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Oz

Evcil kegiler (Capra hircus), yaklasik 10.000 yil dnce Neolitik devirde Yakin Dogu'da evcillestirilmis ve
bugiin Dinya’nin butiin kitalarina yayilmistir. Kegiler, 6zellikle etinden ve siitinden yararlanilan 6nemli
ciftlik hayvanlaridir. Bu galismada, Sanhurfa yoresindeki Halep kegilerinin filogenetik yapilari molekdiler
tekniklerle belirlenmeye ¢alisilmistir. Arastirmanin hayvan materyalini, Sanlurfa y6resinde yetistirilen
Halep kegileri olusturmustur. Kegilerden toplanan kan érneklerinden genomik DNA'lar izole edilmistir.
Kegilere ait 12S rRNA gen bdlgeleri PCR teknigi ile cogaltiimistir. Kegilerde 12S rRNA gen dizilerine gore;
toplam bolge sayisi, G+C orani, polimorfik bélge sayisi, haplotip sayisi, haplotip farkhhgi, nikleotid
farkhhg! degerleri sirasiyla, 408, 0.415, 2, 4, 0.584+0.054 ve 0.00161+0.00023 olarak bulunmustur. Sonug
olarak, Sanliurfa yoresi Halep kegilerinde, 12S rRNA bolgesi gen dizileri belirlenmistir. Gen dizi bilgilerine
gore kegilerde mtDNA polimorfizmi, mtDNA haplotipleri, haplotipler ve yabani kegiler arasinda
filogenetik iliskiler belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Halep kegisi, 12S rRNA geni, Filogenetik

Phylogenetic Analysis of Halep Goats in Sanliurfa Province
Based on The Mitochondrial 12S rRNA Gene Sequences

Abstract

Domestic goats (Capra hircus) were domesticated in the Near East in the Neolithic period about 10.000
years ago, and have spread to all continents in the world today. Goats are especially important livestock
used for meat and milk. In this research, determination of phylogenetic tree of Halep goats in Sanliurfa
province using molecular techniques was the main goal. Halep goats raised in Sanliurfa province were
used as the animal materials. Blood samples were collected for genomic DNA isolation. Mitochondrial
12S rRNA gene region was amplified by applying polymerase chain reaction (PCR) technique. In goats,
DNA polymorphism based on 12S rRNA gene sequence, total number of site, the rate of G+C, number of
polymorphic site, number of haplotype, haplotype diversity, and nucleotide diversity were found to be
408, 0.415, 2, 4, 0.584+0.054 and 0.00161+0.00023, respectively. In conclusion, in Halep goats raised in
Sanlurfa province; gene sequences of 12S rRNA were determined. Based on gene sequences
information, in goats, the phylogenetic relationship among mtDNA polymorphism, mtDNA haplotypes,
haplotypes and relationship between wild goats and halep goats were determined.

Key words: Halep goat, 12S rRNA gene, Phylogenetic

Giris kitalarina yayllmistir (Fernandez ve ark.,

2006). Kegiler, etinden, siitiinden, lifinden ve

Kegiler (Capra hircus), yaklagik 10.000 yil - garisinden yararlanilan onemli bir ciftlik

once neolitik devirde Yakin Dogu'da  payvandir. Tirkiye'de yerli kegi irki olarak Kil

evcillestirilmis ve bugtin Dunya’nin bUtln  acisi Tiftik kecisi ve Kilis kegisi olmak iizere
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3 rktan bahsedilmektedir
Askin, 1997). Kil
yayllmis  olmakla
yetistirildigi

(Kaymakgr ve
kecileri tim bolgelere
beraber en yogun
bolgeler Akdeniz (%26.5),
Glneydogu (%25.6) ve Ege Bolgesi
(%20.3)'dir. Tiftigiyle Gnlii olan Ankara kegisi
(Tiftik Kegisi) genellikle en yogun Ortakuzey
(%60.8), Ortagiiney (%19.2) ve Giineydogu
(%12.3) bolgelerinde vyetistirilmektedir. Kilis
kecisi ise Gaziantep, Kilis ve Hatay illeri
cevresinde yaygin olarak yetistiriimektedir.
Bu bolgedeki Kil kegileri ve Suriye kokenli
Halep kecilerinin melezlenmesi ile meydana
gelmis bir kegi tipidir. Uzun vyillar kendi
aralarinda yetistirilerek bir
bir
degerlendirilmektedir (Kaymakgi ve Askin,
1997).

ornek hale

geldiklerinden ayri irk olarak da

Mitokondiryal DNA (mtDNA);
populasyonlarin  genetik benzerlik veya
farkhliklarindan  yararlanilarak filogenetik

iliskilerin  tespit edilmesi ¢alismalarinda
molekiler belirte¢ olarak kullaniimaktadir
(Naderi ve ark., 2007). Ke¢i mitokondri
genomu; protein kodlayan 13 bodlge
(sitokrom c oksidaz kompleksi 1, 1l 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 (12S rRNA, 16S rRNA), kontrol bolgesi
(D-loop), 22 c¢esit tRNA bolgelerinden
olusmaktadir ve keg¢i mtDNA’si 16.616 bg
uzunluktadir (Parma ve ark., 2003).

