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Zengin gen kaynaklarina sahip Anadolu'da 20'ye yakin koyun 1rki
bulunmaktadir. Islah galismalar1 sirasinda rklarin gen havuzunda gen gesitliligi
azalmaktadir. Bu nedenle yerli wklarin orjinal gen havuzlari tannmlanmali ve

korunmalidir.

Bu calismada Turkiye'nin iki yerli koyun wkin (Tork Merinosu ve
Morkaraman) genetik tammlanmasinda Polimeraz Zincir Reaksiyonuna Dayali
Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) yontemi kullarldi. Irklar arasi

genetik mesafe ve genetik polimorfizm tespit edildi.
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Calismada kullanilan iki yerli ik rasgele segilen 10 RAPD primeri ile
tarandi ve bunlarin 5 tanesi ile toplam 24 lokus elde edildi. Bu lokuslarda 225-750
b¢ arasinda degisen uzunluklarda bantlar gozlendi. Nei'nin  genetik analiz
yontemine dayali POPGENE paket programi kullamlarak veriler analiz edildi ve
lokuslardan 23’ tintin polimorfik oldugu belirlendi. Polimorfik lokus ylzdesi Turk
Merinos unda % 58.33, Morkaraman'da % 66.67 olarak bulundu. Irklar arasindaki
genetik farklilik 0.2548, 1rk ici genetik farklilik 0.2135 ve populasyonlar arasindaki
farklilasmamn buyuklugi ise 0.1813 idi. Heterozigotluk Tirk Merinos unda 0.1792,

Morkaraman’ da ise 0.2489 olarak hesaplandh.

Sonug olarak, bu calismada elde edilen veriler Tarkiye' nin biyolojik
zenginliginin bir parcast olan Turk  Merinosu ve Morkaraman irklarinin
tanimlanmasi agisindan dnemlidir. Gelecekte bu iki koyun irkinin daha fazla RAPD

primeri kullanilarak molekuler genetik analizi yapilacaktir.

Anahtar kelimeler : Koyun, RAPD-PCR, genetik polimorfizm, Morkaraman,

Turk Merinosu.
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There is nearly 20 sheep breeds in the Anatolia which has a rich gene
resources. The gene diversity in the gene pool has been reduced during the
improvement studies. So the orginal gene pools of local breeds must be identified

and protected.

In this study, Polymerase Chain Reaction based on Randomly Amplified
Polymorphic DNA (RAPD-PCR) method was used to genetic identification of
the two Turkish local sheep breeds (Turkish Merino and Morkaraman). The

genetic distance and the genetic polymorphism between the breeds was determined.
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Two local sheep breeds used in thisstudy were analysed by randomly
chosen 10 RAPD primers and 24 total loci were obtained from 5 of them. The
amplified bands ranged from 225-750 bp were observed in these loci. POPGENE
programme which is based on Nei’s genetic analysis method was used to analyse
the data and 23 of loci were determined as polymorphic. Percentage of
polymorphic loci were found as % 58.33 in Turkish Merino and % 66.67 in
Morkaraman. The genetic diversity between the breeds was 0.2548, the genetic
diversity within the breeds was 0.2135 and the magnitude of differentiation
between the populations was 0.1813. The heterozigosity was found as in Turkish

Merino 0.1792 and 0.2489 in Morkaraman.

In conclusion, data obtained from this study are important for the
identification of Turkish Merino and Morkaraman breeds which are the part of
Turkey's biodiversty. Moleculer genetic analysis of these two sheep breeds by using

more RAPD primers will be done in future.

Key words : Sheep, RAPD-PCR, genetic polymorphism, Morkaraman, Turkish

Merino.
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1. GIRIS

Artan nifusun besin ihtiyacint karsilayabilmek icin ciftlik hayvanlarindan
ainan verimin artirilmasina yonelik calismalar uzun siredir yapilmaktadir.
Melezleme, seleksiyon gibi klasik 1slah yontemleri ile hayvan yetistiriciliginde belirli
bir mesafe alinmis olsa da istenilen diizeye henliz ulasilamanustir. Istenilen diizeye
kisa zamanda ulasabilmek icin klasik yontemler ve molekiler verilerin birlikte
kullamldig1 1slah calismalart uygulanmaya  baslanmistir. Molekller verilerin
kullanilmast ile klasik 1slah sireci kisaltilarak, hayvanlarin verim kapasitelerinin
yukseltilebilmesi ve kisa zamanda hayvanciligin tlke ekonomisindeki payinin

artabilmesi mimkiindar2?.

Hayvanlarin 1slali  yapilirken populasyonlarin  genetik  yapisinin iy
tanmmlanmas: ve gen havuzundaki degisimler takip edilerek degerlendirmenin iyi
yapiimasi gerekmektedir. Irklarin gen havuzundaki degisimlerinin kolayca takip
edilebildigi molekuler belirleyicilerin kullamlmas: ile bdyle bir degerlendirmenin

yapilabilmesi kolaylasabilir®.

Canlilarda ¢ok sayida genin etkili oldugu 6lcim ve tartimlarla ifade edilen
Uretim ozelliklerini etkileyen lokuslara kantitatif lokuslar (Quantitative Trait Loci,
QTL) denir. Bu lokuslar poligenik kalitim gosterdiklerinden tespit edilebilmeleri
oldukca zordur®®”. Tespit icin molekiiler genetik analizler sonucu elde edilen
bantlarin belirli bir Griin 6zelligine karsilik gelip gelmedigi konusunda iliski kurmaya
calisilir. Son yillarda bu kantitatif karakterleri etkileyen lokuslarin belirlenmesine

yonelik calismalar ile ok sayidaki gen arasinda diger genlere gore etkisi daha

1
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fazla olan ve maor gen olarak isimlendirilen kantitatif karakter lokuslar:
belirlenmistir®®. Bu buyik etkili genlerin tespit edilip 1slah  calismalarinda
kullamimasi ile, klasik 1slah calismalarina oranla daha kisa sirede ilerleme
kaydedilmesi olasidir. Bu amagla ciftlik hayvanlarinda genetik haritalama
calismalar1 yapilmakta, ekonomik ©6nemi olan kromozomal  bolgeler® ve
beraberinde major genler de taminarak genetik olarak Ustin damizliklar elde
edilebilmektedir. Boylelikle hem Uretim artirilabilmekte hem de tiketiciye daha
saglikli  gida  saglanabilmektedir®. Fakat bu calismalar yapilirken, dogal

populasyonlarin gen havuzundaki cesitliliginin strdardlebilir kullanim 6nemlidir.

Dogada kendi aralarinda gen alisverisi yaparak verimli  doller
olusturabilen, diger gruplardan tUreme bakimindan izole olmus, ortak atadan gelen
ve benzer Ozelliklere sahip canlilara tdr denilir. Aymi tir icersinde cografik ya
da genotipik bakimdan farklilik gosteren alt gruplara ise irk adh verilir. Irklar tar
icindeki genetik varyasyonun  bir yansimasidir. Islah calismalarinda sadece
ekonomik agidan dnemli 6zelliklerin gelistirilmesine yonelik bir segilim sbz konusu
oldugundan, ekonomik getirisi yiksek irklar sikca tercih edilmektedir®™®. Bu secilim
homozigotluk oramm arttirdigindan populasyonlarin gen havuzundaki cesitlilik
hizla azalmakta, vyerli wklar bazi  Ozelliklerini  donisumsiiz  olarak
kaybedebilmektedirler®'?. Dolayisi ile 1slah calismalarinda verim artisi saglanirken,
bircok 1rk da yok olabilmektedir. Ornegin Ulkemizde 6zellikle Bati Anadolu
bolgesinde siklikla yapilan verim arttirilmasina yonelik calismalar sonunda, Odemis
rkimin yok oldugu, Cine Capar1 ve Dagli¢ gibi irklarin ise yok olma tehlikesi ile
karsi karsiya kaldig: bildirilmektedir®™. Bu nedenle 1slah calismalar: siiresince yerli

rklarin gen havuzlarimin orjinal hali ile korunmas: 6nem kazanmaktadir. Hizla yok

2
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olan yerel rklara sahip cikilarak, genetik ¢esitlilik korunmalidhr.

Turkiye'de oldugu gibi, dinyada da bircok hayvan irkinin giin gectikce
azalmasi Uzerine dogal gen kaynaklarimin korunmasini saglayabilmek igin  Food
and Agriculture Organization (Gida ve Tarim Orgiitii, FAO) kurulmustur ve
gunimizde dinya gen kaynaklarimin ~ korunmast  FAO  Onciliginde
yurttilmektedir. FAO Asya ve Pasifik’'te at, manda, kegi, koyun, sigir ve domuz
turlerinden olusan 900 adet hayvan irkinin genetik varyasyonunun korunmasi igin
Nisan 1992'de bir sempozyum dizenlemis ve sempozyumda Dinya Hayvan Gen
Kaynaklar: idaresi tarafindan bir projeye baslamlmistir. Bu proje ile ilgili veriler
merkezi Roma'da bulunan diinya hayvan gen bankasinda toplanmaktadir™. FAO
uye Ulkelerin temsilciklerinden aldiklar: bilgiler 1s1ginda kisa adi DAD-IS (Domestic
Animal Diversty Information System, Ciftlik Hayvanlari Genetik Cesitliligi Bilgi
Sistemi) olan ciftlik hayvanlari gen kaynaklarina iliskin  veri tabanmim
olusturmustur. Son onbes yilda FAO nun tamdigi 6000 wrktan 300’ yok olmus,
1350's ise yok olma tehlikesi ile karst karsiya kalmistir®™®. Yine FAO'dan alinan
verilere gore son bes yilda koyun, kegi, domuz, at ve kimes hayvanlarindan

olusan 60 1k yok olmustur™®®.

