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Oz: Bu calismanin amaci, Tiirkiye Anadolu esegi (Equus asinus)’nin ilk mitogenom karakterizasyonunu yapmak ve
filogenetik iliskilerinin ortaya ¢ikarilmasmna katki saglamaktir. Anadolu esegine ait bir 6rnegin komple mitokondriyal
genomu, Long-Range PCR ve Yeni Nesil Dizileme teknigi ile karakterize edilmis ve Bayesian, Maksimum Likelihood ve
Neighbor-Joining metotlariyla filogenetik analizler yapilmistir. Komple mitogenom, 13 protein kodlayan gen, 22 tasiyici
RNA, 2 ribozomal RNA ve bir kodlama yapmayan kontrol bolgesi (D-loop) iceren, 16.551 baz ¢ifti uzunlugunda tipik
dairesel DNA molekiildiir. Mitogenomun ortalama niikleotid kompozisyonu, memeli mitogenomlari araliginda olup; adenin
icin % 32.32, timin ig¢in % 25.78, sitozin i¢in % 28.67, guanin i¢in % 13.23’tiir; adeninttimin igerigi (% 58.10),
guanin-sitozin iceriginden (% 41.90) daha fazladir. Toplam 14 tasiyic1 RNA, 12 protein kodlayan ve 2 ribozomal RNA geni
agir zincir Uzerinde kodlanmakta, 8 tasiyict RNA ve bir protein kodlayan gen (NDG6) ise hafif zincir ilizerinde
kodlanmaktadir. Gen yapisi, organizasyonu ve kompozisyonu diger atgillere benzerdir. Filogenetik analizler, Tiirkiye
Anadolu eseginin, Cin evcil eseklerine Avrupa evcil eseklerinden daha yakin oldugunu ve Afrika yabani eseklerinden
(Somali yabani esegi gibi) kdken almig olabilecegini gostermistir. Bu ¢aligma, Tirkiye esekleri ve diger atgilleri igeren
gelecekteki molekiiler calismalar i¢in Anadolu eseginin referans mitogenom verisini sunmustur.

Anahtar Kelimeler: Equus asinus, Yeni Nesil Dizileme, mtDNA, filogeni

Mitogenome Characterization of Turkish Anatolian Donkey
(Equus asinus) and Its Phylogenetic Relationships

Abstract: The aim of this study was to characterize first mitogenome of Anatolian donkey in Turkey and to contribute to
revealing its phylogenetics relationships. Whole mitogenome belonging to one sample of the Anatolian donkey was
characterized with Long-Range PCR and Next-Generation Sequencing technique and phylogenetic analyses were performed
using Bayesian, Maximum Likelihood and Neighbor-Joining methods. The complete mitogenome is a typical circular DNA
molecule of 16.551 base pair in length that contained 13 protein coding genes (PCGs), 22 transfer RNA, two ribosomal
RNA genes, and one non-coding control region (D-loop). The average nucleotide composition of the mitogenome is in the
range of mammalian mitogenomes; 32.32% for adenine, 25.78% for thymine, 28.67% for cytosine and 13.23% for guanine;
adenine + thymine content (58.10%) was higher than guanine + cytosine content (41.90%). A total of 14 transfer RNA, 12
protein coding and 2 ribosomal RNA genes were encoded on the heavy strand, and 8 transfer RNA and one protein coding
(ND6) gene were encoded on the light strand. The gene structure, organization and compositions were similar to other
equids. Phylogenetic analyses indicated that the Turkish Anatolian donkey was closer to the Chinese domestic donkey rather
than to the European domestic donkeys, and it may have originated from the African wild donkeys (such as Somali wild
donkey). This study provided reference mitogenomic data of Anatolian donkey for further molecular studies of the Turkish
donkeys and other equids.
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1. Giris

Mammalia  sinifinin ~ Perissodactyla  takimi
icerisinde yer alan Equidae familyasi, giiniimiizde
sadece Equus cinsini icermektedir. Bu cins
igerisinde; atlar (Equus caballus), esekler
[E. asinus (esek), E. hemionus (kulan/Asya yaban
esegi), E. kiang (kiang/Tibet yaban esegi)] ve
zebralar [E. zebra (dag zebrasi), E. grevyi (grevy
zebrast), E. burchellii  (Burchell zebrasi),
E. quagga (quagga/bayagi zebra)] olmak iizere
toplam 8 herbivor tiirii yer almaktadir (Wilson ve
Reeder, 2005). Evcil atgiller insan etkisiyle diinya
capinda oldukga genis bir yayilis alanina sahip
iken yabani atgiller, cogunlukla Dogu Afrika’da ve
Yakm Dogu’dan Mogolistan’a kadar olan
bolgedeki genis ¢ayirliklara erisimi olan yerlerde
yayilis gosterirler (Huggins, 2002). Tirkiye’de
evcil E. caballus (at) ve E. asinus (esek) iiyeleri
bulunmaktadir (Yilmaz ve Wilson, 2013; Yilmaz
ve Ertugrul, 2014). Esek (E. asinus) tlriniin
E. asinus asinus (evcil esek), E. asinus africanus
(Afrika yabani esegi/Nubian yabani esegi) ve
E. asinus somalicus (Somali yabani esegi) olmak
tizere Ui¢ alt tiiri bulunmaktadir (Huggins, 2002;
Wilson ve Reeder, 2005). Bazi arastiricilar, evcil
esegin (E. africanus asinus), Nubian yabani esegi
(E. africanus africanus) ve Somali yabani esegi
(E. africanus somalicus) ile birlikte Afrika yabani
esegi (E. africanus)’nin bir alt tiri oldugu
seklinde degerlendirme yapmaktadirlar (Cozzi ve
ark., 2018).

