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~ ONSOZ

{Jikemizde yaban hayati alaninda gerek ekolojik gerekse genetik caligmalar
olduk¢a swurhdir. Yaban hayati hizla kaybolmaya devam ederken, kaybolmakta olan
yaban hayati tiirlerinin korunmas: igin ekolojik ve genetik aragtirmalar son derece
gereklidir. Bu calismada soyu tehlike altinda bulunan yaban koyunlari ile aveilip kagak
olarak yogun bir gekilde yapilan yaban kecilerinin ‘genetigi ile ilgili aragtirmalar
yapihbmistir. Sunulan ¢aligmada yaban koyunu ve yaban kegisi toplumlarinin (population)
genetik ¢esitlilig, miidahalesiz genetik ornekleme yontemiyle yaban hayvanlarim ve
yasamlarmi hi¢ etkilemeden alinan ornekler ve molekiller belirleyiciler kullanilarak
caliglmstir.  Bu molekiiler  belirleyicilerden mikrosatelitler, dogal secilimden
etkilenmedikleri ve toplumlar ici ve arasi farklilasmalari zamana ve mutasyon hizina bagh
olarak oldugu gibi yansithklart igin toplum genetigi caligmalan icin gok uygundurlar.
Mitokondriyel DNA ise sadece anneden kahitlandigi ve rekombinasyona ugramadigi i¢in
canhlann filogenetik iliskilerini belirlemede uzun stiredir kullamimaktadir. Bu calisma
yaban hayati genetifi ve miidahalesiz DNA omeklemesi yonteminin kullanilmast

- acilarmdan Tiirkiye’de yapﬂamiﬂc_g:ah,smadm.Bu, caligma icin uygun goriilen destegin gok ,
simirl olmasi nedeniyle ¢ahigmay: éngoriilen tarihten dnce bitirmek zorunda kaldik. fleride —
- daha genig destekle, Titrkiye’deki yaban hayatmin ekolojisi ve evriminin, dolayisiyla
koruma biyolojisinin en dnemli boyutlarn caligilabilmesi mimkiin olacaktir. '

Bu calisma aym zamanda ODTU-AFP projeleri (AFP-2001-07-02-00-79, BAP-
2002-07-02-00-04), TUBITAK-CNRS [TBAG-U/31 (101T171)] isbirliBi projesi ve
NATO isbirligi projesi (CLG-977824) tarafindan da kismen desteklenmistir. Caligmalarin
bir kisrmn gerceklestirildigi Université Joseph Fourier, Laboratoire des Populations
& Altitude’dan  Dr. Gordon Luikart’a, Célia Maudet’e, Steve Jordan’a ve Helena
Fernandez’e yardimlarmdan dolay1 cok tesekkir ederiz. Ayrica T.C. Orman Bakanhjl
Milli Parklar ve Av-Yaban Hayati Genel Midirligii elemanlarina da ornekleme
¢aligmalarinda gosterdikleri igbirligi ve yardimlardan dolayt tesekkiir ederiz. '
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Anadolu yaban koyununun (Ovis gmelinii anatolica) giintimiizde yasayan tek
toplumu, Konya-Bozdag Yaban Koyunu Koruma Istasyonun’da bulunmaktadir. 1960°l1
yillarda Milli Parklar Av ve Yaban Hayati Genel Mudtirliigii'nce yapilan calismalar,
‘Anadolu yaban koyununun gegmisteki yayihm alanlarimin cogunda yokoldugunu ve kasith
bir alanda ¢ok az sayida kaldifim ortaya ¢ikardi. Anadolu yaban koyununun tamamen
yokolmasim: Snlemek i¢in 1966 yilinda Konya-Bozdag’da 45.000 ha buyiikliiginde bir
alan koruma sahast ilan edildi. 1989 yilinda ise koruma sahasi icerisindeki 3500 hektarlik
bir alan tel ile gevrildi ve sahadaki tiim yaban koyunlart bu telin igerisine sokulmaya
cahsildi. Koruma caligmalarimn basladizi 1966 yilinda 35-50 olarak tahmin edilen
sahadaki toplam yaban koyunu sayist buglin 1400 civarinda olup tamamina yakini tel ile
cevrili alan igerisinde bulunmaktadir. ' ' '

Bugiine kadar Anadolu yaban koyununun biyolojisi, ekolojisi ve toplum
yagayabilirligi konularinda bazi ¢aligmalar yapilmistir (Kaya, 1989; Arthan, 2000; Sezen,
2000). Toplumun genetik yapist hakkinda ise yapilmus bir calisma bulunmamaktadir. Bu
calismada, Anadolu yaban koyunun toplum genetigi ¢aligiimis olup, elde edilen bilgilerin,
yapilmakta olan Koruma ¢aligmlarma yapacap katkilar ele alinmugter. . -

, Konya-Bozdag yaban koyunu toplumunun genetik cesitliligi on polimorfik
mikrosatelit isaretleyicisi kullamlarak tahmin edilmeye ¢alisiimistir. Cok diigiik toplum
bityiikliigime inen bir darbogazdan gegmesinin, toplumun genetik cesitliligini azaltmiy
olabilecegi varsaymmlan, elde edilen sonuglarla dogrulanmistir. Calisilan on mikrosatelit
lokusunda: lokus bagina diisen ortalama alel sayisi (4) 2.5 olarak bulunmustur. Bu deger
bir mikrosatelit lokusu igin ¢ok digtiktir ve diger ‘saghkli’ Ovis toplumlarinda 4
degerinin 4 ile 8 arasinda depistigi goriilmiistiir. Beklenen heterozigotluk seviyesi 0.33 ve
gozlenen heterozigotluk 0.31 olarak saptamirken bu deger yine diger Ovis toplumlarinda
0.50 ile 0.85 arasinda depismektedir. Bu sonuglar Konya-Bozdag toplumunun genetik
cesitliliginin gok diisiik oldugunu gostermektedir. '

Bunun nedenleri arasinda toplumun demografik bir darbogazdan (bottleneck)
gecmis oldugu varsayim ftest edilmis, ancak testler yakin tarihte olmus olan bir
darbogazin sinyalini vermemistir. ,

Koruma ¢ahismalarma katkida bulunabilecek genetik yaklagimlar arasinda: i)
yapiimast planlanan yeniden agsilama gahigmasinda agilanan toplumun genetik
cesitliliginin kaynak toplumunkinden diisikk olmasmin Onine gegmek, i) genetik
parametrelerin toplum yasayabilirlik analizlerine entegre edilerek bu modellerin tahmin
giictint yiikseltmek, iii) miidahalesiz DNA 6mekleme yonteminin difer yabani memeli
toplumlarimn koruma genetiginde kulaniimasini saglamak.

Yaban kegileri (Capra aegagrus) Tirkiyede genig bir yayiluna sahiptir. Bugiine
kadar tiir fizerine Tiirkiye’de hicbir genetik ¢aliyma yapilmamustir.

Bugiine kadar evcil kecilerin atalarim ortaya cikarmayr amaglayan birgok
cahigmada, evcil kegilerin atalannin  yaban kegileri (Capra aegagrus) oldugu
bulunmustur. Arkeolojik bulgular, Tirkiye’nin kegiler ve diger evcil hayvanlarin

evcillesme merkezlerinden biri oldugunu dugiindtirmektedir. Ancak, bugiine kadar
Tiirkiye’de, evcil kegilerin atast olabilecek toplumlan belirlemeye yonelik higbir ¢aligma
yaptlmamigtir. 7

' Bu caligmada, miidahalesiz DNA Smeklemesi yontemi kullamlarak yaban
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kecilerinden digk1 ve doku 6rnekleri toplanmistit. MtDNA D-halkas: dizilimleri fizerine
yapilan filogenetik arastirmalar, Tiirkiye’deki yaban kegisi toplumlarinin birbirleri ve
eveil kegiler arasindaki farklilagmanin tayininde kullanilmistir. ,
Bulgular, dizilimlerdeki 75 baz ciftlik bir farktan dolay1 Tiirkiye’deki dogu ve bat.
toplumlari arasinda belirgin bir farkhlagma oldugunu gostermektedir. Filogenetik
analizlerde, biitiin domestik soylarm dogu toplumlariyla gruplandiklari goriilmektedir. Bu
bulgu, Tirkiye'nin dogusunda olast bir evcillesme merkezi oldugunu _gostermektedir.
Aym olasiik yaban ve evcil keci toplumlan arasindaki ve iclerindeki niikleotid
farklarinda da ortaya ¢ikmaktadir. Bu sonuglar dogrultusunda, yaban kegilerinin
Tiirkiye’'nin hem dogu hem de batisindaki toplumlart 2 ayn ESU (Evrimsel Acidan
Anlamhi Birim) olarak tammlanmahdir. ' ' .
Olasi evecillesme merkezlerinin ve atasal toplumlarn tanimlanmasi, eveil keci
soylanimin genetik iyile&irﬂmelerindé kullamilabileceginden biiytik dnem tasimaktadir.
Gelecekteki cahigmalarda, bu calismadan elde edilen bilgiler kullamlabilir, ayrica bu
¢alismay! tamamlayic nitelikte olan ¢ekirdek genomu cahismalari da onerilmektedir.




ABSTRACT

Anatolian mouflon, Ovis gmelinii anatolica has presently one surviving population
in Konya-Bozdag Mouflon Breeding Station and Wildlife Protection Area. Since its crash
in numbers around 1950’ies, certain conservation actions took place. A 45000 ha Area in
Konya-Bozdag was declared as a protection area in 1966 and later on in 1989 and 1996 a
3500 ha portion of it was circumscribed by an electroshocked fence. ~

There have been several studies in the last ten years accomplished in the area to

gather knowledge about the population biology, ecology and population viability of Ovis
gmelinii anatolica. After such an accumulation of data on the general biology of that
endangered animal, the need for a population genetics study of the population in Konya-
Bozdag has become a necessity. ' .

In this study, the genetic diversity, pbpulation genetic parameters and conservation
genetics of the Konya-Bozdag Anatolian mouflon population was examined. The genetic

diversity of Anatolian mouflon was studied using 10 microsatellite loci. The results
supported the hypothesis that Anatolian mouflon has a very low level of genetic diversity

due to a bottleneck. Although; the sign of a recent and severe bottleneck could not be

found in the bottleneck tests, it was concluded that the bottleneck did occurred but could
not be detected because of its uncharacteristic structure. Mean number of alleles per locus
' (4) was found to be 2.5 and expected and observed heterozygosities was found to be 0.33

and 0.31, respectively. The results revealed parallel outcomes with prior expectations. The
population was found fo contain very little genetic variation which is attributable to a
possible bottleneck it suffered around 1950’ies, when the size of the population was at its
minimum, around 35-50. . _
Implications of this study can be: i) the extent of genetic diversity in Konya-Bozdag

population is much less than any of the other relatively healthy populations of Ovis

species, ii) the populaﬁon most probably experienced a bottleneck, which can be regarded
the cause of such a low genetic diversity, iii) the further conservation efforts should take

into consideration the genetic diversity of the population and find possible ways to

augment it. . ~ ,,

The study is accomplished using noninvasive genetic sampling method, which is a
revolutionary way to study the conservation genetics of wild animal populations.

Wild goats (Capra aegagrus) have widespread distribution in Turkey. Until today
there has been no genetic analysis carried out on the species in Turkey. ' .

Several studies, which focused on the ancestors of domestic goats revealed that '

one of the most possible progenitor species of domestic goats are the wild goats (Capra

aegagrus). From the archeological findings, Turkey is suggested to be one of the
domestication centers for goats and other livestock animals. However until today, there

has not been any study that focused on revealing the possible ancestral populations of
domestic goats in Turkey. .

In this study, noninvasive sampling is carried out to collect fecal, tissue and horn

samples from wild goats. The phylogenetic analysis on mtDNA D-loop sequencing is
used to reveal the differentiation of wild goat populations within Turkey, and their
differentiation from the domestic goats.
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The findings suggested that; there is a clear differentiation between eastern and

western wild goat populations in Turkey due to the 75 base pairs difference in the

sequences. In the phylogenetic analysis all of the domestic lineages grouped with eastern

populations, which indicate a possible domestication that took place in eastern Turkey. .

The same possibility was also revealed by the nucleotide differences between and within

the populations of wild and domestic goats. According to these results, both the eastern
and western Turkey populations of wild goats can be considered as two separate ESU’s
(Evolutionary Significant Unit). ' . . .

Identification of possible domestication centers and also possible ancestral
populations are quite important as these populations can be used in genetic improvement
studies of domestic goats. - . .

In future taxonomic and evolutionary studies, the information gathered from this
study can be used, and it is also suggested to study the nuclear genome to complement
these results. ' , '
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1. GIRIS

1.1 KONU

Gegmisteki bilinen yayilim afaw\hlam,rigAnadolu B‘élgesi’nde Nallthan (Ankara),

Polath (Ankara), Sivrihisar (Eskisehir), Emirdag: (Afyon), Fregli (Konya), Karapmar

(Konya), Karadag (Konya) ve Bozdagh (Konya) kapsamaktayken (Arthan, 2000; Turan,
1984), bugiin aym bolgede yalnizea Konya-Bozdag'da koruma altinda bulunan bir
Anadolu yaban koyunu (Ovis gmelinii anatolica) toplumu bulunmaktadir. Dogu ve
Giineydogu Anadolu Bolgeleri'nde ise, gecmiste Kahramanmaras'tan Iran ve Ermenistan
sinirlanna kadar yayihim gostermis olan Dogu Anadolu yaban koyunu (Ovis gmelinii

gmelinii) bugiin sadece Agn Dagi'nin giineyi, Van Goli'nin dogusu ve Hakkarinin =

kuzeyi ve dogusunu icine alan bolgede yayihm gostermektedir. ¢ Anadolu Bolgesindeki

O. g anatolica yillar boyunca kontrolsiiz asiri avlanma ve yasam alanlarinin olumsuz

insan etkilerine (karayollarinin, var olan habitatlar1 parcalamasi; evcil koyunlarin besin

rekabetine ve melezlesmeye yol agmasi; yeni yerlesimlerin kurulmas: ve var olanlarm

genislemesiyle yaban hayat1 alanlarinin azalmasi gibi) maruz kalarak parcalanmis ve

yahtilms toplumlara aynimistr. Geriye kalan son toplum olan Konya-Bozdag
toplumunun tamamen yok olmasini onlemek icin 1967’de Anadolu yaban koyununa av
yasap1 getirilmis ve Konya-Bozdag’da 42000 hektarlik bir alan koruma sahasi ilan
edilmistir (Kence ve Tahran, 1997). Ayni sahada 1989 yilinda 3500 hektarhk bir alan
tellerle cevrilmis ve av dretim sahasi olarak adlandirilarak, yore halkinin evecil
koyunlarinin ve coban kopeklerinin yaban koyunlan: tizerinde yaratugi baskiyi (besin
kaynag: olan bitkilerin titketimi, kopeklerin yaban koyununa saldirmasi gibi) bir olctide
hafifletmeyi amaclamistir. Dogu Anadolu yaban koyununu korumak amaciyla da 1971
yilinda 150000 hektarlik Van-Ozalp koruma sahasi kurulmustur. 1997°de yayimlanan
TUCN-Caprinae Uzman Raporu'nda (Shackleton, 1997) duyark (vulnerable) olarak
tammlanan ve kirmizi listeye alinan yaban koyununa Tiirkiye’de av yasagi getirilmesi ve
Konya-Bozdag’m koruma bolgesi ilan edilmesiyle birlikte toplumun 1967°deki 35-50

bireylik niifusu (UNDP-FAO, 1967) stirekli olarak artmistir (Kence ve Tarhan, 1997).

Mart 2001'de koruma alaninda yapilan son sayima gore toplumun biiytikligiiniin 1000'in

3

tizerine ¢iktign saptanmustir, Ote yandan 1971 yilinda ilan edilen Van-Ozalp koruma

sahasinda Konya-Bozdag’dakine benzer onlemler alinamadigindan Dogu Anadolu yaban
koyununun giintimiizdeki durumu belirsizdir ve yok olma riski oldukea yiiksektir.

O. gmelinii'nin evrimsel gecmisi, taksonomisi ve I¢ ve Dogu Anadolu'daki '

toplumlarinin giincel durumu hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Bu ytizden, yaban koyununun
genetik ve demografik durumunu ortaya cikaracak caligmalara ihtiyag vardir. Diger
taraftan, Tiirkiye'deki yaban kegisi (Capra aegagrus) toplumlar: da, yaban koyununa gore

daha genis bir yayilim gostermelerine karsin, yasam alani yikimi ve kagak aveihik gibi

nedenlerden 6tirii tehlike altinda sayilabilirler. Tirkiye'deki yaban kegilerinin
demografisi ile ilgili bir tek tez caligmasi (Inag, 1995) bulunurken, genetigiyle ilgili
herhangi bir ¢aligmaya rastlanamamugtir. Agyrica, yaban koyunu ve yaban kecisi
toplumlarindan, evrimlesme ve defigen gevre kosular1 karsisinda yasamlarini siirdlirme
potansiyellerine sahip olanlarim (Evrimsel Agidan Anlamh Birim, ESU: Evolutionarily
Significant Unit, ESU) belirlemek; ve koruma altina alinmasinda 6ncelik verilmesini
saglamak bu projenin konusunu olusturmaktadir, .

1 , i



1.2 AMAC
Onerilen bu projede yapilmasi amaglanmis olan ¢aligmalar su sekilde siralanabilir:

1. Tirkiye'ye endemik olan ve bugin sadece Konya-Bozdag’daki “Bozdag Yaban
Koyunu Koruma Sahasi’nda koruma altinda bulunan ‘Anadolu muflonu’ ya da
‘Anadolu yaban keyunu’ olarak adlandirlan O. g. anatolica toplumunun genetik
yapisi ve Ozellikleri hakkinda bilgi edinmek igin, bir toplum genetigi calismasi
yapilmasi amaglanmistir. 1967 *de 35-50 bireylik bir toplum biyiikliigtinden (UNDP-
FAO, 1967) Mart 2001°de yapilan son toplum sayfmna gore 1000’in tizerinde bir
saytya ulagmis olan toplumun genetik cesitliligi, gecerli biiyuklugd, kendilesme
diizeyi (inbreeding level), gegmiste gecirdigi darbogazlar (bottleneck) gibi bilgilerin
ortaya ¢ikarilmast amaglanmigtir. Bu bilgilerin, toplumun genel biyolojisi ve ekolojisi
tizerine yapimis ¢aligmalarin (Kaya, 1989; Arthan, 2000, Sezen 2000) sonuclan ile
birlikte, O. g anatolica i¢in yapilmakta olan koruma ¢alismasinin bir ileri agamasint
olusturmak f{izere, tiiriin gegmisteki cografi dagihmim yeniden kazanmasi icin
yapilmas: planlanan yeniden-agilama ¢aligmasinda kullanilmas: amaglanmaktadir.

2. Dopu Anadolu Bolgesi'nde kalan tek toplum olup, Van-Ozalp koruma sahasinda

 bulunan Dogu Anadolu yaban koyununun (O. g. gmelinii) olusturdugu toplumun da

~genetik yapisi ve Ozellikleri hakkinda benzer bilgiler edinerek, hem Tiirkiye’deki
alttiirler hem de Asya ve Avrupa’da da genis bir yaythm alanma sahip farkli Ovis
tiirleri arasindaki filogenetik iligkiler ortaya ¢ikarilacak ve bu alttiirlerin evrimsel
tarihi ve taksopnomisinin aydinlatilmas: amaglanmgtir. ' 7

3. Anadolu’da yasayan yaban kegisi toplumlarinin toplum i¢i ve toplumlar arasi genetik
cesitliliginin belirlenmesi ve bu tirlin diinyadaki diger Capra tiirleriyle olan iliskisinin
(taksonomik ve filogenetik) aydinlatilmas1 amaglanmustir.

4. Yaban koyunu ve yaban kegisi toplumlarindan, evrimlesme ve degisen cevre kosullart
karsisinda yagamlarim siirdiirme potansiyellerine sahip olanlanm (Evrimsel Acidan
Anlamli Birim, ESU: Evolutionarily Significant Unit, ESU) belirlemek ve korumadaki

snceligini belirlemek amaclanmigtir.

-

1.3 KAPSAM
Calismanm kapsam agagidaki maddelerde soyle belirtilmistir:

1. Konya-Bozdag koruma sahasindaki O. g anatolica toplumundan miidahalesiz
drekleme yontemiyle digk: drneklerinin alinmas:. Ayrica arazide &l bulunan veya
hastalanarak 6len bireylerden deri, kil ve doku Srnekleri alinmaya calisilmasi. Toplam
50-100 bireyden Omek alinmasi. Orneklerden oziitlenecek DNA’larda mikrosatelit
gesitliligine bakilarak, toplumun genetik yapisina ait bilgiler elde edilmesi. Elde
edilen genetik cesitlilik, gegerli biytikliik ve kendilesme diizeyi degerlerinden
yararlanarak, planlanan yeniden-asilama ¢alismasi igin birey seciminde kullanilmasi.