Molekiler dizeyde yapilan calismalarin giderek arttigi ginimizde, gerek
hayvan 1slah caligmalarinda ve gerekse gen kaynaklarimin korunmasina yonelik
calismalarda kullaniimak Uzere bircok molekiler analiz yontemi gelistirilmistir. Bu
tez calismasinda, bu yontemlerden biri olan RAPD-PCR metodu kullanildi. Genoma
ait herhangi bir 6n bilgiye ihtiyac duyulmadan uygulanabilen bu basit ve hizli
yontem ile Tarkiye nin yerli koyun iwklarindan Turk Merinosu ve Morkaraman

rklarinin segilen 10 primer ile molekiler genetik analizi yapildi.

3
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Bu calismamin amaci, Tuarkiye'nin Morkaraman ve Turk Merinosu yerli
koyun rklarimin PCR’a dayali Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)
yontemi ile molekuler genetik analizini yaparak, bu irklardaki polimorfizm ve wrklar

arasi genetik mesafeyi ortaya koymaktir.

1.1. Kuramsal Temeller:
1.1.1. Turkiyede Kugukbas Hayvan Yetistiriciligi :

Turkiye'de 1980 sonrasi izlenen politikalarla tarima ayrilan pay en aza
indirilerek diger alanlara kaydirilmistir ve buna bagli olarak da biyikbas ve
kiiciikbas hayvan varligi oldukca azalmistir®®”). Hayvan varligindaki bu azalisin
blylkbas hayvanlara oranla kuiclkbas hayvanlarda daha yiksek oldugu
bildirilmektedir®™. Ornegin, ilk kez hayvan sayiminin yapildigi 1984 yilindan bu
yana Ankarakegisinde % 82.2, kil kegisinde % 42.7, koyun da ise % 37.8'lik
bir distis gozlendigi bildirilmistir™®. Devlet istatistik Enstitiisiinden alinan 2006
verileri ile olusturulan bazi ciftlik hayvanlarinin sayisindaki degisim grafigi Sekil

1.1’ de verilmistir.

4
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Iklim sartlari, arazi ve mera yapist ile yem kaynaklarr bakimindan
kicukbas hayvan yetistiriciligine oldukca elverigli olan Ulkemizde, bu alanda

yeterince ilerleme kaydedilememesinin sebepleri asagida belirtilmistir™® :

Hayvan basina disen verimin distk olmast,
Meralarin asir1 otlatma ile azalmasi,
Isletmelerin kiiclk olmasi,

Hayvan 1slah calismalarinin uzun zaman almasi,
Damizlik secimlerine dikkat edilmemesi,

Koyden kente gocin artmasi.

Turkiye deki kiglikbas hayvan populasyonunun 25.3 milyonunu koyunlar
olusturmaktadir. Koyun populasyonunun % 96.4’'10k kismint yerli wrklar, geri

kalan kismini ise yeni gelistiriimekte olan irklar meydana getirmektedir™® .

Koyunlar cografik kosullara gore sekillenmis c¢cok sayida 1rk
icerdiklerinden; blytk  bir  genetik  potansiyele  sahiptirler™®. Hayvan
yetistiriciliginde verim artistm saglayabilmek icin bu genetik potansiyeller cevre
sartlart ile birlikte degerlendirilmelidir®. Bu konuda Altinel ve ark.®®
yaptiklart  bir calismada Alman siyah baslhi koclar kullanarak yerli irklarin
karkas agirliklarinda artis saglanabilecegini  belirtmiglerdir. Yapilan bir baska
calismada ise, dol verimi yiksek olan sakiz ki kullanilarak yiuksek dél verimine

sahip wrklarin elde edilebilecesi onerilmistir®Y.

6
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1.1.2. Koyunun Evcillestirilmesi:

Ik evcillestirilen hayvanlar arasinda yer aldigi distinilen koyunun tam
olarak nerede ve ne zaman evcillestirildigi  bilinmemektedir. Bazi arastirmacilara
gore koyun M.O. 6-7 binlerde ilk defa Giiney Bat1 Asyada evcillestirilmistir.
Bazi arastrmacilar ise koyunun M.O. 8-9 binlerde Orta Asyada Turkler
tarafindan  evcillestirildigini  distinmektedirler. Turkistan'da bazi yerlesim
yerlerinde M.O. 8 bin yillarina ait koyun kemiklerinin bulunmas: bu distinceyi

dogrular niteliktedir®?.

Evcillesme oncesi  kiglari ovalarda, yazlari ise daglarda yasayan yaban
koyunlar1 evcillesmeile insan kontroline girerek uysallasmis ve insanlara yarar
saglamaya baslamislardir®®. Bununla birlikte, evcillesme ile koyunlarin adaptasyon

yetenegi azalmus, zeka yapilarinda gerileme gozlenmistir®?.

Evcil koyunlarin asil atalarinin Bat1 Asya yaban koyunu (Western Asian
mouflon) da denilen Ovis orientalis oldugu duisinilmektedir. Fakat yapilan
MtDNA analiz calismalar1 ile evcillesen tdrlerin birden fazla atadan da
tireyebilecegi sonucuna  varilmistir®. Evcil koyunun sistematizi  asagida

verilmistir®?:

Phylum : Animalia
Classis : Mammalia
Subclassis: Theria

Ordo . Artiodactyla
Familia  : Bovidae

Subfamilia : Caprinae

7
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Genus : Ovis
Species  : Ovisaries

1.1.3. Turkiye'de Yerli Koyun Irklar

Tarkiye iklim ve bitki ortisi bakimindan farkli 6zelliklere sahip cesitli
bolgelerden  olusmustur. Bu  bolgesel  farkliliklara bagli  olarak  koyun
populasyonlarinda da ¢esitlilik godzlenmektedir. Her bdlgede bulundugu yere
uyum saglamis  farkli  koyun irklart  bulunmaktadir. Ornegin, tlkemizin ic
kesimlerinde yagli kuyruklu koyun iklar;; denize yakin bolgelerde ise ince

kuyruklu koyun wrklar1 yaygin olarak bulunmaktadir.

Tarkiye'de verim Ozellikleri, vicut yapilart ve yapagi tiplerine gore
siniflandirlmig 20'ye  yakin  koyun ki bulunmaktadir. Bu irklardan bazilar

ozellikleri ile birlikte asagida siralanmugstir®2

Turk Merinosu : Anavatamm Anadolu olmasina ragmen, yapilan islah
calismalartyla kimligini  Ispanya’da kazanmis yapagici  bir  wrkdir. Dokuma
sanayinde kullanilan kaliteli yapagiya sahiptir. Etinden de yaralanilan bu 1rk
M.O 12-7 vyiizyillar1 arasinda Frigyalr lar tarafindan yetistirilmeye baslanmis ve
Turkiye'ye ilk kez 1843 yihinda Ispanyadan getirilerek; Bursa Karacabey
Harasinda yetistirilmis ve 19. yy. sonlarinda yetistiriciligi ortadan kalkmustir. 1934
yilinda Almanyadan ithal edilen Alman Et Merinosunun, Kivircikk ve
Akkaraman yerli koyun wrklar1 ile melezlenmesi  sonunda yeniden yetistirilmeye
baglanmuistir. Melezleme calismalari sonunda Karacabey ve Orta Anadolu olarak

ismlendirilen iki Tark Merinosu elde edilmistir:

1. Karacabey Turk Merinosu @ Alman Et Merinosu X Kivircik melezleme

calismalar1 ile Karacabey Harasinda vyetistirilmeye baslanmistir. Vicut beyaz
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yapagi ile ortalt, yiz kismu ve bacak uclari ciplaktir. Vicutlar: orta iriliktedir
ve nadiren erkek bireylerde boynuz bulunur. Yagsiz, uzun kuyruga sahiptir.

Yapag: verimi yilda3-3.5 kg iken, sut verimi 50-70 litre'dir.

2. Orta Anadolu Turk Merinosu : Alman Et merinosu X Akkaraman melezleme
calismalar1 ile Konya Harasinda yetistiriimeye baslanmistir. Konya Merinosu
olarak da bilinir. Vicut beyaz yapag: ile orttlidar. YUz kism ve bacak uglart
ciplaktir. Karacabey Merinos undan farkli olarak vicut daha iridir. Yapag: verimi
yilda3.5- 4 kg, st verimi ise 40-50 litre'dir.Turk Merinosu wrkina ait disi ve

erkek bireyler Sekil 1.2."de ve Sekil 1.3."de verilmistir.

Sekil 1.2. Turk Merinosu rkina ait disi bireyler

9
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Sekil 1.3. Turk Merinosu irkina ait erkek bireyler

Morkaraman : Genellikle Dogu Anadolu'da yetistiriimekle birlikte, yer
yer Gulneydogu Anadolu’da da yetistirilen yerli bir wrktir. Vicutlar: kizildan
mora kadar degisen kaba karisik yapagi ile ortulidar. Bas, boyun, karin alti ve
bacaklar ~ giplaktr. Iri viicutlu ve yagh  kuyrukludur. Turkiye koyun
populasyonunun % 23'ldk bir kismumi  olusturdugundan  sayr  bakimindan
Akkaraman’dan sonra ikinci siradadir. Sit verimi yilda 80-90 litre oldugundan
sitcl koyun wrklart arasinda yer almaktadir. Yillik yapagi verimi ise 2-2.5 kg'dir.

Morkaraman rrkinaait disi ve erkek bireyler Sekil 1.4.’deve 1.5.’de verilmistir.
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Sekil 1.4. Morkaraman 1wrkina ait bir disi birey

Sekil 1.5. Morkaraman irkina ait bir erkek birey

Akkaraman : Orta ve Dogu Anadolu ile diger bolgelerimizin Orta
Anadolu’ya yakin kisimlarinda yetistirilen, say1 bakimindan birinci sirada olan

rktir. Beyaz yapag: ile ortali olan vicutta bas, boyun, karin alti ve bacaklar
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ciplaktir. Vicut orta iriliktedir. Yapag: verimi yilda 1.5-2 kg, st verimi ise 50-60

litre' dir.