Esegin dogal yayilis alanmi, Kuzey Afrika ve
Arap Yarimadasi’dir. Ancak glinlimiizde evcil ve
yabani esekler, insan miidahalesiyle tiim diinyaya
yayllmigtir.  Esegin  evcillestirilme  siireci,
zooarkeolojik, etnografik ve yakin zamandaki
genetik  verilerle birlikte tartismali bir konu
olmustur  (Clutton-Brock, 1992). Esek igin
evcillestirme merkezleri ve evcillestirmeye hangi
soy hatlarinin  katkida bulundugu hala tam
anlamiyla bilinmemektedir (Beja-Pereira ve ark.,
2004; Yilmaz ve Ertugrul, 2011; Kul ve ark,
2016). Bununla birlikte Levant (Filistin Bdlgesi)
ve Arap Yarimadasi’ndan E. africanus’a ait oldugu
varsayilan kalintilarinin tanimlanmasi nedeniyle
esegin Bat1 Asya’da evcillestirilmis olma ihtimali

tizerinde durulmaktadir (Clutton-Brock 1992;
Rosenbom ve ark., 2015).
Esekler yakin  gegmise kadar  tarim

uygulamalarinda olduk¢a 6nemli bir rol oynamistir
ve giiniimiizde de hala yetistiriciligi yapilan diger
tilkelerde oldugu gibi Tirkiye’de de ozellikle
kirsal kesimlerde tagimacilik ve ulagim igin
kullanilmaktadir (Yilmaz ve Wilson, 2013; Cozzi
ve ark., 2018). Diinyadaki esek populasyonunun

biiyiik bir kismi, is giliciinden yararlanilmak ve at
ile melezlenerek katir ve bardo iiretmek igin
gelismekte olan tilkelerde ve Cin’de
bulunmaktadir. Gelismis iilkelerdeki sayist ise
tarim ve ulagimdaki makinelesmeye bagli olarak
hizla azalmaktadir (Anonymous, 2019). Bununla
birlikte, inek siitiine karst alerji durumlarinda
alternatif siit kaynaginin elde edilmesi, kozmetik
uygulamalar igin siit tiirevi iiriinlerinin tretilmesi,
et turetimi, rekreasyon ve turistik faaliyetler
giiniimiizde esek yetistirme nedenleri arasindadir
(Bertolini ve ark, 2015).

Equus cinsi iyeleri, ¢ok ¢aligilan tiirler
arasinda olmasima karsin evcil esekler cins
icerisinde diinyada ve Tiirkiye’de goreceli olarak
en az calisilan ve ihmal edilen evcil hayvan
grubudur (Cozzi ve ark., 2018). Esekler, Anadolu
cografyasinin evcil hayvan gruplarinin eski bir
bilesenini olusturmus ve bdlge ekonomisine
ylizyillarca 6nemli katki saglamig; 1960’1
yillardan sonra esek yetistiriciligi hizla azalmistir
(Yilmaz ve Wilson, 2013). Tirkiye’deki esekler
hakkinda literatiir bilgisi olduk¢a azdir ve esek
irklarmin orijini hala belirsizligini korumaktadir.
Tiirkiye’de ti¢ farkli tipte esegin bulundugu ifade
edilmektedir. Bunlardan birincisi, Tiirkiye’nin her
bolgesinde yetistirilen gri veya siyah renkte olan
Anadolu tipidir. Digerler ise, Amasya ¢evrelerinde
yetistirilen Merzifon tipi ile hakkinda ¢ok az bilgi
olan Karakagan tipidir (Yilmaz ve Wilson, 2013;
Kul ve ark., 2016; Yalgin, 2016).

Glintimiizdeki teknolojik gelismeler ile birlikte
yliksek verimli ve diisiik maliyetli Yeni Nesil
Dizileme  (NGS)  metotlarnt  gelistirilmeye
baglanmistir. Bu sayede tiim genom ve kii¢iik veya
biiyiik olcekli DNA veya RNA yapilariimn
dizilenmesi oldukca kolay hale gelmistir (Zhang ve
ark., 2011). Bu metotlarla iiretilen veriler, evrimsel
biyoloji ve molekiiler ekoloji alanlarinda
kargilagtirmali  analizler i¢in  kullanilmaya
baslanmistir (Meimberg ve ark., 2016). Yeni nesil
dizileme metotlari, mitokondriyal genomlarin
(mitogenom) hizli karakterizasyonu i¢in oldukca
uygundur. Mitogenom verileri, karsilastirmali ve
evrimsel genomik, molekiiler evrim, fosil veya
arkeolojik 6rneklerin DNA analizi, tiir tanimlama,
genetik cesitlilik, populasyon genetigi, filogeni ve
filocografya  gibi  ¢ok  ¢esitli  alanlarda
kullanilmaktadir (Yang ve ark., 2013). Komple
mitogenomdan elde edilen veriler, memeli
familyalari i¢erisindeki [6rnegin, Equidae (Jonsson
ve ark., 2014; Sun ve ark., 2016), Bovidae ve
Cervidae (Wada ve ark., 2010), Elephantidae
(Rohland ve ark., 2007), Ursidae (Krause ve ark.,
2008)] evrimsel iligkilerin daha iyi anlasilmasina
olanak tanimistir.
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Bu caligmada Tiirkiye Anadolu eseginin, yeni
nesil dizileme platformlar1 kullanilarak ilk
mitogenom karakterizasyonu ve referans verisinin
olusturulmasi, kokenine ve filogenisine katki
saglanmasi amaclanmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Ornek eldesi ve genomik DNA izolasyonu

Bu c¢alismada; 2012 yilinda Tiirkiye’nin Dogu
Anadolu Bolgesi Kars ili sinirlart igerisinde o6l
olarak bulunan yaklasik {i¢ yasindaki kahve renkli
bir disi esege ait kas dokusu, absolut etil alkole
alimmis ve -20 °C’de kullanilincaya kadar
saklanmigtir. Kas dokusundan genomik DNA
(gDNA) eldesi, “QIAGEN DNeasy® Blood
&Tissue Kit” ile iiretici firmanin protokolii takip
edilerek  gergeklestirilmistir.  Genomik DNA
miktar;, Qubit® 2.0 Florometre platformu ve
“Qubit™  dsDNA BR Kit” kullanilarak
belirlenmistir. Elde edilen gDNA karisgiminin 10

puL’si, % 1’lik agaroz jel -elektroforezinde
yuriitilerek ~ etidyum  bromiir ile boyanip,
ultraviyole 151tk (UV) altinda goriintiilenerek

kalitesi kontrol edilmistir.

