Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 11(1): 35-42, 2023

DOI: https://doi.org/10.24925/turjaf.v11i1.35-42.5425

i/
P

Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology

Available online, ISSN: 2148-127X | www.agrifoodscience.com | Turkish Science and Technology Publishing (TURSTEP)

MtDNA D-loop Sequence Analysis of Some Anatolian Native Cattle Breeds:
Evaluation of Genetic Diversity and Population History

Miige Dogan'®" Mehmet Nizamlioglu?°

'Konya Veterinary Control Institute, Molecular Microbiology Laboratory, Konya, Tiirkiye
2Department of Biochemistry, Faculty of Veterinary Medicine, Selcuk University, 42000 Konya, Tiirkiye

“Corresponding author

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Research Article

Received : 08/08/2022
Accepted : 11/10/2022

Keywords:
MtDNA

Cattle

Population history
Genetic diversity
Phylogenetic

Mitochondrial DNA is the molecular indicator of maternal inheritance and is one of the frequently
preferred markers in population genomics, phylogenetic and phylogeographic studies due to its
features such as evolving faster than genomic DNA, lack of recombination and showing differences
according to the geographical distribution of species. In this research, mitochondrial DNA D-Loop
region sequence analyzes were performed in order to reveal the genetic diversity and phylogenetic
relationships of some domestic cattle breeds bred in Anatolia. First of all, the sampling study of the
cattle breeds that were the subject of the research, was completed. Mitochondrial DNA D-Loop region
was amplified by Polymerase Chain Reaction from the DNA isolated samples using the Standard
Phenol/Chloroform Method. After DNA sequencing, data of domestic cattle breeds were analyzed
together with reference mitochondrial DNA sequences from GenBANK, and their haplotype and
nucleotide diversity, and genetic and phylogenetic relationships within and between populations were
evaluated. With the data obtained, it was determined that the nucleotide and haplotype diversity,
haplotype numbers, intra and inter population variation were quite high in Anatolian native cattle
breeds. It was also concluded that the native cattle breeds bred in Anatolia are phylogenetically
between Asian and European cattle breeds.
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Baz1 Anadolu Yerli Sigir Irklarimin MtDNA D-loop Dizi Analizi: Genetik
Cesitlilik ve Popiilasyon Ge¢cmisinin Degerlendirilmesi
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Maternal kalittimin molekiiler gostergesi olan mitokondrial DNA, genomik DNA‘ya oranla daha hizli
evrimlesmesi, rekombinasyonun olmayist ve tiirlerin cografi dagilimina gore farkliliklar gdstermesi
gibi ozelliklerinden dolay1 popiilasyon genomigi, filogenetik ve filocografik ¢alismalarda siklikla
tercih edilen belirteglerden birisidir. Bu ¢alismada Anadolu'da yetistirilen bazi yerli sigir irklarinin,
ik i¢i ve wrklar arasi genetik cesitlilikleri ile filogenetik iligkilerinin ortaya konulmasi amaciyla
mitokondrial DNA D-Loop bdlgesi dizi analizleri gergeklestirildi. Oncelikle arastirmaya konu olan
sigir wrklarmim 6rnekleme galigmasi tamamlandi. Standart Fenol/Kloroform Yoéntemi kullanilarak
DNA izolasyonu yapilan orneklerin mitokondrial DNA D-Loop bdlgesinin yiikseltgenmesi ise
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile yapildi. DNA dizi analizi sonrast yerli sigir irklarma ait veriler
GenBANK’ tan alinan referans mitokondrial DNA dizileri ile birlikte hizalandi. Haplotip ve niikleotid
cesitlilikleri ile popiilasyon igi ve popiilasyonlar arasi genetik ve filogenetik iliskileri degerlendirildi.
Elde edilen veriler ile Anadolu yerli sigir irklarinin, niikleotid ve haplotip ¢esitliligi, haplotip sayilari
ile popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar aras1 varyasyonun oldukea yiiksek oldugu belirlendi. Anadolu da
yetistirilen yerli sigir irklarinin filogenetik olarak Asya ve Avrupa sigir irklar arasinda yer aldigt
sonucuna varildr.
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Giris