Karagul : Anavatam Orta Asya olan bu 1wk Ulkemize disaridan
getirilmistir. ithal edilen Karagul koclar: ile yerli wrklardan Tuj, Morkaraman ve
Akkaraman arasinda yapilan melezleme calismalart sonunda 1929'da Eskisehir
Cifteler Harasinda yetistirilmeye baslanmustir. Vicut orta irilikte ve genelde
siyahtir; fakat kursuni, beyaz ve kahverengi olanlarina da  rastlamak

mumkindir. Bas ve bacaklar ciplaktir. En énemli Grind postlaridir.

Daghc : Sekarya Nehri ve Ege kiyilart gevresinde yetistirilmektedir.
Vicut beyaz ve kuguktir. Agiz , burun, gbz cevresi ve ayaklarda siyah lekeler
bulunur. Bas ve bacaklar ciplaktir. Etcil bir irk olmakla beraber, yapagisi hali

imalatinda kullanmimaktadir.

ives : Arap koyunu da denilen bu 1rk, Giineydogu Anadolu Bolgemizde
yetistirilmektedir. Vicut beyaz yapag: ile ortult olup, bas, boyun ve ayaklarda
kahverengi ya da siyah lekeler bulunmaktadir. Bas ve bacaklar ciplak, vicut

orta iriliktedir. St verimi yilda 120-160 litre olan sit¢u bir wrktir.

Kwirak : Ulkemizde Marmara ve Ege Bolgelerimizin bazi illerinde
yetistirilmektedir. Vicutlar1 beyaz renkli olup, nadiren bas ve ayaklarda siyah
lekelere rastlanmaktadir. Bas, boyun, karin alti ve bacaklar ciplaktir. Vicut orta
iriliktedir. Yapagist hali ve kumas imalatinda kullamimaktadir. Yerli wrklar

arasinda en lezzetli ete sahip olandr.

Karayaka : Karadeniz’in kiy1r kesimlerinde yetistirilmektedir. Vicut

genelde beyaz olmakla birlikte, siyah ve kahverengi olanlarina da
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rastlanmaktadir. Bas ve bacaklar ciplak, vicut orta iriliktedir. Yatak yapiminda

kullarilan kaliteli yapagiya sahiptir.

imroz (Gokgeada) : Canakkale ve cevresinde yetistirilmektedir. Agiz ve
g6z cevresi siyah, vicut beyaz renklidir. Kulaklar ve ayak uclarinda da siyah

lekeler gordlebilir. Vicut kuctktir. Yapag: kalitesi disik, sit verimi yiksektir.

Tuj : Dogu Anadolu’da Kars Ardahan cevresinde yetistirilmektedir. Cilcir
ve Kesik olarak da isimlendirilir. Vicut beyaz ve orta iriliktedir. Gz ve ayak

etrafinda siyahliklar bulunmaktadir. Yapag: kalitesi iyidir.

Sakiz : En gok Izmir ve cevresinde yetistirilmekle birlikte; Akdeniz ve
Marmara kiyilarinda da yetistirilmektedir. Vicut beyaz olup; agiz, goz, kulak ve
ayak cevresinde siyah lekelere rastlanmaktadir. D6l ve sit verimi  yiksek bir

wrktir. St verimi yilda 250 kg'a kadar cikabilmektedir.

1.1.4. Ciftlik Hayvanlarinda Islah Calismalar1 ve Kullanilan

Yontemler:

Hayvanlarin evcillestirilmesi ile birlikte, 1slah calismalart da baslamstur.
Ozellikle 1980'li yillardan sonra  ciftlik hayvanlanimn  1slahina  yonelik
calisgmalarda buyuk bir artis soz konusudur. Baslangicta yapilan calismalarda
yalmzca klasik 1slah yontemleri kullamilirken; molekiler alandaki ilerlemeler
sonunda DNA analizine dayali1 1slah calismalari da uygulanmaya baslanmustir.

Ciftlik hayvanlarina yonelik bu islah calismalar1 asagidaki gibi gruplandirilabilir:

1. Klasik 1slah calismalart:

Kontroll Birlesme
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Suni tohumlama
Invitro fertilizasyon ve embriyo transferi
Rekombinant DNA uygulamalari
2. DNA analizine dayali molekuler teknikler:
Enzimlerle kesilen DNA pargaciklarinin polimorfizmi (Restriction Fragment
Lenght Polymorphism, RFLP)
Cogaltilmis pargacik uzunluk polimorfizmi (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism, AFLP)
Basit zincir tekrarlar: (Simple Sequence Repesats, SSRs)
Rasgele cogaltilmis polimorfik DNA (Randomly Amplified Polymorphic
DNA, RAPD)

Tek nuikleotid polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism, SNP)

1.1.4.1. Klask Islah Yontemleri:

Kontrollii Birlesme (Seleksiyon): Populasyonlarda  bir  sonraki  dolu
olusturacak ebeveynlerin  istenilen verim oOzelliklerine goére secilmesi ile
yapilan kontrollii  birlesmelerdir™. Bu cok zaman ve isgiicii isteyen bir

yontemdir.

Suni tohumlama: Uygun déllenme zamaninda oldugu belirlenen disilere iyi
damizliklardan ainan  spermlerin  nakledilerek invivo ortamda dollenmenin

saglandig1 bir tekniktir®®

Invitro fertilizasyon ve embriyo transferi: Disardan verilen gonodotropin

ve protaglamin gibi bazi hormonlarin vasitasi ile disiden elde edilen ¢ok

14

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.softwarelabs.com



http://www.softwarelabs.com

sayidaki yumurtamin invitro ortamda segilmis spermler ile dollendirilmesine
denir®. Jnvitro fertilizasyon ile elde edilen embriyolarin tasyici hayvana
aktariimasi ile de embriyo transferi gerceklesir. Bu yontem invitro fertilizasyon
sonrast  uygulanabilecegi gibi Gstiin verim o6zelliklerine sahip disi bireylerden
elde edilen embriyolarin dogrudan transferi ile de yapilabilir. Embriyo transferi
Oncesi embriyo kalitesinin bazi morfolojik yontemler ile degerlendirilebilmesi
miimkiinddr, fakat bu yontemler ile embriyodaki hastaliklar belirlenememektedir®®.

Ilk olarak Brackett ve arkadaslarimn dana Uretmek icin kullandiklar: bu yontem

r(29,30) r](31,32,33)

sonrasinda sig1 , bizo , domuz®¥ ve a® da embriyo transferi
yapmak icin de kullanilmugtir. Ulkemizde ise ilk embriyo transferi koyunlarda
yapilan bir calisma ile gerceklestirilmistir®®. Ayrica Kanadada sigirlarda
yapilan c¢oklu ovulasyon ve embriyo transferi (MOET) calismalari sonunda

yaklasik % 10'luk genetik iyilesme saglancigi bildirilmistir®".

Rekombinant DNA teknigi: Farkli organizmalardan elde edilen DNA
molekullerinin  birlestirilmesi ile olusturulan yeni yapiya rekombinant DNA
denilmektedir®®®. Bu teknikte tasinmasi istenilen DNA parcasi restriksiyon
enzimi ile keslerek tastyict DNA  molekult (vektor) ile birlestirilir.
Rekombinant DNA teknigi vasitasi ile farkli tir canlilar arasinda gen transferi
yapilarak transgenik canlilar elde edilmektedir. Bu teknik cercevesinde hayvan
hiicrelerine gen aktarimi transformasyon, elektroporasyon, mikroenjeksiyon,
biyolistik gibi yontemler ile yapilmaktadir®. Bu yontemlerden mikroenjeksiyon

teknigi kullanilarak transgenik sican, koyun ve domuz elde edilmistir®®.
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1.1.4.2. DNA Dizi Analizine Dayali Molekuler Teknikler:

1.1.4.2.1. Hibridizasyona Dayah Teknikler:

RFLP : Enzimlerle kesilen DNA pargaciklarinin  polimorfizmi  olarak
issmlendirilen RFLP teknigi hibridizasyona dayali bir yontemdir. Bu teknikte
genomik DNA 6zel endoniklez enzimleri ile kesilir, olusan farkli uzunluktaki
DNA parcalar1 jel elektroforezinde yuritilir ve elektroforez sonrasi ayrilan
parcalar naylon membrana aktarilarak, X isinlart ile gozlenir®. Radyoaktif
madde kullanildig: i¢in olduk¢a pahali olan bu teknik kodominant kalitim

gosterir®

1.1.4.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PCR) Dayalh Teknikler

PCR yapay oligonikleotitler kullamlarak invitro ortamda hedef bdlgenin
cogatiimasidir®. Diger bir ifade ile DNA replikasyonunun invitro ortamda
gerceklesmesidir. Klonlamaya gerek duyulmadan DNA’ min istenildigi kadar
kopyas: elde edilebildiginden bu yontemin kesfi ile birlikte molektler biyoloji
alaninda bilydk ilerlemeler godzlenmis; PCR temelli RAPD, AFLP, SSR, SNP
gibi yontemler gelistirilmistir. Gelistirilen bu yontemler ile birlikte PCR adli tip
olaylarimin aydinlatiimasi, hastaliklarin teshisi, prenatal tam gibi bircok amag

(5,41)

icin  kullamlmaya  baslanmustir Glnimuzde revers transkriptazlar da

kullanilarak RT- PCR adhi altinda mRNA’dan da cogaltim yapilabilmektedir®? .

