulunmustur. Belirtilen degerler incelendiginde degerlerin birbirine
yakin oldugu gozlenmistir. Tiirkiye’de yasayan irklarin birbirine daha yakin oldugu belirlenmistir.

Caligmadaki polimorfizm goriilen bdlgeler degerlendirildiginde, 16429. niikleotidi goriilen A
niikleotidi ¢alismada G, 16430. niikleotidi goriilen C niikleotidi T, 16489. niikleotidi goriilen G
niikleotidi T olarak gozlenmistir. Bu veriler Tsushima adasindaki kedilerinin  ¢aligmast ile
karsilagtirdiginda onlarin haplogruplarinda da ¢alismada gozlenenlere benzer oldugu tespit edilmistir.

Yapilan tiim istatistikler degerlendirildiginde Van kedilerinde yiiksek polimorfizm
gdzlenmis, tek gozliiliik/ ¢ift gozliilik durumlarina gére yapilan “testi sonucunda yiiksek istatistiki
farklilik (P<0,022) tespit edilmistir. Yesil-Mavi gozlii bir kedide A insersiyonu ilk kez belirlenmistir.

Anahtar sozciikler:mtDNA, Felis catus, D-Loop, polimorfizm
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7. SUMMARY

Investigation of Genetic Structure of Various Cat Breds By Using D-Loop
Polimorphism in Turkey

Obijective of this study was to investigate mtDNA D-Loop polymorphism of some cat breeds.
Animal material included 25 Van cats, 3 Mullet cats, 3 Persian cats, 8 Siamese cats and a Ankara cat.

Fort his purpose, a 99 bp part of the mtDNA D-loop region was sequenced for some cat
breeds in Turkey. Total haplotype number was obtained as 10 in all studied cats. Haplotype numbers
were 9 for Siamese, Persian, Angora and Mullet cats and 8 for Van cats

Haplotype variations were observed as 0,723+0,034 in the Tsushima Island cats, 0.649+0.067
in the Van cats and 0.675+0.105 in the other cat breeds.. Nucleotide differentation values were
determined as 0,02210, 0,02588 and 0,02642 for Tsushima Island cats, VVan cats and the other studied
cats, respectively. Average number of nucleotide differentations were calculated for Tsushima Island
cats, Van cats and the other studied cats, 2,055, 2.314 and 2,457, respectively. These values were
found to be generally close to each other. However, these values were more closer between the local
cat breeds of Turkey.

Polymorphism in the regions of the study were evaluated and A at the 16429 bp were G, C at
the 16430 bp was T and G at the 16489 was nucleotide T. These findings were similar to the
hablogrops of Tsushima Island cats.

When resuls of statistical analyses were evaluated higher polymorphism was observed in Van
cats. In order to test one or two eye color, X* test was accomplished to and higher statistical difference
(P<0,022) was observed. This is the first time an A insertion was observed in a cat with green-blue
eye color.

Key words: mtDNA, Felis catus, D-Loop, polymorphism
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