Asya, Avrupa ve Afrika kitalari arasinda adeta bir
koprii vazifesi géren, go¢ ve ticaret yollari lizerinde olan,
iklimsel ve gevresel 6zellikleri, verimli ve sulak arazilere
sahip olmasi ile ¢ok eski medeniyetlere ev sahipligi yapan
Anadolu, hayvan ve bitki popiilasyonu bakimindan essiz
bir genetik mirasa sahiptir. Tiirkiye, bir evcillestirme
merkezi olmasmin yant sira, en eski evcillestirme
merkezlerine yakinligi ile de c¢ok g¢esitli canlilart
topraklarinda barindirmaktadir (Clutton-Brock, 1999;
Zeder ve ark., 2006; Zeder, 2008; Ertugrul ve ark., 2010;
Soysal ve ark., 2010). insanoglu, giiniimiizden 12000 yil
once, gogebe hayattan adim adim yerlesik hayata gegerken,
ilk olarak bitkileri 1slah etmeye bagladi, sonraki siirecte ise
hayvanlar1 evcillestirerek, avci-toplayicidan yiyecek
tireticisine doniistii. Tarim Devrim’i ya da Neolitik Devrim
olarak tanimlanan bu doniisiim siirecinde kat edilen yol ile
uygarligin bu giinkii durumuna gelmesi ise binlerce yil
stirdii (Nyamushamba ve ark., 2017; Zeder, 2017; Frantz
ve ark., 2020; Daly ve ark., 2021; Cubric-Curik, 2022;
Ginja ve Wright 2022; Ward ve ark., 2022). Teknolojik
gelismeler, iilkeleri ileriye gotiiriirken bilingsizce yapilan
1slah galigmalart ile gelistirme planlari ve yiiksek kazang
getirisi olan 1rk arayisi gibi sebeplere bagl olarak yerli
wklarm yetistiriciligi giderek azalmaktadir (Ertugrul ve
ark., 2000; Allendorf ve Luikart, 2007; Ertugrul ve ark.,
2008; Ertugrul ve ark., 2010; Soysal ve ark., 2010).

Yerli wrklar; bir tilke topraklarinda yasayan, o bolgeye
has, bolgenin iklim yapisina adapte olmus ve bolgede
yaygin olabilecek hastaliklara dayanikli wrklardir. Bu
nedenlerden dolay1r bir bdlgedeki yerli irklar o bdlgenin
gelecek  yillara  aktarilacak  genetik  mirasini
olusturmaktadir. Tiirkiye yerli sigir irklari {izerinde uzun
zamandan bu yana kiiltiir sigir irklart ile melezleme
calismalar1 yapilmaktadir. Bu sebeple yerli sigir irklarina
ait genetik saflik derecelerinin kaybolmaya basladigi
distiniilmektedir (Ertugrul ve ark., 2000; Ertugrul ve ark.,
2010). Ozellikle gelismekte olan iilkelerde yasayan
insanlarin 6nemli ge¢im kaynagini olusturan yerli sigir
irklarinin korunmasi igin bu 1rklara ait genetik gesitliligin
ve popiilasyon genetigi bilgilerinin belirlenerek ve bu
dogrultuda onlemlerin alinmasi gerekmektedir (Canta ve
Oguz, 2004; Allendorf ve Luikart, 2007; Mauki ve ark.,
2021; Nyamushamba ve ark., 2017; Ward ve ark., 2022).

Nass ve Nass (1963) tarafindan tanimlanan
Mitokondrial DNA (mtDNA), evcil hayvanlarin maternal
kokenini,  filogenisini ve  popiilasyon  yapisini
degerlendirmek i¢in kullanilan molekiiler belirteclerden
biridir (Watson, 2004). Mitokondriyal DNA, tiirlerin
cografi dagilimma gore farkliliklar gosterir, genomik
DNA ‘ya oranla daha hizli evrimlesir ve maternal kalitima
sahip oldugu i¢in anasal atanin ge¢misi hakkinda fikir
vericidir. Gosterdigi bu ozelliklerinden dolayr mtDNA,
genetik polimorfizm c¢aligmalarinda kullanilmaktadir.
Diger tiirlerde oldugu gibi, sigir irklar iizerinde yapilan
calismalarda da filogenetik iligkiler, cografi ve genetik
uzakliklarin ~ belirlenmesi, popiilasyon ge¢cmislerinin
tahmin edilmesi ve rklarin farklilagma zamanlarinin tespit
edilmesi i¢cin mtDNA dizi analizleri siklikla tercih
edilmektedir (Anderson ve ark., 1982; Avise ve ark., 1987;
Bradley ve ark., 1996; Troy ve ark., 2001; Watson, 2004;

Pramod ve ark., 2018; Xia ve ark., 2019; Mauki ve ark.,
2021).

Calismanin amaci, Tirkiye’de yetistiriciligi yapilan
baz1 yerli sigir wrklarinin (Boz Irk, Yerli Kara, Dogu
Anadolu Kirmizisi, Giiney Anadolu Kirmizisi, Yerli
Giliney Sarisi ve Zavot) mtDNA D-Loop bolgesi
polimorfizmlerini DNA Dizi Analizi yontemi ile
belirlemektir. Calisma ile Anadolu yerli sigir irklarinin
MtDNA D-Loop dizilerinine ait kapsamli bir veri elde
ederek 6n molekiiler karakterizasyonunun olusturulmasi
hedeflenmistir. Bu amagla Tirkiye yerli sigir irklarinin
korunma caligmasina katki saglamak, wklarin cografik
olarak yetistirildikleri bolge ile uyumlarini belirlemek, elde
edilen diziler ile daha dnce yapilan ¢aligmalarda kullanilan
wklara ait dizilerin genetik iliskisini tespit etmek
hedeflenmistir.  Ayrica bu arastirmadan elde edilen
sonuglar ile Tiirkiye yerli sigir wrklarinin evcillestirme
tarihine 151k tutmak, bir evcillestirme merkezi olan
Anadolu’nun, yerli sigir wklarinin mtDNA  genetik
cesitliligini belirlemek amacglanmstir.