2.2. Komple mitogenomun Long-Range PCR
amplifikasyonu

Elde edilen gDNA’dan mitogenom, Long-
Range PCR yontemi ve “NEB LongAmp® Taq 2X
Master Mix (M0287S, NEB)” iiriinii ile ¢akisan iki
par¢a  halinde  cogaltilmistir.  Mitogenom,
“Geneious Prime® v2019.1.3” paket programi ile
dizayn edilen iki spesifik primer ¢ifti
(CrocAL1 2024L—CrocBHI 13002H ve
LuLu 12690L-LuLu_2503H) kullanilarak
~11.000 baz ¢ifti ve ~6.500 baz ¢ifti uzunlugunda
cogaltilmigtir (Tablo 1). Hedef bolgelerin PCR ile
¢ogaltma iglemi 50 pL hacimde gergeklestirilmis
olup PCR bilesenleri ve dongii sartlar1 sirasiyla,
1X LongAmp Taq 2X Master Mix (25 pL), her bir
primerden 0.5 pM (her birinden 2.5 pL), ~30 ng
gDNA (1 pL) ve bir adet 94 °C’de 1 dakika on-
denatiirasyon asamasini takip eden 30 adet 94
°C’de 30 saniye denatiirasyon, 55 °C’de 45 saniye
primer baglanma, 65 °C’de 10 dakika uzama
asamalarin1 takip eden bir adet 65 °C’de 10 dakika
son uzama asamasindan olusmaktadir.
Kontaminasyon olup olmadigini kontrol etmek igin
PCR islemlerine negatif kontrol dahil edilmistir.

iBIS

Elde edilen PCR iiriinlerinden 10 pL’si, % 1.0’lik
agaroz jelde yuritiilmiis, 4 pL’si “Qubit dsDNA
BR Assay Kit” kullanilarak miktar1 belirlenmis,
PCR iirlinlerinin  standardizasyonu yapilarak
gerekli miktara ddH,O ile seyreltilip, 1 ng
amplikon (5 pL hacimde) dizileme kiitiiphanesi
i¢in alinmustir.

2.3. Kiitiiphane olusturulmasi, dizilenmesi ve
veri analizi

Dizileme kiitiiphanesi, Nextera XT DNA
kiitiiphane hazirlama kit (FC-131-1096, Illumina,
San Diego, ABD) ve Nextera XT DNA kiitiiphane
hazirlama indeks kit v2 Set A (FC-131-2001,
[llumina, San Diego, ABD) ile iiretici firmanin
ilgili protokolleri takip edilerek olusturulmustur.
Kitiiphane  olusturulurken  boncuk  tabanli
normalizasyon ile her bir kiitiiphanenin miktari
standardize edilmis ve “Quibt dsDNA HS Kit”
kullanilarak yiikleme konsantrasyonu ve miktari
belirlenmisgtir. Olusturulan kitiiphanenin
dizilenmesi MiSeq kartus kit v2 (300 dongii) (MS-
102-2002, Illumina, San Diego, ABD) ve MiSeq
platformu (Genom ve Kok Hiicre Merkezi,
GENKOK, Erciyes Universitesi) kullanilarak
gergeklestirilmistir. Elde edilen tim ham diziler
(ortalama 130 b¢ uzunlugunda 179.097 okuma)
Geneious Prime® v2019.1.3 paket programina
transfer edilerek birlestirilmis ve ilgili diger
analizler gergeklestirilmistir. Ham okumalardan
adaptorlerin, uglardaki diisiik kaliteli bazlarin
(kalite skoru (Q-skor) 30’dan kii¢iik) ve kisa
okumalarin (50 bg¢’den kiigiik) ¢ikarilmasini iceren
trimleme ve kalite filtreleme islemleri Geneious
Prime paket programinda yer alan BBDuk
trimleme aractyla gergeklestirilmistir. Elde edilen
175.184 temiz ve kaliteli okuma “Geneious
mapper” algoritmas1 kullanilarak (Sensitivity:
Highest sensitivity/Medium, Fine Tunning: Iterate
up to 25 times parametreleriyle) E. asinus’un
(NC 001788) referans mitogenomuna  gore
birlestirilerek kontig dizi elde edilmis ve gen
anotasyonu yapilmistir. Ayrica MITOS2 (Bernt ve
ark., 2013) kullanilarak genler ve sinirlar
belirlenmis ve manuel olarak kontrol edilmistir. D-
loop bolgesindeki ardisik tekrarlayan dizi bolgeleri
Tandem Repeats Finder Server’t (Benson, 1999)
kullanilarak tanimlanmistir. Skew analizi, Esitlik
1 ve 2 kullanilarak hesaplanmistir. Esitlikteki A,
toplam adenin; T, toplam timin; G, toplam guanin;

Tablo 1. Komple mitogenomun ¢ogaltilmasinda kullanilan primer ciftleri

Primer ad1 Baz dizisi Yon
CrocAL1 2024L 5’-GACCGTGCAAAGGTAGCATAATC-3’ Tleri 1
CrocBH1 13002H 5’-TAATTAAAAGGGCTCAGGCGTTG-3’ Geri 1
LuLu 12690L 5’-TCGGACTAATAATTGTAACCATCG-3’ Ileri 2
LuLu 2503H 5’-CTCAGATCACGTAGGACTTTAATC-3’ Geri 2
259 Tiirkiye Tarimsal Arastirmalar Dergisi - Turkish Journal of Agricultural Research ~ 6(3): 257-267
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C, toplam sitozin sayilarimi ifade etmektedir.
AT skew=[A-T])/[A+T] (1)
GC skew= [G-C)/[G+C] 2)