2. Dogu Anadolu'da, Van Goli’niin dogusu ve Hakkari'nin kuzey ve dogusunda yayihm
gosteren O. g. gmelinii toplumlarindan da aym yontemle milmkiin olan en fazla sayida
(30-50 adet bireye ait) diski srnekleri ile mimkiin oldugunda deri, kil ve doku
smneklerinin alinmasi. Bu Srneklerden 6ztitlenen DNA'larda da mikrosatelit gesitliligi
gozlenerek iki alttiir arasindaki genetik uzakhgin saptanmas. '
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3. Yaban kecisi ¢aligmast icin Antalya-Diizlercami, Antalya-Akseki, Nigde-Demirkazik
Dagy, Erzincan-Kemaliye, Artvin-Yusufeli bolgelerinden ornekleme yapilmasi.
~ Orneklemenin, yaban koyunu galismalarinda oldugu gibi, esas olarak digki
rneklerinden yapilip ve bunun yaninda kil, deri ve doku dmeklerinden de yararlamlmast.
Her toplumdan en az 30 birey orneklenmesine calisilmasi. " '

1.4 INCELENEN PARAMETRELER ve YONTEMLER

Cahgmada hedeflenen amaclara ulasmak icin incelenmesi gereken parametreler;
bireyler ve toplumlan birbirinden ayirt etmede ve kiyaslamada kullanilacak olan alel,
genotip ve haplotip frekanslaridir. Anadolu yaban koyunu ile yapilan calismalarda
Mendel tipi kalitim gosteren mikrosatelit lokuslar kullanildigindan alel ve genotip
frekanslan asil parametreler olmuglardir. Yaban kegisi caligmasinda ise mitokondriyel
DNA’nm (mtDNA) D halkasmin baz dizilimi belirlendiginden, ana parametre haplotip
frekanslar olmustur. . .

Yaban koyunu ve yaban kegisi calismalarimim ilk asamalari olan 6rnek toplanmasi
ve DNA ozitlemesi her iki caliyma icin de ayni yontemlerin kullanilmasiyla
tamamlanmigtir. ' - .

1.4.1 Miidahalesiz DNA Orneklemesi

Genel olarak toplum genetigi calismalarinda ve 0zel olarak da koruma genetigi ya
da molekiiler ekoloji calismalarinda srnekleme agamas, ozellikle de yaban hayvanlari s6z
konusu oldugunda samldigindan daha biiyitk zaman, emek ve kaynagin kullanilmasini
gerektirir. Bu galigmalar icin gerekli olan omeklerin toplanmas1 farkh yaklagimlar
izlenerek gerceklestirilebilir (Taberlet ve ark., 1999). (Tablo 1.1). -

Tablo 1.1 Orekleme yaklasimlan (Taberlet ve ark., 1999)

» Zararh drnekleme: genetik ve diger analizler icin gerekli olan doku 6rneklerini elde
etmek igin hayvan oldariliir. Bu Srnekleme yaklasimi szellikle izozim ve mtDNA
caligmalarinda kullamlmaktadir ama PCR (zincirleme polimerizasyon reaksiyonu) |
teknigi gelistirildikten sonra bityiik 6lgiide terk edilmistir. . ,

» Zararsiz drnekleme: genetik ve diger analizler icin gerekli olan doku _Orneklerd,
hayvan ¢ogunlukla yakalanarak kan drnegi ya da biyopsi yoluyla zarar vermeden elde
edilir. Bazen de hayvamn yakalanmasma‘ gerek kalmadan biyopsi oklari kullanilabilir
(6rn. balina ¢aligmalarinda). ' ' : 7

= Miidahalesiz oOrnekleme: yaban hayvanlar1 ile yapilan toplum  genetifi

~ cahsmalarinda rnek toplamak icin hayvanin yakalanmasi, vurulmasi ve bayiltilmasi
geregini ortadan kaldirarak, hayvanmn geride biraktign digks, kil veya titlylerden, post
parcalarindan mitokondriyel DNA ve mikrosatelit alellerinin elde edilmesine dayanir. |
Bir hayvanm yakalanip birkag tiiylintin ya da kilinmn gekilmesi miidahalesiz degil
zararsiz orneklemeye girer. . ' .




Miidahalesiz DNA 6rneklemesi yontemiyle geleneksel yontemlere gore daha fazla
sayida Ornek toplanmasi miimkiin oldugundan, toplum parametreleri aslina daha yakin
olarak tahmin edilebilmektedir. Araziden toplanan taze digki srnekleri %95°lik etanol
icerisinde, oda sicakliinda saklanmistir. Kil 6mekleri ise temiz zarflar icerisinde,
DNA’nin bozulmasina yol acabilecek olan nemi snlemek icin, kurutucu silika taneleri ile
saklanmugtir. Miimkiin oldugu samanlar alinacak doku Srekleri ise, i) kan 6megi 1:10
kan'EDTA ¢ozeltisi halinde, ii) deri 6rnegi %95’k etanol icerisinde saklanmigtir (Wasser
ve ark., 1997, Frantzen ve ark., 1998;). ,

Miidahalesiz DNA 6rneklemesinin en biiyiik dezavantaji ise diski, eski deri ve
boynuz ozii gibi smeklerde az miktarda DNA bulunmas ile cevresel kosullardan ve
gecen zamandan dolayt DNA nin pargalanmig olma olasihfidir. Bu faktorlerin yanhig
sonuglara gtiirmesi tehlikesinden kaginmak i¢in Onerilen en gecerli yol, aym orneklerin
birden fazla defa laboratuar analizlerinden gegirilip genotip verilerinin saglamasinin
yapilmasi yoludur (Taberlet ve ark., 1996a; Taberlet ve Luikart, 1999; Taberlet ve Ark.,
1999; .

1.4.2 DNA Oziitlemesi

Diski ve kil Smeklerinden DNA dziitlemesinde geleneksel fenol/kloroform—— -
saflagtirmas1 ve etanol ¢oktiirmesi zayif sonuglar verdigi icin, silika bazh saflagtirma
ydnteminden yararlanilacaktir (Boom et al., 1990; Hoss & Paabo, 1993; Kohn et al.,
1995). Bu yontemde DNA aynigimim saglayan farkl iki onemli kimyasal madde silika
matrisi (veya diatomlu toprak partikiilleri) ve guaIﬁdinettﬁocyanate’dir. Hedef DNA
digkinin  dis yiizeyine bulagik haldeki bagirsak epiteli dokusunda bulunurken, kil
srneklerindeki hedef DNA kilin kék hiicresinde bulunmaktadir. Digki, post ve boynuz 6zt
gibi orneklerden DNA ozitlemesi yapidignda elde edilen ¢ozelti diger birgok
istenmeyen maddeyi de icermektedir. Bunlarin arasinda hedef olmayan DNA’lar (bakteri,
bitki vs.) ve PCR onleyicileri bulunmaktadir. Yukarida bahsi gegen kimyasallari, hizh ve
temiz bir sekilde diskidan DNA &zittlemesinde kullamlmak tizere bir araya getiren, ve
ayrica istenmeyen maddeleri bir dereceye kadar bertaraf edebilen bir digkidan DNA
sziitlemne donatis ile dokudan DNA sziitleme donatisi kullaniimasi tercih edilmigtir.

Toplum genetigi verilerinin elde edilmesi igin yapilan laboratuar ¢aligmalarinin
geri kalan kisimlari, yaban koyununda mikrosatelit lokuslarinn ¢aligilmast ve yaban
kecilerinde mtDNA D-halkas: diziliminin ¢aligtimasindan dolayu, birbirlerinden farklidar.

1.4.3 Mikrosatelit DNA (Yaban Koyunu) Cahsmasi

Mikrosatelitler, basit dizilim tekrarlari olarak da adlandinilan 150-200 baz ¢ifti (bg)
uzuniugunda DNA par¢alaridir ve gogu canlinin genomunda bulunurlar. Mikrosatelitlerin
birgok tiiriin genomunda pulunduklar tespit edilmis ve yine birgogunun  dizilimi
belirlenmistir (Tautz 1993). Esas olarak 3 bolgeden olustuklari soylenebilir: 1) baglangi¢
yanal (flanking) dizilimi, primerlerden birinin diziliminin belirlendigi bolge, ii) tekrar
dizilimin bulundugu bolge, 2 ila 5 bazlik bir dizilimin ardi ardina tekrarindan olugur ve
tekrarlarin sayis1 alelleri belirler, iii) bitig yanal dizilimi, primerlerden digerinin

belirlendigi bolge. Mikrosatelitlerin tercih edilen szellikleri arasinda: dogal secilime
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ugramamalari, yliksek mutasyon oranina sahip olmalarmndan dolay: toplum i¢i ve
toplumlar arast cesitliliklerinin yiiksek olmasi, esbaskin (codominant) olmalar, Mendel
tipi kalitim gostermeleri ve primerlerinin tiirler arasi uygulanabilir olmasi sayilabilir (Litt
ve Luty 1989; Tautz 1989; Weber ve May 1989).

Yaban koyunlar ile yapilan calisgmada 75 mikrosatelit lokusu igerisinden 14
mikrosatelit lokusu segilmis ve bunlarm 10 tanesinden analiz edilebilir sonuglar elde
edilmistir (Tablo 1.2). Bu lokuslara ait ileri ve geri primerler, evcil koyun (Ovis aries),
evcil kecgi (Capra hircus) ve inek (Bos taurus) ile yapilmis olan calismalardan elde
edilmistir. Bu primerlerin yaban koyunu tlirtinin genomunda da islevsel olmalari

mikrosatelitlerin daha once de belirtilen tiirler arast uygulanabilir olmalarina glizel bir
ornektir (Vaiman ve ark., 1996: Luikart ve ark, 1999).

Tablo 1.2 Mikrosatelit lokuslari, uzunluklari ve isaretlendikleri fliioresan renk siniflari

1 1 1
(Mavi) (Yesil) (Sary)
Lokus Adi  Uzunluk Lokus Ad1 Uzunluk Lokus Adi Uzunluk
OarAE16 90 -110 ADCYAPI 95 - 120 CP20 75 — 100
OarFCB226 116150 IMP29 130 - 150 FCB128 110 -130
OarAE119 150 - 185 SRCRSP6 150 - 165 BM415 140 - 170
SRCRSPS 222 251 MAF214 180 —190 SRCRSP3 182 -192
1LSTSO11 282 — 288 SRCRSP9 205 -215

*ori  renkli karelerdeki lokuslar ¢oziimlenebilir sonuglar vermemistir  ve caligmadan
¢tkarilmiglardir.

1.4.3.1 Mikrosatelit Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PCR) ve Poliakrilamid
Jel Elektroforezi

Calismada, yaban koyunu orneklerinden ziitlenen DNA’lardaki hedef
mikrosatelit lokuslari, her lokusa ozel ileri ve geri primerler kullamlarak, PCR yontemiyle
cogalulmstir.  PCR sirasinda  fliloresan  boya ile isaretlenmis dNTP’ler (bazlar)
kullanilmistir. Boylece ¢ogaltma sonucunda elde edilen alellerin poliakrilamid jel
clektroforezi (% 6'lik) ile biyikliklerine gore ayristirilmasidan  sonra bireyin her
lokusundaki alelleri belirlenebilmistir. Her lokusun PCR’si i¢in kullanilmig olan
kimyasallar ve PCR kosullari Tablo 1.3°te verilmistir.
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Tablo 1.3 Mikrosatelit lokuslarin PCR kogullari

v Miktar/tip 4.2 Hihai Derisimler “r PCR Eosullant i
"DNA | Yimlew | MeCh ANTP | Primer | Taq | Devir .
Lokus @ @ 'WE M) WM ‘; i) | Sans %Danat. Bagl. ;’ohmf
AEY 4 5 25 02 ss o5 @ g s
arsTSI L | 15,  15en
AL gc | s€C 7PC
| 4 5 25 | 02 05 05 @ M®
| MAFZId | % 5 15  30m
! o FgeC | a¢C | TC
BMALS | 50 25 o2 05 05 €« a
CP0 5 25 02 05 05 s | svc | s¥C | TG
LaFCBIZ28 i
L SRC3 v | Bm  5m  N0m
pcB2z6 415 25 02 05 | 05 s
i : ! i

PCR sonuglanim kontrol etmek, her lokus i¢in, rasgele secilen 10 bireyin PCR

tirtinleri % 2’lik agaroz jelde yiritiilmiislerdir (her bir agaroz jel kuyucuguna 5 ul PCR
iriindl, 2 pl bromofenol mavi boyasi konulmustur). Her agaroz jelinin bir kuyucuguna da
DNA biiyiikliik belirleyicisi yiiklenmigtir (1 pl birytklik belirleyicisi, 4 pl steril su, 2 pl
bromofenol mavi boyasi)). DNA bliyiklik belirleyicisi belirli boylardaki DNA

sonrasinda jel {zerindeki {irtinlerin

pargalarindan olustugundan, elektroforez
uzunluklannin tahmin edilmesini saplamaktadir, boylece yabanci yilkseltgenme {irtinleri

olup olmadif1 anlagilabilmisgtir.
" Flde edilen PCR irilinlerinden, % 6’lik denature edici poliakrilamid jel
elektroforezi ile her bireyin her lokusundaki genotipi belirlenmistir. Bu asamada,
kullanarak tamamlayabilmek icin

elektroforez ¢aligmasimi en az zaman Ve malzeme
“multiplexing” denen yOntem kullamlmistir.  Caligilan 10 mikrosatelit lokusu

uzunluklarna gore G gruba ayrilmig ve her gruba PCR sirasinda ayri bir renk verilerek, o
gruptaki lokuslarin bu renkle isaretlenmeleri saglanmustir (Tablo 1.2). Poliakrilamid jelin
her bir kuyucuguna (kolonuna) bir bireye ait DNA’dan elde edilmis 10 mikrosatelit
lokusunun da PCR tiriinleri ytiklenmigtir. Her kuyucuga (kolona) kirmiz: fliloresan ile
isaretlenmis DNA buyiiklik belirleyicisi Cok yakmn uzunluklara sahip lokuslar farkh

e iist iiste gelen bantlar renk farklan

renklerde olduklarnindan, poliakrilamid jel {izerind
sayesinde birbirlerinden ayrilabilmislerdir. Elektroforez otomatik ABI Prism 377 aleti

kullamlarak gergeklestirilmis ve genotipler belirlenirken Genescan 2.0 ve Genotyper 2.0
adli analiz programlarmdan yararlanilmugtir.

1.4.3.2 Mikrosatelit Caliymasinda Kullanilan istatistiksel Analizler

a) Baglant1 Dengesizligi (Linkage Disequilibrium) Testi:

genotiplerden bagimsizlarsa bu iki
ami da bir lokustaki genotipin ne
tahmin etmekte higbir sekilde

Bir lokustaki genotipler diger bir lokustaki
lokus baglanti dengesindedir denir. Bunun bir anl
oldugunu bilmenin diBer lokustaki  genotipi
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kullamlamayacagidir. Bir lokusun genotipi ile diger bir lokusun genotipi arasinda rasgele
olmayan herhangi bir iligki varsa bu iki lokus baglant1 dengesizligindedir denir (Freeman
ve Herron, 2001). Baglanti testleri Genepop 3.3 yazalimu kullamlarak yapilmigstir
(Raymond ve Rousset, 1995; http://whiomed.curtin.edu.aw/genepop internet adresinden
ulagilabilir).

b) Ozdes Olma Olasihgmin (Pip) Hesaplanmasi ve Analize Girecek Bireylerin
Belirlenmesi:

Yaban hayvanlarndan alman orneklerden biiyik bir kisminin digki  6rnegi
olmasindan dolay1, ayni bireylerin birden fazla srneklenmis olmasi riski gdz Oniinde
bulundurulmustur. Elde edilen sonuglarda ¢oklu lokus (multilocus) genotipi (10
mikrosatelit lokusundaki genotiplerinin tiimii) ¢akisan bireylerin analiz diginda birakilip
birakilmamasina karar verebilmek igin 6zdes olma olasthig (probability of identity) Pip
hesaplanmigtir. Bu olasilik dnce her lokus icin ayri ayri, sonra da c¢oklu lokus igin
hesaplanmugtir. Ozdes olma olasiligt bir lokus i¢in hesaplanirken su formiil kullanlmugtir:

P =2 (p)' + ZZ 2pi p)’

Formiilde p; ve pj, sirastyla i. ve J. Alellerin frekanslaridir. Coklu lokus Pip degeri ise, tiim
lokuslarm Pip degerlerinin carpimiyla elde edilmistir. P degeri genetik gesitlilik ile ters
orantilidir. Coklu lokus Pyp ise ayrica kullanilan lokus sayisiyla ters orantihdir. Bu da su
demek olur: ¢aligtlan lokuslardaki genetik cesitlilik parametrelerinin (heterozigosite , alel
sayis1) degerleri yiikseldikge ve cahigilan lokus sayist arttikea Prp degerinin azalmasi
beklenir. Diigiik bir Pip degeri ise toplumdan rasgele secilen iki bireyin goklu lokus
genotipinin ayn: olma olasiliginin diisiik olmas1 anlamina gelir (Waits ve ark., 2001).

¢) Alel Kaybinin Smanmasi:

Miidahalesiz DNA 6rneklemesi galigmalarinm en dnemli dezavantajlarindan birisi,
alel kaybindan dolay1 genotipin yanhs belirlenmesidir. DNA miktarmin digki, boynuz 6zt
ve post gibi drmeklerde ¢ok az olmast, sans eseri olarak, mesela bir lokus i¢in heterozigot
olan bir bireyin alellerinden bir tanesinin PCR tiiplerine konulan DNA ozuti icinde
bulunmamasindan dolay: homozigot bir bireymis gibi goriinmesine sebep olabilmektedir.
Alel kaybindan dogan bu tip hatalan en aza indirmek icin 6nerilen en gegerli yol, PCR ve
sonrasindaki asamalarin en az bir kez daha tekrarlanmasidir (Navidi ve ark., 1992;
Taberlet ve ark, 1996a ve 1999) .

d) Genetik Cesitlilik Analizleri:

Mikrosatelit caligmasiyla belirlenen goklu lokus genotip verilerini kullanarak
genetik gesitliligin belirlenmesinde heterozigotluk (H) ve lokus bagina diigen ortalama alel
sayisi (4) parametreleri kullanilmistir. Bu parametrelerin tahmini igin Genetix 4.02 adh
bilgisayar ~ yazilimindan yararlamlmugtir  (Belkhir, ~ 2001; http://www.univ-
montp2.fr/~genetix/ genetix.htm). Hardy-Weinberg dengesinden sapmalari saptamak igin
de Genepop 3.3 bilgisayar yazilim kullamlmugtir (Luikart ve England, 1999; Louis ve
Dempster, 1987, Guo ve Thompson, 1992).




¢) Darbogaz Analizleri:

Demografik gecmisi 1960’tan bu yana kismen takip edilmis olan Konya-Bozdag
yaban koyunu toplumunun genetik verilerini kullanarak 1960 oOncesindeki toplum
biytikligl degisimleri, bu degisimlerin yayildif zamansal siireclerin buyiikliikleri ve
bunlarin toplumun_ genetik yapisina etkilerini anlayabilmek icin darbogaz testleri
yapilmugtir. Darbogaz testleri asil olarak toplumun bir darbogazdan gegip gegmedigini
belirli bir giivenilirlikle ortaya gikaran testlerdir. Bunun yamnda darbogaz testleri tipki
diger modelleme ¢aligmalaninda oldugu gibi, ortaya atilan varsayimlari da teste yardimel
olarak toplum gegmisini irdelemekte bir arac gorevi goriirler. , .

Darbogaz testleri i¢in iki yontem kullamlmistir; i) Bottleneck 1.2.02 adli bilgisayar
yazihmu (Piry ve ark., 1999; Cornuet ve Luikart, 1996), ii) grafiksel gosterim (Luikart ve
Cornuet, 1998). Iki yontem aym temel prensipten hareket ederler: darbogaz sirasinda

toplumun gen havuzundaki alel sayismm, toplumun heterozigotluk degerine gore daha

hizh bir diigiis yagamast Bottleneck programinda bu prensipten yararlanilarak, iki farkh

yoldan heterozigotluk deperi hesaplanir ve bu iki deger u¢ farkh istatistiksel analiz

yéntemiyle karsilastmlir. Birbirinden anlamli derecede farkhi bulunan H degerleri,
darbogazn bir isareti olarak algilamr. Aym prensip grafiksel analizde de kullanilir. Bu

yontemde, galigilmis olan lokuslarin biitiin alelleri bir araya toplandiktan sonra 10 esit alel

frekans1 grubuna-ayrilir-ve-her gruptaki alel sayist bulmur. Ardindan bu iki veriden alel
frekans gruplari X eksenine (apsis), alel sayilart da Y eksenine (ordinat) yerlestirilerek bir
histogram gizilir. Birinci frekans grubu (frekans: 0,001-0,100 arahginda olan aleller) nadir

aleller olarak adlandirilir. Mutasyon-genetik stiriiklenme dengesinde olan toplumlarda
nadir aleller de nadir olmayan aleller kadar gen havuzunda bulunurlar. Oysa darbogazdan

gegmis bir toplumun gen havuzundan ilk once nadir alellerin kaybolmas: beklenir.

Bundan dolay:, grafiksel gosterimde nadir alellerin sayisinin diger herhangi bir

gruptakinden daha diistik olmasi olas: bir darbogaz1 isaret eder (Spencer ve ark., 2000).

1.4.4 Mitokondriyel DNA (Yaban Kegcisi) Cahymasi

Mitokondriyel DNA 15-20 bin baz uzunlugunda, halka seklinde, ¢ift sarmalls bir
molekiildiir. Protein kodlayan 13 adet gen, 272 adet tRNA geni, 2 adet fRNA geni ve 1000
bazlik kodlanmayan blgeden olusan mtDNA’nin kodlanmayan bolgesine kontrol bolgesi
adt verilir ve yaban kecilerinde galigtigimiz D-halkast da bu bolgenin bir pargasidir.
Kontrol bolgesi kopyalama (replication) ve yazilimin (transcription) baslatildigt yerdir.
Omurgalilarda bu bolge 3 kisimdan olugur: i) sol bolim (5' ucu), i) korunmus merkez
boliimit ve iii) sag bolim (3' ucu). D-halkasi, merkez boliimiin tamami ile sag ve sol
boliimlerin bir kismim igerir. Mitokondriyel DNA’mn gekirdek DNA’sindan farkliliklart
arasinda: anasal (maternal) kahtim gostermesi, gekirdek DNA’sindan 5-10 kat yiiksek
mutasyon orani, rekombinasyonun olmamasi bulunur. Maternal kaliim gostermesi,
mtDNA haplotiplerinin ayrn anasal soy hatlari boyunca takip edilebilmesini ve karmagik
genetik tarihin ortaya gikarilabilmesini saglar. Rekombinasyonun olmamast, ¢ekirdek
DNA’s1 ¢alismalarinda olusabilecek farkh genetik bilesimlerden kaynaklanan giiriiltiiniin
olmamas1 demektir (Taberlet, 1996b; Avise, 1994).