Materyal ve Yontem

Materyal

Ornekleme calismasi Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirma Kurumu (TUBITAK) tarafindan desteklenen
KAMAG 106G005 numarali, “Tirkiye Yerli Hayvan
Genetik Kaynaklarindan Bazilarinin In vitro Korunmasi ve
On Molekiiler Tanmimlanmast 1” projesi kapsanminda
gerceklestirildi. Irklarin sahip olduklart genetik gesitliligin
giivenilir olmasi i¢in aralarinda akrabalik iliskisi olmayan
bireyler arasindan, yas, cinsiyet, saglikli olma durumu ve
rklara has olan morfolojik 6zellikler dikkate alinarak, Boz
Irk (BOZ, n=54), Yerli Kara (YK, n=50), Giiney Anadolu
Kirmizis1 (GAK, n=51), Dogu Anadolu Kirmizisi1 (DAK,
n=54), Yerli Giiney Saris1 (YGS, n=51) ve Zavot (ZAV,
n=19) toplam 279 bas sigirdan, vakumlu K3EDTA’li
tiplere kan Ornekleri alindi. Soguk zincirde (+4°C)
laboratuvara ulastirilan  6rnekler DNA  izolasyonu
asamasina kadar -20°C’de saklandi.

Yontem

DNA Izolasyon Prosediirii

Ornekleme caligmasi yapilan yerli sigir irklarma ait
kanlardan, Standart fenol / klorofom yontemi kullanilarak
DNA izolasyonu yapildi (Sambrook ve ark., 1989). DNA
orneklerinin kalite ve yogunluklarini belirlemek igin
Nanodrop-1000  Spektrofotometre  (Thermo  Fisher
Scientific, USA) kullanildi. Olgiim sonrast A 260/280
orani 1,8-2.00 arasinda olanlar ile A 260/230 oran 2-2,2
arasinda olan Ornekler PCR asamasinda kullanildi.
Sulandirilarak DNA 6rneklerinden 50 ng/ul yogunlugunda
DNA stok soliisyonlar olusturuldu.

MtDNA D-Loop Bélgesinin PZR ile Yiikseltgenmesi ve
Dizi Analizi

Loftus ve ark. (1994)’nin ¢aligmalarinda kullandigi
ileri primer (protRNA) ile bu aragtirmada dizayn edilen
geri primer (12SrNA-2) (Cizelge 1) kullanilarak mtDNA
kontrol (D-Loop) bolgesi Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) ile yiikseltgendi. Her bir 6rnegin PZR’u 1X Mg+2
free Buffer (Fermentas), her bir dNTP’den 200 puM
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(Fermentas), 1,5 mM MgCl+2 (Fermentas) her bir
primerden 5 pmol, 0.375U Tag Polimeraz (Fermentas) ve
50 ng DNA o6rneginden olacak sekilde (toplamda 60 ul)
hazirlandi. PZR igleminde MJ-Research PTC-200 Thermal
Cycler (Marshall Scientific, USA) cihazi kullanildi. PZR
profili iki asamada gergeklestirildi. Caligma protokoliiniin
ilk asamasinda DNA’nin tam olarak denatiirasyonunu
saglamak amaciyla 95°C’de 4 dk bekletildi, 16 dongii i¢in
94°C’de 30 sn denatiirasyon, Touchdown PZR o6zelligi
olan ve 60°C’den baglayarak her bir dongiide 0,5°C
disiiriilen ve 30 sn siiren annealing ve 72°C’de 2 dk siiren
elongation ile sonrasinda ise 94°C’de 30 sn denatiirasyon,
52°C’de 30 sn annealing ve 72°C’de 2 dk siiren elongation
olacak sekilde 30 dongii ile ikinci asama da
gerceklestirildi. Son olarak 72°C’de 10 dk tutularak tam bir
adenilizasyon sagland1 (Don ve ark., 1991). Orneklerin 10
ul’si %1,5’1ik agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilerek
goriintiilendi. Jel Goriintiisii iizerinde 1598 baz ¢ift (bg)’lik
bolgede DNA bandi goriinen ornekler segilerek ‘Gene
Clean Turbo Kit’ ile (MP Biomedicals) kitin protokoliine
gore temizlendi ve Nanodrop ND-1000 spekrofotometre
ile konsantrasyonlari belirlendi.