Bir PCR reaksiyonu igin asagidaki bilesenlere ihtiyag vardir:
1. Kalip DNA : Genomik, plazmid, faf DNA’st ya daherhangi bir DNA pargasi

kullanilabilir®.
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2. Polimerazlar : dNTP kullanarak calisilan hedef dizinin sentezini katalizlerler®*?,
Cessitli tirleri olsa da siklikla Thermus aquaticus tan elde edilen tagq polimerazlar
kullanlir.

3. Primerler : Kalip DNA'min  sentezi icin baslangic noktasim olusturan
genellikle  18-25 nikleotit uzunlugundaki yapay oligoniikleotitlerdir?,

4. dNTP : Deoksiribonikleozid trifosfat olarak isimlendirilen dNTP ler (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) primerden sonra zincirin uzamasi icin gereklidir®?.

5. Tamponlar ve MgCI,. Reaksiyon sirasinda enzimin aktivitesini arttirmak icin

kullanilirlar®.

Bir PCR reaksiyonu bu bilesenlerin esliginde (g basamakta gerceklesir

(sekil 1.6.).

1) Kalip DNA vyiksek sicaklikta denatiire olarak zincirler birbirinden ayrilir
(ayrilma=denaturasyon).

2) Primerler denattire olmus zincirlere baglanir (baglanma=annealling).

3) Primerlerin baglanmasindan itibaren polimeraz enziminin de aktivesi ile DNA

sentezi gerceklesir (uzama=elongation).
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Sekil 1.6. Polimeraz zincir reaksiyonunun sematize sekli

Bu Uc¢ asama bir dongu kabul edilir. Her dongl sonunda DNA miktar:
geometrik (2") olarak artar. Ornegin 10 dongiden olusan bir resksiyonda DNA
miktar1 yaklasik 1000 kat artar. PCR’ a dayali molekiler teknikler asagida

siralanmustir:

SSR : Basit zincir tekrarlart iceren bu teknikte tekrar eden lokuslarda
tekrar sayisindaki degisikliklere bagli olarak polimorfizm belirlenir®. SSR' lar
tekrar eden birimlerin buydkltklerine gore minisatellit ve mikrosatellit olarak
iki alt grubta incelenmektedir. Minisatellitlerde tekrar grublart 10-100 bg'lik
birimlerden olusurken; mikrosatellitierde 2-5 bg¢ uzunlugundaki birimlerden
olusur®*®“®) SSR'lar genetic haritalama®”, genetik akrabalik*®**%® ve kimlik

tespiti® calismalarinda siklikla kullanilmaktadir.
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SNP : Tek nukleotit polimorfizmi olarak isimlendirilen SNP'ler ayni
pozisyondaki  farkli  nikleotitlerin  tayin edildigi bir yontemdir. Genetik
hastaliklarin arastirilmasinda, evrim caligmalarinda ve gen cesitliliginin tespitinde

siklikla kullanilmaktacir®%>%%),

AFLP : Cogaltilmis pargcacik uzunluk polimorfizmi olarak isimlendirilen
AFLP teknigi, restriksiyon enzimleri ve bir adet 3 adaptori ile genomik
DNA'nin kesilip 5' primeriyle g¢ogaltiimas: ve sonrasinda da poliakrilamid jelde
yiritilip, glmis boyama ile gozlenmes esasina  dayanir®. RFLPnin
tekrarlanabilirligi ve PCR’1n basitligini bir arada bulunduran bu teknik genetik

haritalama calismalarinda kullanilmaktadir®?.

Bir diger PCR temelli DNA analiz yontemi olan RAPD yontemi bu
calismada kullanilan temel metot oldugundan, bu teknik asagida daha ayrintili

olarak aciklanmustir.

1.1.4.2.2.1. Molekuler Genetik Analiz YOontemi Olarak RAPD Teknigi:

1990 yilinda Williams ve arkadaslari®®

rasgele dizilime sahip 10 bazlik
tek  bir sentetik  oligonukleotit (primer) yardimu ile  kalip  DNA'min
cogaltilabilecegini gosterdiler ve PCR’a dayali bu teknigi RAPD olarak
isimlendirdiler. Bu teknik ile herhangi bir klona ya da genoma ait bir 6n

bilgiye ihtiyac duyulmadan genetik belirleyici (markir) elde edilebilir®.

Bu teknigin avantaj ve dezavantajlan asagida sralanmistir’3% %)

Cok az miktarda DNA ile kisa siirede ve ¢ok kompleks bilesenlere ihtiyag

duyulmadan uygulanir.
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Otomasyonu kolay, basit ve hizli bir yontemdir, cok gelismis aletlere ihtiyag
yoktur.
Kisa siirede ¢cok miktarda markir elde edilebilir.
Radyoaktif olmayan bir metottur ve yontem oOncesi bir 6n  hazirlik
gerektirmez.
Yiksek polimorfizm belirten bir teknik olmasina ragmen, lokuslarin
homozigot mu yoksa heterozigot mu oldugu konusunda bir bilgi vermez.
Dominant kalitim gosterir.
RAPD deneyleri siresince tim bilesenler ve ortam kosullari aym olmalidir.
Gunkd  bilesenler ve ortam kosullarindaki  degisiklik  farkli  sonuclar

dogurabilir®?.

RAPD yontemi sagladigi  bircok avantaji nedeni ile yaygin olarak
kullaniimaktadhr. Ornegin,

1. Populasyon genetigi calismalarindal®°%859,

2. Bitki ve hayvan yetistirme programlarinda®*°6606%
e(39,56,61,62,63,64,65,66,67)

3. Genetik benzerlik ve filogenetik iliskilerin tespitind

4. Bazi kalitsal hastaliklarin teshisinde kullamlmaktadir®.
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1.1.4.2.2.2. Ciftlik Hayvanlarinda RAPD-PCR Yoéntemi ile Yapilan

Cahsmalara Litaratiir Ornekleri

Dunyada ve Turkiye'de ciftlik hayvanlarinda RAPD-PCR ydntemi
kullanilarak yapilan birgok ¢alisma bulunmaktadir. Bu alanda diinyada yapilmis olan

calismalardan bazilar1 asagida 6zetlenmistir:

Tanzanya da 3 sigir ki kullamlarak yapilan bir calisma ile RAPD
tekniginin sigirlarda  birey, populasyon ve 1wk ayriminda kullanilabilecigi

bildirilmistir©®.

Cushwa ve arkadaslari®®

koyunlarla yaptiklar1 c¢alismada kullandiklart
131 RAPD primerinden 53 tanesi ile 85 polimorfik bant elde etmisler ve bu
bantlardan  bazilarimin  genetik  baglanti  haritalarinda  kullanilabilecegini

belirtmiglerdir.

Iran’ da 5 koyun ki kullamlarak yapilan bir calismada; kullanilan 17
primerden yalmzca 3 Unde polimorfizm gorulmis ve wrklar arast homojenitenin

fazla oldugu kamsina varilmistir®.

Misir'da 4 koyun wrkimin 19 RAPD primeri kullanilarak incelenmesi ile

irklardan 3'Ui arasinda yiksek genetik benzerlik gozlenmistir®?.

Misir’ da yapilan bir baska calismadaise 3 yumurtaci ve 2 etci tavuk ki ile
6 primer kullamlarak yapilan calismada wrklar arast benzerlik bulunmaya
calisilmas; etci wrklar arasi benzerlik % 86.9, yumurtaci rklar arasi benzerlik ise

% 72.4 ile % 85.4 degerleri arasinda bulunmustur®.
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Brezilyamn 5 koyun wrkimin 19 RAPD primeri ile taranmasi sonucu
calismada kullanilan 5 ik arasinda 6nemli farkliliklar oldugu gortlmustirt™,
Calismada kullanilan irklardan 3’ Ginlin (Santa Ines, Bergamasca ve Rabo Largo) bir
grubta toplandig1 ve diger iki irkin (Morada Nova ve Somali) bu grubtan ayrildig:

dikkati cekmistir.

Brezilya'da kecilerde yapilan bir ¢calismada ise Moxata wrkindan 7 ve
Caninde wrkindan ise bir populasyondan toplam 282 birey 16 RAPD primeriile
taranmig ve 56 polimorfik bant elde edilerek; irk ici ve wrklar arasi varyasyon
hesaplanmaya  calisilmistir"®. Populasyon ici varyasyon %21.21, populasyonlar

arasi varyasyon ise %21.75 olarak bulunmustur.

RAPD-PCR teknigi kullanilarak Turkiye'de yapilmis olan calismalardan

bazilar1 ise asagida 6zetlenmistir:

Tarkiyede yerli  sigir  wklarindan  Yerli Kara (YK), Dogu Anadolu
Kirmizist (DAK), Giiney Anadolu Kirmizisi (GAK) ve Boz Irk kullanilarak 10
RAPD primerinin 77 bireyde taranmasi ile 6 primerde sonug alinmisg, irklar arasi
genetik mesafe bulunmaya calisilmistir. DAK, GAK, YK rklarinin bir kiimede ,
Boz Irkin isefarkli bir kimede toplandig: dikkati gekerek, DAK ve YK’'nin en

yakin iki rk oldugu saptanmustir®.

ivgin ve arkadaslarimin® 4 yumurtaci ve 3 etgi saf tavuk hatlari
kullanarak toplam 70 bireyde yaptiklari calismada; 35 primerden 23 Unde
sonu¢ alinmis ve hatlar arasi genetik benzerligin 0.644 ile 0.853 degerleri

arasinda degistigi saptanmustur.
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Bafra, Sakiz ve Karayaka iwrklarindan (calismada Sakiz ve Karayaka
wrklart iki slriden toplanmustir) toplanan 160 6rnegin 20 primerle taranmasi
ile 6 primerde toplam 67 polimorfik bant elde edilmis; irklar arasi genetik

benzerlik ve polimorfizm tespit edilmeye calisilmustir®™.

flhak ve arkadaslari™ tek bir primer kullanilarak; sigir, koyun, domuz
ve kegi ile yaptiklari calismada elde edilen RAPD bantlarimin farkli oldugunu

ve bu 4 tirin RAPD yontemi ile ayirt edilebilecegini  belirtmislerdir.