Bunlara ek olarak kontrol bolgesi mtDNA’nin geri kalanmdan 4-5 kat hizh
evrimlesen degisken kisimlar icerir. Bu da tiir i¢i ¢aligmalardaki ¢ozuniirligtin daha da
arttirilmasin saglar. Dolayisiyla kontrol bdlgesinin diziliminin caligilmasy, dzellikle yakin
tiirlerin veya aym tiiriin yakin toplumlarinin konu oldugu aragtirmalarda daha az deneysel
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caba ile aynstirma kabiliyeti daha yiiksek sonuglar elde etmeyi saglar. Mitokondriyei
DNA caligmastmun basamaklarini ayri ayri ele alirsak:

1.4.4.1 Mitokondriyel DNA Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PCR)

Mitokondriyel DNA’nin kontrol bolgesinin 481 baz uzunlugundaki bir bolimiiniin
diziliminin belirlenebilmesi igin dnce sziitlenen DNA’lardan PCR yontemiyle bu bolge

secici olarak gogaltilmustir. Bu islem i¢in ileri (5 TCCATATAACGCGGACATAC) ve

geri (5 ATGGCCCTGAAGAAAGAAC) primerler kullamlmistir. PCR tilplerine 25 pl
toplam hacim igerisine: 5 pl DNA, 2.5 mM MgCly, 1 puM ileri primer, 1 uM geri primer,
her dNTP’den 0.2 mM, 0.1 tnite Taq polimerazi (Goldstar, Eurogenetic) konulmugtur ve
hacim steril su ile 25 pl’ye tamamlanmustir. PCR kogullari ise: 95 *C’de 10 dak. baglangig
denaturasyonundan sonra 45 devirden olusan, 95 °C’de 30 sn. denaturasyon, 60 “C’de 30
sn. baglanma, ve 72 *C’de 60 sn. polimerlesme; bu devirlerin ardindan, 45. devirin
sonunda 72 °C’de 10 dak. son polimerlesmeyi icermektedir. Digki orneklerinde DNA
miktarimin ¢ok az olmasindan dolay: yiiksek bir devir sayis1 olan 45 devir kullanilmugtir.
Ancak doku ve boynuz 6z ormeklerinde kag PCR devri yapilacagina, 6rnegin eskiligi ve
DNA 6ziitlemesi kontrol jelinin sonucuna gore karar verilmistir. Omegin gok DNA
sziitlemesi kontrol jelinde ¢ok soluk bantlar veren eski srneklerde (>20 yil) 50 PCR devri
“yapilirken, parlak bantlar veremgok yeni doku drmeklerinde 40 PCR devri yapilmugtir.
PCR sonuglarm kontrol etmek, ve tim bireylerde yiikseltgenmenin olup
olmadigim anlamak igin PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiglerdir (her bir
agaroz jel kuyucuguna 5 pl PCR iiriind, 2 pl bromofenol mavi boyasi konulmustur). Her
agaroz jelinin bir kuyucuguna da DNA bityitkliik belirleyicisi yiiklenmigtir (1 pl biiyiikliik
belirleyici, 4 pl steril su, 2 bromofenol mavi boyasi). DNA biyiklik belirleyicisi
belirli boylardaki DNA pargalarindan olustugundan, elektroforez sonrasinda jel

tizerindeki triinlerin uzunluklarnin tahmin edilmesini saglamaktadir. Bunun yanistra,
derigimi bilindigi igin, DNA bityiikliik belirleyicisi bantlarnin parlakliklari PCR trtint
bantlariyla kiyaslanarak, PCR {iriinlerindeki DNA derigimi tahmin edilebilmektedir. Bu
sayede ‘Dizilim Belirleme PCR’si  agamasinda kullanilacak iriinlerin derigimi
ayarlanabilmistir. Ayrica, trin band1 gostermeyen, ya da beklenen uzunlugun diginda bir
bant gosteren yabanci yiikseltgenme {riinler deneyden g¢ikanlmistir. Ardindan PCR
girtinleri Quiagen Purification Kit adl Grin ile, iireticinin protokolii kullamilarak, PCR
sirasinda kullamlmams fazla kimyasallardan arindimnlmigtir. Arindirma isleminden sonra

PCR iiriinleri tekrar %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek temizleme islemi swrasinda trtin
kaybi olup olmadig: kontrol edilmistir.

1.4.4.2 Dizilim Belirleme PCR’si ve Elektoforezi

PCR sonrasinda elde edilen 481 bazlik bdlgenin kopyalarini kullanarak, bu
blgenin baz dizilimini ortaya ¢ikartmak i¢in dizilim belirleme PCR’si yapilmistir. Bu
yontemde normal PCR’den farkl olarak, kopyalann iretiminde kullamlan dNTP’lerin
yamisira, herbiri farkly bir renkte flioresan boya ile isaretlenmis ddNTP’ler de
kullanilmistir. Bu ddNTP’lerin ozelligi, kopyalama sirasinda kalip gérevi géren DNA’ya
(PCR ile edilmig 481 bazlik DNA pargalar1) baglaninca kendilerinden sonra gelen bazin
eklenememesidir. Boylece farkli uzunluklarda birgok DNA pargasi olugsmus olup,

bunlarn hepsinin sonunda fliioresan ile isaretlenmis bir baz bulunmaktadir. Dizilim

belirleme PCR’sinin sonucunda mtDNA D-halkasinin 481 bazlik pargasmin primer+1
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bazlik kopyasindan 481 bazlik kopyasina (primer dahil) kadar olan biitiin boyutlardaki
kopyalar elde edilmistir.

Dizilim belirleme PCR’si, birinde ileri digerinde geri primer kullanilarak her birey
i¢in iki defa yapilmugtir. Her bir tiipe: 2 ul primer (2uM), fliloresan boya ile isaretlenmis 4
pl’lik ddNTP kansimi, dNTP ve PCR iiriinii konulmus, hacim steril su ile 20 pl’ye
tamamlanmgtir. Dizilim belirleme PCR kosullari: 25 devirden olusan, 96 °C’de 30 sn.
denaturasyon, 60°C’de 30 sn. baglanma, 60 "C’de 4 dak. Polimerlesme’den olugmaktadr.

Dizilim belirlemenin ikinci asamasinda, dizilim belirleme PCR’si sonucunda
olusmug olan en kiigiglinden en bitytigiine isaretli tirtinler, elektroforez ile poliakrilamid
jel iizerinde 6nce biyiiklik sirasina dizilirler, ardindan da lazerli bir okuyucu tarafindan
her bir siradaki DNA pargasimn son bazi olan flioresan isaretli bazin rengi belirlenir. Her
bazin kendine ait bir rengi oldugundan ve jel iizerindeki DNA pargalan uzunluklanna
gore siralandifindan, 481 baz uzunlugundaki bolgenin dizilimi belirlenmis olur.
Elektroforez asamasinda % 6’lik denature edici poliakrilamid jel kullamlmustir. Alti saat
siiren elektroforez islemi ABI Prism 377 otomatik dizilim belirleyicisi kullamlarak
yapilmigtir. Bu yontemle belirlenen dizilim, ABI Prism Dizilim Analizi Programlan
yardimiyla, hem ileri hem de geri primerlerden elde edilen sonuglarm karsilagtirmali
olarak ¢oziimlenmesiyle her bireydeki dizilimler belirlenmistir.

1.4.4.3 Mitokondriyel DNA Temelli Filogenetik Analizler T

Elde edilen dizilimlerin hizalanmas: i¢in DAMBE adli program’dan (Data
Analysis in Molecular Biology and Evolution) yararlamimistir (Xia, 2000). Filogenetik
analiz sonucunda evcil koyun soylarmin atasal toplumlarmin Tiirkiye’nin hangi
bolgelerinde olabilecegine dair bilgi edinmek i¢in, galismada elde edilen dizilimlerin yani
sira, baska aragtirmacilar tarafindan daha 6nce yapilmis caligmalardan da (Luikart ve ark.,
2001) alinan bazi dizilimler kullamlmistir. Bu ilave dizilimler, sekiz adet evcil keet, iki
adet Tiirkmenistan’dan alinan yaban kegisi ornegi ve ti¢ adet markhor kegisi’ne (Capra
falconeri) ait dizilimlerdir. Bugtine kadar yaptlmis olan filogenetik aragtirmalar t¢ farkh
eveil kegi soyu oldugunu gostermektedir. Bunlar ana haplogrup (A soyu), Malezya haplo-
grubu (B soyu) ve Togenberg-Slovenya haplo-grubudur (C soyu). A soyundan iki Angora
kegisi ile iki Siyah Anadolu kegisi dizilimi; B ve C soylarindan da ikiser dizilim analizlere
ilave edilmistir (toplam sekiz ilave dizilim). Markhor kecisine ait ti¢ dizilim ise,
filogenetik analiz sonucunda elde edilecek olan agacin kokiini olusturabilmek icin ‘dig
grup’ (outgroup) olarak kullanilmuglardir. Dizilim hizalamast sonucunda birbiriyle birebir
srtiigen dizilimlerden sadece bir tanesi analize dahil edilmistir (Luikart ve ark., 2001).

Filogenetik analizler sirasinda kullanilabilecek yontemler arasinda uzaklik ilkesini
temel alan UPGMA (grup ortalamasi kiimelemesi) ve Komgsusal Bagmtt (neighbor-
joining) yontemleri ile, karakter temelli parsimoni, maksimum olabilirlik veya Bayes
analizini sayabiliriz. Bu ¢aligmada, soyagaci (phylogeny) olusturmak i¢in maksimum
olabilirlik ile Bayes analizleri kullanilmistir.

10



o

W

Tablo 1.4 Filogeni olusturmada kullanilan yontemler (Hall, 2001)

1. Uzaklik ilkesine Dayali Yontemler: -

UPGMA ve Komgusal bagnti: her iki yontemde de uzakliklar, iki dizilim
arasindaki farkli bazlarn oran olarak ifade edilir. Her ikisi de belirli algoritmalar
kullanarak yapilan-hesaplarla filogefietik agaci tahmin etmeye calisitlar. Hesaplanan
degerler arasinda en Onemlisi uzaklik matrisidir. Ancak uzaklik ilkesinin
dezavantajlarindan birisi, elde edilen uzaklik degerlerinin, soylar arasinda bulunan
gercek uzaklik degerlerini hemen her zaman oldufundan daha diisik tahmin
etmeleridir. Bunun en 6nemli sebebi ise ¢oklu ornatmalardir (multiple substitutions).

2. Karakter Bazh Yontemler:

a. Maksimum Parsimoni: Parsimoninin dayandig1 esas varsayum, en olasi agacin,
dizilim verisini agiklarken en az sayida ornatmay1 gerektiren aga¢ olmasi gerektigi
varsayimdir. Kullanilan algoritma, dizilim verileriyle tutarh olan bir filogenetik
afacin olugturulmas: igin gerekli olan en az sayida adim belirlemek i¢in kullanilir.
Bu yontemde karsimiza ¢ikabilecek sorunlar arasinda en Snemlisi homoplazilerdir

(ters donmeler, yakinlagmalar -convergences, —paralellikler). Homoplaziler,
filogenetik aga¢ belirleme agamasindaki adim sayisin artirdiklan gibi, fazladan bazi
varsayimlar: da gerekli kilabilirler.

b. Maksimum Olabilirlik: bulunmus olan verileri elde etme olasiligin en yiiksek
yapan agacin bulunmaya caligilmasi temeline dayamr. Dizilimler igin hizalanmis
niikleotid dizileri ya da aminoasitler veriyi olugturur. Maksimum Olabilirlik,
matrislerden ziyade siireksiz (discrete) karakterler i¢in kullanihir (Lewis, 2001).

c. Bayes Analizi: Bayez analizinde elde dilen cikarsamalar ardil olasihiklarm
kullanimina dayanir. Ardil olasiliklar, verilerin belirli 6zelikleri kullanlarak kurulan
modellerce tahmin edilen olasthklardir. Bayes analizi eldeki verilere ve evrim
modeline gore en olast agaglar kilmesini arar. '

a) Evrimsel Model Se¢imi:

Filogenetik iliskileri belirlerken en dnemli agamalardan birisi evrimsel modelin
se¢imdir. Yanlig bir evrimsel model segildi§inde, filogenetik yontemlerin verdigi sonuglar
gercekten uzaklagarak dogru olmayan filogenetik agaglarin olusturulmasina sebep olurlar
(Felsenstein, 1978; Huelsenbeck ve Hillis, 1993; Swofford ve ark., 1996; Bruno ve
Halpern, 1999). Bu nedenle, parametreleri, verilerle ve ¢alisilan molekiiler isaretleyici ile
en iyi uyumu saglayan evrimsel model aragtinimah ve kullamimalidir (Huelsenbeck,
1995). Omegin, ‘transition’larin, ‘transversion’lardan farkli sikliklarda olustugu bilinen
mitokondriyel DNA’da bu iki olay igin esit sikliklar dngoren bir modeli segmek yamiltici
olacaktir. Bu konuda yapilan ¢alismalar ‘genel zamansal-geri cevrilebilir’ (general time-
reversible) (GTR) modelinin olugturulmasim saglamistir. Bu modelde olas1 tim baz
degisimleri i¢in (AeC, A=G, AT, CoG, CoT, G T) farkl sikliklar belirlenebildigi
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gibi, farkli niikleotid frekanslar da hesaba katilabilmektedir (Kimura, 1980: Brown ve
ark., 1982; Hasegawa v¢ ark., 1985; Kishino ve Hasegawa, 1989; Rodriguez ve ark,
1990). ‘ .
Dizilimi belirlenen DNA par¢asmin icinde birbirinden farkli ornatma sikliklarina
sahip baz yerleri bulunur. Bu ornatma sikliliginm varyasyonunun da hesaba katilmasi
modellerin gelistirilmesindeki bir ileri asama olmustur (Churchill ve ark., 1992; Yang,
1993, 1994). Baz yerleri arasi varyasyonu ifade eden yontemler arasmda en gok
kullanilan: ‘Stireksiz Gama Yontemi’dir. Bu yaklasimda, baz yerleri arasindaki ornatma
sikligimin gama dagilimi gosterdigi varsayilir (Lewis, 2001). , ,
Filogenetik agacm olusturulmasinda  gerekli olan evrimsel modelin
belirlenmesinde kullamlan bu gibi parametreler arttikga, her parametre ile birlikte gelen
standart hata pay: da artar (Huelsenbeck ve Crandall, 1997). Bu yiizden optimum sayida
parametreyi kullanan bir evrimsel model tercih edilmelidir. Optimum model ise, “‘en az
parametreyi kullanarak olugturulan” ve aym zamanda da “en cok sayida parametreyi
kullanarak olusturulan ‘en uygun model’ den anlamh derecede farkli olmayan” modeldir
(Swofford ve ark., 1996). Optimum modelin hangisi olduguna karar verebilmek icin
kullanilan farkl istatistiksel yontemler arasinda ‘Akaike bilgi kriteri’ (AIC) ad1 verilen
yontem bu ¢aligmada kullanilmistir (Akaike, 1974; Hasegawa ve ark., 1990; Hasegawa,
1990; Tamura, 1994). AIC ySnteminin bilesenleri: kullanilan parametre sayisi, ‘goodness
- of fit"ve parametre tahminlerinin varyansidir. AIC formuli: . '

AIC =-2 InL +2N

olup, N kullamlan parametre sayisi, L ise kullamilan verilerin maksimum olabilirlik
deperidir (Posada ve Crandall, 2001). Bu ¢alismada evrimsel model secimi i¢in PAUP
adh bilgisayar yazilmumn 16 farkli olabilirlik modeli denenmis ve AIC kriteri
kullanilmistir (Swofford, 2000). Elde edilen aday modeller komsusal baginti agact
¢izdirilerek karsilaghmlmugtir. ' '

b) Maksimum Olabilirlik Analizi:

Tahmin edilen parametre degerleri sabit olup tamamen ‘heuristic’ bir Maksimum
Olabilirlik (ML) arastinlmaya baglanmigtir. Birinei ML aragtirmasi tamamlaninca
modelin parametreleri ML agac {izerinde yeniden tahmin edilmis ve bu yeni tahmin
edilen parametreler veri olarak ikinci ML arastirmasina geri beslenmislerdir. Bu stireg,
yeni tahmin edilen parametrelerin bir dnceliklere esitlendigi ve ayn1t ML agacini verdigi
noktaya kadar tekrar edilmistir. . , .

ML analizi sonucunda elde edilen filogenetik agacin dallarinin, istatistiksel olarak
ne kadar anlamli oldugunu gdsteren ve 0 ile 100 arasinda degisen degerlerle her dalin
glivenilirliginin gbsterilmesini saglayan Bootstrap analizi yapilmstir (Felsenstein, 1985).

c) Bayes Analizi:

Tirkiye’'deki yaban kegisi toplumlarinin  arasindaki filogenetik  iliskileri
aydinlatmak i¢in Bayes analizi kullanilmigtir Bayes analizinde daha Once maksimum
olabilirlik (ML) analizinde kullamilan evrimsel model kullamlnustir. Ancak Bayes
analizinde, ML’de oldugu gibi olabilirlii en yitksek agac aramak yerine, Markov Chain
Monte Carlo (MCMC) ad: verilen farkh bir yéntem kullamimaktadir (Larget ve Simon,
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1999; Huelsenbeck ve Rongquist, 2001).
Bayes analizleri MrBayes adli bilgisayar yazilim1

Programda bir milyon MCMC admi uygulanmistir (Huelse

kullanilarak gerceklestirilmistir.
nbeck ve Rongquist, 2001).

d) Niikleotid Farkliliklar1 ve UPGMA:

lere baglamadan 6nce, dizilimler MEGA 2.1 yazilinu
ler ve gruplar arasindaki niikleotid farklihiklan iki
jlmustir. Birinci yaklagimda niikleotid

Bu uygulama altindaki analiz

kullanilarak hizalanmglardir. Birey

farkl yaklagim kullanilarak tahmin edilmeye ¢alis
dizilimleri arasindaki ham (raw) farkliliklar tahmin edilmistir. fkinci yaklagimda Kimura

2 parametreli (K2P) modelin gama diizeltmesi uygulanmus hali niikleotid farkliliklarimin
sayisini tahmin etmek icin kullamlmustir. K2P gama modeli, birbiriyle ¢akisan ,
“transition’ ve ‘transversion’ ornatma sikliklarim ve baz yerleri arasindaki ornatma sikhig1
farklhiliklarmn  diizeltir. Baz yerleri arasindaki ornatma sikhiklart gama dagilimi
kullanilarak modellenmistir. Her iki analizde de 3 farkli gruplandirma arasindaki

mesafeler tahmin edilmigtir:

1. Tum evcil kegilerin bir grupta toplanmastyla olusan,

7 Eveil kegilerin soylarina gore 3 ayr gruba ayrlmastyla olusan,

3. Aynt—gruba-dahil edilmis bireylerden kendi gruplarina ait olan topolojiye
uymayanlarinin ayri olarak degerlendirilmesiyle olusan,

gruplandirmalar kullanilarak mesafe matrisleri olusturulmustur.
K2P modelinden elde edilen mesafenin gama diizeltmesi yapildiktan sonra

UPGMA agac1 da cizdirilmistir. Ve bu agac ML ve Bayes analizlerinden elde edilen
filogenetik agaglarla karsilagtirlmigtir. Burada da baz yerleri arasindaki evrimlesme
hizlar1 ML sonuglar1 ve gama dagilumi kullanilarak modellenmistir.

.5 ONERILEN CALISMA iLE GERCEKLESTIRILEN
CALISMANIN KARSILASTIRILMASI

Onerilen calismada yaban koyunu ve yaban kegilerinin miidahalesiz DNA
srneklemesiyle koruma genetiklerinin caligilmast ana baghign yer almusti ve yapilan
caligma da bu ana bashg karsilamistir. Yaban koyunu igin dnerilen galigmanin
amaclarinin  ¢oguna basariyla ulagilmustir. Dogu Anadolu’da yayilis gosteren Ovis
gmelinii gmelinii alttiiriiniin toplumundan srneklemeler yapilmgtir fakat verilen destegin
nerilen biitcenin ¢ok altinda olmasi nedeniyle laboratuar caligmalari tamamlanamamigtir.

Yaban kegisi calismasindaki amaglarm tlimiine ulasilmigtir. Tiirkiye’deki yaban
kegisi toplumlarimn genetik yapisi hem kendi aralarmda, hem eveil kegi soylariyla hem
. de diger yaban kegisi tiirleriyle kargilagtirilmig ve ilging sonuglar elde edilmistir. Yaban
kecilerinin korunmasi stratejilerinde Gnemli bir rol oynayacak bulgulardan biri olan

Evrimsel Agidan Anlamli Birimler (ESU) tespit edilmistir.

