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Ozet

Bu calismanin amaci, Kangal Akkaraman Koyunu islah projesi kapsaminda, populasyon seviyesinde genetik cesitliligin tespiti ve
DNA seviyesinde ebeveyn tayininin olasiliginin arastirimasidir. Pilot bir calisma olarak, kapali ve kan yakinligi degerlerinin ylksek
oldugu tahmin edilen iki Kangal Akkaraman Koyunu siristinde damizlik olarak kullanilan toplam 13 kogtan kan ornekleri alinmistir.
Toplam 20 mikrosatellit lokusu kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile spesifik genom bdlgeleri cogaltiimistir. PZR driinleri
kapiller elekroforez ile ayristirilarak allel ve genotipleri belirlenmistir. Toplam 99 farkli allelin gézlendigi bu ¢alismada, allel sayilari farkl
lokuslar icin 1 ile 8 arasinda degismektedir. Gozlenen heterezigotluk (Ho), beklenen heterezigotluk (He) ve polimorfizm bilgi icerigi
(PIC) degerlerinin sirasiyla 0.000 - 0.923, 0.000 - 0.871 ve 0.000 - 0.818 arasinda degistigi gozlenmistir. Kullanilan 20 lokus ile toplam
Diglama Guicl (DG) degeri 0.999975 olarak bulunmustur. Enformatif 12 lokusun kullanilmasi ile olusturulacak DNA test panelinin
toplam DG degerinin 0.999828 olacagi ve bu panelin Kangal Akkaraman koyun suriilerinin ebeveyn tayini calismalarinda basariyla

kullanilabilecegi kanisina variimistir.

Anahtar sozciikler: Genetik cesitlilik, Ebeveyn tayini, Kangal Akkaraman koyunu, Mikrosatellit

Investigation of Genetic Diversity and Paternity in
Kangal White Karaman Rams Using Microsatellite Markers

Summary

The objectives of this study were to estimate genetic diversity and test possibility of conducting paternity testing at the DNA level
as part of a breeding project of Kangal White Karaman sheep. As a pilot study, blood samples were collected from 13 rams that were
used for breeding purposes in two different flocks in which level of inbreeding is proposed to be high. A total of 20 microsatellite
markers were used to amplify genomic DNA by polymerase chain reaction (PCR). The resulting PCR products were separated by
capillary electrophoresis and allele genotypes were determined. A total of 99 different alleles were determined ranging from 1 to 8 at
each locus. The observed (Ho) and expected heterozygosities (He) values were ranged from 0.000 to 0.923 and from 0.000 to 0.871,
respectively. Polymorphism information content (PIC) values were between 0.000 and 0.818. Total power of exclusion (PE) value was
calculated as 0.999975 for twenty loci. Our results suggested that a panel, including the most informative twelve loci provides a total
PE value of 0.999828, can be useful for parentage testing in Kangal White Karaman sheep.
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GiRiS

Turkiye'de yerli koyunlarin yapadi, et ve sit verimini
artirmak amaciyla kaltr irklari ile farkl melezleme ¢alisma-
lari yapilmistir. Ancak, gelistirilen yeni koyun tipleri yeterin-
ce yayginlastirlamadigi gibi bazilari da tamamen yok olmus-
tur. Diger taraftan, bolgenin sartlarina uyum saglamis, daya-
nikl ve kanaatkar olan bazi yerli koyun genetik kaynaklari
yeterince ilgi gosterilmedigi icin yok olma tehlikesi ile karsi
karsiya kalmiglardir. Bu problemin ¢6ziimii amaciyla cesitli
adimlar atilmis olup, 2005 yilinda Gida, Tarim ve Hayvanci-
lik Bakanligi tarafindan ilk olarak 11 farkl koyun irkinda halk
elinde koyun islah projeleri Turkiye’'nin degisik bolgelerinde
uygulamaya konulmustur.

Kangal Akkaraman koyunu, Orta Anadolu’nun yaygin
(otokton) irki olan Akkaraman irkinin en iri tipi olup yogun
olarak Sivas ve Malatya illerinde yetistirilmektedir. Halk elin-
de 1slah projesi kapsaminda, bu genotipin verim diizeyleri-
nin yetistirici kosullarinda tespiti ve artirilmasi amaglanmak-
tadir. Proje kapsaminda; Kangal Akkaraman koyunlarinin
canliagirlik ve viicut dlculeri ', yapagi ? ve st verim ozellik-
leri 3 ile kuzularin canli agirhk artiglar 4 incelenmistir.