2.4. Filogenetik analizler

Filogenetik analizler ig¢in Gen Bankasi
(National Center for Biotechnology Information,
NCBI) veri tabanindaki mevcut Equus cinsi
orneklerinin mitogenomlar1 ve dis grup olarak da
Hippidion saldiasi ve Haringtonhippus francisci
tiirlerine ait veriler, MAFFT (Katoh ve ark., 2002)
¢oklu dizi hizalama programi ile birlestirilmistir.
Veri seti i¢in en uygun baz degisim modeli,
jModeltest 2.1.10 (Darriba ve ark., 2012) programi
kullanilarak AICc (diizeltilmis Akaike Bilgi
Kriteri) ve BIC (Bayesian Bilgi Kriteri) kriterlerine
gore belirlenmistir. Filogenetik aga¢ olusturmak
icin Neighbor-Joining (NJ), Maksimum Likelihood
(ML) ve Bayesian Inference (BI) metotlari
kullanilmig, NJ ve ML agaclart 10.000 tekrarl
olarak MEGA7 (Kumar ve ark., 2016) programut ile
BI agaci ise 2 milyon jenerasyonlu olarak
MrBayes v3.2.6 (Ronquist ve ark., 2012) programi
ile olusturulmustur. Filogenetik agaclar
olustururken AICc ve BIC kriterlerine gore en
uygun baz degisim modeli olarak belirlenen
GTR+G+I baz degisim modeli, ML ve BI
filogenetik agaclarmin olusturulmasinda, K2P baz
degisim modeli ise NI filogenetik agacmin
olusturulmasinda kullanilmigtir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Mitogenom Yyapisi,
kompozisyonu

organizasyonu ve

Bu c¢aligmada ~1.300X kapsama (min: 700,
maks: 2.500) ile elde edilen Tiirkiye Anadolu
esegine ait mitogenom, diger atgil mitogenomlari
(Lippold ve ark., 2011; Luo, ve ark., 2011; Achilli,
ve ark., 2012; Vilstrup, ve ark., 2013; Anonymous,
2014; Der Sarkissian, ve ark., 2015; Heintzman, ve
ark., 2017) ile benzer yapiya sahip olup halkasal
yapida, 16.551 baz cifti (bg¢) uzunlugunda 13
protein kodlayan (PCGs), 22 tastyict RNA
(tRNA), 2 ribozomal RNA (rRNA) genlerini,
1 hafif zincir (L) replikasyon orjini (OrL) ve
1 biylk kodlama yapmayan kontrol bolgesini
(D-loop) igermektedir. Bu bdlgelerden ND6, Op
orijin ve 8 tRNA geni (tRNASM (RNAAR
RNAAT (RNA®YS,  (RNATY,  (RNASrUN),
tRNASY ve tRNAP™®) hafif zincir (L) iizerinde
kodlanirken, agir zincir (H) iizerinde 12 protein
kodlayan gen (PCGs), 14 tRNA ve 2 rRNA genleri
kodlanmaktadir (Sekil 1 ve Tablo 2). Niikleotid
kompozisyonu, adenin (A) i¢in % 32.32, timin (T)
icin % 25.78, sitozin (C) i¢in % 28.67, guanin (G)
icin % 13.23 hesaplanmis olup, tipik bir memeli

mitokondriyal genomunda oldugu gibi guanin en
diisiik frekansa sahip, A+T (% 58.10) igerigi G+C
(% 41.90) igeriginden daha yiiksektir (Tablo 3).

Elde edilen esek mitokondriyal genomu, diger
omurgali mitogenomlarina (Rohland ve ark., 2007,
Krause ve ark., 2008; Wada ve ark., 2010) benzer
olarak protein kodlayan genler ve tRNA genleri
arasinda cakigsan bolgeler ve intergenik araliklar
bulunmaktadir. Anadolu eseginin mitogenomunda
toplam 81 b¢ uzunlugunda (1 ile 43 bg araliginda
degisen) 10 adet c¢akisan bdlge ve toplam 32 bg
uzunlugunda (1 ile 8 bg araliginda degisen) 14 adet
intergenik aralik mevcuttur (Tablo 2).

Mitogenom  iizerindeki protein  kodlayan
genler, tim  mitogenomun %  68.90’1m1
olusturmakta olup, toplam 11.406 b¢ uzunlugunda
ve sonlanma kodonlar1 (10 adet) hari¢ toplam
3.791 amino asit kodlamaktadir. Toplam 10
protein kodlayan genin acik okuma cergevesi
standart ATG kodonu ile baglarken, ND2 ve ND3
genleri ATA kodonu, ND5 geni ise ATT kodonu
ile baglamaktadir. Bununla birlikte 8 protein
kodlayan gen TAA kodonu, CYTB geni AGA
kodonu, ND1 geni ise TAG kodonu olmak iizere
toplam 10 protein kodlayan gen tam sonlanma
kodonu ile biterken, ND3, ND4 ve COXIII genleri
T-- eksik sonlanma kodonu ile bitmektedir. Pek
cok metazoanda, mitokondriyal protein kodlayan
genler tamamlanmamis  sonlanma  kodonu
icerebilmektedir (Boore, 1999). Bu eksik sonlanma
kodonu  post-transkripsiyonel  poliadenilasyon
yoluyla ~ tam  bir  sonlandirma  kodonu
olusturulabilecegi sekliyle acgiklanabilmektedir
(Ojala ve ark., 1981).

Mitogenomun  goreceli  sinonim  kodon
kullanim1 (Relative Synonymous Codon Usage,
RSCU) ve kodon kullanim analizleri, Sekil 2’de
verilmistir. Buna gore ii¢ amino asit, 10sin (615
adet, % 16.2), izolosin (350 adet, % 9.2) ve treonin
(307 adet, % 8.1), en yiiksek frekansa sahipken,
aspartik asit (66 adet, % 1.7), arginin (64 adet,
% 1.7) ve sistein (22 adet, % 0.6) en disiik
frekansa sahiptir. En sik kullanilan kodonlar, CTA
(287 adet, % 7.6), ATC (233 adet, % 6.1), ATA
(185 adet, % 4.9) iken ATT, AGA, TAG (her biri
1 kez) nadir kullanilmis, AGG kodonu hig
kullanilmamustir.