.
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2. GELISME

2.1 CALISMANIN DAYANDIGI TEMEL

Konya-Bozdag yaban koyunu toplumu 1967°de koruma altina alindigina yok
olmak tizereydi. Aym tarihlerde koruma altina alinan diger birka¢ alandaki yaban
koyunlan kisa stire iginde yok olmuslardi. Konya-Bozdag yaban hayati koruma sahasinda
uygulanan etkili koruma buradaki toplumun niifusunu arttirdi (Sekil 2.1). Bu bilgiler
1518inda, 1967 yilindan 6ncesi bilinmemekle birlikte bu toplumun bir darbogazdan gectii
varsayilmigtir. Darbogaz, kimi sebeplerden dolay: (6r. afet, insan baskist) bir toplumun
niifusunun agir1 azalmast, bu seviyede bir siire kalmasi ve ardindan tekrar artmasina denir.
Konya-Bozdag toplumunun darbogazdan gegmis olmasindan dolay: genetik cesitliliginin
azalmig olmasi beklenmektedir (Luikart ve ark., 1998a, b). Calismamizda, demografik bir
artisin her zaman genetik gesitlilik artisim da beraberinde getirmedigini gostermek ve
koruma ¢aligmalarinin bu ¢ok yonliiliigii barindirmas: gerektigini vurgulamak istedik.
Aym amaglari Dogu Anadolu’da yayilig gosteren diger alttiiriin toplumu i¢in de giittiik.

Farkli alttiirler oldugu soylenen cografik olarak ayrilmis bu iki toplumun genetik olarak B

da farklilasmis olup olmadiklarni belirlemek ve bu farklihgin iki taxonun birbirine ve
diger Ovis tiirlerine gére durumunu agikhifa kavusturmay: amagladik. Béylece koruma
statiilerinde bir iyilesmeye katkida bulunabilme olasihgim degerlendirmek miimkiin
olacakt1.

1500 — —
1
1000 —
[72]
‘5 7
Z,
500 — 457
38
50
0 —_
5 ol 885
R Yillar

Sekil 2.1 Konya-Bozdag toplumu yaban koyunu niifusunun
1967°den 2001’e kadar gosterdigi degisim (Turan, 1967; Kaya,
1989; Arihan, 2000; Oziit 2001).
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Tiirkiye’deki diger biitiin etgil ve otgul biiyik memeliler gibi yaban kegisi de
bugiine kadar nerdeyse hi¢ caligilmanmustir. Bu calismada Tirkiyedeki yaban kegis
toplumlarimin nerdeyse tiim yayilis alanlarii kapsayacak bir drnekleme calismasi ile
yaban kegisinin filogenetigi calisilarak difer Capra aegagrus toplumlart ve Capra tiirleri
ile iliskisi belirlenerek genel bir gergeve yakalanmaya calistimigtir. Genel olarak
Anadolu’nun Giineybatisindan Kuzeybatisi ve Giineydogusuna kadar kesintisiz bir yayilis
gosteren yaban kegisi toplumlar arasindaki gen akismin varhg ve miktarimn anlagilmasi
molekiiler isaretleyicilerle toplumlarin genetik yapisini arastirarak ortaya ¢ikarilabilir
(Maudet ve ark., 2002). Anadolu’daki yaban kecilerinin diger kegi tiirleri ve evcil
kecilerle filogenetik iliskilerinin arastiriimasi ise Anadolu’nun yaban kegisi ve evcil
kecinin evrimlesmesinde genel resmin neresinde oldugunu ortaya koyacaktir. Evcil
kecilerle yapilan calismalarda ti¢ esas soy hatti oldugu goriilmiigtiir ve bu soy hatlari en
yakin olarak Capra aegagrus ile gruplanmistir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Toplam 406 evcil kegi ve 15 yabani kegi mtDNA
dizilimi ile elde edilen komsusal baginti agaci. Dallardaki
rakamlar, dallarin giivenilirligini (100 tzerinden) belirleyen
bootstrap degerleridir (Luikart ve ark., 2001).

Kacak avciligin tehditi altinda olan ve son yillarda av turizmi kapsamunda
avlanmaya baslayan yaban kegilerinin genis yayilimlarma karst tehdit altinda oldugu ve

bu yiizden siirdiiriilebilir aveiliimn yapilabilmesi ve korunmasi i¢in, ozellikle evrimsel
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olarak farkli gegmislere sahip birimlerinin (ESU) belirlenmesi sncelik verilmesi gereken
Avise ve Hamrick, 1995). Bu molekiiler

bir caligma olacakti (Meffe ve Carroll, 1994;

caligmalar igin gerekli olan sreklerin ise ozellikle hassas ve tehdit altinda olan tirler s6z

konusu oldugunda, Omeklenen bireylere olabilidigince az zararverecek Ornekleme

yontemleri Kullanlmalidir. Bu yiizden caligmada kullanilan rneklerin tiimi miidahalesiz
den, digki, post ve boynuz bziinden

bir sekilde, yaban kegileri ve koyunlarina zarar verme
elde edilmistir (Morin ve Woodruff, 1996; Taberlet ve ark., 1999; Taberlet ve Luikart,
1999). Bu yontem de, gelecekteki galigmalara srnek olabilecek niteliktedir.

2.2 VERILER, ISLEMLER ve ELDE EDILEN BILGILER

Caligmanin yaban koyunu ve yaban kegisi igin benzer olarak elde edilen
miidahalesiz DNA orneklemesi, DNA oziitlemesi ve PCR sonuglar asagida aynt bagliklar

altinda verilmistir.
2.2.1 Miidahalesiz DNA Orneklemesi Sonuglari

masinda Konya-Bozdag toplumundan yapilan drneklemeler
1’ de verilmistir.

Yaban koyunu ¢alis

% tarih, yer ve ornegin gesidi belirtilerek Tablo 2.

.

§ Tablo 2.1 Konya-Bozdag yaban koyunu toplumu 6rnekleme caligmast

§ Ornekleme tarihi ~ Orneklenen Ornekleyen Taranan alanm Ornegin
. (ay/y1D) alan kisi say1si orani* (%) cesidi

| 03/2000 Tel orgti ici 6 ~70 Doku
06/2000 Tel orgii ici 2 ~50 Diski
09/2000 Tel orgil igi 2 ~50 Diski
10/2000 Tel 6rgil ici 2 ~50 Diski
§ 03/2001%* Tel orgii i¢i - = Doku
05/2001 Tel orgt igi 1 35 Drska

06/2001 Hodulbaba D. 2 = Diski

*Orneklenen alanm toplam tel drgl icindeki alana (3500 ha.) tahmini oram. (Tel

orgti disinda kalan koruma alam bityiikligii: 40.000 ha.)
*#()3/2001 tarihinde yapilan Ornekleme caligmasi, kis sonunda arazide koruma
gorevlileri tarafindan bulunan 6lii yaban koyunlarindan yapilmistir.
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Yaban kecisi calismasinda Tiirkiye'deki birgok yoreden yapilan Ornekleme
caligmasi ve toplanan drneklerle ilgili bilgi Tablo 2.2 de verilmistir. .

Table 2.2 Yaban kegisi 6rekleme galigmasinin 6zeti

Ornekl Doku Diski
Toplum roel eme drnegi ornegi  Toplam
tarihi ’ ek
sayisi . sayisl
Akseki 1999-2002 14 34 48
Mersin 2002 3 43 46
Tunceli 2002 12 - 12
Van 2001 7 - 7
Erzincan 2001-2002 3 - 3
G.Antep 2002 1 - 1
Artvin ? 1 - 1
Finike 2002 - 20 20
Anamur 2001-2002 2 -
“K.Kanyon 2002 T
Tahtal1 D. 2001 1 - 1
Siirt 2002 1 - 1
Toplam 46 97 143

* Doku drneklerine boynuz 6zii 6rnekleri de dahildir
#* Bir digki 6rnegi, bir tiipteki 2-3 adet digk tanesine karsilik gelir

2.2.2 DNA Oziitlemesi Sonuglari

Yaban koyunu galigmasinda, 10.2000 tarihinde toplanan digki ve diger tarihlerde
toplanan tiim doku &rnekleri kullamlmstir. Kullamlan 6rmeklerden (46 diski, 14 doku
5rnegi) DNA 6ziitlemesi 54 tanesinde bagariyla gerceklestirilmis, sadece 1 doku ve 5 adet
de diski 6rneginden DNA elde edilememistir. 46 diski Srneginde 5 negatif sonug gayet
dogaldir ¢tinkti digkilar hem - digkilayan hayvana ait — ¢ok az genetik materyal
icermektedirler, hem de DNAnin tiim olumsuz ¢evre kosullarina maruz kalmasi DNA
§ziitlemesindeki bagar1 sansmi diger drneklere (doku, kan vs.) gore diigirmektedir. Sekil
2.3’te, doku orneklerinden yapilan DNA sziitlemesinden elde edilen irtinlerin %2’°lik
agaroz jelde elektroforezinin sonucunu gosteren fotografta 14 doku 6rneginden 13’{inde
goriilen bantlar ziitlenen DNA’y1 simgelemektedir.

Calismanin ileriki agamalarinda, 6 diski 6reginin diger 6 disk1 érnegiyle ayni
genotipleri gdstermesi nedeniyle 6 6mek daha calisma diginda birakilmustir. Bu karar,
yapilan istatistik analizler sonucunda alinmustir: incelenen mikrosatelit lokuslarinin
tiimiinde iki farkli 6rnegin/bireyin ayni genotipe sahip olma olasthg (Pip) (diisiik genetik
cesitlilik hesaba katilinca bile) 1/1000°den diisiik ¢ikmugtir. Arazide toplanan digki
Srneklerinin hangi bireylere ait oldugunu gorsel olarak saptamak neredeyse imkansizdir.
Bunun disinda, drneklerin taze olarak elde edilebilmesi i¢in, gozlenen hayvanlarin geride
biraktign diski ornekleri tercih edilmektedir ve bu da aym hayvandan birden fazla

drnekleme yapiimast riskini arttirmaktadir.
17
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Sekil 2.4 Digkt ve doku 6rneklerinden
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2.2.3 Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PCR) Sonug¢lari

14 mikrosatelit lokusuna ait ileri ve geri primerler (evcil koyun, evcil ke¢i ve inek
genomundan elde edilmis mikrosatelit lokuslarina ait primerler) kullanilarak, 54 6rnekten
elde edilen DNA’lardaki bu 14 mikrosatelit geni, PCR ile segici olarak yiikseltgenmistir.
Kullanilan mikrosatelit lokuslarinin primerleri bagka tiirlerden elde edildikleri icin Ovis
gmelinii anatolica’dan 6ziitlenen DNA’lar iizerinde ¢alisip ¢alismadiklari PCR’den sonra
kontrol edilmigtir. Bunun i¢in PCR {riinlerinden bazilar1 (her mikrosatelit lokusuna ait
PCR tepkimesinden gelisigiizel se¢ilmis dérder 6rnek) %2°lik agaroz jel elektroforezinde
yiriitiilerek PCR’nin basarili olup olmadig: kontrol edilmistir. Bu sonuglardan bir érnek

Sekil 2.5’te goriilmektedir.

Sekil 2.5 PCR ile yiikseltgenen mikrosatelit lokuslarim kontrol igin
yapilan agaroz jel elektroforezi sonuglarindan bir 6rnek. lki lokustan
(ADCYAP1 ile FCB226) dort 6rnek birey. Soluk beyaz bantlar basarilt

sonucu gésteriyor

Yaban kegisi PCR c¢alismasinda, érmeklerin yasina (eskiligine) gore, uygulanan
PCR’nin devir sayisinda degisiklikler yapilmigtir. PCR sirasinda yiikseligenemeyen
ornekler ¢alisma diginda birakilmigtir. PCR kontrol jellerine drnek olarak bir agaroz jel

fotografi Sekil 2.6’da verilmistir.

-

ﬁzmt«%:mwm&%wmw&m&aw&m&wwm«wwm%wm&%w»m&w

Sekil 2.6 DNA yiikseltgenme kontrol jeli. Ikinci bireyde yabanci yiikseltgenme
goriliiyor 7. ve 9. 6rneklerde ve 10. kontrolde yiikseltgenme yok.
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Doku 6rneklerinden yapilan PCR’lerde kontrolleri pozitif ¢ikan (kirlenme goriilen)
PCR’ler tekrarlanmigtir. Disk1 6rneklerinden ise kontrolii pozitif ¢ikan PCR’ler calisma

disinda birakilmstir.
PCR trtinlerinin dizilim belirleme PCR’sinden &énce armndirilmas agsamasi da

bagarili ge¢mistir. Arindirilmis PCR fiiriinlerinin kontroliini gosteren bir 6rnek agaroz jel
fotografi Sekil 2.7°de verilmistir. '

Sekil 2.7 Arindirma islemi kontrolii agaroz jeline bir &rnek. Belirgin
bantlar PCR {irtinlerinin arindirma islemi sirasinda kaybedilmedigini

gdsteriyor.

Yukarida verilen ve mikrosatelit DNA (yaban koyunu) ¢alismasiyla,
mitokondriyel DNA (yaban kegisi) calismasmin aymi bagliklar altinda toplanan benzer
sonuglarinin ardindan, her iki ¢aligmada, takip eden farkli sonuglar1 ayr1 baghklar altinda

verilecektir.

2.2.4 Mikrosatelit DNA Calismasinm Diger Sonuglar:

Agagidaki maddelerde, elktroforez sonuglari ve verilerin istatistiksel analizinin
sonuglar1 verilmistir.

2.2.4.1 Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Genotip Belirlemesi Sonuclar

Calisilan 14 mikrosatelit lokusundan 10 tanesi PCR ile bagariyla yiikseltgenmistir.
Isinir (fliioresan) boyayla isaretlenmis olan — PCR sirasinda yiikseltgenen — mikrosatelit
lokuslari ABI Prism 377 otomatik dizilim belirleyici aletiyle poliakrilamid jel
elektroforezinde yiiriitiilmils ve 54 &rnegin 10 lokustaki genotipleri belirlenmistir. Bu
asamadan sonradir ki, 6 6mek daha once belirtilen nedenlerden dolayt ¢alisma dis
birakilmis ve veriler 48 bireyle son halini almigtir. Bireylerin genotipleri, 1smim
(fliioresan) yogunlupu degerlerinin tespit edilip, Genescan 2.0 ve Genotyper 2.0 adli
analiz yazilimlarindan yararlanilarak belirlenmigtir. Bu yazilimlarin genotipleri gdsteren
¢iktisina bir 6rnek Sekil 2.8’de verilmistir.
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Sekil 2.8 Her bireyin ilgili lokusundaki genotipini godsteren 1§1nim
(fliioresan) yogunlugu degerlerinden (tepecikler) birka¢ ornek

2.2.4.2 istatistiksel Analiz Sonuglar
a) Baglanti Dengesizligi (Linkage Disequilibrium) Sonuglar:

Genotipik baglanti dengesizligi Genepop 3.3 yazilim kullamlarak 10 lokus i¢in
sianmistir. Her lokusun diger her lokusla baglanti dengesizligl i¢inde olup olmadigy,
yazihmin kullandigt Markov Chain ve Fisher’s Exact Test ile sinanmiglir. Toplam 45 ikili
karsilastirmanimn (107un ikili kombinasyonu) sadece iki tanesinde baglanti dengesizligi
gorilmigtir. Bu, %o 4 4°1iik bir orana kargilik gelmektedir. Bu diizeydeki bir baglanti
dengesizligi sansa bagh olarak ortaya gikabilir, bu nedenle incelenen parametrelerin
tahmin edilmesine etkisi goz ardi edilebilir (Hedrick, 2000).

“ p) Ozdes Olma OlasihZmin (Pip) Sonuclari ve Analize Girecek Bireylerin
Belirlenmesi:

Toplam 54 bireyin 10 mikrosatelit lokusundaki genotipi (¢oklu lokus genotipti)
belirlenmigtir. Bunlarin iginden 6 bireyin diger alti bireyle (ikili olarak) aym ¢oklu lokus
genotipine sahip oldugu gorilmistir. Elde edilen toplam (goklu lokus) P degeri
(Ppp = 9x10™) oldukea kiigiiktir. Bu deger, toplumdan rasgele secilen iki farkli bireyin
aynt ¢oklu lokus genotipin sahip olma olasiigini vermektedir. Bu olasilik anlamli olarak
diisiik oldugundan, genotipleri ayni olan 6’sar bireyin aslinda ayn1 bireyler olduklari, yani
ayni bireylerin ikiser defa drneklenmesinden ibaret olduklari gok diisiik bir hata paytyla
gosterilmistir. Sonugta bu 6neklerden birer tanesi analiz diginda birakilmistir. Boylece
ornek sayist 48°e inmistir.

¢) Alel Kaybi Testi Sonugclar::
Alel kaybi testi 6 adet rasgele segilen bireyin coklu lokus genotipinin tekrar
bulunmast (ayni DNA ozitl kullanilarak PCR ve elektroforezin tekrar edilmesi) ile

gergeklestirilmistir. Tekrarlanan 6 bireyin ¢oklu lokus genotipi onceki analizle aymi
sonuclar1 verdiginden alel kaybinin olmadift sonucuna vartlmistir.
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d) Genetik Cesitlilik Analizleri Sonuglari:
Calisilan 10 mikrosatelit lokusundaki aleller ve frekanslari Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3 On mikrosatelit lokusu ve gézlenen frekanslari

Lokus n Alel (b¢) Frekans | Lokus n  Alel (b¢) Frekans
FCB128 48 124 0,010 SRCRSP8 47 224 0,734
128 0,990 ‘ 238 0,011
FCB226 48 132 0,260 242 0,255
138 0,167 ADCYAP1 48 108 0,688
142 0,563 110 0,010
& 150 0,010 112 0,302
; CP20 48 75 0,479 BM415 46 138 0,152
: 83 0,521 156 0,848
§ AE119 48 155 0,198 MAF214 48 187 0,344
% 181 0,802 189 0,031
7 "SRCRSP3 48 180 0,630 oo 219 0,625
190 0,938 ILSTS011 48 281 0,917
289 0,083

Caligilan 10 lokustan sadece bir tanesinin Hardy-Weinberg (HW) dengesinde
bulunmadig: saptanmistir (MAF214 lokusu). Genetik gesitlilik parametrelerinden lokus
bagina diigen ortalama alel sayis1 (4) 2,5 bulunurken, beklenen (He) ve gozlenen (H,)
heterozigotluk degerleri ise sirasiyla, 0,33 + 0,19 ve 0,31 * 0,18 olarak bulunmustur.Her
lokus i¢in hesaplanan 4, H., H,, ve Py degerleri ile HW dengesinin P degerleri Tablo
2.4’te verilmistir.

Tablo 2.4 10 mikrosatelit lokusundaki genetik ¢esitlilik ve HW dengesi degerleri

Lokus n A H, H. Puw Pip
OarFCB128 48 2 0,0208 0,0206 1,0000 0,959
OarFCB226 48 4 0,6250 0,5941 0,8014 0,234
OarCP20 47 2 0,4583 0,5044 0,5715 0,375
. OarAE119 48 2 0,3542 0,3208 0,6631 0,516
§ SRCRSP3 48 2 0,1250 0,1184 1,6000 0,786
»?g SRCRSP8 46 3 0,4043 0,4001 1,0000 0,435
i§ ADCYAPI 46 3 0,3958 0,4406 0,2719 0,405
% BM415 48 2 0,2174 0,2609 0,2580 0,584
MAF214 43 3 0,2917 0,4954 0,0033 0,353
ILSTSO011 43 2 0,1667 0,1544 1,0000 0,730
Toplam (ort.) - 2,5 0,3059 +0,1784  0,3310 + 0,1888 0,3835 0,0009

22




Beklenen ve gdzlenen heterozigotluk seviyeleri birbirlerinden anlamli bir farklihk
gostermemistir ki bu da toplumun — en azindan — kullanilan lokuslarda Hardy-Weinberg
dengesinde oldugunu gostermektedir. HW dengesinde olmayan tek lokus MAF214 ise
geri kalan analizlerin diginda birakilmistir.

Bu degerler, ¢ogu genetik isaretleyicilerinden daha yiiksek mutasyon oranina sahip
olan ve dolayisiyla da daha yiiksek bir cesitlilige (6r. alel say1st) sahip olan mikrosatelit
lokuslari i¢in ¢ok diigiik sayilir. Bu degerleri (He, Ho ve A), diger Ovis tiirlerinde, yine
mikrosatelit lokuslart (kismen ayni, kismen farkl lokuslar) kullamlarak yapilmig olan
genetik gesitlilik analizleri ile karsilagtirdigimizda, Konya-Bozdag toplumunun genetik
cesitliliginin ¢ok diisik oldugunu gormekteyiz. Tablo 2.5°te bu karsilagtirma i¢in
kullanilan Ovis toplumlart (farkli Ovis tir ve alttiirlerine ait) hakkinda bilgiler
bulunmaktadir. Sekil 2.9°da ise bu toplumlarin genetik cesitlilik parametrelerinin gubuk
cizenegi ile gorsel olarak karsilagtirmast verilmistir. 4 parametresi en diisiik olan ikinci
toplum Konya-Bozdag’dir ve ilk toplum olan O. canadensis Bison Range toplumunun
gegmiste 12 bireyden olustugu ve niifusunun 20 yil boyunca 40’1 agmadigl, ardindan da
yine uzun siireler gok diisiik bir niifusla devam ettigi (yani birbirini takip eden uzun stireli
ve az nifuslu darbogazlardan gegtigi) bilinmektedir. He ve H, degerleri en disiik
toplumun ise Konya-Bozdag toplumu oldugu goriilmektedir.
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Karsilagtrmada kullanilan Ovis tiirleri / alttiirleri arasindan, Konya-Bozdag yaban
koyunu toplumunda ¢alisilan mikrosatelit lokuslarinin birgogunu paylasan ¢alismalardaki
li¢ taxa (Ovis gmelinii musimon, Asco ve Bavella toplumlari; Ovis ammon) se¢ilmis ve
bunlarin genetik cesitlilik parametreleri Wilcoxon Signed Rank Test kullanilarak
karsilastiriimistir. Testin sonuglar tiim karsilastirmalarda anlamli bir farkhligin varligini
ortaya koymustur: Konya-Bozdag toplumunun genetik ¢esitliliginin digerlerinden anlamli
derecede diistik oldugu (Tablo 2.6).

