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Ozet

ivesi koyunlarinin mitokondriyal 16S ribozomal RNA gen polimorfizmi, PCR-RFLP ydntemi kullanilarak
calisilmistir. Sanliurfa’daki ivesi koyunlarindan genomik DNA izole edilmistir. Mitokondriyal 16S ribozomal RNA
geninin bir kismi amplifiye edilmistir. Amplifiye edilen fragment 1470 bp uzunlulugundadir. PCR drinleri Sau3Al,
Ddel, Dral, Hae lll, Hinfl kesme enzimleri ile kesilmistir ve bu enzimlerin kesim paternleri belirlenmistir. Sau3Al,
Ddel ve Hinfl kesimleri iki farkh patern goéstermistir (A ve B). PCR-RFLP analizi ile toplam 4 birlesik haplotip sayisi
tespit edilmis olup, populasyonda haplotip farklilik 0.578 olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: ivesi, mtDNA, 16S rRNA, PCR-RFLP

Investigation of Polymorphism in Mitochondrial 16s rRNA Gene of Awassi Sheep by PCR-
RFLP Method

Abstract

The polymorphism of mitochondrial 16S ribosomal RNA gene of Awassi sheeps was studied by using PCR-
RFLP method. Genomic DNA was isolated from Awassi sheep in Sanlurfa. A fragment of mitochondrial 16S
ribosomal RNA gene was amplified. The amplified fragment was found 1470 bp. PCR products were digested with
Sau3Al, Ddel, Dral, Haelll, Hinfl restriction enzymes, and its restriction pattern was determined. Sau3Al, Ddel and
Haelll digestions contained two pattern, A and B. RFLP analysis revealed a total of four composite haplotypes.
The estimated haplotype diversity within populations was found as 0.578%.
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Giris

Tirkiye’de 31.140.244 bas koyun varhg
bulunmaktadir (TUIK, 2014). Tiirkiye’de Uretilen siit
miktarinin  %5.8'i (973 619 ton), et miktarinin
%10.6’s1 (97 344 ton), deri miktarinin %55’
koyunlardan (4.541.122 adet) elde edilmektedir
(TUIK, 2012). Tirkiye’de ivesi (koyun varligi icindeki
payl: %1.6) &nemli bir yerli koyun irkidir. ivesi
koyunlarinin asil anavatani ve yayilma alani Firat ve
Dicle nehirleri arasinda kalan Mezopotamya
Bolgesidir. Turkiye’de Gaziantep, Sanliurfa ve Hatay
illeri olmak Uzere Gilineydogu Anadolu Bdlgesine
vayllmistir. Viicut yapisi beyaz yapagi ile értaludar.
Bas, boyun ve ayaklar kahverengi, kirli sari yada
siyah renklidir (Kaymakgi, 2007).
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Okaryotik hiicrelerde niikleusda bulunan
DNA’ya ek olarak az miktarda sitoplazmik DNA’ya
rastlanmaktadir. Bu sitoplazmik DNA’lar
hayvanlarin mitokondrilerinde bulunmakta olup ¢ift
sarmal ve halkasal yapidadir. Memeli mitokondriyal
DNA (mtDNA)’sI 16-19 kb arasinda degismektedir.
Koyunlarda (Ovis aries) mitokondriyal genom;
protein kodlayan 13 bdlge (sitokrom c oksidaz
kompleksi I, Il ve Il altbirimleri, ATPaz kompleksi 6
ve 8 altbirimleri, NADH dehidrogenez 1, 2, 3, 4L, 4,
5 ve 6 ile sitokrom b), 2 ribosomal RNA bolgesi (125
rRNA, 16SrRNA), kontrol bolgesi (D-loop) ve 22 gesit
tRNA bolgelerinden olusmakta olup 16640 bp
uzunlugundadir (Hiendleder ve ark., 1998). mtDNA
mutasyon orani, nikleer DNA’dan 10 kez daha



Tlrk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 3(3): 218-222, 2016

hizhdir (Brown ve ark., 1979). mtDNA maternal
kalitim yolu izler, haploiddir, rekombinasyon yoktur
(Avise, 1994). Mitokondriyal DNA, populasyon igi ve
populasyonlar arasi genetik cesitlilik ile filogenetik
iliskilerin arastiriimasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Nei, 1987; Zhang ve Shi, 1992).
Mitokondriyal DNA (mtDNA) filogenetik
iliskilerin arastirilmasinin yaninda 6zellikle 16S rRNA
gen bolgesi PCR-RFLP analizi et ve et Uriinlerinde tur
veya orjinin belirlenmesi ¢alismalarinda yaygin

Cizelge 1. Kesme enzimleri ve tanima bolgeleri

olarak kullanilmaktadir (Mitani ve ark., 2009; Sarri
ve ark., 2014; Saika ve ark., 2015).