Sigir, koyun ve keci stiriilerinde uygulanan sifat yontem-
leri ve 6zellikle suni tohumlamanin kullanilmasi nedeniyle
ancak sinirli sayida erkek hayvan damizlik olarak kullanilmak-
tadir. Dolayisiyla, damizlik olarak kullanilan erkek hayvan-
larin se¢ciminin genetik ilerlemede kritik Gnemi bulunmak-
tadir. Bu amacla kullanilan projeni ve pedigri analizlerinin
temelini, damizlik hayvanlarin akrabalarina ait verim per-
formanslarinin kullaniimasi olusturmaktadir. Dolayisiyla, bir
striide bulunan hayvanlar arasindaki genetik iliskinin bilin-
mesi ve dogru kimliklendirmenin yapilmasinin 6nemi biylk-
tdr. Yanlis genetik iliskinin tespit edilmesi kalitim derecesi,
damizlik degeri gibi parametrelerin yanlis hesaplanmasina
neden olmaktadir. Ornegin, Geldermann ve ark.’ hatali ebe-
veyn tayininin kalitim derecelerinin hesaplanmasindaki etki-
lerini arastirmis ve %15 oraninda hatanin bir karakterin
kalitim derecesinin (h=0.5) %8.7, baska bir karakterin (h=0.2)
kalitim derecesinin ise %16.9 oraninda normalden distk
hesaplanmasina neden oldugu bildirilmistir.

Numaralandirma, kimlik ve verimle ilgili kayitlarin biyuk
bir 6zenle tutuldugu Ulkelerde dahi hatali kimlik ve ebeveyn
tespit (misidentification) orani oldukca yiksektir. Ornegin,
Almanya (%4-23), Danimarka (%5-15), Sovyetler Birligi (%8-
30), irlanda (%8-10), ingiltere (%1.3) ve israil'de (%2.9-5.2)
bu degerlerin kiigimsenmeyecek oranlarda oldugu tahmin
edilmektedir >%.

Koyunlarin kimliklendirme calismalarinda kan gruplari
ve protein polimorfizmi kullaniimistir °. Ancak, daha etkin
ve ekonomik olmalari nedeniyle populasyon genetigi calis-
malarinda mikrosatellit DNA belirtecleri '° yaygin olarak
tercih edilmektedir. Mikrosatellitler kullanilarak farkl koyun
irklari ve populasyonlarinda ebeveyn tayini ve genetik cesitli-

gin arastirilmasi ¢alismalari icin paneller olusturulmustur '''5.

Bu pilot calismanin amaci, kapali ve kan yakinliginin
nispeten yuksek oldugu dusunilen iki Kangal Akkaraman
koyunu siiriisiinde genetik cesitliligin seviyesi ile ebeveyn
tayini calismalarinda kullanilabilecek bir mikrosatellit test
panelinin etkinliginin arastinimasidir.

MATERYAL ve METOT

Islah projesi kapsaminda halk elinde yetistirilen iki farkli
Kangal Akkaraman siirlistine ait 13 kogtan kan 6rnegi alin-
mistir. DNA izolasyonu standart fenol/kloroform yéntemi '
kullanilarak yapilmistir. DNA kalitesi 260/280 nm UV'de kont-
rol edilmistir.

Mikrosatellit belirtecleri ISAG ve FAO MoDAD tarafindan
tavsiye edilen listeden ' secilmistir. Polimeraz Zincir Reaksi-
yonu (PZR), kapiller elektroforez ve fragman analizi daha 6nce
aciklanmistir '8, Kisaca, PZR protokolii toplam 15 pl hacimde;
1x Mg** free PCR buffer (Fermentas, Vilnius, Litvanya), 200
mM dNTP (Fermentas, Vilnius, Litvanya), 1.5 mM MgCl*, 0.375
Unite Taq polimeraz (Fermentas, Vilnius, Litvanya), 2-15 pM
her bir primer cifti (Tablo 1) ve 50 ng DNA template olacak
sekilde hazirlanmistir. iki asamal Touchdown PZR " profi-

Tablo 1. Calismada kullanilan mikrosatellit lokuslari
Table 1. Microsatellite loci used in the study

Primer dizisi (5'->3’)