Tablo 2.6 Konya-Bozdag toplumunun genetik ¢esitlilik parametrelerinin diger {i¢ taxa
ile karsilastiriimasi (K/A: Korsika/Asco, K/B: Korsika/Bavella, A: Altay, KB: Konya-
Bozdag)

Toplum A H, H,
Ikilisi ¢ n P < t n P < t n P<
KB - K/A 2 10 107 2 10 10° 0 10 107
KB -K/B 0 10 107 15 10 510% 1 10 107
KB-A 0 8 1073 5 8  510% 0 8 1073

n: ¢alismalar arasinda paylagsilan ortak mikrosatelit lokusu sayisi; t: Student’s t degeri

e) Darbogaz Analizleri Sonuclari:

Darbogaz hipotezini test etmek, testlerde kullanilan varsayimlarin ¢alisilan toplum
icin ne kadar gegerli oldugunu arastirmak i¢in yapilan darbogaz testlerinin sonuglari,
Konya-Bozdag vyaban koyunu toplumunun darbogazdan ge¢mis oldugunu
gosterememistir. Kullamlan ilk yontem olan ve Bottleneck yazilimiyla yapilan testte
istatistiksel olarak anlamli bir darbogaz sinyali goriilmemistir. (Tablo 2.7).

Tablo 2.7 Bottleneck yazliminda kullanilan testler (1. siitun), varsayilan mutasyon
modelleri* (1. sira), ve karsilik gelen P degerleri

Testler IAM SMM TPM
Sign Test 0,097 0,590 0,580
Standard. Diff. 0.078 0,460 0.460
Test

Wilcoxon’s Test 0,193 1,000 0,845

*Mutasyon modelleri: IAM, Infinite allele model — Sonsuz alel modeli; SMM, Stepwise
mutation model — Adim adim mutasyon modeli; TPM, Transient phase model — Gegisli
faz modeli (Piry ve ark., 1999).
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Darbogaz testlerinin ikinci yontemi olan grafiksel gosterimde de darbogaz sinyali
Konya-Bozdag toplumunda gériilmemistir. Genetik gesitlik karsilastirnlmasi yapilan farkl
Ovis toplumlarindan dért tanesinin grafiksel gosterimi de yapilmug ve Konya-Bozdag
toplumununki ile kargilagtirilmistir. Darbogazdan gegtigi bilinen O. canadensis Bison
Range toplumu darbogaz sinyali gostermistir (nadir alel grubundaki alel sayisi diger
herhangi bir gruptakinden daha disiiktir). Konya-Bozdag toplumu ise grafiksel
gésterimde darbogaz sinyali gostermemistir (Sekil 2.10).

a) b)
‘ Konya-Bozdag N=48 Bison Range N=23
5 m - NS R e
Z 4 =
(%‘ 3 - . 52+ —
_ 2 - B - - g . B
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<, AR NRNNNN 20 , i B B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Alel Frekans Grubu Alel Frekans Grubu
c) d)
Altay Mnt.1 N=12 Altay Mnt.1 N=12
= 30+ -
= 25 E, - =
S 20 -y : > s
{ o
et 15 . - . 175} . -
£ 10 1 -w. — B R
« I )
5B =
o /MM B = N ‘ , A m_ NI . :
1 2 32 4 5 6 7 R 9 10 1 2 3 4 A A 7 R 0 10
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e)
[
Altay Mnt.2 N=9
7 O
> _
o H
w - — -
)
< " T
‘ N I .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Alel Frekans Grubu

Sekil 2.10 Darbogaz testinin grafiksel gosterimi. (a), (c), (d) ve (e) darbogaz sinyali
gdstermiyorlar ama (b) gosteriyor. Her alel frekans grubu 0,999’luk bir aralifi
kapsamaktadir (6r.nadir alellerin grubu 0,001-0,100 arahigmi kapsar, bir sonraki grup
0,101-0,200 araligini, ve béylece 10. ve son gruba kadar (0,901-1,000) devam eder).
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2.2.5 Mitokondriyel DNA Calismasimin Diger Sonuclar

2.2.5.1 Dizilim Sonuclan

Dizilim belirleme PCR’sinin ardindan, ABI Prism 377 otomatik dizilim belirleyici
aletiyle poliakrilamid gel elektroforezi yapilan ornekler, Sequence Navigator yazilim
kullanilarak goruntilenmiglerdir. Her baz igin farklt bir renk kullamlmistir (A: yegsil, C:
mavi, T: kumuzi, G: siyah). Hem ileri hem de geri primerlerden elde edilen aym
dizilimlerdeki her baz tek tek kargilagtirnilip saglamasi yapilarak her bireyin dizilimlerinin
son hali verilmigtir. Dizilimlerin son hail verilirken, her bazin kesin olarak belirlenip

dizilimdeki yerinin kabul edilmesi igin su asamalardan gegmistir:

1. Ilgili baz her iki dizilimde de (ileri ve geri primerlerden elde edilen) agik bir
sekilde belirlenebiliyorsa (6r. belirgin ve yiiksek bir tepecige sahipse, bkz. Sekil
2.6), o baz kabul edilir ve biiyiik harfle dizilimdeki yerinde birakilir.

2. llgili baz bir dizilimde agik¢a belirgin degil ama digerinde agik¢a belirgin ise o

baz kabul edilir ve kiigiik harfle dizilimdeki yerine yazilir.

Iligili baz bir dizilimde hicbir sekilde belirlenemiyorsa, digerinde ise agik bir

sekilde belirlenebiliyorsa, o baz kabul edilmez ve yerine ‘n’ harfi yazilir.

4. Tlgili baz her iki dizilimde de acik bir sekilde belirlenemiyorsa, o baz kabul

edilmez ve yerine ‘N’ harfi yazilir.

(78]

Bu kurallar gozetilerek, tiim bireylerin dizilimleri son halini almugtir. Sekil 2.11°de
bir bireyin diziliminin Sequence Navigator yazilimindan elde edilmig dizilim Ornegi

gorilmektedir.
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i

Sekil 2.11 Bir bireyin Sequence Navigatror yazihm ile elde edilmis dizilimi. Her
tepecik bir baza karsgilik gelmektedir.
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2.2.5.2 Filogenetik Sonuglar

a) Dizilimlerin Hizalanmask:

Cahsmada elde edilen Tiirkiye’deki yaban kegisine ait dizilimler, diger

calismalardan alinan Tiirkmenistan’daki yaban kegilerine, eveil kegi soylarina ve markhor
te DAMBE program: kullamlarak

kecisine (Capra falconeri) ait dizilimlerle birlik
hizalandimlmslardir. Dizilimleri tipatip ayni olan bireylerden sadece bir tanesi tutulup
digerleri analizden ¢ikarilnuslardir. Sonug olarak toplam 34 birey igin mitokondriyel

DNA D-halkas1 dizilimi hizalanmis sekilde elde edilmistir. Hizalanma sonucunda
goriildugti tizere, tim ornekler baslica iki ana gruba ayrildilar: D-halkas1 481 baz

uzunlugunda olanlar ve 556 baz uzunlugunda olanlar.

b) Evrimsel Model Se¢imi Sonucu:

da bulunan 16 modelin arasindan, Akaike Bilgi Kiriteri (AIC)
Hasegawa-Kishino-Yano modeli; Hasegawa
kullanarak ‘en uygun model’den anlamli

PAUP yazilimin
kullanilarak yapilan segimde, HKY85+I+G (

ve ark., 1985) modeli “en az parametreyi
derecede farkli olmayan model olarak belirlenmis ve caligmada (Maksimum Olabilirlik ve

de) kullanilacak evrimsel model olarak se¢ilmistir. HKY85+I+G modeli
(t-oran1) parametresi, esit olmayan baz
frekanslan, t-orani igin bir serbest parametre ve baz frekanslar igin ii¢ serbest
parametreden olugmaktadir. Modelin I+G szelligi: 1, cesitlilik gostermeyen baz yerlerinin
(baz yeri: dizilimdeki bazlarn bulunduklari nokta, bu nokta diger bir bireyde farkli bir
baz tarafindan isgal edilmig olabilir) oranna gore fazladan bir parametre ekleme yetisine
sahip oldugunu; G, ise gama dagilmi igin fazladan bir parametre ekleme yetisine sahip

oldugunu gostermektedir.

~ Bayes analizlerin

é) Maksimum Olabilirlik (ML) ve Bootstrap Analizi Sonuglari:

Secilen HKY85+1+G evrimsel modelini kullanarak, filogenetik aga¢ icin gerekli

olan parametreler tahmin edilmigtir (Tablo 2.3).
Tablo 2.3°te, Ti/Tv oram ‘transition’in ‘transversion’a oranini, -In L degeri

filogenetik agacin topolojisinin maksimum olabilirlik degerini ve P inv. degeri ise
cesitlilik gostermeyen baz yerlerinin olasihgim ifade etmektedir. Dizilimde toplam 195
tane cesitlilik gosteren baz yeri bulunmugtur. Tahmin edilen o degeri diigiik olmasi, ¢ogu
baz yerlerinin yavas evrimlestigini ve az sayida baz yerinin ise orta ve yiiksek hizlarda
evrimlestigini gostermektedir. “Transition’ / ‘transversion’ oramindan da anlasildig: gibi,
‘transition’larin ‘transversion’lara gére gdriilme sikligs D-halkasinda beklendigi gibi daha
yitksek bulunmugstur (Brown ve ark., 1982). Bazlardan herhangi birinin digerlerine gore
daha sik veya daha az ornatmaya ugradigi, PAUP yazilimiyla sinanmig ve hi¢bir bazin
ornatma sikliginin digerinden anlamh olarak farkli olmadig1 goriilmiigtir.
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Tablo 2.3 HKY85+I+G evrimsel modeli igin tahmin edilen parametreler

Baz Frekanslar AnL Ti/Tv o P inv.
Oram
A 0,324014 )
C-0,214195
G —0,159558 2354,51341  17,206471 0,517823 0,306296
T-0,302204

Parametreler tahmin edildikten sonra filogenetik agacin bootstrap degerleri 100
tekrar ile elde edilmistir. Filogenetik agaci goriintillemek i¢in Treeview 1.6.6 yazilimi
kullamilmistir. Elde edilen sonuglarda Tiirkiye'deki yaban kegcilerininki ana gruba
ayrildig1 agikga goriilmektedir. Bati Anadolu yaban kegisi toplumlart 556 bazlik mtDNA
D-halkasmda 75 bazhik bir ‘insertion’a sahipken (bir birey harig), Dogu Anadolu
toplumlarinin mtDNA D-halkasi 481 baz uzunlugunda bulunmugtur. Her ii¢ soydan olan
eveil kegiler, Dogu Anadolu yaban kegisi ile birlikte gruplandilar. Bunun yam sira, A, B
ve C evcil keci soylar, Dogu Anadolu yaban kegileri ile ~birlikte-bulunduklar: grubun

icinde ii¢ ayr1 alt grup halinde birbirlerinden ayri gruplagtilar (Sekil 2.12).

d) Bayes Analizi Sonuclar:

Bayes analizi sirastyla 1 milyon tekrar yaptirilip olugan agaglardan 10000 tanesi
hafizaya alinmigtir. Sonugta belirlenen aga¢ Treeview 1.6.6 yazilhimiyla goriintiilenmistir
(Sekil 2.13). Birkag kiigiik farklihik diginda Bayes analizi sonucunda elde edilen
filogenetik aga¢ maksimum olabilirlik analizi ile elde edilen agacla buyiik olgiide
benzesmektedir. Burada da Dogu ve Bati Anadolu yaban kegisi toplumlar1 agikca
birbirlerinden ayrilmuglardir Evcil kegiler de yine Dogu Anadolu yaban kegisi toplumlari

ile ayn1 grupta yer almuslardir.

e) Niikleotid Farkhihiklar1 Sonuglarz:

Niikleotid farklilbiklart sonuglar;, ham niikleotid farkliliklar1 (Tablo 2.4-2.6) ve
Kimura 2 Parametreli modelinin gama diizeltilmesi uygulanmus haliyle elde edilen
niikleotid farkliliklart (Tablo 2.7-2.9) olarak hesaplanmugstir. Bu her iki farkh yaklasim
icin tiger ayr gruplandirma yapilarak ikili gruplar arasindaki ve grup i¢indeki niikleotid

farkliliklar tablolar halinde verilmistir.
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f) UPGMA Sonuglar::

Eide edilen UPGMA agaci, ML ve Bayes filogenetik agaglariyla aynt sonucu
vermistir (Sekil 2.14).

Artvin }
C. hircus 3 {A-An)
C. hircus 5 (A-Ab)

C. hircus & (A-Ab)
Tunceli 2
L____.__ C. hircus 6 (A-An}
Akseki 8
—'—_{‘Tunceli 4
Tunceli 3
Vanl
[ — e St 1l
r C. hircas 7¢(8B)
L, Aircus 8 (B)
[Erziucan %
Van l

C. hircus 2 (C)
’E G.antep 1
C. hircus 1 (C)
r Turkmenistan }
L Turkmenistan 2
, Tunceli |
| Daghestan 2
Mersin 2
L Mersin 3
Mersin 1
Akseki 1
— K.Kanyon 1
Akseki 2
Akseki 3
Akseki 4
Daghestan 1
C. falconerii 1
C. fulconerii 3
L. falconerii 2

SRR R s SRR s

0.02

Sekil 2.14 MEGA 2.1 programi ile edilen UPGMA agaci.
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2.2 SONUCLARIN KARSILASTIRILMASI ve YORUMLANMASI

Miidahalesiz genetik Orneklemenin, 6zellikle soyu tehlikede olan yaban
hayvanlarinin &reklenmesi i¢in ¢ok uygun bir yontem oldugu goriilmiistiir. Bu y6ntem
sayesinde ¢aligmada hi¢bir hayvanin yakalanmas: gerekmemis ama bununla beraber ¢ok
sayida 6rnek toplanabilmistir. Buna karsm disk: ve eski doku orneklerinde az miktarda
DNA bulunmasi, bircok PCR engelleyicisinin (inhibitor) bulunmasi ve digkilarin g¢evre
kosullar1 nedeniyle dokularin ise zamansal ve kimyasal etmenlerden tahribata
ugramasiyla igerdikleri DNA mn pargalanmishif, giivenilir genotipler ve haplotipler elde
etmeyi zorlagtirmaktadir. Bu olumsuzluklart azaltabilmek i¢in toplanan digki 6rneklerinin
taze olmasma dikkat edilmelidir. Arazide gozlenen hayvanlardan diski Grneklemesi -
yapmak taze diski elde etmenin en giivenilir yoludur. Yaban koyunu calismasinda
DNA’s1 6ziitlenemeyip calisma disinda birakilan 6rnekler gozlenmemis hayvanlardan
alinan ornekler olmustur. G6zlenen hayvanlardan yapilan 6rneklemelerin timiinde DNA
oziitlemesi basarili olmustur. Benzer sonuglar yaban kecisi ¢alismasinda da alinmistir.
Disk1 drneklerinin DNA 6ziitlemesinde olumlu sonug¢ verme orani diger 6rneklere (doku
ve boynuz 6zii) goére daha yiiksek ¢ikmistir. Bunun en 6nemli sebebi de digki 6rneklerinin
taze olmasidir. Diski drnekleri kullanmanin riski ise aym bireyi birden fazla 6meklemek
olmaktadir. Yaban koyunu ¢aligmasinda bu-riske karsi Pyp degerinden faydalamlmistir.— ———
Sonug olarak alti bireyin iki defa 6rneklendigi ve yanliglikla 12 farkl birey gibi 6rneklere
dahil edildigi anlasilmis ve bunlardan birer tanesi verilerden g¢ikarilmigtir. Calismada
kullanilan Pp degeri beklenen Pyp degeridir. Waits ve arkadaglarinin (2001) ¢alismasinda
beklenen Pip ile gozlenen Ppp degerinin birbirinden birkag ondalik deger (order of
magnitude) farkli olabilecegi belirtilmektedir. Bunun baglica sebepleri arasinda da toplum
alt-yapilanmasi ile akrabalarin 6rneklenmesi sayilmaktadir. Waits ve arkadaglar1 (2001)
bu derece bir farkin sonuglari degistirebilecegini belirtmekle beraber, kullanilan lokus
sayisiin 9-10’dan biiyiik oldugu durumlarda bu farkin gézardi edilebilcek seviyelerde
olacigmi vurgularlar. Caligmamizda kullanilan lokus sayismin bu sinirda oldugu
diistintiliirse vardigimiz sonuglarin gegerliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Yaban koyunu ¢alismasinda kullanilan 11 doku 6rneginden sadece bir tanesinden
DNA 6ziitlemesi yapilamamigtir. Yaban kegisi ¢alismasinda ise doku 6rneklerinden
yapilan DNA 6ziitlemesinin bagart oram daha diisiiktiir. Bu farkin olusmasmdaki en
énemli neden, yaban koyunu doku &rneklerinin birka¢ yillik postlardan ya da yeni 6lmiis
bireylerden alinmig olmasi ama yaban kegisi doku érneklerinin ¢ogunun daha eski ve
kimyasal islemlerden gegmis olmasidir. Yaban kegisi ¢alismasinda toplanan boynuz 6zii
drneklerinden DNA 6ziitlemesi yapilmus, fakat ayni bireylere ait olan doku 6rneklerinden
elde edilen DNA oziitiniin kullanilmasi yeglendiginden boynuz 6zt Srnekleri
degerlendirmeye alinmamaigtir.

Miidahalesiz DNA oOrneklemesi yapilan c¢alismalarda rastlanan diger bir
olumsuzluk ise alel kaybindan dogan hatali genotiplendirmedir. Digski 6rneklerinyle
yapilan ¢alismlardaki alel kaybmin oranimi aragtiran bazi ¢aligmlara vardir. Bayes ve
arkadaglarinm (2000) babun digkilar ile yaptiklart ¢aligmada gézledikleri alel kaybr 238
genotipte 18 olmustur. Caligmamizda alel kaybim test etmek i¢in tekrarladifimiz alti
ornekte alel kaybina rastlamadan aym genotipleri elde etmemiz, tiim ¢aligmada alel kayb1
olmus olma ihtimalini sifirlamaya yeterli degildir. Ancak genetik ¢esitlilik, toplum yapisi,
F istatistifi ve genetik mesafe gibi sorularin yanitlanmasinda diisitk seviyelerde alel
kaybmn sonuglara nemli bir etkisi olmayacag: diigiiniilmektedir. Dusiik seviyelerde de
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olsa alel kaybinin kesinlikle énemli oldugu sorularin baginda ebeveyn belirleme ve adli
tip calismalart gelir.

Tiirkiye’deki yaban kegilerinin filogenetik ¢aligmasimin sonuglarindan birisi,
Dogu ve Bati Anadolu’daki toplumlarinin arasinda 75 bg¢’lik bir dizilim farkimin
bulunmasi oldu. Filogeniye evcil kegi soylarinin ve birkag frakli yaban kegisi tiirtiniin de
eklenmesi, sonuglarin derinlesmesinde ve yorumlanmasinda yarar sagladi. Evcil kegilerin
atasal dizilimleri temsil etmesi ve Dogu Anadolu toplumlarinin evcil kegilerle
gruplanmasi, 481 bg’lik dizilimin — 556 b¢’lik dizilime gére — 6nciil oldugunu, ve 556
b¢’lik dizilimin ¢ok biiyik ihtimalle bir ‘insertion’ sonucunda ortaya ¢iktigini
desteklemektedir. Bunun yamsira bati Anadolu yaban kegisi toplumlarimin disindaki
drneklenen tiim Anadolu yaban kecisi toplumlarinda 481 bg¢’lik dizilim gériilmiistiir. Bu
bilgilere ek olarak Luikart ve arkadaglarinin (2001) galismalarinda 556 bg’lik dizilime
sahip olan iki evcil kegi bireyi saptanmust.

Yaban kegisi filogenisi olustururken kullanilan karakter bazli yontemlerden
Maksimum Olabilirlik (ML) ve Bayes analizleri ¢ok benzer sonuglar verdiler. ML
analizinde kullanilan bootstrap degerleri ile Bayes analizinde kullanilan ardil olasilik
degerleri ana dallarda ¢ogunlukla %100’e yakin %85-%100 arasinda degisen degerler
gdstererek sonuglann giivenilirligini ortaya koydular. Fenetik bir yontem olan UPGMA,
kladistik yontemlerle aym sonucu vererek toplumlar arasindaki filogenetik topolojiyi
desteklemis olmakla beraber, basit fenetik yontemlerin, ¢ok daha karmasik ve varsayim
yiikli kladistik yontemlerle benzer sonuglara ulagtigini géstermis oldu. Ayni sonuglar
niikleotid farkliliklart sonug¢larimn yer aldigi matrislerde de goriilmektedir. Bu sonuglara
gore iki ana grup belirlenmigtir: birincisi evcil kegilerle birlikte Dogu Anadolu
dizilimlerinin olusturdugu grup, ikincisi bati Anadolu yaban kegilerinin olusturdugu grup.
Bir tanesi Akseki toplumundan (Akseki-5)digeri Tunceli toplumundan olmak {izere bu
gruplamaya aykir1 iki dizilim bulunmustur. Akseki’den alinan bir digki 6rneginden elde
edilen dizilimin Dogu Anadolu toplumlar1 ve evcil kegiler gibi 481 bg’lik dizilim
vermesinin c¢alisma dahilinde olasi iki agiklamasi olabilir: yaban kecisine ait oldugu
sanilan 6rnegin bir evcil kegiye ait olmasi, ya da yoredeki evcil kecilerle yaban kegileri
arasinda olmus olan melezlesme sonucunda ortaya ¢ikan bir bireye ait olmast. Ornegin
toplandig: tarihlerde (kis) bolgede evcil kegi siiriilerinin kesinlikle bulunmadif1 ve alinan
disk: 6rneginin de eski olmadifi bilindigi i¢in ilk olasilik elenmistir. Sonugta gegmiste
veya giiniimiizde vukuu bulan melezlesmelerden s6z etmek ve bati Anadolu
toplumlarinda 481 b¢’lik dizilime sahip baska bireylerin de bulundugunu siiphe etmek
yerinde olur. Bunun yamsira, Akseki-5 bireyinin A evcil ke¢i soyuyla arasindaki
niikleotid farklihigr degerinin en diisiik olmasi da bu bireyin evcil-yaban melezi oldugunu
destekler niteliktedir. Ancak bu savi aragtirmak i¢in daha ¢ok drnekleme ve devaminda
genetik calismalar yapmak gerekecektir.