MtDNA Dizi Analizi i¢in ileri ve geri primerler
(protRNA, 12srRNA-2) ile DTCS GenomeLabTM Quick
Start kit (Beckman Coulter, USA) protokoliine uygun
olarak diziler ¢ogaltildi. Sonrasinda 6rnekler dNTP ve
primer  kalmtilarim1  uzaklastirmak i¢in  etanolle
coktiiriilerek 25 pul SLS’de (Sample Loading Solution) ile
sulandirildi.  Beckman Coulter CEQ-8000 Genetik
Analizor (USA) sistemine yiiklendi ve LRF-b 25 sn
enjeksiyon protokolii ile kapiller elektroforez islemi
uygulandi.

Genetik Cesitlilik, Popiilasyon Geg¢misi ve Filogenetik
Analizler

Yerli sigir irklaria ait mtDNA GenBANK ’tan alinan
referans diziler ile birlikte, BioEdit v.7.1.3.0. (Hall, 2001)
Clustal W Multiple Alignment segenegi ile hizalandi ve
621 baz cift (bg)’lik diziler FASTA formatinda kaydedildi
(GenBANK Erigim Numaralart: L27712-13, 16-19, 24-27,
30-31, 34-35; L27714-15, 20-23, 28-29, 32-33, 36-37;
U51806, 15,36; AF034439, 46; AF016060-80; DQ124403;
AY521119, Loftus ve ark., 1994; Bradley ve ark., 1996;
Mannen ve ark., 1998; Cymbron ve ark., 1999; Kim ve
ark., 2003; Mirol ve ark., 2003; Mannen ve ark., 2004;
Miretti ve ark., 2004; Lai ve ark 2006; Beja-Pereira, 2006;
Kantanen ve ark., 2009). Niikleotid (x) ve haplotip
gesitliligi (H) ile niikleotit yer degistirme oranlarinin tespit
edilmesi amaciyla, DnaSP v5 programi (Librado ve Rozas,
2009) kullanildi. Popiilasyonlar arasindaki genetik mesafe
Nei’nin Standart Genetik Mesafe hesaplamasi ve Wright'in
F istatistigine (Fst) gore degerlendirildi (Nei ve Kumar,
2009; Excoffier ve Lischer, 2010; Tamura ve ark., 2007).
Elde edilen irklar arast wuzaklik verilerine gore
popiilasyonlarin genetik uzaklik agaglar1 Phylip v3.6
programinda (Felsenstein, 2005) Neighbor yazilimi altinda
TreeView (Page, 2002) programu ile agilarak olusturuldu
ve haplotiplerin diinyadaki diger sigir irklarindaki hangi
haplogruplara dahil oldugunun belirlenebilmesi amaciyla
T (Bos taurus) ve | (Bos indicus) haplogruplarina ait
referans diziler kullanildi (Loftus ve ark., 1994; Bradley ve
ark., 1996; Mannen ve ark., 1998; Cymbron ve ark., 1999;
Kim ve ark., 2003; Mirol ve ark., 2003; Mannen ve ark.,

2004; Miretti ve ark., 2004; Lai ve ark 2006; Beja-Pereira,
2006; Kantanen ve ark., 2009).

Uyumsuzluk dagilim analizinin tespit edilmesi
amaciyla DnaSP v5 programu (Librado ve Rozas, 2009)
kullanildi ve elde edilen raggedness istatistik degeri ve ikili
grup farkliliklar1 ortalamalari agisindan karsilagtirildi.
Notral teorinin test edilmesi i¢cin DnaSP v5 programi
(Librado ve Rozas, 2009) kullanildi. Molekiiler varyans
analizi (AMOVA) Arlequin v3.5 programi altinda
hesaplanarak degerlendirildi (Excoffier ve Lischer, 2010).

Bulgular ve Tartisma

Genetik Cesitlilik

Arastirmaya konu olan yerli sigir irklari arasinda,
niikleotid gesitliligi en yiiksek olan irkin Giiney Anadolu
Kirmizist (%2,55), en disiik rkin ise Boz Irk (%1,29)
oldugu belirlendi. En fazla polimorfizme sahip olan irkin
da yine Giiney Anadolu Kirmizisi (polimorfik bdlge
say1s1=159, parsimonik bilgi verici bdlge saysisi=81)
oldugu goriildii. En diigiik polimorfizme sahip 1rkin ise
Zavot (polimorfik bolge sayist =61, parsimonik bilgi
verici bolge sayisi =13) oldugu tespit edildi. Haplotip
cesitliliginin ise en yiikksek Yerli Giliney Sarist
(%99,8)’nda en disiik ise Boz irk (%98,3)’da oldugu
goriildii.  Aragtirmada 253  haplotip  belirlendi.
Haplotiplerin dagilimi incelendiginde Dogu Anadolu
Kirmizist ve Giliney Anadolu Kirmizisi’nin 1rklar
arasinda en c¢ok ortak paylasilan haplotipe sahip
olduklar1, diger irklarin ise neredeyse esit sayida haplotipi
ortak olarak paylastiklar tespit edildi. Haplotiplerin 37
tanesi sadece bir bireye 6zgiin olarak degerlendirildi.