No | Lokus -

lleri Geri
1 |BM1824 | gagcaaggtgtttttccaatc cattctccaactgcttccttg
2 |BM2113 | gctgccttctaccaaataccce cttagacaacaggggtttgg
3 |INRA023 | gagtagagctacaagataaacttc |taactacagggtgttagatgaactca
4 | ETH10 gttcaggactggccctgctaaca cctccageccactttctcttcte
5 |ETH225 | gatcaccttgccactatttcct acatgacagccagctgctact
6 |SPS115 |aaagtgacacaacagcttctccag |aacgagtgtcctagtttggctgtg
7 |TGLA53 | gctttcagaaatagtttgcattca atcttcacatgatattacagcaga
8 |TGLA227 | cgaattccaaatctgttaatttgct acagacagaaactcaatgaaagca
9 |ETH3 gaacctgcctctcctgcattgg actctgcctgtggccaagtagg
10 | TGLA126 | ctaatttagaatgagagaggcttct | ttggtctctattctctgaatattcc
11 | TGLA122 | ccctectccaggtaaatcage aatcacatggcaaataagtacatac
12 |SPS113 | cctccacacaggcttctctgactt cctaacttgcttgagttattgccc
13 | DRB1 atggtgcagcagcaaggtgagca | gggactcagtctctctatctctttg
14 | CRSD247 | ggacttgccagaactctgcaat cactgtggtttgtattagtcagg
15 | MAF70 cacggagtcacaaagagtcagacc | gcaggactctacggggcectttge
16 | ILSTS87 | agcagacatgatgactcagc ctgcctcttttcttgagag
17 | p19 aacaccatcaaacagtaagag catagtaacagatcttcctaca
18 | MCM527 | gtccattgcctcaaatcaattc aaaccacttgactactccccaa
19 | BM6444 | ctctgggtacaacactgagtcc tagagagtttccctgtccatcc
20 | TCRVB6 | gagtcctcagcaagcaggtc ccaggaattggatcacacct
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linde, 95°C'de 4 dak. denattirasyon sonrasi I. asamada 16
dongu icin 94°C'de 30 saniye, 60°C'den baslayarak her bir

Tablo 2. Genel populasyon parametreleri
Table 2. General population parameters

dongude 0.5°Cdusirilen ve 30 sn siiren annealing ve 72°C’ — Na | Ho | He | PIC DG-1 DG2 | HWE
de 30 sn elongation saglanmistir. Il. asamada 25 dongi
94°C'de 30 sn, 52°C'de 30 sn ve 72°C'de 30 sn uygulanmistir. ETH10 1 ]0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 0.000 -
Adenilizasyon icin 72°C'de 10 dak. tutulmustur. PZR Griiniu TGLA227 | 1 |0.000 | 0.000 | 0.000| 0.000 0.000 _
(0.5 pl), Hi-Di-formamide (25 pl) ve S-400 DNA size standart = 2 0231 0508 | 0369 | 0119 0185 | ns
ile Beckman Coulter CEQ-8000 Genetik Analiz Sistemine i - i - :
yiklenerek FRAG-3 yontemi ile kapiller elektroforez islemi SPS113 3 | 02310218 | 0.198 | 0022 0.106 | ns
uygulanmis, FragTest programi ile allel genotipleri belir- DRB1 3 0077 | 0428 | 0353 | 0085 0.192 %
lenmistir. BMS1824 | 4 |0.692 | 0637 | 0552 | 0.198 0352 | ns
istatistiki analizlerde toplam allel sayisi, gézlenen hetere- TGLA126 | 4 |0333| 0562 | 0481 | 0.151 0.295 *
zigotluk (Ho), beklenen heterezigotluk (He), Hardy-Weinberg e || o lass | aes lacr | aae e || e
Dengesine (HWE) uygunluk, polimorfizm bilgi icerigi (PIC) 2° ' . . . '
ve dislama giicii (DG) 2' parametreleri her bir lokus icin BMS2113 | 5 |0.833] 0779 | 0707 | 0342 0521 | ns
CERVUS v2.0 paket programi 2 kullanilarak hesaplanmistir. ETH225 5 [0.231| 0631 | 0.545 | 0.200 0351 | ***
TGLA122 | 5 |0.385| 0514 | 0468 | 0.136 0.301 ns
BULGULAR MAF70 5 |0.231| 0557 |0.503| 0.160 0328 | **
. - SPS115 6 |0.308| 0.769 | 0.697 | 0.333 0.509 @
Genel populasyon parametreleri Tablo 2'de 6zetlenmistir.
Yirmi mikrosatellit lokusu kullanilarak yapilan bu pilot calis- | ILSTS87 | 6 | 0692 | 0879 10720 | 0361 0542 | ns
mada ortalama allel sayisi 4.95 olup toplam 99 farkli allel p19 6 | 0833|0710 | 0643 | 0279 0459 | ns
tespit edilmistir. En fazla allel sayisi (8) TGLA53, MCM527, weeE | 7 lesn] ook loss ] azae el
BM6444 ve TCRVB6 lokuslarinda gozlenmistir. ETH10 ve :
TGLA227 lokuslarinin monomorfik olduklari tespit edilmistir. Helknes 9| uens | B | Gas | e tea | e
MCM527 | 8 |0.615| 0871 | 0.818 | 0.509 0.679 2
ETH10 ve TGLA227 lokuslarinda tek allel gézlendigi icin
Ho, He ve PIC degerleri hesaplanamamistir. En yliksek Ho ER N I il IO S e
(0.923), He (0.879) ve PIC (0.818) degerleri sirasiyla TGLAS3, TCRVB6 8 |0692| 0.825 | 0.765 | 0.426 0.603 ns
ILST87V§ MCM527 lokuslarinda gt')zlenmi§tir.Hardy-er.in'berg Ortalama | 4.95 | 0461 | 0.608 | 0535 | 0240 0.381 )
Dengesi'nden (HWE) olasi sapmalarin test edilmesiicin X2 m— % 0997217 10999975
istatistiginden yararlanilmistir. incelenen lokuslarin genel cll : : : : : :
olarak HWE'de olduklari ancak 6zellikle ETH225 ve BM6444 | ns=P>0.05, % P<0.05, **P<0.01, *** P<0.001
| - 2 O - . = o & B E F = 0 @ 5 w0 W0
1150 sB 3 eBE: 3888883558 5
1050 - Be 32 3522882883833 ¢832 3
= 0.950 4 gd '-'-Ugmmmwh(ﬂap‘:%;hht
= o e R 85 E 3k 83588 o N
L o 2 o B2 8 © § F a3 alkx koo
© oss0 = ‘oc R IR R B REF 22 808 8 @
25/ s ERE 3835233285038 S
= B s 2@ o °©
e 0.750 1 5 o o
060" * 8o = ¢ "DG
g & —a—DG2
0550 1 *m °
4B
Lan]
0.450 T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
& & B § 00 A ,& P o *9'@ KPSy \399’} &
?.
JTEOFTE VLT @&&@ Y& T CC
Lokus