Dogu Anadolu yaban kegileriyle gruplanan evcil ke¢i dizilimlerinin A, B ve C
soylari, bazi yaban kegisi toplumlariyla birlikte ii¢ ayr alt gruba ayrmlmigtir. Tim
sonuglarda goriildiigii iizere Tunceli toplumu ve Artvin toplumundan ¢alisilan bir birey A
soyundan evcil kegilerle gruplanmistir. Tunceli toplumundan yalniz bir birey (Tunceli-1)
Dagistan toplumundan bir bireyle gruplanarak bati Anadolu ana grubuna yakin yer
almustir. Niikleotid farkliligr matrislerinin bir tipinde (Tablo 3.5 ve 3.8) Tunceli-1 bireyi
Tunceli grubundan ayrilmis ve sonucunda Tunceli grubu ile evcil kegilerin A soyu
arasindaki farklillk minimuma inmistir (20,250°den 11,000’a). Yine tiim analiz
sonuclarinda goriildiigii tizere Siirt ve Van toplumalrindan alinan 6rnekler evcil kegilerin
B soyu ile gruplanmustir. Yalmz Van-1 bireyi Van grubundan ¢ikartildiginda, niikleotid
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farklart matrisinden de goriilecegi tizere Siirt-Van grubunun B evcil soyu ile arasindaki
fark minimuma inmistir (Tablo 3.5 ve 3.8). Son olarak da Erzincan ve Gaziantep
toplumlarina ait bireyler evcil kegilerin C soyu ile ayn1 grupta yer almiglardir. Bu gruba
ayrica Van-1 Ornegi de eklenebilir. Bu sonuglarda ilgi ¢ekici olan evcil-yaban
gruplagmasimin cografi ¢izgileri de izliyor olmasidir, evcil ke¢i soylaryla ayni gruba
diisen yaban kegcilerinin toplumlar1 ayrik cografi bolgelerde olmaktansa komsu bolgelerde
olmuslardir. Buna ek olarak Tirkmenistan ve Dagistan dizilimleri higbir evcil keci
soyuyla gruplanmamustir. Evcil kegi soylariyla bolgesel yabani kegi toplumlarinin diizenli
bir gruplanma gdstermesi, bu tiir bir gruplagmanin daha uzak yaban kegisi toplumlar ile
goriilmemis olmas1 Dogu Anadolu’nun olast bir evcillestirme merkezi oldugunu destekler
bulgulardir. Benzer sonuglarin evcil ve yaban kegilerinin melezlesmesi sonucu da ortaya
¢ikabilecegi akla gelebilir. Ama melezlesme olasigini desteklemeyen iki noktadan
birincisi evcil-yaban gruplagmasinda gayet diizgiin bir evcil soyu-farkli yaban kegisi
toplumlar1 alt gruplagsmasmin ortaya ¢ikmis olmasi; ikincisi ise Dogu Anadolu’da
gorglebilecek bu boyutta bir melezlesmenin aym oranda bati Anadolu’da da gériilmesinin
beklenecegi ama bunun aksinin bulunmusg olmasidir.
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Sekil 2.15 MtDNA {i¢ evcil ke¢i soyunun cografi dagilimini g&steren
harita. Siyah: A soyu, gri: B soyu, beyaz: C soyu. (Luikart ve ark., 2001)

Tunceli ve Artvin toplumlar disindaki Dogu Anadolu toplumlar1 B ya da C evcil
keci soyuyla birlikte gruplandilar. Oysa B ve C soylarinin 6ne siiriilen evcillestirilme
merkezleri sirasiyla Gliney Asya ile Mogolistan ve Avrupa’dir. Ayrica Tiirkiye’de bu
soylardan olan evcil kegiler bulunmamaktadir ki bu da melezlesmis olma ihtimalini
ortadan kaldirmaktadir. Oyleyse Dogu Anadolu yaban kegisi toplumlarinin evcil soylarin
atast oldugu olasiligi ortaya ¢ikmaktadir. Aymi zamanda, diger birgok tiiriin
evcillestirilmesinde oldugu gibi kegilerde birden fazla evcillestirme merkezi oldugu savi
ise bulgularla uyusmamaktadir. Yaban ke¢ilerinin Dogu Anadolu’daki ilk
evcillestirilmelerinin ardindan Avrupa ve Asya’ya gétiriilmiiy olma ihtimali
sonuglarimiz1 agiklar niteliktedir. Bu hipotezi desteklemek i¢in daha ¢ok sayida drnekten
alinacak mtDNA verisine ve gekirdek DNAs1 verilerine ihtiyag vardir.

Konya-Bozdag yaban koyunu toplumunun genetik cesitliligi beklendigi gibi
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diistik ¢ikt1. Yakin sayilabilecek bir tarihe (1960°1ar) kadar niifusu 35-50 kadar diisiik bir
seviyede olan bir toplumun ozellikle gen siirliklenmesinin artan etkisiyle genetik
cesitliliginin azalmig olacag: bekleniyordu. Ayrica toplumun gegirdigi darbogazin bir
kismi kayitlara gegtiginden, (1960°’larda en diisiik seviyesinden 2001’e kadar hizla
artmasi, darbogazdan c¢ikisin gerceklesmesi) bu darbogazin yapisina gore toplumun
genetik cesitliliginin daha da fazla azalmig olmasi mimkiindti. Genetik gesitlilik bir
yaniyla canli toplumlarinin 6zellikle uzun vadede, degisen ¢evre kosullarina uyum
saglayabilme potansiyellerini olusturur. Bu potansiyelin kaybi toplumun yok olma riskini
artirir. Genetik ¢esitliligin darbogaz etkisiyle kaybolmasi ise kiiglilmiis olan toplumda
kendilesmenin (inbreeding) artmasina neden olarak kendilesme ¢Okiintiisii (inbreeding
depression) olusmasina ve toplumun yasayabilirliginin azalmasina neden olur.

Elde ettigimiz beklenen ve goézlenen heterozigotluk diizeylerinin yiiksek bir
standart hata payt i¢erdigini gérdiik (H,= 0,3059 = 0,1784, H.=0,3310 £ 0,1888). Bunun
nedeni H, ve H, degerlerini tahmin etmek i¢in kullandigimiz lokus sayisinin (10 lokus)
genomdaki toplam lokus sayisina gore ¢ok diisiik olmasidir. Daha diistik bir standart hata
payi i¢in en azindan 30 lokus ¢alisilmaliydi. Lokus bagina diigen ortalama alel sayisi (4)
da diisiik bir degerdi (4 = 2.5) ve diger Ovis tiirlerinin mikrosatelit lokusu ¢aligmalarimin
sonuglariyla karsilastinldiginda bu daha agik bir sekilde gorildii. Diger toynakh
(ungulata) tiirleriyle yapilan mikrosatelit calismalarindan elde edilen He degerleri: Capra

2000); Cervus elaphus, He = 0,45 (Polziehn ve ark., 2000); Anadolu yaban koyunundan
yiiksek degerlerdir. Soylar tehlike altinda bulunan (endangered) farkli memeli tiirleri
tizerinde yapilmus ¢aligmalarda bulunan H, degerleri ise 18 bireyle baslatilmis bir koala
toplumu i¢in H = 0.33 (Houlden ve ark., 1996), ¢italarda He = 0.39 (Menotti-Raymond
ve O’Brien, 1995), izole haldeki bir Kuzey Amerika boz ay1 toplumu i¢in He = 0.27
(Paetkau ve ark., 1995), 10 bireyden az bir niifusla baslayan bir Meksika gri kurdu
toplumunda, H = 0.13 (Hedrick ve ark., 1997) ve Asya kaplaninda, H, = 0.15 (Menotti-
Raymond ve O’Brien, 1995) (Sekil 2.16).
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He 025

0,20
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000 : : . : : :
Meksika Asya Bozayt Anadolu  Koala Cita  Capraibex Amerikan Karibu
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koyunu geyigi

Tiirler

Sekil 2.16 Soyu tehlike altinda olan farkli memeli tiirii toplumlarmin He
degerlerinin karsilagtirilmasi.
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Genetik ¢esitliligi azimsanamayacak kadar diigiik olan Konya-Bozdag yaban
koyunu toplumunun bilinen tarihinde bir darbofazdan gectiginin bulgular1 da yer
almaktadir. Toplumun geg¢irdigi darbogazin genetik cesitlilik iizerine olan etkilerini
kullanan istatistiksel testlerle aslinda darbogaz hipotezinden gok darbogazin niteligi
sorgulanmigtir. Kullanilan darbogaz testlerinin gegerli sonuglar vermesi i¢in girilmesi
gereken veriler testlerin gerektirdigi maksimum ve minimum smrlar igerisindeydi: i)
6mekleme biiytikliigt, ii) calisilan polimorfik lokus sayisi, iii) darbogazdan drnekleme
tarihine kadar gegen siire (0,2N,T < gegen siire < 4 N,T; N,: darbogaz sirasindaki etkili
(tireyen) niifus, T: nesil stiresi) gibi parametreler net ve uygun olarak darbogaz testinde
kullanilmugti. Fakat her iki darbogaz testinin sonuglar1 da Konya-Bozdag yaban koyunu
toplumunun yakim bir tarihte darbogazdan gectigini gostermekte yetersiz kaldi. Bu
noktada, i) testlerin kullandigi varsayimlardan bir ya da birkagimin ihlal edilmis
olabilecedi, veya ii) calismada deneysel bazi hatalar yapilmig olabilecegi, ya da iii)
testlerin kuvvetini gosteren analizlerde deginildigi iizere (Luikart ve Cornuet, 1998;
Luikart ve ark., 1998b) testlerin kuvvetlerinin sinirli oldugu ve % 80 civarinda oldugu
diislincesinden yola ¢ikarak daha fazla lokus ve birey kullanarak testleri tekrarlamanin
gerekli oldugu veya iv) Konya-Bozdag yaban koyunu toplumunun 1965’ten onceki
demografik tarihinin karmasik siiregleri barindirdifi, sonuglarindan birine varilabilir.
Calismada hata yapilmadigimi kabul edersek ve iigiincii sikkin da ashnda darbogazin
varoldugu ve sadece bu testlerin onu yakalayamadigini belirterek testler-hakkinda bir -
yargl oldugunu diistintirsek geriye iizerinde diisiiniilmesi gereken birinci ve sonuncu
siklar kalir. Darbogazin igaretinin  varsayimlarin  ihlal edilmesinden dolayi
goriilememesinin 6ne ¢ikan iki nedeni sunlar olabilir:

1. Darbogazdan ¢ikistan (~1965) 6meklemeye (2001) kadar gegen siirede gériilen niifus
artisinin ¢ok hizli olmasi (36 yilda 25-40 kat artig) ve bu nedenle toplumun mutasyon-
genetik stirliklenme dengesine ulasmis olabileceginden dolay:r 6zellikle mutasyon-
genetik striiklenme dengesi {izerine kurulmus olan darbogaz testlerinin bunu
saptamada yetersiz kalmalari.

2. Koruma ¢alismalarinin baglatildig: yillarda ve 6zellikle de tel 6rgiilii alan kurulduktan
sonra bolgenin yakinminda ve uzafindaki birbirlerinden genetik olarak farkli
sayilabilecek alt-toplumlarin bir araya gelmesi ile gen havuzundaki alel sayisinda
dogal olmayan bir artisin olmasi. Bu agiklamanin gegerliligi bagintt dengesizliginin
goriilmemesinden dolay1r biraz kugkulu da olsa, deneysel hayvan toplumlarinda
(Clegg ve ark., 1980) alt-toplum karigimlarinin ardindan tekrar baginti dengesine
ulagilmasinin 10 — 50 nesil aldigr gosterilmistir (T = 4 yil), ki bu da Konya-Bozdag
toplumunun, alt-toplumlarin karigimi olsa bile, bagintt dengesine ulasmis olabilecegi
ihtimalini gostermektedir

Sonuncu stk hakkinda sdylenebilecekler, toplumun 1965 Oncesinde de
darbogazlar gecirmis olabilecegi, bunun biiyiik bir toplumun Once habitat
parcalanmasindan dolay1 kiiciik pargalara ayrilmas: seklinde olup ama hala gen akisinin
devam ettigi baslangi¢ doneminden sonra, pargalanmis toplumlarin niifusunun azalmas:
ve gittikge izole kalmalarindan dolay1 gen akisinin durdugu ileri siiriilebilir. Bu sayisal
degisimler ve izolasyon siirecinin genetik ¢esitlilik iizerine gesitli olumsuz etkileri oldugu
gibi, slirecin zamansal boyutu tam olarak bilinemediginden bu etkilerin toplumun genetik
yapist lizerindeki izleri hakkinda tahminde bulunmak zorlagmaktadir (Bancroft ve

ark.,1995).
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Kendilesme ¢okiintiisiinii sayisal olarak belirlemek ¢ok zordur ve ayrintilt
caligmalar gerektirir ama niifus azaldikga ¢Okintil olasihigmin artacagr Dbilinir.
Darbogazdan gegmis bir toplumda kendilesme ¢okiintistintin ortaya ¢ikacagi ve bireyleri
dolayistyla da toplumu olumsuz etkileyecegi soylenebilir. Ancak Kirkpatrick ve Jarne
(2000) kendilesme ¢okiintiisiiniin darbofazin hemen sonrasinda birka¢ puan azalacagini
ve azalmanm da darbogazdaki niifus ne kadar az olursa o kadar fazla olacagini
géstermislerdir. Burada dikkate alman nokta, cekinik zararlt allellerin zaten diistik bir
frekansa sahip olduklarindan darbogazdaki niifus azalmasi sirasinda biiyiik ihtimalle yok
olacaklaridir. Kendilesme c¢okiintiisii, bu bakis agisiyla, darbogazdan sonra birkag nesil
daha azalmaya devam edecektir, ta ki yeni mutasyonlarla tekrar dengeye kavugana kadar.
Bu olaya ayni zamanda eleme (purging) de denilir. Ozellikle darbogaz sonrasinda hizla
niifus artis1 yasayan toplumlarda goriiliir (Kirkpatrick ve Jarne, 2000). Ote yandan
genetik yiik [genetic load: zararli alellerden dolay: toplumun ortalama uyumundaki
(fitness) azalma] darbogazla birlikte artacaktir ciinkii artan kendilesmeden dolay1 zararh
alellere homozigot olan bireyler artacaktir. Bu sebepten dogan uyum kayb1 yok olan
zararhi alellerin getirdigi uyum artisiu fazlasiyla kapatacaktir. Ancak yine darbogazi
izleyen nesillerde eleme siirecinden dolay1 genetik yiik denge degerine dogru azalacaktir
(Freeman ve Herron, 2001; Kirkpatrick ve Jarne, 2000). Bu Konya-Bozdag toplumunun

da yasadig1 olaylar silsilesi olabilir.
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3. SONUC

3.1 SONUCLARIN OZET1

Calisma gerek caligilan tiirler gerekse yontemler bakimindan iki ana baghk altinda
toplanabilir. Ancak ¢aligmanin bir biittin olarak goriilmesinin dogru olacag diistincemizin
altinda yatan nedenler benzer tehditlerle karst kargiya olan iki biiyiik yabani otgul memeli
tiirtiniin  miidahalesiz genetik Ornekleme ydntemiyle koruma genetigine katkida
bulunacak sonuglar elde edilmis olmasidir. Bu nedenlerden Stiirt, ¢aligmanin ayr1 ayri ve
ortak olarak degerlendirilebilecek sonuglari vardir.

Yaban kecisi (Capra aegagrus) Tiirkiye’de genis bir yayilim gosteren ama tehdit
altinda sayilan bir biiyiik otgul memelidir. Calismamizda yaban kegisinin yayilis
alanlarinin kapsayacak bir miidahalesiz DNA orneklemesiyle diski, doku ve boynuz 6zii
ornekleri toplanmis ve drneklerden DNA dziitlemesi gerceklestirilmigtir (bagar oranlar,
digki: % 77, doku: % 51). PCR ve dizilim belirleme iglemlerinin sonunda 34 bireye ait
mitokondriyel DNA D-halkasi (kontrol bolgesi) bolgesi ortaya cikmigtir. Tiirkiye’deki

yaban Kegisi toplumlarimn, kendi igindeki, kendi aralarmdaki—ve-evcil kegi-soylan ile
diger yaban kegisi tiirleri arasindaki filogenetik iligkiyi saptamak, aynmlari yapabilmek
icin Maksimum Olabilirlik, Bayes, analizleriyle filogenetik agaclar, UPGMA analizi ile
fenetik apa¢ ve niiklotid farklihklan analzi ile farkli gruplandirmalar arasindaki
farkliliklarin sayisal olarak ifade edildigi matrisler olusturulmugtur. Analiz sonuglarinin
gosterdigi tizere Tiirkiye’deki yaban kegileri dogu ve bat1 olmak iizere iki ana gruba
ayrilmaktadirlar. Eveil kegi soylart Dogu Anadolu toplumlar ile gruplanmaktadir ve bu
da olasi evcillesme merkezi olarak Dogu Anadolu’yu one ¢ikarmaktadir. Koruma
stratejileri agisindan dogu ve bati toplumlarim iki aynt ESU (evrimsel agidan anlamli
birim) olarak kabul etmek tiirlin evrimsel gecmisinden gelen Ozelliklerini korumak
acisindan gereklidir. Dogu anadolu toplumlarinin kendi iglerinde farkli evcil kegi
soylariyla gruplagmalar1 ve atasal tiir olarak gdzitkmeleri eveil kegi soylarinin 1slahinda

potansiyel kaynaklar olarak kullanilabileceklerini gostermektedir.
Yaban koyununun (Ovis gmelnii) Tiirkiye’de iki alttlirii bulunmaktadir. Anadolu

yaban koyunu (O. g. anatolica) Konya-Bozdag koruma sahasinda bulunan tek toplumdan
ibarettir. Dogu Anadolu yaban koyunu (Ermeni koyunu) (0. g gmelinii) Afr’nm
giineyinden Hakkari’nin kuzeyine Van Goliniin dogusundaki alanda fran’m Urumiye
goliine kadar olan bolgede yayihis gostermektedir ancak toplumun nitfusu ve kesin giincel
dagilimi konusunda higbir bilgi yoktur. Caligmamizda Konya-Bozdag toplumunun
genetik cesitliligi 48 bireyden alinan digk: ve doku éreklerindeki 10 adet mikrosatelit
lokus genotipi caligilarak belirlenmistir. Beklenen ve gozlenen heterozigotluk ile lokus
bagina diisen ortalama alel says1 gibi geneik cesitlilik parametreleri tahmin edilmis ve
diger Ovis, toynaklilar ve memeli tiirlerinde yapilmig olan benzer caligmalarin
sonuglanyla karsilagtirilmistir (He = 0,33 £ 0,19, H, = 0,31 £ 0,18, 4 = 2,5). Konya-
Bozdag yaban koyunu toplumunun genetik cesitliliginin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir.
Bunun sebepleri arasinda toplumun gegirdigi darbogazin éne ¢iktign varsayilmis ve
darbogazlar1 tespit etmek iizere gelistirilen istatistiksel testler yapilmugtir. Testlerin
sonuclar1 bir darbogazin gegirilmis oldugunu ortaya koyamadiklarindan ve toplumun
bilinen gegmisinde bir darbogazin varligi da gérildiigiinden test sonuglar1 yorumlanmaya
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caligtimistir. Varolan bir darbogazin tespit edilememesinin olast sebepleri arasinda alt-
toplum karismas: veya darbogaz sonrasi ¢ok hizh niifus artisiin oldugu siralanmustir.
Genetik cesitliligin koruma caligmalari sayesinde saglanan niifus artisiyla paralel bir
sekilde artmadigi gdsterilmis ve bunun toplumun uygunlugu ve uzun vadede
yasayabilirligine etkileri tartigilmsgtir.

Caligmamizda varilan genel sonuglarin baginda miidahalesiz DNA drneklemesinin
basarili bir sekilde yaban hayati galigmalarina uygulanabildiginin goriilmesi gelmektedir.
Tehlike altindaki tiirlerin toplumlarina yasam alanlarinda en az rahatsizligl vererek en
cok sayida oOrnegin toplanmasi miidahalesiz  genetik Orneklemenin  yaranni
gostermektedir. Bu drneklerdeki DNAnin yipranmish@gmdan ve miktarmm azlifindan
kaynaklanan sorunlarin ise fazladan bir laboratuar emegi ile asilabildigi goriilmiigtiir.
Biiyilk yabani otgul memelilerin genetigi {izerine yapilmig bu ¢aligmann, toplum

masindaki énemini biraz olsun gostermis ve arazi galigmalarmdan

genetiginin tiir koru
nlarim  arastirmada

gorece kolaylifindan dolay:r hi¢ olmazsa belirli koruma soru
kullanilabilecegini ortaya konmustur.