Tastyict  RNA’lar  (tRNA), 60-75 bg
uzunlugunda olup dihidrouridin (DHU) kolu (Sekil
3) bulunmayan tRNAS (AGY) hari¢, digerlerinin
ikincil yapilar1 tipik yonca yapragr yapisi
seklindedir. tRNASer (A6Y)° deki eksik yonca yapragi
yapisi, diger kollar arasindaki yapisal telafi
mekanizmasi ile islevsel olabilmektedir (Steinberg
ve Cedergren, 1994). ki ribozomal RNA geni, 975
b¢ (12S rRNA) ve 1.580 bg (16S rRNA)
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uzunlugunda olup tRNAP*® ve (RNALeuUUR)

arasinda yer almakta ve birbirinden tRNAY? geni
ile ayrilmaktadir. Kodlama yapmayan bolgelerden
(Ou),

L zincirin replikasyon orjini 35 bg

uzunlugunda ve WANCY tRNA bolgesinde yer
almaktadir. Kodlama yapmayan en biiyiik bolge
olan kontrol bolgesi (D-loop), tRNAP® ve tRNAPhe
arasinda yer almakta ve 1.086 b¢ uzunlugundadir.

—1 1
% \ 3%
% \ S,
/ % ‘
P 1 a
o ‘ 2,
0 /Y4y \/’§
= [ Equus asinus " o
‘ . akb ~ ~§
Mitogenom (16.551 bp) =
~ Kars ;‘J —_z
g | S
“_.\ / / %
%7\ LS — % 3
5 pt
M cps / \,., $
“ /' ‘? 2]
)
[ tRNA Y
M rRNA z N
I oOther 2 _
B GC content 'l \
b \
B GC skew+ G \ % & g €
CO)(]” i o« O
B GC skew- Atpg A

Sekil 1. Tiirkiye Anadolu esegi komple mitogenomunun halkasal gen haritasi
tRNA genleri ve D-loop bolgesi farkli renklerle temsil edilmistir. Halkanin disindaki gen bloklari H zincir tizerindeki genleri, halkanin igerisindeki gen
bloklari ise L zincir tizerindeki genleri temsil etmektedir. Tiim tRNA’lar IUPAC aminoasit kodlariyla gosterilmistir. Gen sembolleri ND1-6 (NADH
dehidrogenaz alt tinite 1-6), COXI-III (sitokrom ¢ oksidaz alt {inite I-1IT), ATP6 ve ATP8 (ATPaz’in 6 ve 8 altiiniteleri), CYTB (sitokrom b), D-loop
(kondrol bdlgesi), O (L zincir replikasyon orjini) seklinde verilmistir. rrnS: 12s Ribozomal RNA’y1, rrnL: 16S Ribozomal RNA’y1 ifade etmektedir.

Mitogenomun replikasyon ve
transkripsiyonunda rol alan bdlgeleri igeren D-loop
bolgesi, ayrik ve korunmus dizi bloklar ile
karakterize edilmekte ve genisletilmis terminasyon
iliskili dizileri (ETAS), merkezi korunmus dizi
blogu ve korunmus dizi blogu (CBS) domainleri
olmak flizere 1ii¢ biyiik gruba ayrilmaktadir
(Saccone ve ark., 1991). Bu c¢alismada elde edilen
Anadolu eseginin mitokondriyal D-loop bdlgesi,
5.5 adet 24 b¢ uzunlugunda ardisik tekrarlayan dizi
bolgesi (tandem repeat elements)
(GCACACACCCACACACCCATGCGO)
icermektedir. Hou ve ark. (2018), bu ardisik tekrar
dizi  bolgelerinin  Somali  yabani  eseginde
(MGS885769)  10.5  kere  tekrar  ettigini
bildirmislerdir. Olusturulan veri seti
incelendiginde evcil eseklerden birinde de
(X97337/NC _001788) bu ardisitk  tekrar
bolgelerinin  10.5 kere tekrarladigi, Cin evcil
eseklerinde (KX683425/Qingyang ve

MG931481/Liangzhou) ise 5.8 kez tekrarladigi
goriilmektedir. Tiirkiye ve Cin esekleri, ardisik
tekrar  bolgeleri  bakimimdan  benzer  bir
desenlenmeye  sahiptir. Gen Bankasi veri
tabanindaki mevcut diger esek mitogenomlarinda
ise bu Dbolge, saglikli bir sekilde elde
edilememistir.

Esekler 6nemli evcil hayvanlar olmasina karsi
diger evcil hayvanlar ile karsilastirildiginda en az
calisilan organizma gruplarindan birisidir. Komple
mitogenom verisi, giiniimiize kadar sadece 8§
ornegin Gen Bankasi’nda verileri (Tablo 4)
mevcuttur (Xu ve ark., 1996; Goto ve ark., 2011;
Jonsson ve ark., 2014; Sun ve ark., 2016; Guo ve
ark., 2017; Schubert ve ark., 2017; Hou ve ark.,
2018; Pengjia, ve ark., 2019). Xu ve ark. (1996),
ilk  esek  mitogenom  karakterizasyonunu
gerceklestirmig (X97337/NC_001788) ve 16.670
b¢ uzunlugunda halkasal, ¢ift zincirli bir molekiil
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Tablo 2. Tiirkiye Anadolu eseginin mitogenom organizasyonu ve gen anotasyonlari