Sekil 1. Lokuslarin enformatif degerlerine gére MCM527 belirtecinden baslayarak sisteme sirasiyla bir lokus eklenmesi ile

hesaplanan dislama gticti degerleri

Fig 1. Calculated powers of exclusion obtained by stepwise inclusion of informative loci in the system beginning from

MCM527 marker
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lokuslarinin 6nemli oranda (P<0.001) HWE'den saptiklar g6z-
lenmistir.

TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, sigir 2* ve kegi > calismalarina ait mikro-
satellit belirtecleri Kangal Akkaraman koyununda kullanil-
mistir. Tum belirtegler ISAG ve FAO MoDAD tarafindan tav-
siye edilen listede ' bulunmaktadir. TGLA227,ILST87 ve p19
harig, bu ¢alismada kullanilan tiim lokuslar diger ¢alisma-
larda ""*17.25 kullanilmig veya ArkDB koyun veri tabaninda
(http://www.thearkdb.org/) varhigi hakkinda bilgi bulun-
maktadir. Karsilastirmali genom calismalari, filogenetik
olarak birbirine yakin olan tiirlerin DNA belirteglerinin ortak
olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur. Sigir mikro-
satellitlerinin %70'nin koyunda PZR ile ylikseltgenebildigi
ve ~%60'nin enformatif oldugu bilinmektedir 2¢#. Bu ¢alis-
mada kullanilan tiim sigir ve keci mikrosatellit lokuslari (%100)
koyun DNA'si kullanilarak basariyla yiikseltgenmis ve bekle-
nen allel pikleri gozlenmistir. Kangal Akkaraman Koyunu
strtlerinde iki lokus'un (%10) monomorfik oldugu gozlen-
mistir (Tablo 2). ETH10 lokusu bu ¢alismada monomorfik
olmasina ragmen diger koyun kimliklendirme calismalarin-
da "*% kullanilmistir. TGLA227 lokusu hakkinda ArkDB Koyun
Veri tabaninda bilgi bulunmamaktadir. Gozlenen yiiksek poli-
morfizm degerleri (Na, Ho ve He), ILST87 ve p19 lokuslarinin
koyun genomunda polimorfik oldugunu ve genetik calisma-
larda kullanilabilecegini gostermektedir. Monomorfik lokus-
larin varligi ve bazi lokuslarda gozlenen nispeten diisiik poli-
morfizm degerleri sinirli sayida 6rnegin kullanilmasindan,
ornekleme yapilan sirilerin 6zelliliginden veya null allel-
lerin varhdindan kaynaklanmis olabilecegi distnilmek-
tedir.