3.2 SONUCLARIN AMACLAR ACISINDAN IRDELENMESI

Caligmamn amaglarmin—gogu- gergeklestirilmis, bir kismu biitge darliindan
gerceklestirilememis bir kismu ise ¢aligmanin siirdiiriildiigii zaman siireci igerisindeki
gelisiminin getirdigi sebeplerden otiiri bazi degisimlere ugramistir. Konya-Bozdag yaban
koyunu toplumunun genetik yapisi belirlenmis, kendilegme diizeyi hakkinda yorumlar
yapilmis, gecmiste girdigi darbogazlarm yapist ve etkileri analiz edilmig, olasi1 koruma
onerileri belirtilmistir. Dogu Anadolu’da yayilis gosteren O. g. gmelinii toplumundan
miidahalesiz Smekleme yapilms ancak biitge yetersizliginden dolay1 geri kalan
aragtirmalar  (laboratuar  analizleri) tamalanamamis ve amaglanan sonuglara
ulasilamamustir. Yaban kegisi ¢aligmasi i¢in proje 6nerisi agamasinda belirtilen amaglarin
icerisinde hangi molekiiler isaretleyicilerin kullamlacagi — heniiz karar verilmemis
oldugu i¢in — belirtilmemistir. Yaban kegisi i¢in mitokondriyel DNA dizilimi belirlemesi

eticesinde, yaban koyunu ¢alismasinda oldugu gibi genetik
etik iliskilerin

¢aligmasina karar verilmesi n
cesitlilik belirleme yerine toplum ici, toplumlar aras: ve tiirler aras filogen
belirlenmesi calismasi yapilmustir. Boylece amaglarda yer alan genetik ¢esitlilik belirleme
maddesi, filogenetik iliski belirleme olarak degisiklik gostermistir. Ancak bu degisiklik
sadece yontemsel bir farkhiik yaratmus, ulagilan sonuglar agisindan ise genetik ¢esitlilik
belirleme ile ulasilacak sonuglarin aymlarina farkli bir yoldan ulagilmasim saglamistir:
ast genetik farkhliklarn belirlenmesi ve bunun koruma
birimleri tespitinde kullamlmasi. Bunlara ek olarak filogenetik iliski belirleme
calismasina diinyadaki eveil kegi soylarindan dizilimler de eklenmis ve Dogu Anadolu
yaban kegisi toplumlarmmn evcil kegi soylariyla gruplandigy gorilmis ve Dogu
‘Anadou’nun olasi bir evcillestirme merkezi olabilecegi ortaya konmustur (Oziit, 2001;

Balkiz, 2002).

toplum i¢i ve toplumlar ar
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3.3 KATKILAR, UYGULAMALAR VE ONERILER

Calismamizda genel olarak kullanilan miidahalesiz genetik Srnekleme yontemi,
kolaylig1, islevselligi ve de en onemlisi gahisilan canli tiirine higbir zarar vermemesi
agisindan, 6zellikle DNA’dan faydalanilan gahigmalarda tercih edilen yéntem olmaldir.
Caprinae familyasma ait bir Ovis gmelinii tiriinin O. g anatolica alttiiriintin tek
toplumunu olugturan Konya-Bozdag toplumunun genetik parametrelerinin ¢alisilmasi,
Caprinae ve Ovis tlzerine yapilmakta olan taksonomik caligmalarda kullanilarak
filogenetik iliskilerin daha tutatrli bir sekilde saptanmasi saglayacaktir. Ayrica
korumakla yiikimli oldugumuz bu endemik alttiirin tim diinyadaki akrabalarinin
arasindaki yerinin neresi oldugu ve evcil koyunun atalarmdan birisi olup olmadig:
hakkinda yapilacak veya yapilmakta olan aragtirmalar igin gerekli Onemli veriler
saglamistir. Soyu tehlike altinda bir tir olan Anadolu yaban koyununu koruma
calismalarinda bundan bdyle genetik gesitliligin de dikkate alinmasi gerektigi konusunu
ortaya ¢ikarmistir. Yapilmas: planlanan yeniden asilama c¢aligmasi Oncesinde bazi
kriterleri (hangi cinsiyetten, kag¢ hayvan asilanacak gibi) belirlemek iizere yapilan
modelleme c¢ahsmalarina (toplum yasayabilirlik analizi) genetik esitliligin de bir
parametre olarak girilmesi, sonuglarn bagarisini arttiracak ve genetik cesitliligin yeni

- toplumda olabildigince yiiksek bir seviyede . baglayabilmesi igin gerekli olan

uygulamalarin (heterozigot birey secimi gibi) yapilabilmesini saglayacaktir. Tiirkiye’deki
yaban kegisi toplumlarinin neredeyse tim yayilig alanlarinda 6meklenerek 6zellikle
filogenetik ¢aligmalarda en ¢ok kullanilan mtDNA D-halkast diziliminin belirlenmesi
tiirlin taksonomisi iizerine yapilan caligmalara ¢ok dnemli bir katki saglamgtir. Yapilacak
uluslararast yayinm alacag: atiflar bunu en giizel sekilde gosterecektir. Bunun yanisira,
Anadolw’daki yaban kegilerinin evcil kegi soylan ile kargilagtinlmasiyla, Dogu
Anadolu’nun olas! bir evcillestrirme merkezi olabilecegi goriilmiistiir. Bu sonug kegilerin
evcillestirilmesi iizerine yapilan birgok g¢aligmay1 etkileyecektir. Tiirkiye’deki yaban
kegisi toplumlarnin toplum i¢i ve arasi farkhliklariun ortaya cikarilmas: sonucunda
Dogu ve Bati Anadolunun birbirinden oldukga farkls oldugu belirlenmigtir. Bir koruma
stratejisi olarak, bu iki grubu ayri ayr korumamn, her ikisinin de evrimsel gegmislerinin
kendine 6zel yanim korumak anlamina gelece@i goriilmiistiir.

Caligmada eksik kalan Dogu Anadolu yaban koyununun genetik yapist ileride
calisilacaktir. Bu sayede bugiin iki farkl alttiir olarak kabul edilen O. g. anarolica ile O.
g. gmelinii’nin taksonomisi daha netlegecektir. Genetik gesitliligi arttirer tedbirlerden
birisi olan farkli toplumlardan gen akigim saglama tekniginin Tiikiye’deki yaban
koyunlar: igin uygulanabilir olup olmadig aragtirilacaktir. Yeniden agilanacak toplumun
genetik izlemesi yapilarak toplum uyumu, kendilesme diizeyi ve genetik gesitliligin
zaman icinde degisiminin bunlar tizerindeki etkileri incelenerek hem kuramsal hem de
koruma pratigi agisindan bilgiler elde edilmesi yararli olacaktir. Ozellikle son yillarda av
turizminin Tirkiye’de yaygmhk kazanmasi ve bunun bir koruma yontemi olarak
kullaniimasi, toplumlar hakkinda daha ¢ok bilgi edinilmesini hem olanakli (miidahalesiz
ornekleme) hem de gerekli kilmigtir. Yaban kegisi toplumlarn {izerinde mikrosatelit
lokuslar1 kullamlarak yapilacak genetik gesitlilik belirleme galigmalarimn sonug¢lari, hem
kagak avcilikla miicadelede hem de izinli aveiligin diizenlenmesinde kullamlacak ¢ok

onemli bilgiler saglayacaktir.
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3.4 CALISMAYA KATKIDA BULUNAN DiGER KURULUSLAR

Cahsmaya katkida bulunan diger kuruluglar NATO, CNRS-TUBITAK, ODTU ve

MPAY Genel Mudirlaga’dar. Her bir kurulusun verdigi destek hakkinda bilgiler asagida
siralanmgtir:

1.

NATO [NATO isbirlifi projesi (CLG-977824)]: NATO Bilimsel Program
kapsaminda, benzer konularda ¢alisan farkhr ilkelerden bilim insanlanmi bir araya
getirmek ve ortak ¢aligmalanna katkida bulunmak iizere verilen bir destektir. NATO
igbirligt projesinde Fransa, Rusya ve Azerbaycan’dan bilim insanlari bir araya
gelinmigtir. Caligmamizda kullanilan 6meklerden bir kismt bu projenin sagladig:
seyahat ve konaklama Gdentileriyle yapilan 6rekleme gezilerinde toplanmugtir.

CNRS-TUBITAK [TBAG-U/31 (101T171)] : CNRS (Centre National de Recreche
Scientifique ~ Fransa Ulusal Arastirma Merkezi) ve TUBITAK tarafindan verilen ve
Fransiz ve Tark aragtirmacilanmin ortak ¢ahgmalan igin seyahat ve konaklama
destegini igeren bir programdir. Ocak 2001-Arahk 2002 tarihlerini kapsayan siirede
Turkiye’den Deniz Ozit ve Ozge Balkiz’in Fransa, Grenoble’daki Joseph Fourier
Universitesi’ndeki genetik laboratuarinda mikrosatelit ve mitokondriyel DNA izerine
analizler yapmuglardir. Fransa’dan arastirmacilar da Turkiye’ye gelerek 6mekleme
¢alismalarina katlmaglardir.

ODTU |ODTU-AFP projeleri: AFP-2001-07-02-00-79 ve BAP-2002-07-02-00-04]:
Orta Dogu Teknik Universitesi AFP ve BAP fonlan ile galismamza destek vermigtir.
Verilen bu destek ile gahgmanin laboratuar kismuinin bazi agamalan ODTU Biyoloji
Bolumundeki laboratuarimizda yapilmigtir. Destek ile, laboratuar ¢aligmalannda
kullanulan sarf malzemeleri ve bazi techizatlar ahnmgtir. Ayni zamanda projedeki
arastimacilardan Deniz Oziit’e proje asistanh@ verilerek ¢aligmaya tam zamanh
katilirm saglanmugtir.

MILLI PARKLAR ve AV-YABAN HAYATI GENEL MUDURLUGU:

Caligma boyunca yapilan arazi ¢aligmalarinda ziyaret edilen ve omek toplanan
toplumlar, Yaban Hayati Koruma Sahalan arasindan segilmigtir. Bu alanlardaki
rehberlik ve ulasim imkanlan ile hanta ve benzeri dokiimanlar yetkili Milli Parklar
personeh tarafindan saglanmugtir.
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EK. A

Dizilimler

Kullanilan &rmeklerin / bireylerin mitokondriyel DNA dizilimleri. “Van 2”7
bireyinin dizilimi referans dizilim olarak kullanilmistir. Nokta isaretleri o baz yerindeki
bazin referans ile ayni oldugunu, tire isartleri ise ‘insertion’ / ‘deletion’ olan baz yerlerini
gostermektedir.
van 2 AGCCTTCATA TAGTTTACTA TATATCTACC CTATACATAT GCAGTACTAA (Referans)
Tunceli 2 B AT [CTRR SR T S G
Tunceli 1 AL AL T e .. C.T.... ALLAG.. ..
punceli 4 00 e e [c T S
Mersin 2 B U o - S S R L ..C.TG... A.LA.G....
Mersin 3 AL L Cee AL T e L. CLTG. .. ALLALG.. .
K.Kanyon 1 c...C.. B T e e L.C.TG... BA..A.G....
Erzincan 1 eeeesessee sesscsmesmreresnnny N o A
Akseki 5 B ¢ G oveiemn e O i e
Akseki 3 A...C.. A £ P LL.CLTG A..A.G.
Akseki 2 A...C.. A A LL.CUTG A..A.G..
Akseki 1 I D - S A I LL.C.TG.. . ARG
Van 1 aeeseasas wessaeeren mennnntnte T o L
akseki 4 I T o B - S e I L ..C.TG... A..A.G....
punceli 3 eeeeeeeses memeerens G oveini s J o
G.antep 1 reeseesess semesaam sty LG T e
Siirt 1 eeeessree sesssecnemrnmntnnny R o
Artvin 1 e e [c T S
paghestan? Al AL T e C.T. A..A.G
Mersin 1 - o B - Sl S L R C.TG A..B.G
Turkmenistan 1 I LLALLLLT C LT - A..A.G
Turkmenistan 2 I TR T e G T T A..A.G.. ..
paghestanl  seeceeerre e T v e ..GC.T.... ..C....C.G
C.hircus S5(B-ADb) ... ey [ o
C.hircus 4(B-ADb) .. et G vvvvvinne F N
C.hircus 3(B-BANn) . .aerecees meeereies [T T o
C.hircus 6(A~An) . .aeaeneee ey G oive i Covunn C RAvuiuinnnns
C.hircus 7 (B) - C T
C.hircus 8 (B)  caeesceses seasesess et [ ¢
C.hircus 1 (C)  aeaesenes seanaeene st U I S
C.ohircus 2 (C)  eeeeeaees peieaeres mennrint P o
C.falconerii 3 seseeecese e 2 o7 T
C.falconerii 1 e e TA., A v [l U T.
C.falconerii 2 aeeeeesene e A [o T T.

55




Van 2
Tunceli 2
Tunceli 1
Tunceli 4
Marsin 2
Marsin 3
K.Kanyon 1
Erzincan 1
Akseki
Akseki
Akseki
kksaki
van 1
aksaki 4
Tunceli 3
G.antep 1

Siirt 1

Artvin 1
Daghestan2
Mersin 1
Turkmenistan 1
Turkmenistan 2
Daghastanl
.hircus 5 (A-Ab)
.hircus 4 (A-Ab)
hircus 3 (A-An)
hircus 6 (A-An)
hircus 7 (B)
hircus 8 (B)

s 1 (C)
.hircus 2 (C)
.falconerii 3
.falconerii 1
.falconerii 2

=Nt in

anonan

aaaan

Van 2

Tuanceli 2
Tunceli 1
Tunceli 4
Marsin 2

Mersin 3
K.Kanyon 1
grzincan 1
Aksaki 5

Akseki 3

Akaseki 2

Akseki 1

Van 1

Akseki 4
Tunceli 3
G.antep 1

siirt 1

Artvin 1
Daghestan2
Maersin 1
Purkmenistan 1
Turkmenistan 2
pDaghestanl
C.hircus 5 (A-Ab)
.hircus 4 (A-Ab)
.hircus 3 (A~An)
.hircus 6(A-An)
Jhirecus 7 (B)
hircus 8 (B)
hircus 1 (C)
hircus 2 (C)
.falconerii 3
.falconerii 1
.falconerii 2

conoononnan

TCCAACATAA ACGTAATG-T ATGTACATTA CATTTITATGA TCTACTTICAC (Referans)

I <2 PO S R T
.......... A.G.C I D c S oS
B et e e e DR T
.......... A.G.C BC e eens v G T
.......... A.G.C CBC e eeee oG T
.......... A.G.C B e e e G =T
...................................... B e
G e e e e e AR e T
.......... TRALG.C.G. L BC. i seaeaeaeaG oLun .T.
.......... A.G.C BC. i eies veenee e BT
.......... A.G.C DB Tevnvea Gl T,
....................................... G i
.......... A.G.C LAC.. RURTRY B S
e et e e i e T
e e e e e I SN T
Gt e B e e e
G e e e e 7
.......... A.G.C Coeiiie eiiieaiG C
.......... A.G.C [ YN « SRR i
........... K:G.C AC.ivrne vrnea. BG . Cuiinn.
.......... A.G.C BC. . urns tene. . BB L.Ciiiinn
G B.G.Cove vurnn T, G T...G.
G e e e e e T
e e e e e T
e S O PP T
G e e e e e e T
[ D PP I .
S AP PR S
.......... R TTTITTTITT TG T T
.......... B P « SIS
.G...G B.GCuv v Goee teneneen G vinaas .
..G...G A.G.C By G e G v
.G...G AG.Covre vrnnnn Gove eneeean G vt
GTGT—~mm = mmmmmo e mm e s ammme S
B e e e AT
T P Pt SO
A...ACGTAC ATAACATCAA TGTAACAAAG ACATGATATG TATGTAGTAC
A...ACGTAC ATAACATCAA TGTAACAAAG ACATGATATG TGTGTAGTAC
A...ACGTAC ATAACAT.AA TGTAACAAAG ACATGACATG TGTGTAGTAC
G e e e e e
AC. .ACGTAC ATAACATCAR TGTAACAAAG ACATGACATG TGTGTAGTAC
AC. .ACGTAC ATAACATCAR TGTAACAAAG ACATGACATG TGTGTAGTAC
A...ACGTAC ATAACATCAA TGTARCARAG ACATGACATG TGTGTAGTAC
AC..ACGTAC ATAACATCAA TGTAACAAAG ACATGACATG TGTGTAGTAC
oAU S PN
Bttt e e e e eeeaaeeaan
A...GCGTAC ATAACATCARA TGTAACAAAG ACATGATATG TGTGTAATAC
B oG e e e e e e
[ TP
B e e e e e

56

(Refarans)



SR e

|

Van 2

Tunceli 2
Tunceli 1
Tunceli 4
Mersin 2

Mersin 3
K.Kanyon 1
Erzincan 1
Akseki 5

Akseki 3

Akseki 2

Akseki 1

vVan 1

Akseki 4
Tunceli 3
G.antap 1

Siirt 1

Artvin 1
Daghastan2
Marsin 1
Turkmenistan 1
Turkmenistan 2
Daghestanl
.hircus 5 (A-Ab)
.hircus 4 (A-Ab)
.hircus 3(A-An)
.hircus 6 (A-Bn)
hircus 7 (B)
hircus 8 (B)
hircus 1
.hircus 2
.falconerii 3
falconerii 1
.falconerii 2

aaan oonanan 8}

van 2
Tunceli 2
Tunceli 1
Tunceli 4
Marsin 2
Marsin 3
K.Kanyon 1
Erzincan 1
Aksaeki
Aksaeki
Akseki
Akseki
Van 1
Aksaki 4
Tunceli 3
G.antep 1

siirt 1

Artvin 1
Daghestan2
Marsin 1
Turkmenistan 1
Turkmenistan 2
Daghestanl
C.hircus 5 (A-ADb)
.hircus 4 (A-2Db)
.hircus 3 (A-An)
. hircus 6(A-An)
 hircus 7 (B)
.hircus 8 (B)
.hircus 1 (C)
.hircus 2 (C)
falconerii 3
.falconaerii 1
.falconerii 2

B RWw;m

aaanan aann

ATTAAATGAT
ATTABRATGAT
ATTAAATGAT

ATTARATGAT
ATTAAATGAT
ATTAAATGAT

TTCCCACATG
TTCCCGCATG
TCCCCGCATG

TCCCLGCATG
TCCCCGCATG
TCCCCGCATG

CATGTTAAGC
TATATTAAGC
CATATTAAGC

CATATTAAGC
CATATTAAGC
CATGTTAAGC

57

I 2 L T,
Guv v tnnee e P
............................ T.
.......... C.oovev .G LT LT
........ Co Cuvuvennn T CL
CGaeaaaee s T
.................... G.T.G.....
............................ T.
Givivnnnnn e P P
Govvvn vt I ST [ P
[C 2O S LT Gl
.................... G.T.G.....
G...vvvvt Lo B P
............................ T.
.................... G.T.G.....
F S R T.
T = T L T.
Gue vt v ins e P S
.......... N O €
it e, B
I S R S
G.vvven CG .GA....... To.Cel
T T T.
TR T.
T T.
T S T.
............................ T.
............................ T.
.................... G.T.G.....
.................... G.T.G.....
[ B GT.......
.......... Acvevienes Tooo T
Ga e ) GT..ovunn




Van 2 TTAAGCACGT ATATCAGTAT TAATGTAATA AAGACATAAT ATGTATATCG (Referans)

Tunceli 2 Lo B N G Go v
Tunceli 1 .o LCham B e R <
Tanceli 4 L. e s e G i e e T,
Mersin 2 = Liaiaaeaans B S TA..... G viiennaan
Mersin 3 i LCu = Bl e e TR e e s T.
K.Kanyon L ...... e WG LB e e PR C i C..
Brzincan 1 Lo e e Goo Guvvun Gy vivnenen T.
Akseki 5 e e cC e i e e G e e T.
Bkseki 3 L. - B N o e eeser aaeaeas CT.
Akseki 2 e Cuem B e i CcT
Akseki 1 e B S 1S S 2
van 1 e i e G.. Guovinnn Go vviivan T.
Akseki 4  eeeeaaenn o - G [P CT
Tunceli 3 Loiieee B B e e T.
G.antep 1 e i e L T.
Siirt 1 B & PRI [
Artvin 1 e D NI Go viiiie
Daghestan2 = ..o T T O [ 22 SN
Mersin 1 L ieaaeeen Cuov= B e TAB..... G, vviviaeas
Turkmenistan 1 ... O - G GG vvivce e
rurkmenistan 2 L. oo B O - N G GG, v
Daghestanl = ... LCLUTVAG L e G.. .G .. Ge viiieaea
C.hircus 5(A-Ab) ... e - I & JU Ge vwrnins T.
C.hircus 4(A-Ab) ..o P o G [ N T.
C.hircus 3(A~An) = ... aaaan G it e G G, o T.
C.hircus 6(A~An) = ... R G e e T.
C.Rizcus T (BY e iaareeasas eesae s seseaaaess sasaaen
C.hircus 8 (B) ..., L L L
C.hircus 1 (C) ST oS Goe 2Guvnmnnn ceaan i T
C.hircus 2 (C) . Bttt e B e e T.
C.faloconerii 3 .. iaas e D o Gew vivnnennn G tiiinnen
¢.falconerii 1 L. R [
C.falconerii 2  L..oiaoeens [ O N Guv wianae G i
Van 2 TACATTAAAC GATCTCCCAC ATGCATATAA GCATGTACAA TGITCCTATT (Referans)
Tunceli 2 e e aeeas R T.. ..C.T....C
Tunceli 1 i i e e o AC o
munceli 4 0000 e e b S T.. ..C.T....C
Mersin 2 e sae L P ALCL L.
Marsin 3 et e L ACO L
K.Kanyon 1 c.ieeaeaen P o I o ALC Lo
Brzincan 1 e iiseeie saenn S ACT. L.
akseki 5 0 e eseen T o/ T LC.T o
Akseki 3 0 e CT..C. vvivennn [ A.Coovvnn
Akseki 2 0 e [0 L Y TP A.C..ovnn
Akseki 1 aieecean BRI i o S o P I B
van 1 i e xaaan T.PC. v it iecn e e ALCT L.
Akseki 4 20000 i Lo W CTL W C s [ LAC
Tunceli 3 i e R T.. ..C.T....C
G.antep 1 = e e P ALCL L. c
Siirt 1 i i e 4 2 LG
Artvin 1 i e ) T,.. ....T....C
Daghestan2  ..a.eeaees e P o LACL L
Mersin 1 i i e L S S ALCo [0
Turkmenistan 10000 oo wa e L A LWL TUC
Turkmenistan 200000 i a i e b S L TL G
Daghestanl 00 Lo..ecaeen s N G LA . e
C.hircus 5(A-Ab) L .ii.eeiae e P T.. .A..T....C
C.hircus 4 (A-Ab) ..o e T T.. ....T....C
C.hircus 3(A~Bn) = Liiseeies craen S T.. ....T....C
C.ohircus 6(A-Bn) 0 e a e e L L.C.T. .. .C
C.hircus 7 (B)Y = ciieiiaens snaenann Co vininanees I O, LWCLTL
C.hircus 8 (B)Y e aaeaeans Co vine v RIS G LW CLTL
C.hircus 1 (C) = i aaean L AL C
C.hircus 2 (C} coiieiaaee aeaas L R o LACO L c
¢.falconerii 3 i s S U N o SO TG
C.falconerii 1 ...ceeaen T oo £ G .TC..ovun
C.falconerii 2 ... L U (A (U o S IR TG