Gen / Bolge Yon Lokasyon Ingz).rlgg?lk Bua;l(l;)luk ]iz%lgﬁ i?)gfgg}? Antikodon
tRNAPhe H 1-71 0 71 GAA
12S(s)-TRNA H  72-1.046 -1 975

tRNAVA H 1.046-1.112 0 67 TAC
16S(1)-rRNA H 1.113-2.692 0 1.580

tRNALeu H 2.693-2.767 +2 75 TAA
ND1 H 2.770-3.726 -1 957 ATG TAA

tRNAlle H 3.726-3.794 -3 69 GAT
tRNAG L 3.792-3.864 +2 73 TTG
tRNAMet H  3.867-3.935 0 69 CAT
ND2 H 3.936-4.976 -2 1.041 ATA TAG

tRNAT™ H  4.975-5.043 +5 69 TCA
tRNAAR L 5.049-5.117 +1 69 TGC
tRNAA L 5.119-5.191 0 73 GTT
OL L 5.192-5.226 -3 35

tRNACYs L 5.224-5.289 0 66 GCA
tRNATY" H 5.290-5.356 1 67 GTA
COXI H 5.358-6.902 -3 1.545 ATG TAA

tRNASe? L 6.900-6.968 +8 69 TGA
tRNAASP H  6.977-7.043 +1 67 GTC
COXII H 7.045-7.728 +3 684 ATG TAA

tRNALYS H  7.732-7.800 +1 69 TTT
ATP8 H 7.802-8.005 -43 204 ATG TAA

ATP6 H 7.963-8.643 -1 681 ATG TAA

COXIIL H 8.643-9.426 0 784 ATG T--

tRNASlY H 9.427-9.496 0 70 TCC
ND3 H 9.497-9.842 +1 346 ATA T--

tRNAATE H 9.844-9.912 +1 69 - TCG
ND4L H 9.914-10.210 -7 297 ATG TAA

ND4 H 10.204-11.581 0 1.378 ATG T--

tRNAHis H 11.582-11.650 0 69 GTG
tRNASer H 11.651-11.710 +1 60 GCT
tRNALeu H 11.712-11.781 0 70 TAG
NDS5 H 11.782-13.602 -17 1.821 ATT TAA

ND6 L 13.586-14.113 0 528 ATG TAA

tRNASH L 14.114-14.182 +4 69 TTC
CYTB H 14.187-15.326 0 1.140 ATG AGA

tRNATh L 15.327-15.398 +1 72 TGT
tRNAPr L 15.400-15.465 0 66 TGG
D-loop H 15.466-16.551 0 1.086

H: Agir (H) zinciri, L: Hafif (L) zinciri, b¢: Baz ¢iftini temsil etmektedir, *: Negatif degerler ¢akisan bolgeleri, pozitif degerler intergenik bosluklari
ifade etmektedir, **: Siitundaki — isaretler eksik sonlanma kodonlarini temsil etmektedir.

Tablo 3. Tiirkiye Anadolu eseginin mitogenomuna ait niikleotid kompozisyonlari

Bolge B(%Z;“ % %A %T %G  %C  %A+T %GHC S‘]f;'v* si}fv_v*
Komple mitogenom 16551 1000 3232 2578 1323 2867 5810 4190 0.2 -037
PCGs 11406 6890 3126 2630 1207 3036 5757 4243 009  -043
rRNAs 2555 1540 3652 2364 1695 2290 60.16 3984 021  -0.15
{RNAs 1518 920 3452 27.04 1561 2273 6166 3834 012 -0.19
b 5 1086 560 3068 2381 1317 3255 5240 4760 017  -0.46

A: Adenin, T: Timin, G: Guanin, C: Sitozin niikleotidlerini temsil etmektedir. *: AT-skew= (A-T)/(A+T) ve GC-skew= (G—C)/(G+C) formiiliiyle

hesaplanmistir.

oldugunu ve 13 PCG, 22 tRNA, 2 rRNA genleri ve
OL ve D-loop bolgelerini icerdigini belirtmistir.
Ayrica  bu aragtiricilar, D-loop bolgesinde
CACACCCA ve TGCGCGCA tekrar motiflerini
karakterize etmislerdir. Goto ve ark. (2011),
Somali  yabani  eseginin  (E.  africanus

somaliensis/E. asinus somalicus, AP012271),
Jonsson ve ark. (2014) Somali yabani eseginin
(KM881681), Sun ve ark. (2016) Cin evcil esek
irklarindan  Dezhou ve  Yunnan irklarinin
(KT182635), Guo ve ark. (2017) Cin evcil
Qingyang rkinin (KX683425), Schubert ve ark.
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(2017) Avrupa evcil esegin (KX669267), Hou ve
ark. (2018) Somali yabani eseginin (MG885769),
Pengjia, ve ark. (2019) Cin Liangzhou eseginin

(M@G931481) mitokondriyal genomlarini
karakterize etmiglerdir. Mevcut mitogenomlardan
bazilarnt (KT182635, KX669267, KM881681,

AP012271), ozellikle D-loop bolgesindeki tekrar
bolgelerinde olmak iizere eksik diziler (...NNN...
gibi) igermektedir. Mevcut verilerden {i¢ii Somali
yabani  eseklerine  (AP012271, KMS881681,
MG885769), diger ti¢ii Cin evcil eseklerine aitken
(KT182635, KX683425, MG931481) ve geriye

RSCU
oW

0

Kodon

kalan ikisi (X97337/NC 001788, KX669267)
lokasyonu ile 1rki belirtilmemis Avrupa evcil
eseklere aittir. Somali yabani eseklerinden ikisi ise
(KM881681 ve MG885769) eksik diziler harig
aymidir. Gergeklestirilen bu caligmada Tiirkiye
Anadolu eseginin ilk kez komple mitokondriyal
genomu, yeni nesil dizileme platformu ile elde
edilmis ve MKO982180 erisim numarasiyla Gen
Bankasi  (NCBI) biyolojik veri tabanimna
kaydedilmistir. Elde edilen veriler, daha onceki
hem esek hem de diger atgil mitogenom verileri ile
uyumludur.

(Al) (CY) (A P) (Gl“) (Ph) (GIY) (Hl) ('-l) (L}'S) (Leﬂl) (Leuz) (MEO (A ) (Pm) (’3111) (Afs) (Sﬂl) (SHZ) (Thl) (Val) (TFP) (T‘/l')

ml
Lcua |

Sekil 2. Tiirkiye Anadolu esegi mitogenomunda RSCU (Relative Synonymous Codon Usage) (iistte) ve
kodon kullanim oranlarini (altta) gosteren grafik
Ilgili oranlar y-ekseni, kodon aileleri x-ekseni {izerinde gdsterilmistir.