Ebeveyn testlerinde, bir populasyonda bulunan rastgele
bir bireyin potansiyel ebeveyn olasiliginin dislanmasi ve
testlerin glivenirliginin tespitinde istatistiksel olarak dislama
glict (DG) kullanilmaktadir 2. Koyunun ekonomik degeri ile
kiyaslandigi zaman, ebeveyn tayini analizlerinin maliyeti
yuksektir. Genotipleme analizlerinin maliyet ve is glicliniin
azaltilmasinda farkli yaklasimlar kullanilmaktadir. ilki, mim-
kiin olan en az sayida belirte¢/multipleks ile en ylksek DG
degerlerinin elde edilmesidir. Digeriise, stiriide yalnizca kog
ve kuzularin genotiplendirilmesi ancak analarin kullaniima-
masidir (DG-1). Bu durum ancak yeterli sayida ve enformatif
degeri yuksek belirteg ile olusturulan bir panel kullanimi ile
mimkuindir. Genetik olarak kapali siiriilerde, populasyona
0zgl panellerin gelistirilmesi, genotiplemenin daha ekono-
mik ve pratik yapilmasina olanak saglayacaktir. Sunulan bu
pilot calisma, Kangal Akkaraman koyunu siirtlerinde 12
lokusun kullaniimasi ile etkin dislama gliciinlin (DG-1 ve
DG-2) saglanabilecegini gostermektedir. Multipleks optimi-
zasyon ile ekonomik panel sistemlerinin olusturulmasi mim-
kinddr 8.

Bu calismada sinirli sayida 6rnek kullaniimis olup, bu
deger kabul edilebilir populasyon genomigi calismalarinin

(n>30) altinda kalmaktadir. Serbest sifat yonteminin yaygin
olarak kullaniimasi ve koglarin siirQi tizerine etkilerinin daha
fazla olacagi dusuincesiyle yalnizca koglardan 6rnekleme
yapilmistir. Ancak, kapali bir sirtide, genel populasyon
parametrelerinin 6zellikle 12 belirteci iceren sistemde orta-
yuksek oldugu goézlenmistir. Botstein ve ark.2' PIC>0.500
degerinin yeterli oranda enformatif oldugunu bildirmek-
tedir. Bu calismada kullanilan belirteclerin genel olarak bu
kritere uydugu ve sinirl da olsa populasyonu temsil ede-
bilecegi gozlenmistir. Bu durum, benzer calismalarda da
gbézlenmistir #%. Ornegin, Pakistan'in Afshari koyunlarinda
18 mikrosatellit kullanilarak yapilan bir calismada, Qanbari
ve ark.?? 100 koyun kullanilmis, MCMA26 lokusu monomorfik
olarak tespit edilmistir. Toplam 102 farkl allel tespit edilmis
olup, Na ile ortalama Ho, He, PIC ve DG-2 degerleri sirasiyla
6, 0.740, 0.720, 0.670 ve 0.680 bulunmustur. Toplam DG-2
degeri ise 0,0998 olarak hesaplanmistir. Glowatzki-Mullis ve
ark.” 17 mikrosatellit iceren bir panel ile Cameroon Koyunun-
da toplam DG degerini 0.986 olarak bildirmislerdir. iranin
Ghazel koyunlarinda ise 7 mikrosatellit lokusu ile DG degeri
0.870, Na, Ho ve PIC degerleri sirasiyla 3.71,0.430 ve 0.500
olarak tespit edilmistir ™.

Bu pilot calismanin sonuclari, incelenen Kangal Akkara-
man koyunu strilerinde 12 mikrosatellit lokusu kullanila-
rak yalnizca kog ve kuzularin genotiplendirilmesiile basarili
ebeveyn tayini calismalarinin yapilabilecegini gostermek-
tedir. Populasyona 6zel multipleks panel sistemlerinin gelis-
tirilmesi ile etkin ve ekonomik ebeveyn analizlerinin yapila-
bilecegi kanaatine variimistir.
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