Kanarya Adalari (Amills ve ark., 2004),
ispanya (Azor ve ark., 2005),Cin (Chen ve ark.
2005; Fan ve ark., 2007; Liu ve ark., 2009),
Hindistan (Joshi ve ark, 2004),
(Sultana ve ark., 2003), Giiney ve Merkez
Amerika (Amills ve ark., 2009) ve Tirkiye
(Kiraz, 2009; Cinar Kul, 2010; Akis ve ark.,
2014) bazi keci irklarinda filogenetik iliskiler

Pakistan

arastirilmistir.  Tiurkiye vyerli hayvan gen

kaynaklari agisindan zengin genetik cesitlilige
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sahiptir. Yerli hayvan genetik kaynaklarinin
korunmasi amaciyla; en 6nemli ve 6ncelikli
yapilmasi gereken asamanin, yerli irklarin
genetik yapilarinin irklar arasi ve irklar igi

farkhiliklarin incelenmesi gerektigi
bildirilmistir ~ (Soysal ve ark., 2003).
Calismanin amaci; Sanliurfa yoresi Halep
kecilerinde Mitokondriyal 12S rRNA gen
dizilerinin belirlenmesi ile mtDNA
polimorfizmi ve mtDNA haplotiplerini,
haplotipler ve yabani kegiler arasinda

filogenetik iliskileri tespit etmektir.

Materyal ve Metot

Hayvan Materyali ve Ornek Toplama

Arastirmanin hayvan materyalini,
Sanlurfa ve vyoresinde vyetistirilen Halep
kecileri (Sekil 1) olusturmustur. Kecilerden
DNA

toplanmistir. Segilen hayvanlarin birbirlerine

izolasyonu icin  kan  o6rnekleri

akraba olmamasi icin her siriden bir 6rnek

alinmistir.

7

Sekil 1.

Halep kegcisi

allurfa yoresi
(Fotograf: S. Kiraz)
Figure 1. Aleppo goat of Sanlurfa province

(Photograph: S. Kiraz)

Molekiiler Calismalar

Kecilerden alinan kan orneklerinden
genomik DNA izolasyon kiti (GenelET Whole
Blood Genomic DNA Purification Mini Kit
#K0781, Thermo) kullanilarak genomik DNA
izole edilmistir. izole edilen DNA &rneklerinin
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gorantilenmesinde  %1’lik  agaroz  jel
kullanilmistir. DNA orneklerinden,
mitokondriyal 12S rRNA gen bolgesini
cogaltmak icin gerekli ileri; 5’-

CCCTCCAAATCAATAAGACTAAG-3’ ve geri; 5'-
CGATTATAGAACAGGCTCCTC-3’ primerleri
kullanilmistir (Kiraz, 2009). PCR reaksiyon
karisimi; 1.0 ul kalip DNA (~50 ng/ul), 5.0 pl
10X PCR buffer, 1.0 ul forward primer (10
pmol/ul), 1.0 pl reverse Primer (10 pmol/pl),
1.0 pl ANTP mix (1 nM), 1.5U Tag polimeraz
(5U/ul) ve dH,0 ile toplam karisim 50 pl’'ye
tamamlanmistir. PCR reaksiyon sartlari; 6n
denaturasyon icin 95 2C’'de 4 dakika ve tek
dongli, denatlirasyon icin 94 2C'de 60 sn,
yapisma icin 54 2C’de 60 sn, uzama igin 72
oC’de 2 dakika ve bu asamalar icin 30 dongd,
son uzama icin 72 2C’'de 10 dakika tek dongii
olarak ayarlanmistir. Tasarlanan primerler ile
genin 488 bg’lik kismi ¢ogaltilmistir. PCR
gen
dizileme icin secilerek ileri (F) ve geri (R)

amlifkasyonu gergeklesmis ornekler

zincir olmak dizileme islemi yaptiriimistir
(lontek).