Tlrkiye, Dinya’da endemik veya lokal bitki
ve hayvan tirleri bakimindan biyogesitlilik zengini
Ulkeler arasinda gosterilmektedir. Bununla beraber
ozellikle yerli hayvan gen kaynaklarimizin genetik
cesitliligi molekiler tekniklerle belirlenmelidir.
Calismada, Sanhurfa yoresi ivesi irki koyunlarda
mitokondriyal 16S rRNA gen bdlgesinin polimorfizm
PCR-RFLP  yontemi  kullanilarak  polimorfizm
belirlenmeye calisiimistir.

Kesme enzimleri

Tanima bolgeleri

16S rRNA geninde tanima bdlgelerinin
pozisyonlari

5 . TGATC...3
Sau3Al & ETRG. B 315, 493, 1240, 1253, 1340, 1407
5...GECC...3
Haelll 3...CCGG 5 513,912, 980, 1489, 1569
. 5...GANTC...3
Hinfl 3. CTNAG. & 795, 1301
5. . TTTAAA...3
Dral 3 AAATTT. 5 314, 390, 429, 1197
p Y. -
Ddel SERP RS 236, 1087, 1410
. C...
Materyal ve Yontem sekans (RefSeq: NC_001941) kullanilarak

Ornek toplama ve DNA ekstraksiyonu

Arastirmanin hayvan materyalini, Sanliurfa
ve ydresinde vyetistirilen ivesi  koyunlari
olusturmustur. Secilen hayvanlarin birbirlerine
akraba olmamasina dikkat edilmistir. DNA
izolasyonu i¢in 32 koyundan kil 6rnekleri
toplanmistir. Kil 6rnekleri, dogrudan temas ve
kontaminasyonu  6nlemek igin  eldivenlerle
hayvanlarin Ust sirt kisimdan gekilerek toplanmustir.
Her bir hayvan igin toplanan kil érnekleri 6zel kilitli
posetlere konarak, etiketlendirilip laboratuvara
ulastirilincaya kadar muhafaza edilmistir. Calisma
sahasinda irk tespitinde, Kaymakgi (2007)
tarafindan belirtilen dig goriinis 6zellikleri dikkate
alinmistir.

DNA izolasyonu 6ncesi kil rnekleri etanol ile
temizlenmistir. Daha sonra fiziksel olarak pargalama
icin 6rnekler eppendorf tlpl icerisinde sivi azot ile
dondurularak homojenizatérden gegirilmistir. Daha

sonra Orneklerinden standart fenol/kloroform
yontemiyle (Sambrook ve ark.,, 1989) DNA
izolasyonu vyapilmistir. Elde edilen DNA %1‘lik

agaroz jelde yiritilmis ve etidiyum bromir ile
boyanarak UV 15181 altinda DNA’nin varhg tespit
edilmistir.

PCR-RFLP analizi

Mitokondriyal 16S rRNA gen bdlgesini
cogaltmak icin gerekliileri; 5'- CCA AAATCT CCCACT
CTC CAG -3’ ve geri; 5’- CTC TTG TCC TTT CGT ACT
GGG -3’ primerlerin dizayni, koyun icin referans
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yapilmistir. PCR reaksiyon karigimi; 1.0 pl kalip DNA
(~50 ng/pl), 5.0 pl 10X PCR buffer, 1.0 pl foward
Primer (10 pmol/pl), 1.0 ul reverse Primer (10
pmol/ul), 1.0 pl dNTP mix (1 nM), 1.5U Tag
polimeraz (5U/pl) ve dH.0 ile toplam karisim 50
pl'ye tamamlanmistir. PCR reaksiyon sartlari; 6n
denaturasyon igin 95 °C’'de 4 dakika ve tek dong,
denatiirasyon igin 94 °C’de 60 sn, yapisma igin 59
°C’'de 60 sn, uzama igin 72 °C’'de 2 dakika ve bu
asamalar igin 30 dongl, son uzama igin 72 °C’'de 10
dakika tek dongl olarak ayarlanmistir.