Sigir  wrklarmin - mtDNA  dizilerine ait  olan
transisyonel-transversiyonel egilim orami olan (R) ise
58:1 olarak bulundu ve bu deger ¢ok yiiksek olarak
degerlendirildi (Librado ve Rozas, 2009). mtDNA D-
Loop bolgesinin protein kodlamamasi ve olusan yeni
mutasyonun pozitif veya negatif segilime ugramadan
sonraki nesillere aktarilmasindan dolayr R degeri daha
yiiksek olarak hesaplanirken genomik DNA i¢in daha
disiik (R=2:1) olarak belirlendi (Horai ve Hayasaka,
1990; Loftus ve ark., 1994; Bradley ve ark., 1996; Troy
ve ark., 2001; Miretti ve ark., 2004). Bireylere ait tek baz
diizeyindeki mutasyonlar incelendiginde, 159
polimorfizm ve parsimonik bilgi verici bolgelerde ise 81
farklilikla GAK 1rkinin en fazla polimorfizme sahip irk
oldugu belirlenmistir. Buna karsilik parsimonik bilgi
verici bolge sayis1 (13) ve polimorfik bolge sayisi (61) en
disiik olan 1rkin ise Zavot oldugu goriildi. Sunulan
calismada, Zavot'un daha az sayida polimorfizm
gOstermesinin nedeninin, Orneklem sayisinin diisiik
olmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir.

Bir bolgede ¢ok uzun zamandir yasayan
popiilasyonlarda, niikleotid ve haplotid ¢esitliliginin
yiiksek olmas1 o popiilasyonun evcillestirme bdlgesinde
ya da evcillestirme bolgelerine ¢ok yakin olarak
yetistirildigi anlamina gelmektedir. Baska bir deyisle
genetik havuzdan uzaklastirilan popiilasyonlar sadece
sinirli sayida genotip tastyabildiginden, evcillestirme
bolgesinden uzaklastikga genetik c¢esitliligin azalmasi
beklenmektedir (Troy ve ark., 2001; Bruford ve ark.,
2003; Bruford ve Townsend, 2004; Gotherstrom ve ark.,
2005; Caramelli, 2006). Bu arastirmada elde edilen
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genetik ¢esitliligin  ¢ok yliksek olarak belirlenmesi,
yapilan bir¢ok caligsma ile uyumlu olarak degerlendirildi
(Loftus ve ark., 1994; Bradley ve Loftus, 1998; Mannen
ve ark., 1998; Loftus ve ark., 1999; MacHugh ve Bradley,
2001; Troy ve ark., 2001; Mirol ve ark., 2003; Baig ve
ark., 2005). Yapilan baz aragtirmalarda (Loftus ve ark.,
1994, Mannen ve ark., 1998), haplotip sayinin bizim
sonuclarimiza gore daha diisiik olmasimi ise Ornek
sayilarinin  yetersizligine ve Orneklenen 1rklarin
evcillestirme merkezine olan uzakligina baglamak
miimkiindiir. MtDNA ile ilgili yapilan arastirmalarin
¢ogunda referans olarak kullanilan Troy ve ark.
(2001)’nin  galigmalari, bu arastirmadaki sonuglari
destekler nitelikte sonuglar sunmaktadir. Ozellikle
Anadolu ve Yakin Dogu’daki (Bereketli hilal ve gevresi)
yerli sigir irklarmin genetik ¢esitliligini ¢ok yiiksek
olarak degerlendirildigi ¢aliymada Avrupa yerli sigir
irklarinin Anadolu ve Yakin Dogu kokenli olduklari
belirtmektedir. Bu aragtirma orijinal bir merkezden gelen
genetik lokuslarin daha fazla atasal varyansa ulagmasi ve
daha fazla polimorfik bolge sayisi ile daha yiiksek
haplotip ve niikleotid g¢esitliligine sahip olmasi
gerektigini, nitekim Orta Dogu ve Anadolu orjinli
irklarin, incelenen diger wklar igerisinde en yiiksek
genetik ¢esitlilige sahip irklar olduklar: bildirilmektedir.

Filogenetik Iliski

Anadolu yerli sigir irklarina ait olan diziler ile referans
dizilerin, MEGA 7 programi ile genetik mesafeleri
belirlendi (Kumar ve ark., 2016). Bu amac¢la Nei’nin
genetik mesafe Ol¢iimii yontemi ile wrklar arasi genetik
mesafe araliklari tespit edildi. Nei’nin genetik mesafe
degerleri kullanilarak c¢izilen filogenetik cladogram agaci
Sekil 1.’de goriilmektedir. Yerli sigir irklari ile diger bazi
Avrupa, Yakin Dogu, Asya ve Afrika rklarini
karsilagtirmak amaci ile bu irklara ait mtDNA D-Loop
bolgesi referans dizileri gen bankasindan alinmis ve
genetik uzaklik degerlerine (Fsr) gore Neighbor Joining
(NJ) agaci (cladogram) ¢izilmistir (Sekil 2).Calismada
orneklenen si1g1r irklarinin popiilasyon igi ve popiilasyonlar
aras1 filogenetik iliskilerini gdzlenmek amaciyla ise
Kimura-2 parametresi ve Pairwise Deletion modeli
kullanilarak MEGA 7 programu ile Neighbour Joning
Agaci (Sekil 3.) olusturulmustur (Kumar ve ark., 2016).