58




i
i
|
1
|
P
i
|
{
I

aonRAnNnN000

Van 2
Tunceli 2
Tunceli 1
Tunceli 4
Mersin 2
Mersin 3
K.Kanyon 1
Erzincan 1
Akseki
Akseki
Akseki
Akseki
Van 1
Akseki
Tuncali 3
G.antep 1

8iirt 1

Artvin 1
Daghestan2
Mersin 1
Turkmenistan 1
Turkmenistan 2
Daghestanl
.hircus 5 (A-Ab)
.hircus 4 (A-Ab)
.hircus 3 (A-An)
.hircus 6(A-An)
.hircus 7 (B)
hircus B (B)
hircus 1 (C)
hircus 2 (C)
.falconerii 3
.falconerii 1
.falconerii 2

=N wa

>

van 2
Tuanceli 2
Tunceli 1
Tunceli 4
Marsin 2
Mersin 3
K.Kanyon 1
Erzincan 1
Aksaki
Akseki
Aksaki
Akseki
vVan 1
Akseki 4
Tunceli 3
G.antep 1

gSiirt 1

Artvin 1
Daghaestan2
Mersin 1
Turkmenistan 1
Turkmenistan 2
Daghastanl
C.hircus 5(A-Ab)
.hircus 4 (A-2Ab)
hircus 3 (A-An)
hircus 6(A-An)
hircus 7 (B)
hircus 8 (B)
.hircus 1 (C)
.hircus 2 (C)
.falconerii 3
.falconerii 1
.falconerii 2

N owin

cnn0000000

AGCAGTACAT AGTACATTICT ACTGCTATGTIC CGTACATAGC ACATAAAGTC (Refarans)

Ao

59

........ T. LULAT v
G...T...T. .7..C..ACT ....... LT
........ T. C..A.T .......G..
Givvennns C C..ACT ....... G..
[C I TC ....C..ACT ....... G.T
......... C .T..C..ACT ...... .0
Govvv it T. .T—....BC. ..voveenn
. T. ....C..A.T v G
.......... .T..C..ACT ......
.......... LPLLCLLACT Ll
G.vvevens C .T..C..ACT .i.ivuvenans
Gevvwnnn T. .T.v.n. BC: civivennnn
.......... T..C. . ACT .....cuuun
........ T. LL.CL..AT .......G..
G.C..... T Tovon. ACT ... v
Geveinnnnn To.o.o.. 2
................. AT .......G..
G...T...T. .T..C..BCT ......... T
........ T, .T..C..ACT .......G..
Govvvnnnnn To..as ACT . v T
Governvenn T..... ACT ... T
........ T. O i e e
........ T. LLCLLAT L. G
........ T. LLCLLALT L. .G
.......... LLCUUAT L. .GL
........ T. ..C.
[C T.
Govvwnnn T
G.C.......
G.C....... .
Govevenn T, Govvnvnnn b
GAR...... O O T
Govvnon T, Guivevunnn )



van 2 TCGACCATGC CGCCTGAAAC C-AGCAACCC GCTTGGCAGG GATCCCICTIT {Referans)
TURCELL 2 e aaeeereas crasaeaaae seesasases nesaes P P S
T T I T I N R e
Tunceli 4 B IR R
- T L
METSAn 3 e weaeeaaas haeaaaaaes aaeaesasaa aaaesanens peeassenis
K.KANYOR 1 seeeeaeees aeeschaaae saaaneseen werenansss mosnnne e
Brzincan 1 T s e i et eaaeae e s as e saxere e
Akseki 5 : T B
N T e R S I I T
P v - I I I I
Akseki 1 B 0 J o2 A

Van 1 .T .

Bkseki 4 e eeeeae e e e e
Tunceli 3 T U O L L I BRI I R
G.antep 1 B o T T L NI I

L T L I U

Artvin 1 JE O I e e e e
Daghestan2  c.eaeeeees seeesaesaa sasseaaes mesrancse Rrrnrnntes

Mersin 1 1P N
TUTKMEnLSEan 1 ci e eeaean nesasaaeas waseeneae cescarsase e
PUTKMENASEAN 2 e es saeaaaaaec seasaaaaae seneasercs cnstsy
Daghestanl  see.ceacen saasaseane seeasenins e A. i
 hircus 5(A-Ab) B O I
.hircus 4 (A~Ab) B P SRR IR
.hircus 3(A-An) P L
CRATEUS 6 (A=AII) e peasmeeara sesaeaaaes seersssens mrenesny

RAizeus T (BY e e e saaeasaee cewanaasa et
- ¢ N T I I I R
hircus 1 (C) F T O T T ‘ o
hircus 2 (C) B o L I SN
CFaleomerii 3000 e eeeest weaaaasses saaeseaana srner N
.falconerii 1 . 2 R I I

S Ty I T T R

OOC}OQQS}QQGG

Van 2 CTCGCTCCGE GCCCATTAAC TGTGGGGGTA GCTATTTAAT GAACTTTATC (Referans)
Punceli 20 e s [ L

munceli 1 s e [ R R

manceli 4 0 e ieaeas aa e [

Mersin 2 000 caaeseaeas wwaeraneen O [ AP

Mersin 3 0 e iseaan e Gt e enee e LT

K.Kanyon 1 ceieaeeens e Cim e i i iie e PIPE N -

Erzincan 1 a e iaaeaee seaaaen [T L

Akzeki
Akseki
Akseki
Akseki .
Van 1 aiseeeesa eeaenan (3 R
Akseki 4. e e e v iene tai e [
Punceli 3 e ireeen e [ I T
G.antep 1 aaeesaeaen e L R
Siirt 1 e e [ FE T &
Artvin 1 e e (o
Daghestan2  sseeseseee eascesen Lo I
Margin 1 e eesens s Covnnnennns F S - G
murkmenistan 100 e e i [P
Turkmenistan 2 0000 ceiea e s o
Daghestanl = . e G.T i NS SN [ R
Lhircus S5(A~AD) 0 i aeaeaee e e et e e e s
L hircus 4{B-AD) . e (o ISP
CRAreus 3 (A=BAN) 0 i eeeeeecnn beasaaesas saaessases nrenanct U
Lhircus 6(A~AN) 0 i veaasaaeen s e enies e e
Chircus 7T (B) 0 s seeae eaacaaaonn (oI
Chircus B (B) 0 caieaeeaan saeaacaen o A
Chircus 1 (C) e e e
Lhircus 2 (C) e e L I T R
L falconerii 3 e s (oI T
falconerii 1 = aaeiaiee caeneen 1 P P S
.falconerii 2 e eaeeee weneen Gt v s e L T

WL
o]
Oy
3

acaoonooa0onnn

60




van 2

Tunceli 2
Tunceli 1
Tunceli 4
Mersin 2
Mersin 3

Artvin 1
Daghestan2
Mersin 1
Turkmenistan 1
Turkmenistan 2
Daghestanl
.hircus 5 (A-Ab)
.hircus 4{A-Ab)
.hircus 3 (A-An)
.hircus 6 (A-An)
.hircus 7 (B)
.hircus 8 (B)
.hircus 1 (C)

. hircus 2 (C)
.falconerii 3
.falconerii 1
.falconerii 2

neQaNAQOOO0N

AG-ACATCTG (Referans)

61




EK. B

Calismada Kullanilan Mikrosatelit Lokuslar1 Hakkinda Bilgiler

isim - Genbank Accession # - Tekrar dizilimi — Tekrar bdl esi (iki ucu dahil) - Krom. #

Asil dizilimler 5' — 3' yoniinde, karsilik gelen dizilim ise 3' — 5' yoniinde verilmigtir. Kaln
yazilmig dizilim pargas: tekrar bolgesidir. Alti gizili italik ile yazilmig dizilim parcalari
PCR’de kullanilan ileri ve geri primerlerdir.

OarFCB226-1.20006-4C-(64-91)-2 (Ovis aries)

1| eteagtccca tagageataa gelcaaagag aaacgtgaaa agacacatat taatcaaatc
61 taaacacaca cacacacaca cacacacaca cagataaata ttaaaageag gaagggaaag
121 gcaacatata g

Karsilik gelen dizilim (ters yonde):41-68

1 ctatatgtte ceittecctt cetgetttta atatttatet gtgtgtgtgt gtgtgtgtot

61 gigtgtgttt agatitgatt aatatgtgtc ttttcacgtt tetettigag cttatgetet
121 atgggactca ¢

OarCP20-U15695-TG-(26-53)-21 (Ovis aries)

1 eocatticat ggetttagca ggggctgtgt gtgtgtgtgt gtgtgtgtgt gtgcegtttc
61 ctcctccagg ggate

Karsilik gelen dizilim (ters yonde).:23-50
1 gatccectgg aggaggaaac ggeacacaca cacacacaca cacacacaca gececotgeta
61 aagccatgaa atgec

OarFCB128-L01532-GT-(51-94)-2 (Ovis aries)

1 attaaagcat ctictctiia fttccteget ttgttcttat gactnactge gtgtgtgtgt

61 gtgcgtgtgt gtatatgtat gtgtgtatat gtgtgcagea tgtatgtett agttgetcag
121 ctg

Karsilik gelen dizilim (ters yonde) :29-73
1 cagetgagea actaagacat acatge(t)gea cacacacaca cacacacaca cacacacacg

61 cacacacaca cacgcagtna gtcataagaa caaagegageg aaataaagag aagatgcttt
121 aat

MAF214-M88160-GT-(26-138)-16 (Ovis aries)

1 gatgcaggag atcigaggced gggacgtgte tgtgtgtgtg tgtgtgealg cagtgtgtgt
61 gtgtgtgcar geagtgtgtg tgcgegtgea tgeagtgtgt gtgealtiig tgtgtgtgca
121 rrgtgtet gtgtgtgtec ttgegtgegt geattitttt ctcctecaaa acctecctaa

181 gatcaccc
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Karsilik gelen dizilim (ters yonde):51-163

1 gggtgatctt agggaggitt tggaggagaa aaaaatgeac geacgeaage acacacacac
61 acacaaaatg cacacacaca gaatgcacac acactgeatg cacgegeaca cacactgcat
121 gcacacacac acacactgca tgcacacaca cacacacaca cacgtecctg cctcagatet
181 cctgcatt

QarAE119-1.11050-4C~(66-103)-19 (Ovis aries)

1 #ratagtg aggigaccac ftgatgtata tgatggtign tttgtctatg agactgtaga
61 cttctacaca cacacacaca cacacacaca cacacacaca cacgceataca cacgeataca
121 cacactcaat aagagacatc aagttcctaa agaaaggtge ccaggaacca tttgetgag

Karsilik gelen dizilim (ters yonde):77-114

1 cteagcaaat gettectggg caccttictt taggaacttg atgtetctta ttgagtgtgt
61 gtatgegtgt glatgegtgt gtatgtgtgt gtgtgtgtat gtgtgtgtgt gtgtagaagt
121 ctacagtctc atagacaaan caaccatcat atacatcaag tggtcaccte actataaaa

BM415-G18413-GT?-(2-1*-6 (Bos taurus)

1 tggctacagc ccrictgglt tgeatgtgtc cgtgtgtgfg tgtgtgtatg tgtgtgtgte
61 tgtgtgtgtt tgtttggett gaagatgica gcaagtactg atgattagag ttettgetgt
121 tggtgattag ctctctaa

Karsilik gelen dizilim (ters yonde):

1 ttagagagct agatcaccaac agcaagaact ctaatcatca gtacttgctg acatcttcaa

61 gccaaacaaa cacacacaca cacacacaca cacacacaca cacacacgga cacatgcaaa
121 ccagaagggc tgtageca

*Inek STS bolgesi: 3-133

ILSTS011-1.23485-TC ve/ veya CA?-(121-160)-14 (Bos taurus)

1 agtgettget acatggaaag tgetcagiga aaaggggatt gaggttgaaa taattgattg

61 attataggtt nnNANNNNNN NHNANNNNNN HNNNNNNNNN NNANANNNNA NINNNNARND
121 tetetetete tetetfatea cacacacaca cacacacaca aanntgatga attttatgac

181 ntcatgttge tgnnnacttt ttggtaggge tetgeatttt agageactaa atca

Kargilik gelen dizilim (ters yonde):

1 tgatttagtg ctctaaaatg cagageccta ccaaaaagin nncageaaca tgangtcata

61 aaattcatca nntttgtgtg tgtgtgtgte tgtgtgataa gagagagaga gagannnnmnn

121 nnnnnnnnnn NONNNANANN NNNNNNNNNN DNAANONNNN nnnnaaccta taatcaatca
181 attatttcaa cctcaatcce cttttcactg ageactttce atgtageaag cact
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SRCRSP3-1.22195-GT veya TG-?-10 (Capra hircus)

1 gatcggtacc cggggatctg tictatgaac tgatgtgtet gtotgtatat gtgtgtotat

61 gtgtgtgtgt gtttgtgtat gagtgtgcat gcacaaaggt ggttetttgg acattcagec
121 agctaatcag gtaactggta tttccaacat ggaacataat gtctggeatg cagatacagt

181 taacatg

Karsilik gelen dizilim (ters yonde):

1  catgttaact gtatctgcat gccagacatt atgttccatg ttggaaatac cagttaccrg

61 attagctgge tgaatgicca aagaaccacc tttgtgeatg cacactcaca cacaaacaca
121 cacacacaca cacacacata tacacacaca cacatcagtt catagaacag atcccecgggt
181 accgatc

SRCRSP8-1.22200-T7G-(183-222)-2 (Capra hircus)

1 gtetettegg ctgeagaaga gacaggigeg gictggtict gatttcactg gtcttaattt

61 cttatctgac ctggtagtca atcaagggcea tgggagaaag agaacaagag agagagagag
121 aggtgggteg gaaaagggag ctgggeactc tgagetgaag ggggaggggt cteegtggga
181 cctgtgtgtg tgtgtgtotg totgtgtgte tgtgtgtgte tgagetaage atcgactttc

241 tcatgcagga ctggcagect geetgteatt cegeacttet gtgtgtacac getgectgtg

301 caaatgattc gagtgttaca attctcttca getetgtaga t

Karsilik gelen dizilim (ters yonde):

1 atctacagag ctgaagagaa ttgtaacact cgaatcattt gcacaggcag cgtgtacaca

61 cagaagtgcg gaatgacagg caggcetgeca g*fectgeatg agaaagtega tgcttagete
121 acacacacac acacacacac acacacacac acacacacag gtcccacgga gaccecteee
181 ccttcagete agagtgecca getecctttt cccacceace tetetetete tetettgtte

241 tctttcteee atgeccttga ttgactacca ggtcagataa gaaattaaga ccagtgaaat

301 cagaaccaga ccgcacctgt ctettctgea gcecgaagaga ¢

*gittet kuyrugu PCR ¢aligmasi igin 3’ ucuna fazladan eklenmistir.
ADCYAPI1-

Ileri primer dizilimi: cca gac gee gac ttc gee gag g
Geri primer dizilimi: gcc tga agt cca ctg aga aga aag gag
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8- Ozet (Abstract) :

Anadolu yaban koyununun (Ovis gmelinii anatolica) giiniimiizde ya ayan tek
toplumu, Konya-Bozda Yaban Koyunu Koruma stasyonun’da bulunmaktad r. Koruma
¢al malarnnbalad 1966 y 1 nda 35-50 olarak tahmin edilen sahadaki toplam yaban
koyunu say s bugiin 1400 civar nda olup tamam na yak n tel ile cevrili alan icerisinde
bulunmaktad r. Bu ¢al mada, Anadolu yaban koyunun toplum geneti i ¢cal Im olup, elde
edilen bilgilerin, yap Imakta olan koruma ¢al mlar na yapaca katk lar ele al nm tr.

Cal lan on mikrosatelit lokusunda: lokus ba na dii en ortalama alel say s (4) 2.5
olarak bulunmu tur. Bu de er bir mikrosatelit lokusu icin ¢ok dii iiktiir ve di er ‘sa 1 kI’
Ovis toplumlar nda 4 de erinin 4 ile 8 aras nda de i ti i goriilmii tiir. Beklenen
heterozigotluk seviyesi 0.33 ve gozlenen heterozigotluk 0.31 olarak saptan rken bu de er
yine di er Ovis toplumlar nda 0.50 ile 0.85 aras nda de i mektedir. Bu sonuglar Konya-
Bozda toplumunun genetik ¢e itlili inin ¢ok dii ik oldu unu géstermektedir. Bunun
nedenleri aras nda toplumun demografik bir darbo azdan (bottleneck) gecmi oldu u
varsay m test edilmi , ancak testler yak n tarihte olmu olan bir darbo az n sinyalini
vermemi tir.

Yaban kegileri (Capra aegagrus) Turkiyede geni bir yay 1 ma sahiptir. Bu
¢al mada, miidahalesiz DNA o6rneklemesi yontemi kullan larak yaban kegilerinden d k ve
doku Ornekleri toplanm t r. MtDNA D-halkas dizilimleri iizerine yap lan filogenetik
ara t rmalar, Turkiye’deki yaban ke¢isi toplumlar n n birbirleri ve evcil keciler aras ndaki
farkl lIa man n tayininde kullan Im tr.

Bulgular, dizilimlerdeki 75 baz ¢iftlik bir farktan dolayr Tiirkiye’deki dogu ve bati
toplumlar arasinda belirgin bir farklilasma oldugunu gostermektedir. Filogenetik analizlerde,
biitin domestik soylarm dogu toplumlariyla gruplandiklarn gériilmektedir. Bu bulgu,
Tirkiye’nin dogusunda olasi bir evcillesme merkezi oldugunu gostermektedir. Aym olasilik
yaban ve evcil kegi toplumlari arasindaki ve iglerindeki niikleotid farklarinda da ortaya
¢ikmaktadir. Bu sonuglar dogrultusunda, yaban kegilerinin Tiirkiye’nin hem dogu hem de
batisindaki toplumlari 2 ayr1 ESU (Evrimsel A¢idan Anlaml Birim) olarak tanimlanmalidir.

Abstract:
Anatolian mouflon, Ovis gmelinii anatolica has presently one surviving population in




Konya-Bozdag Mouflon Breeding Station and Wildlife Protection Area. Since its crash in
numbers around 1950’ies, certain conservation actions took place. A 45000 ha Area in
Konya-Bozdag was declared as a protection area in 1966 and later on in 1989 and 1996 a
3500 ha portion of it was circumscribed by an electroshocked fence.

The genetic diversity of Anatolian mouflon was studied using 10 microsatellite loci.
The results supported the hypothesis that Anatolian mouflon has a very low level of genetic
diversity due to a bottleneck. Although, the sign of a recent and severe bottleneck could not
be found in the bottleneck tests, it was concluded that the bottleneck did occurred but could
not be detected because of its uncharacteristic structure. Mean number of alleles per locus
(4) was found to be 2.5 and expected and observed heterozygosities was found to be 0.33
and 0.31, respectively. The results revealed parallel outcomes with prior expectations. The
population was found to contain very little genetic variation which is attributable to a
possible bottleneck it suffered around 1950’ies, when the size of the population was at its
minimum, around 35-50.

Wild goats (Capra aegagrus) have widespread distribution in Turkey. In this study,
noninvasive sampling is carried out to collect fecal, tissue and horn samples from wild
goats. The phylogenetic analysis on mtDNA D-loop sequencing is used to reveal the
differentiation of wild goat populations within Turkey, and their differentiation from the
domestic goats.

The findings suggested that; there is a clear differentiation between eastern and
western wild goat populations in Turkey due to the 75 base pairs difference in the
sequences. In the phylogenetic analysis all of the domestic lincages grouped with eastern
populations, which indicate a possible domestication that took place in eastern Turkey. The
same possibility was also revealed by the nucleotide differences between and within the
populations of wild and domestic goats. According to these results, both the eastern and
western Turkey populations of wild goats can be considered as two separate ESU’s
(Evolutionary Significant Unit).
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