PCR Urianleri Sau3Al, Ddel, Dral, Haelll ve
Hinfi kesme enzimleri (Cizelge 1) ile kesilmistir.
Kesme reaksiyonu; 1.0 pl enzim, 2.0 pl buffer, 1.0 pl
BSA, 3.0 ul PCR Uriinii ve 7.0 dH20 ile toplam karisim
14 ul'ye tamamlanmustir. Ornekler 37 °C’de bir gece
bekletildikten  sonra  %2’lik agaroz jelde
yaratilmustir.

Verilerin degerlendirilmesi

Mitokondriyal 16S rRNA gen bolgesi PCR-
RFLP  analizleri sonucunda jel gorintileri
degerlendirilerek veri seti olusturulmustur. Daha
sonra kesim paternleri gbz 6nilinde bulundurularak
klasik genotiplendirme ile kombine haplotipler
belirlenmeye c¢alisilmistir. Haplotip frekanslari ve
haplotip farkhlk (h: haplotype diversity, Nei, 1987)
degerleri belirlenmistir. Populasyonlar arasi Nei'nin
(1972) genetik uzaklik degerleri ve UPGMA
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dendogrami POPGENE 3.2 (Yeh ve ark., 1987) paket
programi kullanilarak belirlenmistir.

Bulgular ve Tartisma

Sanliurfa yéresindeki ivesi koyunlarindan
toplanan kil o6rneklerinden DNA izole edilmistir
(Sekil 1). DNA 6rneklerinden PCR ile mitokondriyal
16S ribozomal RNA gen bdlgesinin amplifikasyonu
gerceklestirilmistir (Sekil 2). Burada 1574 bp
uzunlugundaki gen bodlgesinin 1470 bp’lik kismi
cogaltilmistir.

PCR ile mitokondriyal 16S rRNA gen
bélgesinin amplifikasyonundan sonra PCR Uriinleri

RI Rl Ril RIV M

Al AL AL Al

3 T R GRS R R R

.—-»,-«»-u-uw}«p—-«r-p—v e R e . ]

[ 2]

Sekil 1. Koyun DNA’lari, M:marker (1 kb ladder)

Sau3Al, Ddel, Dral, Haelll ve Hinfl kesme enzimleri
ile kesilmistir ve ilgili enzimlerin kesim paternleri
Sekil 3’te verilmistir. ilgili enzim bakimindan kesim
paternlerine gore jel gorintileri degerlendirilmistir
(A ve B olarak) ve RFLP profiline gore kesim
paternleri Cizelge 2’de verilmistir. Burada sirasiyla,
Sau3Al enzimi A paterni icin 747, 302 ve 178, B
paterni igin 747, 480, 302 ve 178, Ddel enzimi A
paterni igin 851, 323 ve 224, B paterni igin 1470,
Dral enzimi A paterni igcin 768, 356 ve 283, Haelll
enzimi A paterniigin 502, 501 ve 399, Hinfl enzimi A
paterniicin 783, 506 ve 181, B paterniigin 783, 253,
181 bg uzunluklarinda fragmentler gézlenmistir.

M RI RIl RIll RIV
I S

1470 —

Sekil 2. Mitokodriyal 16S rRNA gen bdlgesi,
M:marker (100 bp ladder)

Cizelge 2. Kesme enzimleri ile elde edilmis paternler, fragment blyuklikleri: bg

Sau3Al Ddel Dral Haelll Hinfl
A B A B A A A B
747 747 851 1470 768 502 783 783
302 480 323 356 501 506 253
178 302 224 283 399 181 181
178

Cizelge 3. Haplotip kodlar, birlesik haplotipler, bolgelere gére haplotip sayilari ve frekanslari, haplotip gesitliligi