Alanin-TGC Arjinin-TCG
(A/Ala) (R/Arg)

Glutamin-TTG

Glutamik asit-TTC
(Q/Gln) (E/Glu)

Losin-TAA
(L2, UUR/Leu)

Lésin-TAG
(L1, CUN/Leu)

Prolin-TGG
(P/Pro)

Serin-GCT
(S1. AGY/Ser)

Trozin-GTA
(Y/Tyr)

Asparajin-GTT
(N/Asn)

Glisin-TCC
(G/Gly)

Lizin-TTT
(K/Lys)

Serin-TGA
(52, UCN/Ser)

Sistein-GCA
(C/Cys)

Aspartik asit-GTC
(D/Asp)

Histidin-GTG

Tzoldsin-GAT
(F/His) (Ulle)

Fenilalanin-GAA

Metiyonin-CAT b

(M/Met)

Treonin-TGT Triptofan-TCA
(T/Thr) (W/Ttp)

+——— Discriminator niikleotid

+———— Amino asit alict (AA) kol

+—— TyC(T) kolu

+——————— Degisken (Variable)

(V) I
vatintac V1%
(V/Val)
Antikodon (AC) kolu
Dihidrouridin (DHU) kol

Sekil 3. Tiirkiye Anadolu esegi mitogenomunda belirlenen 22 tRNA geninin varsayilan ikincil yapilart
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Tablo 4. Filogenetik analizlerde kullanilan Equus
cinsi iiyelerine ait mitogenom listesi

Tiir Erisimno  Kaynak

E. asinus KT182635 Sun ve ark. (2016)

E. asinus KX683425 Guo ve ark. (2017)

E. asinus MG931481 Pengjia ve ark. (2019)
E. asinus X97337 Xu ve ark. (1996)

KX669267
KM881681

Schubert ve ark. (2017)
Jonsson ve ark. (2014)

E. a. africanus
E. a. somalicus

E. a. somalicus  MG885769 Hou ve ark. (2018)

E. b. chapmani ~ JX312721  Vilstrup ve ark. (2013)

E. b. quagg JX312733  Vilstrup ve ark. (2013)

E. grevyi JX312725  Vilstrup ve ark. (2013)

E. grevyi JX312722  Vilstrup ve ark. (2013)

E. grevyi JX312723  Vilstrup ve ark. (2013)

E. hemionus HM118851 Luo ve ark. (2011)

E. h. onager JX312730  Vilstrup ve ark. (2013)

E. h. kulan JX312728  Vilstrup ve ark. (2013)

E. kiang JX312732  Vilstrup ve ark. (2013)

E. kiang JX312731  Vilstrup ve ark. (2013)

E. ovodovi KY114520 Druzhkova ve ark. (2017)
E. zebra JX312718  Vilstrup ve ark. (2013)

E. z. hartmannae JX312719  Vilstrup ve ark. (2013)

E. zebra JX312717  Vilstrup ve ark. (2013)

E. zebra JX312724  Vilstrup ve ark. (2013)

E. caballus JN398377  Achilli ve ark. (2012)

E. caballus JN398392  Achilli ve ark. (2012)

E. caballus JN398408  Achilli ve ark. (2012)

E. przewalskii IN398402  Achilli ve ark. (2012)

E. przewalskii HQ439484 Lippold ve ark. (2011)

E. przewalskii AP013094  Anonymous (2014)

E. caballus JN398424  Achilli ve ark. (2012)

E. caballus JN398436  Achilli ve ark. (2012)

E. caballus JN398449  Achilli ve ark. (2012)

E. caballus IN398457  Achilli ve ark. (2012)

H. francisci KT168321 Heintzman ve ark. (2017)
H. francisci KT168328 Heintzman ve ark. (2017)
H. saldiasi KMS881671 Der Sarkissian ve ark. (2015)
H. saldiasi KM881672 Der Sarkissian ve ark. (2015)

3.2. Genetik cesitlilik ve filogenetik analizler

Bu calismada elde edilen Tiirkiye Anadolu
esegine ait mitogenom verisi ile Gen Bankasi’nda
mevcut olan Equus cinsi ftiirlerine  ait
mitogenomlar (Tablo 4) birlestirilerek birlikte
analiz edilmistir. D-loop bolgesindeki farkliligin
tirler arasinda fazla olmasi, biiylik bosluklarin
bulunmasi, bazt mitogenomlarda 6zellikle ardigik
dizi  tekrarlar1  bolgelerinde eksik  dizilerin
bulunmasi nedeniyle analizlere D-loop bélgesinin
korunmus yaklagik ilk 650 bg¢’lik kisim dahil
edilmistir. Olusturulan veri setinde E. asinus (7),
E. burchellii (2), E. grevyi (3), E. hemionus (3), E.
kiang (2), E. ovodovi (1), E. zebra (4), E. caballus
(10), tiirlerine ait veriler bulunmaktadir. E. asinus
tiri  icerisindeki genetik wuzaklik degerlerinin
% 0.05 ile % 1.72 arasinda degistigi ve ortalama
% 0.86 oldugu tespit edilmistir. Tiir igerisindeki en
kiigiik genetik uzaklik degeri, Cin &rnekleri
(Dezhou 1rki, KT182635 ve Qingyang 1rki,
KX683425) arasinda olup en bilyik genetik
uzaklik degeri ise Cin Liangzhou esegi
(MG931481) ile  Somali  yabani  esegi
(KM881681/MG885769) arasinda godzlenmistir.