Caligmada kullanilan sigir  klarinin - popiilasyon
bazinda, genetik olarak birbirlerine uzaklik ve yakinliklarmi
tespit edebilmek icin ¢izilen Nei’nin Dxy genetik mesafe
agaci ile wklarin Fsr uzakliklarma gore ¢izilen NJ agact
karsilagtirildiginda, birbirine genetik olarak en yakin iki
irkin Yerli Kara ve Yerli Giiney Saris1 oldugu goriiliirken,
bu gruba sirastyla Giiney Anadolu Kirmizisi, Zavot ve Dogu
Anadolu Kirmizisi popiilasyonlari iliskilendirilmistir. Boz
Irk popiilasyonun ise diger irklardan uzak olarak yer aldig1
tespit edilmistir. Boz Irk popiilasyonun STR analizlerinde
(Ozkan, 2005; Ozsensoy, 2011) de diger irklardan ayri
olarak dallandig1 belirlenmistir. Bu sonuglar Boz Irk’in,
Balkanlar’da bulunan diger step 1rklar1 ile olan benzerlikleri
ve Anadolu’ya sonradan getirildigi fikrini desteklemektedir.
Verilere gore Boz Irk, tiim diger yerli sig1ir irklarindan uzakta
bulunurken, en yakin genetik mesafenin Yerli Kara ve Yerli
Gtiney Sarist irklart arasinda oldugu dikkat cekmektedir.

Sekil 1. Nei‘nin Dxy uzakligina gore ¢izilen
cladogram agac1 (Phylip: Felsenstein, 2005; Treeview:
Page, 2002)

Figure 1. Cladogram tree drawn according to the Dxy
distance of Nei (Phylip: Felsenstein, 2005; Treeview:
Page, 2002)

HINDISTAN

AFRIKA

ASYA

I’ TURKIYE

Sekil 2. Tiirkiye yerli sigir irklar1 ve bazi Asya,
Avrupa ve Afrika irklarina ait Fst uzakliklarin gore
cizilen Neighbor Joining agaci (phylogram) (Phylip:

Felsenstein, 2005).

Figure 2. Neighbor Joining tree (phylogram) drawn
according to Fsr distances of Anatolian native cattle
breeds and some Asian, European and African breeds
(Phylip Phylip: Felsenstein, 2005).

BOZ YK ¢ DAK @ YGS

GAK I Zav

Asya, Avrupa ve Afrika Sigir Irklan .
Hindistan Sigir Irklan ‘

Sekil 3. Baz1 Avrupa, Asya, Afrika ve Anadolu yerli
sigir irklari ile olugturulan dairesel Neighbour Joning
Agact (MEGA 7, Kumar ve ark., 2016).

Figure 3. Circular Neighbor Joning Tree created with
some European, Asian, African and Anatolian native
cattle breeds (MEGA 7, Kumar et al., 2016).
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A

B

Sekil 4. Tiirkiye yerli sigir irklarina ait uyumsuzluk dagilim analizleri; (A) Sabit popiilasyon ve (B) Artan-Azalan
popiilasyon.
Figure 4. mismatch distribution analyzes of Tiirkiye's native cattle breeds; (A) Fixed population and (B) Increasing-
Declining population.

Cizelge 1. mtDNA D-Loop Bolgesini gogaltmak i¢in kullanilan primerler (erisim*: www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast)
Table 1. The primers used to amplify the mtDNA D-Loop Region (access*: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast)

Kullanilan Primerler

Primer Dizisi; 5> 3’

Ileri primer: protRNA (Loftus ve ark., 1994)
Geri Primer: 12srRNA-2*

CTGCAGTCTCACCATCAACC
AGGATATAAAGCACCGCCAAG |

Cizelge 2. Notralite testi sonuglar.
Table 2. Neutrality test results.

Irk Adi Fu ve Li’nin F testi Fu ve Li’nin D testi Fu’nun Fs testi Tajima'nin D testi
BOZ -4,55079** -4,63440** -36,702 -2,44867**
DAK -4,59501** -4,67679** -45,566 -2,49489**
GAK -3,00667* -2,75262* -33,427 -2,11975*
YGS -4,37201** -4,35959** -51,578 -2,48566**
YK -4,28591** -4,27713** -34,337 -2,43821**
ZAV -3,03420** -2,79860* -9,711 -2,15258**

*P<0,10, **, P<0,05

Cizelge 3. AMOVA analizi sonuglar.
Table 3. AMOVA analysis results.