DNA Polimorfizmi ve Filogenetik Analizler
Populasyonlar icin toplam bodlge sayisi,
polimorfik bélge sayisi (S), haplotip sayisi (h),
haplotip farklihgi (Hgs: haplotypediversity),
nikleotid farkliigi (m: nucleotidediversity),
degerleri DnaSP5.0 (Librado ve Rozas, 2009)
programi kullanilarak belirlenmistir.
Kegilerde filogenetik analizler; genetik
iliskileri gostermek ve haplotipleri belirlemek
amaciyla UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmeticmean) ydntemine
gore MEGA 4.0.1 programinda (Tamura ve
2007) Kimura-2-parametre
1980)
Nodlarin (aga¢ kollari) glivenirliginin test

ark., model

(Kimura, kullanilarak  yapilmistir.
edilmesinde Bootstrap testi (1000 tekrarh)
kullanilmistir (Nei ve Kumar, 2000).
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Ayrica yerli kegi irklari ile yabani kecilerde
yapilan 6nceki calismalara ait dizi bilgileri
Gen Bankasindan (NCBI) temin edilerek
birlikte farkli
olusturulmustur.

filogenetik agaclar

Arastirma Bulgular ve Tartisma

Genomik DNA izolasyonu

Kecilerden toplanan tim orneklerinden
genomik DNA izole edilmistir. izole edilen
DNA’larin agaroz jel goruntisi sirasiyla Sekil
2'de verilmistir.

M  CHO1 CHO2 CHO3 CHO4 CHO5 CHO6 CHO7 CHO08 CHO9 CH10 CH11 CH12

Sekil 2. Kecilerinden izole edilen DNA'lar

Figure 2. Isolated DNA from goats
(M: marker, 1 kb ladder)

PCR Sonuglari
izole edilen DNA 6rneklerinden, rRNA gen
bolgeleri  primerleri  kullanilarak ~ PCR

amlifikasyon calismalari yurttilmustir. Tim
orneklerde PCR Urinleri elde edilmistir. Evcil
kecilerde 12S rRNA gen bolgesi 571 bg
uzunlugundadir. CAP 12S (F) ve CAP 12S (R)
primerleri ile bu genin 488 b¢’lik kismi PCR ile
cogaltilmistir (Sekil 3).

488bp

Sekil 3. 12S rRNA gen bolgesi: 488 bg
Figure 3. 125 rRNA gene region: 488bp
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Filogenetik Analiz Sonuglari

Evcil kecide 571 bg¢ uzunlugunda bulunan
12S rRNA geninin, 12S rRNA primerleri ile
488 bc¢'lik kismi  cogaltilmistir. Gen dizi
(lontek) diizenlemeler
sonucunda tim ornekler igin 408 bg¢’lik dizi

analizleri ve
bilgisi elde edilmistir. Kegilerde 12S rRNA gen
dizi bilgileri analiz edilerek, DNA polimorfizm
ozellikleri belirlenmistir (Cizelge 1). 12S rRNA
geninde 2 polimorfik bolge ve 4 haplotip

tespit edilmistir. Haplotip ve nukleotid
fakhhig sirasiyla 0.0584+0.054 ve
0.00161+0.00023  olarak bulunmustur.

Kecilerde, 12S rRNA geninde belirlenen 2
polimorfik bolgede (126. ve 189. pozisyonlar)
nikleotid vyer degistirmeleri
(T¢=>C) seklindedir.

Kegiler, 12S rRNA genine goére UPGMA
genetik agacta, H1 (CH31), H2 (CH12), H3
(CHO6, CHO02, CHO3, CH13, CH14, CH19,
CH21, CH23, CH25, CH26, CH27), H4 (CHOA4,
CH15, CH16, CHO9, CH10, CH17, CH18, CH20,
CH22, CH28, CH29, CH30, CH32) olmak lizere
4 haplotipe ayrilmistir (Sekil 4).

transisyon

Kiraz (2009), Sanhurfa yoresi Kil ve Kilis
12S rRNA bolgesi
bilgilerine gére mtDNA polimorfizmi, mtDNA

kegilerinde, gen dizi
haplotiplerini, haplotipler ve yabani tirler
arasinda filogenetik iliskileri arastirmistir. 12S
rRNA gen dizisine gore haplotip ve niikleotid
cesitliligi sirasiyla, 0.70640.019
0.00226£0.00011 olarak bulmustur.

ve

Cizelge 1. Kegilerde 12S rRNA gen dizisine
gore DNA polimorfizmi

Table 1. DNA polymorphism of 12S rRNA
gene sequence

Ozellikler Genel
Specifications General
Toplam bdlge sayisi (bg) 408
G+C 0.415
Polimorfik bélge sayisi (S) 2
Haplotip sayisi (h) 4

0.0584+0.054
0.00161+0.00023

Haplotip farkhihgi Hd:
Nukleotid farkliligi, it

Keci  haplotipleri arasinda  genetik
uzakliklar 0.0025-0.0049 arasinda ve oldukga
disitk degerlerde bulunmustur (Cizelge 2).
12S  rRNA
korunmus bolge orani %99.50 olarak tespit
edildiginden ilgili gen
polimorfizmin sinirli oldugu gozlenmistir.