Bir diger calismadaise nesli tikenme asamasinagelen Cine Capar1 koyun
irk1 analiz edilmistir. Bu irka ait G¢ striden alinan 72 6rnegin 24 RAPD primeri
ile taranmast sonucu sirdler arasi ve sirl ici  benzerlikler belirlenmeye

calisilarak, stirti ici genetik benzerlik 0.7508 olarak hesaplanmustir™?.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Orneklerin Toplanmas:

Bu calismada Turkiye'nin yerli koyun wrklarindan Morkaraman ve Turk
Merinosu rklarina ait kan orneklerinin RAPD-PCR yontemiyle molekller
genetik analiz yapildi. Molekiler genetik analizi yapilan wrklardan  Tark
Merinosu rrkina ait kan ornekleri Bursa Karacabey Devlet Uretme Ciftliginden,
Morkaraman 1wkina ait kan oOrnekleri ise Atatirk Universitess Arastirma
Giftliginden alindi. Vakumlu EDTA’'l1 tUplere almnan kan ornekleri 48 saat
icersinde soguk zincir ile laboratuvar ortamina ulastirildi. Her iki wrktan 39’ar

birey olmak Uzere toplam 78 bireyin kan 6rnegi kullamld: (Cizelge 2.1.):

Cizelge 2.1. Calismada kullanilan koyun kan Orneklerinin  1rk ve cinsiyete

gore dagilim

Irkin Adi Disi Sayis Erkek Sayis Toplam
M orkaraman 30 9 39
Tirk Merinosu 21 18 39
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2.2. DNA izolasyonu

Bu calismada Fermentas Genomic DNA Purification Kit ® ve Fenol

Kloroform yontemleriyle DNA izolasyonu yapildi.

Fermentas Genomic DNA Purification Kit ® ile DNA izolasyonu:

Bu yontemde ependorf tiplerde bulunan 200 pl antikuagulanli kan 6rnegi
tzerine Lysis Buffer (KHCO3 NH4Cl, 0.5 M EDTA; PH: 8) eklendi ve 65°C'de
5 dakika inkiibe edildi. Inkilbasyon sonrasi kanlarin tizerine kloroform eklendi,
yavasca Karistirildh ve 10000 rpmde 2 dakika santrifiij edildi. Ustteki sivi faz
dokdlip, ornekler Uzerine 400 ul  fenol eklendi ve tekrar 10000 rpm'de 2
dakika santrifij edildi. Santriflj sonrasi Ustteki temiz faz steril ependorf tuplere
aktarildi ve Uzerlerine precipitation (¢oktirme) solisyonu eklendi. Tupler iKi
dakika oda sicakliginda karistirildi ve 10000 rpm'de 2 dakika santriftj edilip
Ust (supernatant) kisim dokdldi. Altta cokmis olan pellet (¢cokelti) NaCl soltisyonu
ile iyice ¢ozildikten sonra mevcut hacmin iki misli oramnda % 99 luk alkol
eklenerek -20°C'de 10 dakika bekletildi. Sire sonunda dondurucudan cikartilan
tupler, 10000 rpm'de 3-4 dakika santrifij edildi. Dipte kalan DNA % 70’lik
alkol ile yikandi. TUpler kurumaya birakildi. Kuruyan tiplere steril su eklendi
ve +4°C'de en az 10 saat iyice ¢ozilmesi icin bekletildi ve sonrasinda elde

edilen DNA ornekleri -20°C’de saklanch.
Sambrook ve arkadaslarinin® Fenol Kloroform yontemiyle DNA izolasyonu :

2 ml kan ornegi 0.1 ml EDTA (0.5 M, PH:8) iceren tuplere kondu ve
toplam hacim 15 ml olacak sekilde 2X Lysis Buffer (10X Lysis sollisyonu:

770 mM  NH4CI, 46 mM KHCO3; 10 mM EDTA) eklendi. Tupler 15 dakika
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bekletilip, 10 dakika alt Ust edilerek calkalandi. Sonrasinda 3000 rpm'de 10
dakika santrifij edilerek Ust kismu atildi ve altta kalan ¢okelti Gzerine 1 ml
salt/EDTA (75 mM NACI, 25 mM  EDTA) eklenip vorteksendi. Uzerine %
10'luk 0.1 ml SDS ve 150 pl proteinaz K (10 mg/ml) eklenip etiv’'de
55°C'de 2 saat bekletildi. Siire sonunda tiiplere 1 ml fenol (PH:8) eklenip 20
sn ¢ok hizli, 10 dakikada yavasca (alt Ust edilerek) calkalandi. Sonrasinda 3000
rom de 10 dakika santrifij edilip, Gst kisim yeni steril tUplere alindi ve
Uzerine 1 ml Fenol: Kloroform: izoamil alkol (25:24:1) eklendi. 20 sn hizli, 10
dakika yavas alt Ust edilerek calkalanan tipler, 3000 rpm'de 10 dakika santrifdj
edildi veist kisim steril cam tuplere alindi. TUplere hacimlerinin iki kati kadar -
20°C’de bekletilmis  %100'ltk ETOH (etanol) eklendi ve sallandi. Bu islem
sonunda yogunlasan DNA 0.1 ml T.E (10 mM Tris;, 1 mM EDTA, PH:7.5)

iceren 1.5 ml'lik steril ependorf tuplere alindi ve -20°C’ de saklandh.

2.3.  Primerlerin Segimi:

Bu calismada kullanilan primerlerin - seciminde asagida belirtilen

kistaslar dikkate alinch®?:

Primerin igerdigi Guanin + Sitozin bazlarimin oram % 50-% 80 arasinda
olmali,

Primer 10 baz cifti uzunlugunda olmali,

Primerler birbirlerinin tamamlayicisi olmamali,

Herhangi bir sira gozetmeksizin rasgele baz dizilimine sahip primerler

secilmelidir.
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Belirtilen bu hususlar g0z Oniunde tutularak ve Onceden yapilmis
calismalar da dikkate alinarak® ™ Operon Technology'den 10 adet primer
secilip tarandi. Segilen bu primerlerin DNA dizileri ve G-C baz sayisinin toplam

baz sayisina oranlar1 Cizelge 2.2." de verildi.

Cizelge 2.2. Primerlerin baz dizileri ve G-C oraninin toplam baz sayisina orant:

Primer Primer Dizini (5'- - -3") G-C (%)
OPDO02 GGTGCGGGAA 70
OPEQ2 GGACCCAACC 70
OPB10 CTGCTGGGAC 70
OPG02 GGCACTGAGG 70
OPEO4 GTGACATGCC 60
OPCO05 GATGACCGCC 70
OPA20 CCGAATTCCC 60
OPFO05 GTTGCGATCC 60
OPA02 TGCCGAGCTG 70
OPAO05 AGGGGTCTTG 60
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2.4. Cahsilan Koyun Irklarn icin RAPD PCR Yonteminin Optimizasyonu:
2.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kosullarinin Optimizasyonu :

PCR kosullarimin optimizasyonu icin onceden RAPD-PCR yontemi ile
yapillan calismalar incelendi ve en iyi sonuglarin alinmis oldugu calismalardan
yararlanilarak optimizasyon gerceklestirildi®%°662747576.77.78) " jl|gmilan reaktiflerin
(MBI Fermentas® ve Promega®) uygun miktarlari asagida verildi:

1. Taq polimeraz enzimi: 5 p/pl stok cozeltiden 0.2 p/pl enzim kullanldi.

2. 10X Reaksiyon Cozeltisi: Hazir ticari stoktan (10 mM Tris, %0.1 TritonX-
100, sigir serum albumini) kullamldi.

3. MgCl, Cozeltisi: 25 mM olan hazir stoktan 2.5- 3 mM kullamld.

4.dNTP: 10 mM olan hazir stoktan 1.25 mM kullanilds.

5. Primer: Primerler distile su ile 100 ng/pl  yogunlugunda sulandirildi  ve

0.4 ml olacak sekilde kullanldi.

PCR reaksiyonu icin DNA disindaki tim bilesenler 0,5’lik ependorf tiplere
hazirlandi ve ©6nceden DNA’lar1 konmus olan 0,2’'lik ependorf tlplere toplam
hacim 25 pl olacak sekilde dagitildi. Sonrada vurularak karistirilan tipler PCR 1s1

dongul cihazina yerlestirildi.
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2.4.2. Reaksiyon lalar1 ve Dongu Sayisi:

PCR 1s1 dongu cihazina yerlestirilen ornekler asagidaki programa tabii
tutuldular :
94° C' de 2 dakika — Baslangi¢ ayrilma
94° C' de 1 dakika — Ayrilma (Denatlrasyon)
35°C de 1 dakika— Birlesme (Annealing)
72° C' de 1 dakika— Uzama (Elongation)

72° C' de 10 dakika — Son uzama

35 donglyl kapsayan PCR islemi sonrasi 6rnekler agaroz jelde yUritilmek
Uzere 4 ° C' de bekletildi. Bu calismada RAPD-PCR teknigi her uygulamaicin en az

iki kez tekrarlandh.

2.4.3. Elektroforez Teknigi :

Bu calismada daha once yapilmis olan calismalardan™® yararlanilarak
elektroforez teknigi belirlendi. Elektrolit ¢ozeltisi olarak TBE (Tris-Borat- EDTA)
kullanildh. COzelti 54g Tris, 27.5 Borikasit, 20 ml 0,5 M EDTA ile 10 misli konsantre
olarak hazirlandi. Bu stoktan her deneme igin 150 ml 10X TBE kullarldi. 150 ml
TBE'nin 18 ml’si agaroz jelin hazirlanmasinda kullanilirken, geri kalan kismi

elektrolit ¢ozeltisi olarak kullanildhi.