Haplotip Birlesik Haplotip frekansi
kodu haplotipler %
AAAAA
H1 n=18 56.25
H2 BAAAA 6.25
n=2
H3 AAAAB 6.25
n=2
ABAAA
Ha 1.2
n=10 31.25
Haplotip cesitiligi (H) 0.578
Cizelge 4. Haplotipler arasi genetik uzakhklar
Haplotip H1 H2 H3
H2 0.0007
H3 0.0007 0.0014
H4 0.0020 0.0027 0.0027

PCR-RFLP analizi sonucunda 32 hayvanda 4
birlesik haplotip belirlenmistir. Haplotip sayilari,
haplotip frekanslari, gen farkhliklari (gene diversity)

ve haplotip farkhliklar (haplotype diversity) Cizelge
3’te verilmistir. Cizelge 3’te goriildigi gibi haplotip
cesitliligi bakimindan;. AAAAA (%56.25)

220



Tirk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 3(3): 218-222, 2016

haplotipinden 18, BAAAA (%6.25) ve AAAAB (%6.25) verilmigtir. Haplotipler arasinda genetik uzakliklar
haplotipinden 2, ABAAA (%31.25) haplotipinden 10 0.0007-0.0027 arasinda tespit edilmistir. Ayrica,
adet gozlenmistir. Cizelge 3’te de gorilecegi gibi genetik uzakliklara gore olusturulan filogenetik agag
haplotip cesitliligi 0.578 olarak tespit edilmistir. ivesi Sekil 4'te verilmistir.

haplotipleri arasinda genetik uzaklklar Cizelge 4'te

M RI RII RIII RIV M RI RII RIl RIV
 —t—r— e ——— —— . 1 . . L 1 r L

747 —» ———— — G G - G s — e—
—
302 —»

178>
<87 —> &

SRR

AABAAAAAAAAAAAAA

768 i g
4 =

R

356 —
283 -
had

3 -
AAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAAAAAA
(c) (d)

MR RII RIll RIV
DO OOEEDEENEMERE IE I

783
506
181

AAABAAAAAAAAAAAA

Sekil 3. Mitokondriyal 16S rRNA gen boélgesi (a) Sau3Al (b)Ddel (c) Dral (d) Haelll (e) Hinfl PCR-RFLP profilleri,
M:marker (100 bp ladder)

H1
H3
H2
H4

0.0012 0.0010 0.0008 0.0006 0.0004 0.0002 0.0000
Sekil 4. ivesi 16S rRNA haplotiplerine ait filogenetik agac
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Sonug ve Oneriler

PCR-RFLP yontemi ile gruplar arasindaki gen
ve haplotip farklilik ve genetik uzakligi saptamak igin
5 kesme enzimi kullanilmis ve toplam 4 haplotip
gozlenmistir. Haplotipler arasi genetik uzaklik
degerleri incelendiginde Ivesilerin genetik olarak
birbirlerine yakin olduklari séylenebilir. Bununla
birlikte olusturulan filogenetik aga¢ bu durumu
desteklemektedir.

Molekiler belirtegler (mtDNA sekanslama
veya RFLP varyasyon), populasyonlarda 6zellikle
genetik farklilagsmanin tespit edilmesinde kullanisli
metotlardir (Avise, 2000). Ayrica, mitokondriyal
genom  populasyonlarda filogenetik iligkileri
anlamak igin buyuk veri igerir (Gray ve ark., 1999).
Bu nedenle polimorfik bolgelerden alinan veriler ile
tespit edilen haplotip bilgileri genetik iliskileri
incelemek icin kaynak saglar. Bu ¢alismada Sau3Al,
Ddel ve Hinfl enzimleri ile farkl kesim paternlerinin
(A, B) gorlilmesi, 16S rRNA geninin filogenetik
¢alismalar igin  kullanilabileceginin  gostergesi
olabilir.

Sonug olarak, mitokondriyal 16S rRNA gen
bolgesi PCR-RFLP analizi ile Sanlurfa yoresi ivesi
koyunlarinda polimorfizm belirlenmeye ¢alisiimistir.
Bununla beraber, ivesi koyunlarinda ilgili gen
bolgesi bakimindan DNA dizi analizleri yapilarak
daha spesifik molekiiler filogenetik analizler
yapilabilir.
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