Kecilerde gen bolgesinde

bolgesinde

Cizelge 2. Keci 12S rRNA haplotipleri arasinda
genetik farkhliklar

Table 2. Genetic distances between 12s rRNA
haplotypes of goat
Haplotipler H1 H2 H3
Haplotypes
H1 *
H2 0.0025 *
H3 0.0025 0.0049 *
H4 0.0049  0.0025  0.0025
CH29 ]
CH30
CH28
CH22
CH20
CH18
43 | CH17
H4
CH10
CHO09
CH16
CH15
CHo4
52 CH32
RefSeq |
CHO06 ]
CHO02
CHO03
CH13
CH14
m CH19 H3
CH21
CH23
CH25
CH26
CH27 |
CH31 JHI1
CH12 JHz

0.0005

Sekil 4. 12S rRNA genine gére UPGMA agaci
Figure 4. UPGMA tree of 12S rRNA gene
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H3

C.hircus
81

H4

H1

H2

61

C.nubiana

C.falconeri

C.pyrenaica

—

C.ibex

C.sibirica

4 4 4 y
0.015 0.010 0.005 0.000

Sekil 5. Filogenetik agac: keci haplotipleri,
Capra hircus (NC_005044) ve yabani
kegi tarleri

Figure 5. Phylogenetic tree: Haplotypes of
goat, Capra hircus (NC_005044) and
species of wild goat

[C. pyrenaica: AM158313, C. ibex: AY846815,

C.sibirica: AY670658, C. nubiana AM670657,
C. falconeri:AY670656]

BLAST yontemi ile Gen Bankasi (NCBI) veri

tabani taranmustir. Burada kegi
haplotiplerinin bazi yabani kegi tirleri ile
birlikte
iliskileri gostermek amaciyla filogenetik agac
(Sekil  5). Sekil 5

incelendiginde keci haplotiplerinin 12S rRNA

degerlendirmek ve filogenetik

olusturulmustur

genine gore filogenetik iliskiler bakimindan
referans evcil keci (capra hircus; NC_005044)
ile birlikte kimelenmistir (%81). Filogenetik
agacta, C. hircus ve C. nubiana birlikte (%61),
C. pyrenaica ve C. ibex birlikte (%64), C.
sibirica tlrl ise tamamen ayrilmistir.
Mitokondriyal 12S rRNA bdlgesine gore
keci haplotipleri ile yabani kegiler arasinda
genetik uzakliklar Cizelge 3’te verilmistir. Kegi

haplotipleri ile yabani kegiler arasinda
Bu §a||§mada belirlenen, 12S rRNA genetik uzakhklar 0.000-0.039 arasinda
haplotiplerine ait niikleotid diziler, yabani ~ bulunmustur (Cizelge 3).
irklara ait dizilerle birlikte degerlendirme igin
Cizelge 3. 12S rRNA haplotipleri ve yabani kegiler arasinda genetik farkliliklar
Table 3. Genetic distances between 12S rRNA haplotypes and wild goats
. C. C. C. C.
Haplotipler sibiric  pyrenai ., nubian  falcon H3 H1 .C' H4
Haplotypes ibex . hircus
a ca eri
C. sibirica *
C.
pyrenaica 0.024 *
C. ibex 0.035 0.010 *
C. nubiana 0.039 0.021 0.032 *
C. falconeri ~ 0.028 0.017 0.028 0.017 *
H3 0.032 0.014 0.024  0.007 0.010 *
H1 0.032 0.014 0.024  0.007 0.010 0.000 *
C. hircus 0.032 0.014 0.024  0.007 0.010 0.000 0.000 *
H4 0.032 0.014 0.024  0.007 0.010 0.000 0.000 0.000 *
H2 0.032 0.014 0.024  0.007 0.010 0.000 0.000 0.000 0.000
Sonuglar hesaplanmigtir. 12s rRNA gen dizi bilgilerine

PCR {rlinlerinin gen dizi bilgileri elde
edilmistir. Gen dizi bilgilerine goére dizi veri
setleri olusturulmustur. Populasyonlar igin
toplam bdlge sayisi, G+C orani, polimorfik
bolge sayisi (S), haplotip sayisi (h), haplotip
farkliligi (Hg), niikleotid farkliigi (t) degerleri
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mtDNA mtDNA
haplotipleri, haplotipler ve yabani kegiler

gore polimorfizmi,
arasinda filogenetik iliskiler belirlenmistir.
Gen dizi bilgilerinin Gen Bankasinda (NCBI)
depolanmasi ile kegiler (zerinde yapilan
katki

saglamasi beklenmektedir. Ayrica, calisma

molekiler filogenetik ¢alismalara
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sonuglarinin biyocesitlilik ve hayvan islahi
calismalari ile evcil hayvan genetik kaynaklari
koruma katki

stratejilerine saglamasi

distnilmektedir.
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