2.4.3.1. Agaroz Jelin Haarrlanmas :

1.7’lik agarozun kullanmldig1 bu ¢calismada gerekli olan agaroz (sigma, prona)

hassas terazide tartildi ve 180 ml’lik 1X TBE icerisinde ¢calkalanarak berraklasincaya
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kadar kaynatildi. Sogumaya birakilan jel 50-60 °C sicakligina geldiginde 0,5 pg/mi
etidyum bromid eklendi. DNA molekillerini boyayarak bantlarin daha iyi
gorinmesini saglayan etidyum bromid cok mutajenik oldugundan®® tim etidyumiu

atiklar atik torbasinda toplanarak tibbi atik laboratuvarina yolland.

2.4.3.2. Agarozun Dokilmes :

50-60°C’ ye kadar sogutulan agaroz jel taraklar: takilmis olan tepsiye dokaldu.
Yurimede bir problem yasanmamast icin hava kabarciklari patlatildi ve jel
katilasmaya birakildi. Soguyarak katilasmig olan jel Uzerine Gst kismini tamamen

Ortecek kadar 1X TBE dokuldi ve taraklar dikkatlice ¢ikarild.

2.4.3.3. Orneklerin Yuklenmes :

YUklenecek olan orneklere elektroforez sirasinda olusacak olan DNA
bantlarinin yaklasik konumlarinin belirlenebilmesi icin boya eklendi?. Laboratuvar
ortaminda ficoll, bromfenol ve 0,5 M’ ik EDTA’dan hazirlanmis olan boya tim
orneklere esit hacimde eklendi. Boya ve ornekler iyice karistirildi  ve kuyucuklara
yilklendi. Yikleme srasinda 50 bg'lik DNA 6lcegi (MBI fermantas® SM

1133) deyikleme boyasiylakaristirilarak yiklendi.

2.4.3.4. Orneklerin Yuritilmes :

Ornekler en iyi sonucun alindigi 110 voltta 2.5 saat yiritildi. Ydritilen
ornekler U.V. sehpasina alinarak gozlemlendi ve Polaroid ® (DS-34) fotograf

makinesinde siyah beyaz olarak fotograflandi.

30

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.softwarelabs.com



http://www.softwarelabs.com

2.5. Verilerin igtatistiksel Analizi

Calisma verileri, POPGENE (VERSION 1.31 Microsoft Window-based
Freeware for Population Genetic Analysis, Yeh F.C., Yang R. and Boyle T., 1999)

istatistik paket programi kullamlarak degerlendirildi.

25.1. Allel Frekana (Gen Frekans)

Bir populasyondaki genetik degisim genellikle gen frekanslarindaki
degisim ile tanimlanir. Bu nedenle gen frekanst evrim calismalarinda kullanilan

temel parametrelerdendir’®.
A1 ve Az bir lokustaki alleller olmak lzere;

N11(A1A1) + N12(A1A2), + N2o(A2A2) =N

N; diploid bir populasyonda toplam genotip sayisi
X11=Nu/ N X2 =N32/N X22 = N 2/N’ dir.
X; gen frekansi

X11 + X2+ X2 =1 oldugundan;

A: dlelinin frekanst = X3 = N1+ N1/ 2N’ dir.

A, alelinin frekanst = X5 =N N1»/ 2N’ dir.

2.5.2. Genetik Varyasyonun Olciilmes

Yuksek yapili organizmalardan olusan populasyonlarda tim lokuslardaki

gen varyasyonunun olctilmesi oldukga zordur. Bu nedenle tim genetik cesitlilik
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kicik oranlarda orneklenen genler ile gosterilir. Bir lokustan digerine olan

genetik polimorfizm icin rasgele secilen lokuslar kullanlir{™.

2.5.2.1. Polimorfik Lokuslarin Yuzdes

Bir populasyonun genetik varyasyonunun belirlenmesinde cok sayida
lokus kullanilir ise varyasyon miktar1 polimorfik lokus yilizdesi ve her
lokustaki ortalama heterozigotlugun olcilmesi ile belirlenir. En yaygin alelin
populasyondaki oram % 99 ya da atinda ise bu lokus polimorfik olarak
adlandirilabilir™. Bu calismada da polimorfik lokus icin % 99 degeri esas

alindu.
P=ny/r dir.
P; polimorfik lokuslarin yuzdesi,
ne ; polimorfik lokus sayisi,

r ;toplam lokus sayisi.

2.5.2.2. Gen Ceysitliligi (Heterozigotluk)

Genetik varyasyon ortalama heterozigotluk ya da gen gssitliligi ile
belirlenebilir. Rasgele ciftlesen bir populasyondan beklenen heterozigotluk

yiizdes asagidaki gibi hesaplanabilir™ :

h=1- 3 x?

Xi; bir lokustaki i'ninci allelin populasyondaki siklig:,
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h; rasgele ciftlesen populasyondaki lokus basina ortalama heterozigotluk

ylzdesi.

2.5.2.3. Allellerin Sayia

Genetik cesitliligin oOlctlebilmesinde lokus basina disen allel sayisindan
yararlanilabilir. Dogal populasyonlarda disik sikhikta cok sayida allel
bulundugundan, allel sayisi 6rnek sayisina bagli olarak degisebilir. Allel sayisi
ve Ornek sayist arasindaki iligki, genetik siriklenme ve mutasyona bagli

olarak olusan notral alleller dikkate alinarak daha iyi hesaplanabilirt™,
M =4Nv olmak Uzere
EK)y=M/M+M/(M+1) +............... + M/ (M+2N-1)
E(K) ; n kadar diploid Ornekte beklenen allel sayisi
N ; etkili populasyon buyuklugu,

V ; mutasyon orani.

2.5.2.4. Bir Lokustaki Allellerin Etkili Sayis

Etkili allel sayisi ne kadar az ise genetik varyasyon oram o kadar

dustktar(™,

ne=1/Y. x

ne; allellerin etkili sayisi,
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X ; i"'ninci alellerin sikligr.

2.5.2.5. Shannon’nun Bilgi Endeks

Shannon'nun bilgi igerigi her populasyondaki RAPD bantlarinin
siklig1 ile hesaplanr™.

Ho=Ypi/N

Ho; Shannon nun bilgi igerigi,

N ; toplam birey sayisi,

Pi, I'ninci sinifta gozlenen RAPD bant sikligi.

2.5.2.6. Alt Populasyonlarda Gen Cesitliliginin Analiz:

Alt populasyonu olan doga populasyonlarda populasyon i¢ci ve
populasyonlar arasi gen ¢esitliligi 6nemlidir.

1 —gen ¢ssitliligi = gen kimligi’ dir.

Bir alt populasyona ait gen kimligi asagidaki formil ile hesaplanabilir.

K fzxzki

X gen kimligi,

X i ; K minct at populasyonun i'ninci alelinin siklig:.

Alt populasyonlarin ortalama gen kimligi ise;

=Y x°

X ; alellerin ortalama siklig,

34

PDF created with pdfFactory Pro trial version www.softwarelabs.com



http://www.softwarelabs.com

Alt populasyonlardaki ortalama gen cesitliligi ise;
Hs=1-Js formilinden hesaplanir.

Toplam populasyondaki gen kimligi;

Ir=Yx

X ; tum populasyondaki allelerin ortalama sikligi’ dir.
Toplam populasyondaki gen cesitliligi;

Hr = Hs+ Dsr = 1- J¢ dir.

Dsr ; alt populasyonlardaki ortalama gen cesitligi,
Alt populasyonlar arasindaki gen farklilasmasinin goreceli buyuklugu;
Gsr = Dgr/Hr dir.

Alt populasyonlar arasi genetik mesafe;

Dm=sDsr/ (s-1) dir.

s; at populasyon sayisidir.

Alt populasyonlar arasindaki minumum genetik mesafe olan D, farkli

organizmalarda gen farklilasma derecelerinin karsilastirilmasinda kullanilir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Taranan RAPD Primerleri ve Elde Edilen DNA Bantlar::

Tarkiye nin Morkaraman ve Turk Merinosu koyun irklarina ait toplam 78
bireyden izole edilen genomik DNA Ornekleri secilen 10 RAPD primeri ile
tarandi. Segilen primerlerden 5'i ile sonug alindi (Cizelge 3.1). Her primer igin
veriler bandin varliginda 1 ve bandin yoklugunda O olacak seklinde kaydedilerek
bir veri tablosu elde edildi (EK 1). Veri tablosu POPGENE paket programi
kullanilarak degerlendirildi. Degerlendirme sonunda iki yerli wrkda elde edilen

toplam 24 lokustan 23 Gniin polimorfik oldugu saptand.
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Cizelge 3.1.: Sonug alinan 5 primer ile elde edilen RAPD bant uzunluklarinin

rklara gore dagilimi (T.M : Turk merinosu, M : Morkaraman, bg:

baz cifti )
P R I M E R L E R
OPAQ2 0PCO5 OPDO2 OPEO4 OPFO5
R |250-475b¢ |250-750bc |400-475b¢  |250-650bg | 225-475 be
A [TM M [TM M [TM [M _|[TM [M [TM [M
P 205
D 250 [250 |[250 250 |[250 |[250
275
B [300 [300 300 |300 |300
A 375 |375
N 200 [400 [400 |400 |400 400 |400 |400  |400
T a7 (a5 475 475
L 500|500 500
A 525|525
R 550|550
! 650
750 | 750

OPAOQ2 primeri ile elde edilen 250, 300, 400 ve 475 b¢ uzunlugundaki

bantlarlarin timi her iki rkta da bulunmustur.