Test Edilen Durum

Varyasyon Yiizdesi Toplam Varyasyona Katkist AMOVA Fiksasyon indeksi, (Fst)

Gruplar Arast 1,87 0,07275 0,00638***
Grup I¢i 98,13 2,92257
(P<0,001)*

Cografi agidan wrklarm dagilimi géz oniine alindiginda,
Yerli Kara popiilasyonunun Anadolu’da azimsanmayacak
derecede fazla oldugu ve genis bir alana yayildig
bilinmektedir. Bunun diginda Boz ik Tiirkiye’nin en
batisinda bulunurken, Zavot ve Dogu Anadolu Kirmizisi en
dogusunda bulunan irklardir. Bu dogrultuda Tiirkiye’nin en
dogusunda bulunan irklar ile en batisinda bulunan ik
arasindaki genetik mesafesinin uzak olmasi ve birbirlerinden
tamamen ayrilmalari, Anadolu’nun evcillestirmenin ilk
olarak yapildigi bolgelerden biri oldugunu dogrulayan
kanitlardan biri olabilir (Loftus ve ark., 1994; Mannen ve ark
1998; Loftus ve ark., 1999; Troy ve ark., 2001; Mirol ve ark.,
2003; Baig ve ark., 2005). Sunulan g¢aligmada, Giiney
Anadolu Kirmizisi, Yerli Giiney Sarist ve Yerli Kara
arasindaki genetik mesafelerin birbirine daha yakin oldugu
goriilmektedir. Bu durum, irklarm yetistiriciliginin yapildigi
bolgelerin birbirine yakin olmasindan kaynaklaniyor oldugu
sonucunu ortaya koymaktadir.

Bos taurus ve Bos indicus’un iki biiyiik evcil sigir
hattint olusturdugu, Bos indicus’un BOS taurus’tan c¢ok
sonra ve bu hattan bagimsiz bir evcillestirmeye ugradigi
distiniilmektedir (Loftus ve ark., 1994; Loftus ve ark.,
1999). Asya, Avrupa ve Afrika sigir irklarinin birbiriyle
olan iligkilerin, cografik ve tarihsel gelisimleri ile uyumlu
oldugunu vurgulayan bazi arastirmalarda (Loftus ve ark.,
1994; Bradley ve ark., 1996; Troy ve ark., 2001) elde
edilen sonuglara gore, Yakin Dogu sigir wrklarmin
(6zellikle Hindistan’da yetistirilen 1rklar) diger sigir
irklarindan tamamen ayrildig: ve horgiice sahip olan Afrika
ile Avrupa sigirlariin  filogenetik olarak birlikte
iliskilendirildigi belirlendi. Yapilan incelemelerde binlerce
yil 6nce, Afrika bolgesine go¢ eden Bos indicus erkek
bireylerin bu bolgedeki Bos taurus ana hatlariyla
birlestirildigi sonucuna ulasildi. Bu arastirmada da
Anadolu yerli sigir wrklarmin Avrupa irklar ile yakin
genetik iliski icerisinde oldugu ve Hindistan irklarindan
tamamen ayrildig tespit edildi (Sekil 2. ve Sekil 3.).
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Popiilasyon Ge¢migi

Arastirmada kullanilan popiilasyonlarin  ge¢misini
gozlemlemek amaciyla irk i¢inde nétralite testleri (Cizelge
2), wklar arasinda ise uyumsuzluk dagilim (mismatch)
analizleri (Sekil 4) yapildi (DnaSP v5). Uyumsuzluk
dagilim analizleri sonrast olusturulan soldaki egriler
“artan-azalan populasyon”, sagdaki egriler ise “sabit
popiilasyon” verilerini gostermektedir.

Yesil egriler beklenen, kirmizi egriler gdzlenen
uyumsuzlugu belirtmektedir (Librado ve Rozas, 2009).
Tiim wrklarmn tek grup halinde oldugu uyumsuzluk dagilim
analizinde hem sabit hem de artan azalan varsayimlari ile
yapilan analizlerde unimodal (tek tepeli) ¢an egrisi oldugu
goriildii.

Irklara ait unimodel can ergileri seklinde uyumsuzluk
dagilimlar1 goézlenmis olup, bu durum popiilasyonun
geemiste hizli bir biiylime gecirdigini gostermektedir.
Uyumsuzluk dagilim analizlerinin yapilan nétralite testleri
ile de uyumlu oldugu goriilmektedir (Librado ve Rozas,
2009; Depaulis ve ark., 2003). Notralite testleri
incelendiginde, Fu ve Li‘nin D*, Fu ve Li‘nin F* negatif (-
) degerler aldig1, bu durumun yerli sigir irklarina ait yiiksek
miktarda ender haplotipi ifade ettigi ve wrklarin gecmiste
bir popiilasyon genislemesi gosterdigi  seklinde
degerlendirildi (Depaulis ve ark., 2003). Ayrica negatif (-)
degerler alan Fu‘nun Fs degeri yiiksek miktarda yeni ortaya
¢ikan haplotiplerin varligini, popiilasyon genislemesi ya da
genetik siiplirmeyi isaret etmektedir (Depaulis ve ark.,
2003; Rogers ve Harpending, 1992). Benzer sonuglar
yapilan bazi ¢alismalarda (Mannen ve ark., 2004; Baig ve
ark., 2005) da goriilmektedir. Bu veriler, kullanilan sigir
wrklarinin - gegmiste olusan yeni mutasyonlar sonrast
popiilasyon genislemesi gegirmis, ¢ok sayida ve ender
haplotipe sahip 1rklar oldugunu gostermektedir (Depaulis
ve ark., 2003).