Tirkiye orneginin Cin evcil eseklerinden genetik
uzakligi, yaklasik % 0.1 (Dezhou 1rki, KT182635,
Qingyang 1rki, KX683425, Liangzhou 1rki,
MG931481) ve diger evcil eseklerden % 0.9
(X97337/NC_001788 ve KX669267) iken Somali
yabani eseklerinden yaklasik olarak % 1.7 farkl
olup genetik olarak Cin esek wklarina oldukca
yakindir. Equus cinsi igerisindeki tiirler arasinda
en kiiciik genetik uzaklik degerleri, ortalama % 1.2
ile E. hemionus (Kulan / Asya yaban esegi) ve
E. kiang (Kiang / Tibet yaban esegi) arasindayken,
en biiylik genetik uzaklik degeri ise yaklasik % 7.6
ile E. caballus ile E. zebra arasinda gdzlenmistir.
Equus cinsi igerisindeki ortalama genetik uzaklik
degeri % 5.3 olarak hesaplanmistir. Esekler
(E. asinus) genetik olarak yaklasitk % 5.5 ile
E. hemionus, E. kiang ve E. ovodovi’den % 6 ile
E. burchellii, E. grevyi’den, % 6.2 ile E. zebra’dan
ve % 7.3 ile E. caballus’dan farkliliga sahiptir.

Uretilen ii¢ filogenetik aga¢c (ML, NJ ve BI),
yiiksek bootstrap ve olasilik degerleri ile benzer
topolojiye sahip olup bu c¢aligmada sadece
Bayesian agact verilmistir  (Sekil 4). Agac
topolojileri incelendiginde Equus cinsi, gliniimiiz
tiyeleri dort biiyiik gruba ayrilmaktadir. Bunlardan
birinci grup atlart (E. caballus/przewalskii), ikinci
grup Asya, Avrupa evcil esekleri ve Somali yabani
eseklerini (E. asinus/africanus (esek), ticlincii grup
Asya’daki yabani esekleri (E. hemionus, E. kiang),
dordiincti grup ise zebralar1 (E. zebra, E. grevyi,
E.  burchellii, E. quagga) icermektedir.
Gilinimiizde nesli tilkenmis olan E. ovodovi,
Druzhkova ve ark. (2017)’nin bulgularina benzer
olarak zebralara yakm bir iliskide olarak ayri bir
grup olusturmustur. Tiirkiye Anadolu esegi,
filogenetik agaclarda ikinci grup igerisinde Cin
evcil esekleriyle birlikte kiimelenmis olup gruba
Somali yabani esegi, bazaldan baglanmigtir. Asya
yaban esekleri ise ayr1 bir kiime olusturmustur. Bu
baglamda Tiirkiye Anadolu esegi, Avrupa evcil
eseklerine oranla Cin evcil eseklerine genetik
olarak daha yakindir. Bu durum diger c¢aligmalar
(Sun ve ark., 2016; Guo ve ark., 2017; Pengjia, ve
ark., 2019) ile uyumlu olup Tirkiye Anadolu
eseginin de diger evcil esekler gibi Somali yabani
esegi veya diger Afrika yabani eseklerinden koken
alarak evcillestirildigi gOriligtinii de
desteklemektedir.

4. Sonuclar

Bu calismada; Tiirkiye Anadolu eseginin 16.551
baz c¢iftlik mitokondriyal genomu ilk defa elde
edilmis olup, mevcut esek ve diger atgil
mitogenomlar1  ile  karsilastirilldiginda  yapu,
organizasyon ve kompozisyon bakimindan
olduk¢a benzer olmakla birlikte yeni bir
mitogenom haplotipi tespit edilmistir. Genetik
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0.73

JX312722_E grevyi
JX312723_E.grevyi
JX312725_E grevyi
JX312721_E burchellii chapmani
JX312733__E.burchellii quagga

Zebralar

JX312719_E.zebra hartmannae
JX312718_E.zebra
JX312717_E.zebra
JX312724_E.zebra

KY114520_E ovudavi_'mkenmr

HM118851_E.hemionus ]
JX312731_E kiang
JX312732_E kiang

JX312728_E.hemionus kulan
JX312730_E hemionus onager
—

Asya Y. Esekleri

TR_E.asinus
MG931481_E.asinus
KT182635_E.asinus
KX683425_E.asinus
X97337/NC 001788_E.asinus

Esekler

KX669267_E.asinus
KMB881681/MG885769_E asinus

- e
JN398402_E .caballus/przewalskii
HQ439484_E .caballus/przewalskii
JN398408_E caballus
AP013094_E

JN398377_E.caballus
JN398392_E caballus
JIN398424_E caballus
1 1 JUN398436_E.caballus

Atlar

- JN398449_E caballus

JUN398457_E.caballus
1 (= H.francisci_KT168321

L i rancisc_KT168328
1 = H.saldiasi_KM881671

Dis grup

— H.saldiasi_KM881672

E—

Sekil 4. Equus cinsine ait mitogenom sekanlar1 arasindaki molekiiler filogenetik iliskiyi gosteren,
GTR+G+I baz degisim modeli kullanilarak elde edilen Bayesian Inference (BI) agaci

Agag tlizerindeki degerler olasilik ihtimallerini gostermektedir.

gesitlilik ve filogenetik analizleri, Tiirkiye Anadolu
eseginin, Cin evcil eseklerine oldukca benzer ve
yakin oldugunu 6nermistir. Ayrica bu ¢aligmanin
sonuglart  evcil  eseklerin  Afrika  yabani
eseklerinden (Somali yabani esegi ve/veya Afrika
yabani esegi) evcillestirildigi goriigiini
desteklemektedir. Bu c¢alismada elde edilen
Tiirkiye Anadolu eseginin komple mitokondriyal
genomu, Tiirkiye’deki esek wrklarin belirlenmesi,

korunmasi, esegin evcillestirilmesi ile ilgili
evrimsel caligmalar i¢in 6nemli temel molekiiler
veri sunmaktadir. Gelecekte yapilacak
calismalarda,  Tirkiye’deki esek  wklarinin

birbiriyle ve Diinya’daki diger esek irklariyla olan
genetik iligkilerinin daha iyi ortaya ¢ikarilmasi igin
tim esek irklarimi kapsayacak genis bir drneklem
yapilmasi ve mitogenom verilerine ilave olarak
niikleer genlerle birlikte analiz edilmesi faydali
olacaktir.
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