OPCO5 primeri ile elde edilen bantlardan 400, 500, 550 ve 750 bg
uzunlugundaki bantlar her iki irkta dagozlenirken; 250 b¢ uzunlugundaki bant
sadece Turk Merinosundaki bireylerde gbzlenmistir. Ayrica OPCO5 primeri ile

elde edilen 500 b¢ uzunlugundaki bant her iki irkin tim bireylerinde gozlendiginden
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monomorfiktir.

OPDO02 primeri ile elde edilen bantlardan 400 ve 475 bg¢ uzunlugundaki
bantlar sadece Turk Merinos'unda gozlenirken; 525 bg uzunlugundaki bant her

iki wrkda da bulunmustur.

OPEO4 primeri ile elde edilen bantlardan 250, 300, 400 bg
uzunlugundaki bantlar her iki wrkda go6zlenirken, 500 ve 650 b¢ uzunlugundaki

bantlar sadece Morkaraman rkinda gozlenmistir.

OPFO5 primeri, kullamlan primerler arasinda en ¢ok bant veren primerdir
(Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.). Bu primer ile elde edilen bantlardan 250, 300 ve 475
b¢ uzunlugundaki bantlar sadece Turk Merinosunda, 225 ve 275 bg
uzunlugundaki bantlar ise sadece Morkaraman'da go6zlenirken; 400 b¢'lik ve 375

b¢'lik bantlar her iki wkta bulunmustur.

123456789 1011121314151617 18192085 (belirleyici)

500 b
400 bg
300 be
250 bg

Sekil 3.1. Turk Merinosu rkina ait ilk 20 bireyin OPFO5 primeri ile elde edilen

RAPD bant profilleri (Belirleyici 50 bg)
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123456789 1011121314151617 18 1920 B (belirlevici)

500 bg
400 be
300 be
250 bg
200 b

Sekil 3.2. Morkaraman wrkina ait ilk 20 bireyin OPFO5 primeri ile elde edilen RAPD

bant profilleri (Belirleyici 50 bg)

3.2.  Polimorfik Lokus Ylzdes

Polimorfik lokus yizdess % 66.67 ile Morkaraman'da en yiksek

degerde iken, Turk Merinosun’da % 58.33 olarak bulundu.

3.3. Heterozigotluk :

Genetik cesitliligi belirten bu heterozigotluk degeri Turk Merinosun’da
0.1792, Morkaraman'da ise 0.2489 olarak hesaplandi (Cizelge 3.2.a.). Her iki

koyun wrk igin toplamda gbzlenen heterozigotluk degeri gizelge 3.2.b.”de verildi.
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Cizelge 3.2. Calisilan koyun wrklar1 igin tim lokuslardaki genetik c¢ssitlilik ile
ilgili istatistik veri Ozeti cizelge 3.2.a’ da, her iki wrkta toplamda
tammmlanan genetik cesitlilik bilgileri gizelge 3.2.b.” de verildi (na:
gbzlenen allel sayisi, ne: etkili alel sayis, h: gen cesitliligi, | :

Shannon’nun bilgi endeksi, p: polimorfik lokus).

Cizelge 3.2.a
Irkin Ach Ornek na Ne h I p.lokus % p
say1st
Tark 39 1.58 1.29 0.18 0.28 14 58.33
merinosu 0.50 0.36 0.19 0.27
Morkaraman | 39 1.67 1.42 0.24 0.37 16 66.67
0.48 0.37 0.19 0.28

Cizelge 3.2.b.

Ornek sayisi | Na ne H

I

78 1.95 1.40 0.26 0.41
Ortalama
Standart sapma 0.2 0.3 0.14 0.19
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3.4. Gozlenen ve Etkili Allel Sayis

Bitun alleller esit siklikta oldugunda, gozlenen alel sayisi (na) etkili alel
sayisi (ne)’ na esittir. Fakat zararli genlerin bulundugu durumda, etkili allel
sayisi her zaman icin gozlenen alel sayisindan kiguktir. Bu calismada da
ikinci durum sz konusu oldugu icin etkili allel sayisi (ne), gozlenen allel
sayisindan (na) yuksek cikmustir. Gozlenen allel sayist  1.67-1.58 degerleri
arasinda yer airken, etkili allel sayist 1.42-1.29 degerleri arasinda yer

almaktadir.

3.5. Shannon’un Bilgi Endeks

Gen farkliligim oOlgen Shannon'un bilgi endeksi degeri heterozigotluk ile
paralellik gostermektedir. Bu deger Tirk Merinos unda 0.28 iken, Morkaraman'da

0.37 olarak dlguldi.

3.6. Irk ici ve Irklar Aras Genetik Farklihk

Tdm rklar arasindaki genetik farklilik 0.2548, wrk ici genetik farklilik
0.2135 ve gen farklilasmasimin goéreceli blydkligi ise 0.1813 olarak bulundu.
Bu degerler wrklar arasindaki genetik varyasyonun 1irk ici genetik varyasyondan

daha fazla oldugunu gosterir.
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3.7. Genetik Kimlik ve Genetik M esafe

Genetik  kimlik

rklarin ~ birbirine gore yakinligint  yani  ortak

Ozelliklerini; genetik mesafe ise wrklar arasi farkliligi belirtir. Nei’ nin gen

farkliligi analizinde belirleyici parametreler olarak gosterdigi bu parametrelerden

yararlanllarak genetik olarak benzer ve farkh

rklar tespit edilebilir. Bu

calismada 1rklar arasindaki genetik kimlik degeri 0.8837 iken, genetik mesafe

0.1236 olarak belirlenmistir (Cizelge 3.3.).

Cizelge 3. 3. Caprazin Ustiinde verilen genetik kimlik ve altinda verilen genetik

mesafenin tarafsiz 6lgim

Irklar

Turk Merinosu

Morkaraman

Tark Merinosu (1)

*k*k*%k

0,8837

Morkaraman (2)

0,1236

*k*k*%k
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4.  TARTISMA ve SONUC

Ciftlik hayvanlarinda genom analizine yonelik calismalarda RAPD-PCR
teknigi siklikla kullamilmaktadir. Bu teknik rasgele secilen primerler ile genomik
DNA'nin invitro ortamda cgogaltilmas: esasina dayanir. Deneyler sonunda elde

edilen ortak bant sayisina gore genom benzerliginin degerlendirilmesi yapilabilir.

Bu teknikte koyun®2%662697L7479) 5,873 "1ayuk®*70) keci™>™ gibi ciftlik
hayvanlarinin molekiiler genetik analizine iliskin cok sayida literatiir vardir. Ornegin,
Chuswa ve arkadaslarinin® koyunlarda yaptiklari calismada kullanilan 131 RAPD
primerinden 53 tanesi ile toplam 85 polimorfik bant elde edilmis ve bu teknigin gen
baglant1 haritalarinin olusturulmasinda kullanilabilecegi bildirilmistir. Tanzanya da 3
sigir wrkinda 141 RAPD primeri  kullanillarak yapilan bir calisma ile de bu
tekniginin sigirlarda  birey, populasyon ve wk ayriminda kullarmilabilecegi
belirtilmistir®. Misir'da ise 4 koyun irki 19 RAPD primeri ile taranmis ve 3 irkin
yiiksek genetik benzerlik gosterdigi bulunmustur®?. iran’da 5 koyun irk: ile yapilan
bir calismada ise, 128 birey 17 RAPD primeri ile taranmis ve sadece 3 primer ile
polimorfik bantlar elde edilmis, rklar arasi genetik farkliligin ¢ok disik oldugu
bildirilmistir®. Misirda3 yumurtaci ve 2 etci olmak Uizere toplam 5 tavuk 1rki
genomu 6 primer ile taranarak, rklar arasi benzerlik bulunmaya calisilmistir©.
Brezilyada iki kegi wrkindan toplam 282 birey 16 RAPD primeri ile taranmis ve
toplam 56 polimorfik bant elde edilerek, wrk i¢i ve wklar arasi polimorfizm
arastirilmistir"?. Brezilya' da yapilan bir baska calismada ise 5 koyun irki 19 RAPD

primeri ile taranmis ve wrklar arasinda yiksek polimorfizm gozlenerek 5 irkin da
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birbirinden cok farkl1 oldugu rapor edilmistir®™.

Turkiye'de de ciftlik hayvanlarimn molekiler genetik analizine yonelik
calismalarda RAPD-PCR teknigi kullamimaktadir. Ornegin, Yerli Kara(YK), Dogu
Anadolu Kirmizisi (DAK), Guney Anadolu Kirmizisi (GAK) ve Boz Irk olmak
Uzere 4 yerli sigir ki ile yapilan bir galismada 10 RAPD primeri toplam 77 bireyde
taranmis ve kullanilan primerlerden 6 tanesinden sonug alinarak irklar arasi genetik
mesafe ve polimorfizm bulunmaya calisilmistir. Calismada kullanilan 1rklardan
UgUndn birbirine yakin oldugu, Boz rkin ise farklilasarak ayr1 bir kiime olusturdugu
bildirmistir™. ivgin ve arkadaslarinin® 4 yumurtaci ve 3 etci saf tavuk hatti
kullanarak toplam 70 bireyde yaptiklar1 calismada; 35 primerden 23 ile sonug
alinmis ve wklar arasi genetik benzerlik belirlenmistir. Budak™ Karayaka, Bafra
ve Sakiz olmak Uzere 3 yerli koyun irkim 20 RAPD primeri ile taramig ve bu
primerlerden 6'si ile 67 polimorfik bant elde ederek, wklar arasi polimorfizmi
arastrmistir. Tek bir primer kullamlarak; sigir, koyun, domuz ve Kkegi ile
yapilan bir calismaile de elde edilen RAPD bantlarinin farkli oldugu ve 4 tirin
bu yontem ile ayirt edilebilecegi belirtilmistir™. Yapilan bir baska calismada ise
Cine Capar1 koyun wrkina ait 3 slriden toplam 72 birey 24 RAPD primeri ile

taranarak siirtiler arasi ve siirii ici genetik benzerlik bulunmustur®?.