Irk i¢i ve wrklar arasinda varyasyonu belirlenmek ve
evrimsel koken hakkinda bilgi Ongorebilmek adina
molekiiler varyans analizi (AMOVA) Fsr degerleri 1000
permiitasyon uygulanarak hesaplandi (Cizelge 3.) Fst
degerleri yiiksek ve istatistiksel olarak Onemli olarak
degerlendirildi (Excoffier ve ark., 1992). Sigir wrklarimin
genetik yapisi iizerinde yapilan bir¢ok calismada (Luikart
ve ark 2001; Mateus ve ark 2004; Wiener ve ark 2004; Li
ve ark 2007), 1rk i¢i genetik varyasyonun %80-95 arasinda
oldugu goriildi. Kegilerde yapilan bazi ¢aligmalarda
(Luikart ve ark., 2001, Cmar, 2010) da irk igi genetik
farkliliklarin yiiksek derecede oldugu belirlendi (Excoffier
ve ark., 1992).

Anadolu yerli sigir wklarma ait anasal kalitimin
molekiiler ve filogenetik olarak degerlendirildiginde, yerli
sigir wrklariin genetik ¢esitliligin ve molekiiler varyansin
¢ok yiikksek oldugu, Asya ve Avrupa irklar arasinda
iliskilendirildigi ve yapilan bircok molekiiler veriyle
uyumlu oldugu goriilmektedir (Excoffier ve ark., 1992;
Loftus ve ark., 1994; Bradley ve ark., 1994; MacHugh,
1996; Loftus ve ark., 1999; Edwards ve ark., 2000; Troy ve
ark., 2001; Bruford ve ark., 2003; Mannen ve ark., 2004;
Gotherstrom ve ark., 2005; Kantanen ve ark., 2009).
Calismada, 1rk i¢i varyasyonun irklar arasi varyasyondan
cok yiiksek bulunmasinin, Anadolu yerli sigir irklarimin
mtDNA ¢esitliliklerini korudugunu ve Anadolu’nun bir
evcillestirme merkezi oldugunu, ilk evcillestirilen atasal
varyantlara cografik yakinlig1 dolayisiyla tarihsel gelisimi
ile uyumlu sonuglar elde edildigini destekleyen verilere
sunuldugu diistintilmektedir.

Sonuc¢

Sigirlarin genomik DNA ve mtDNA tabanli genetik
varyasyon aragtirmalarina iligkin ilk calismalar 1990'1arda
ortaya ¢ikmaya bagladi (Loftus ve ark., 1994; Bradley ve
ark., 1994; MacHugh, 1996; Loftus ve ark., 1999; Edwards
ve ark., 2000; Luikart ve ark., 2001; Troy ve ark., 2001;
Bruford ve ark., 2003; Mannen ve ark., 2004; Mateus ve
ark., 2004; Wiener ve ark 2004; G6therstrom ve ark., 2005;
Ozkan, 2005; Kantanen ve ark., 2009; Ozsensoy, 2011). Bu
aragtirmalarda Taurin hattina dahil olan sigirlarin
evcillestirildigi yer olarak, Orta ve Dogu Anadolu bdlgesi
ile Bereketli Hilal bolgelerini isaret etmektedir.
Evcillestirme tarihi acisindan 6nemli bilgi ve verilere ev
sahipligi yapan Anadolu’da yetistirilen yerli sigir irklarina
ait mitokondrial DNA ¢esitliligi ve maternal gecmislerinin
belirlendigi bu arastirma, sahip oldugu genetik ¢esitlilik ve
onemli  Ozellikleri dolayisiyla gelecegin  sigortasi
durumunda olan irklarimizin korunmasi ve siirdiiriilmesi
icin dnemli oldugunu diisiindiigiimiiz verileri sunmaktadir.
Yerli sigir irklarimizin koruma stratejilerine katki sunmak
adina, belirlenen bu sonuglarin alternatif molekiiler
belirtecler ve karsilastirmalar kullanilarak analiz edilmesi
varsayimlarin kuvvetini artirabilir. Ayrica evcillestirme
tarihini destekleyen bilgilerin ortaya ¢ikartilabilmesi i¢in
arkeoloji biliminin destekleri ile multidisipliner bir bakis
acis1 saglanarak arastirmalar stirdiirilmelidir.
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