Bu tez ¢calismasinda ise Morkaraman ve Turk Merinosu yerli koyun wrklar
secilen 10 RAPD primeri ile taranmuis ve 5'i ile RAPD bantlar elde edilmistir. Sonug
alinan primerlerden OPAQ2 ile 4, OPCO2 ile 5, OPDO2 ile 3, OPEO4 ile 5 ve OPF05
ile 7 olmak Uzere toplam 24 RAPD bandi gb6zlenmis ve bunlardan 23’ Unin
polimorfik oldugu saptanmistir(EK-2). Sadece OPCO5 primeri ile elde edilen 500 bg

uzunlugundaki bant her iki wkin tim bireylerinde gézlendiginden, monomorfik
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oldugu belirlenmistir. Calismada kullanilan primerlerden sadece OPAO2 de her iki
rk icin aym uzunlukta bantlar elde edilirken, diger 4 primerde irka gore degisen
uzunlukta bantlar gozlenmistir. Bu dort primerden OPCO5 ile Turk Merinos unda
250 bc¢'lik bant gozlenirken, OPDO2 ile ise 400 bc'lik ve 475 bg'lik bantlar
gbzlenmistir. OPEO4 ile ise Morkaraman’ da 500 ve 650 bg’lik bantlar gozlenmistir.
OPFO5 ile ise Turk Merinos'unda 250, 300 ve 475 b¢'lik bantlar gdzlenirken,
Morkaraman'da 225 ve 275 bg'lik bantlar gdzlenmistir. Elde edilen sonuglarin
POPGENE paket program ile istatistiki analizi yapildiginda, Morkaraman irkinin
Tark Merinosu'na gore daha yuksek heterozigotluk degerine sahip oldugu
belirlenmistir. iki irk arasi genetik mesafe ise 0,1236 olarak bulunmus, boylece bu iki

1rkin % 88 oranminda benzer oldugu saptanmustir.

Bu tez calismasinda kullanilarak 23 polimorfik bantin elde edildigi OPAQ2,
OPCO05, OPD02, OPE04 ve OPFO5 primerleri daha 6nce Budak (2003) tarafindan 3
yerli koyun 1rki ile yapilan ¢alismada da kullanilmis ve toplam 59 polimorfik bant
elde edilmistir. Her primer igin elde edilen bantlar ayr1 ayr1 degerlendirildiginde,
Budak (2003) tarafindan gozlenen bantlardan sadece 16’ simin bu tez ¢alismasinda
g6zlenen bantlar ile aym uzunlukta oldugu saptanmustir. Ayrica Binbas (2006) Cine
Capar1 yerli koyun ki ile yaptigi calismada OPEO4 primeri ile hi¢c bant elde
edilememisken, bu tez calismasinda aym primer ile 5 bant elde edilmistir. Farkl
rklarda, ortak primerler ile elde edilen bu sonuclar ile RAPD-PCR tekniginin

genetik polimorfizmin tespitinde kullanilabilecegi bir kez daha belirtilmistir.
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Irklardan sadece birinde gbzlenen bantlarin gorilme frekanslari dikkate
alinarak degerlendirildiginde irka 6zgt olup olmadig: sdylenebilir. Irka 6zgi bant
oldugu tespit edildiginde ise; genetik karakterizasyon calismalarinda
kullarlabilecek yeni bir belirleyici elde edilmis olur. Ornegin Chuswa ve
arkadaslari®® koyunlarda yaptiklar: calismada 85 polimorfik bant elde etmisler ve
bu bantlardan bazilarimin  gen haritalama c¢alismalarinda belirleyici  olarak
kullanlabilecegini bildirmislerdir. Bu calismada da OPFO5 primeri ile Morkaraman
rkina ait bireylerin yaklasik % 70’inde 275 bg uzunlugunda bant gozlenirken, Turk
Merinosu bireylerinin yaklasik % 80'ninde 300 b¢ uzunlugunda bant gozlendi.
Ileride yapilacak calismalarda ayni primerler kullamilip, taranan birey sayisi
artirllarak bu bantlarin irka 6zgi olup olmadiginin arastirilmasi planlanmaktadir. Bu
calisma verileri Turk Merinosu ve Morkaraman irklarinda yapilacak olan ¢alismalar
icin bir 6n veri niteligindedir. Bu iki irkin analizine yonelik caligmalara devam

edilecektir.
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EK 1:

/* Diploid RAPD Data Set */

Number of populations= 2

Number of loci = 24

Locus name:

OPAO02-1 OPA02-2 OPA02-3 OPA02-4

OPCO05-1 OPC05-2 OPCO5-3 OPC03-4 OPC03-5
OPDO02-1 OPD02-2 OPD02-3

OPE04-1 OPE04-2 OPEO4-3 OPEO4-4 OPE0O4-5

OPFO05-1 OPF05-2 OPF05-3 OPF05-4 OPF05-5 OPF05-6 OPFO5-7

name = Turk Merinosu

fis=0

1101 11110 001 00000 0000010
1101 01110 001 00000 0001010
1111 01101 011 00000 0001010
1101 01111 011 00000 0001010
1111 01111 011 00000 0001011
1101 01111 001 00000 0001011
1101 11111 001 00000 0001011
1101 11111 001 00000 0001010
1101 11111 001 00000 0001010
1111 01111 001 11100 0001010

1101 01110 001 11100 0001010
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1111 01110 101 11100 0001010
1111 01110 111 11100 0001010
1101 01111 001 11100 0001010
1111 01111 011 11100 0101010
1101 01110 011 11100 0101010
1101 01111 111 11100 0001010
1101 01110 111 11000 0000010
1101 01111 001 00000 0101010
1101 01111 011 11000 0101010
1101 01111 001 00000 0000010
1101 01111 001 11000 0000010
1101 01111 111 11000 0000010
1101 01111 001 11000 0101110
1101 11100 011 11000 0101110
1101 01111 011 11100 0001010
1101 01111 001 11100 0101010
1101 01111 001 11100 0101010
1101 01111 001 11000 0000010
1101 01111 001 11100 0001110
1101 01111 001 11100 0001010
1101 01111 011 11000 0000000
1101 01111 001 11000 0101110
1101 01111 001 11000 0101110
1101 01111 001 11000 0101110

1111 01111 001 11000 0101110
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1111 11110 001 11000 0000000

1101 01110 001 11000 0101010

1101 01110 001 11000 0001010

name = Morkaraman

fis=0

1111 01111 00O 11000 0000010

1111 01111 000 11111 0010010

1101 01111 000 11111 0010010

1111 01111 000 11110 0010010

1111 01111 000 11110 0000010

1111 01110 000 11110 1010110

1101 01111 000 11110 1010110

1101 01111 001 11110 1010110

1101 01111 001 11111 1010110

1111 01111 001 11110 1010110

1101 01111 001 11100 0000110
1111 01110 001 11100 0010010
1101 01111 001 11101 0000010
1101 01110 001 11101 0000010
1101 01100 001 11100 0010010
1101 01100 001 11100 0000010
1101 01100 001 11110 1010110
1101 01100 001 11100 0010010
1101 01110 001 11110 0010010

1111 00110 001 11100 0010010
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0000 01111 001 11100 0000010
0000 01111 001 11110 0000010
0000 01111 001 00000 0000010
0000 01111 001 11100 0010010
1101 01110 001 11100 0010010
1101 01110 001 11100 1010010
1101 01110 001 11100 1010110
1100 01110 001 11100 0000010
1101 01111 001 11100 0000010
1101 01111 001 11100 1010110
1101 01100 001 11100 1010110
1101 01100 001 11100 1010110
1101 01100 001 11100 1010110
1101 00110 001 11101 1010110
1101 00110 001 11101 1010110
1101 00110 000 11111 1010010
1101 00110 000 11100 1010110
1101 00110 000 11100 0010010

1101 00110 000 11100 0010010
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EK-2:

Her primer igin rklarda elde edilen bantlar ve birey sayisi

OPAOQ2 Primeri igin;

Turk Merinosu

250 bg (39 birey)
300 bg (39 birey)
400 bg (8 birey)
475 bg (39 birey)
OPCO05 Primeri icin;
Tirk Merinosu

250 b (6 birey)

400 be (39 birey)

500 bg (39 birey)
550 bg (38 birey)
750 bg (29 birey)
OPDO2 Primeri igin;
Tirk Merinosu

400 be (5 birey)

475 b (13 birey)

525 bg (39 birey)

Morkaraman

250 b (35 birey)
300 b (35 birey)

400 b (8 birey)

475 bg (34 birey)

Morkaraman

yok

400 bg (32 birey)
500 bg (39 birey)
550 bg (32 biey)

750 be (17 birey)

Morkaraman
yok
yok

525 bg (28 birey)
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OPEO4 Primeri igin;
Tiark Merinosu
250 bg (28 birey)

300 bg (28 birey)
400 bg (13 birey)
yok

yok

OPFO5 Primeri igin,

Turk Merinosu

yok
250 bg (13 birey)
yok
300 bg (30 birey)
375 bg (18 birey)

400 bg (37 birey)

475 g (3 birey)

Morkaraman

250 bg (38 birey)
300 bg (38 birey)
400 be (37 birey)

500 bg (13 birey)

650 b (9 birey)

Morkaraman
225 bg (17 birey)
yok
275 bg (27 birey)
yok
375 bg (15 birey)
400 bg (39 birey)

yok
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