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OZET

CINE CAPARI VE KARYA KOYUNLARDA CALPASTATIN GEN
POLIMORFIZMININ PCR-RFLP YONTEMI iLE BELIRLENMESI

Nezih ATA

Yiiksek Lisans Tezi, Zootekni Anabilim Dal1
Tez Danismant: Dog. Dr. Ibrahim CEMAL
2012, 64 sayfa

Bu calisma yerli Cine Capar1 koyun 1rki ile sentetik Karya koyunlarinda Calpastatin
gen polimorfizminin tanimlanmas1 amaciyla yapilmistir. Calpastatinler calpainlerin
endojen inhibitorleridir. Kesim sonrasinda etin sertliginin diizenlenmesinde anahtar
bir rol oynayan Calpastatin geni ayni zamanda kas gelisimini etkileyen aday
genlerdendir. Calpastatin geni koyun genomunda 5. kromozomda bulunmaktadir.

Bat1 Anadolu’da yetistiriciligi yapilan 97 bas Cine Capar1 ve 90 bas Karya koyundan
rastlantisal olarak kan 6rnegi alinmistir. Intron L’den I’ya kadar olan boliimdeki
koyun Calpastatin geni 565 bg’lik fragman olusturacak sekilde PCR ile
cogaltilmistir. Ardindan, PCR iirlinleri Mspl restriksiyon enzimi ile kesilmis, kesilen
iirlinler agaroz jel elektroforezine tabi tutulmus ve UV altinda fotograflanmistir. PCR
triinlerinin Mspl enzimi ile kesimi sonucunda 306 ve 259 b¢’lik fragmanlar
olusmugstur. Bireylerin genotiplerine ait bilgiler PopGene32 programi kullanilarak
analiz edilmistir. Karya koyunlarda MM, MN ve NN genotiplerinin frekanslari sirasi
ile 0.296, 0.496 ve 0.208 olarak, M ve N allellerinin frekanslar1 siras1 ile 0.544 ve
0.456 olarak belirlenmistir. Cine Capar1 koyunlarda ise MM, MN ve NN
genotiplerinin frekanslart sirast ile 0.543, 0.388 ve 0.069, M ve N allellerinin
frekanslar1 sirasi ile 0.737 ve 0.263 olarak bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Koyun, Cine Capari, Karya, Calpastatin, PCR-RFLP
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ABSTRACT

DETECTING CALPASTATIN GENE POLYMORPHISM WITH PCR-
RFLP METHOD IN CINE CAPARI AND KARYA SHEEP

Nezih ATA

M.Sc. Thesis, Department of Animal Sciences
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. ibrahim CEMAL
2012, 64 pages

This study was carried out to determine Calpastatin gene polymorphism in native
Cine Capar and synthetic Karya sheep. Calpastatin is an endogenous inhibitor of
calpain. Calpastatin gene has a key role on meat tendernes after slaughter, and also
has been known as candidate gene in muscle growth efficiency. Calpastatin gene
located on 5th chromosome of sheep.

Randomly taken blood samples were collected from 97 Cine Capar1 and 90 Karya
sheep raised in West Anatolia. Intron I from L domain of the ovine calpastatin gene
was amplified by PCR to produce a 565 bp fragment. Then, PCR products were
digested with restriction endonucleases enzyme Mspl. Digested products were
electrophoresed on agarose gel and visualized with gel documentation system. The
Mspl digestion of the PCR products produced fragments of 306 and 259 bp. Data
analysis was done using PopGen32 software. In Karya sheep population MM, MN
and NN genotype were identified with 0.296, 0.496 and 0.208 frequencies, M and N
allele frequencies were identified with 0.544 and 0.456 respectively. In Cine Capar1
sheep population MM, MN and NN genotype were identified with 0.543, 0,388 and
0.069 frequencies, M and N allele frequencies were identified with 0.737 and 0.263,
respectively.

Key words: Sheep, Cine Capari, Karya, Calpastatin, PCR-RFLP
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1. GIRIS

Ciftlik hayvanlarinda kantitatif karakter veya Ozellik olarak tanimlanan verim
ozellikleri veya fizyolojik Ozellikler genomda yer alan ve sayist net olarak
bilinmeyen ¢ok sayida genin toplaml etkilerine ve bu genler arasi etkilesimlere
gore sekillenmektedir. Kantitatif karakterlere yonelik fenotipin sekillenmesinde
gorevli tim genlerin tek tek etkilerini su an i¢in tanimlamak miimkiin olmadigi
icin klasik Mendel genetigi yoOntemlerini kullanarak bu genleri tek tek
inceleyebilmek ve 1slah etkinliklerini tamamen bu bilgilere dayali yiirlitmek
giiniimiizde olanakl degildir.

Kantitatif ozelliklere ait fenotipleri sekillendiren genlerin sayisina ve bireysel
ozelliklerine iliskin bilgilerin olduk¢a sinirli diizeyde olmasindan dolayi teorik
caligmalar kimi varsayimlara dayanmaktadir. Temel varsayima gore kantitatif bir
karakteri, tiim lokuslarda frekanslar1 benzer, eklemeli etkileri ve dominans
iligkileri hemen hemen ayni olan ¢ok sayida gen etkilemektedir (Falconer ve
Mackay, 1996; Roberts ve Smith, 1982). Bu tiir karakterlere etkili genlerin sayis1
ve etki diizeylerinin bilinmesinin olanaksizlig1 kantitatif teorinin 6zgiin yapisiyla
ortaya cikmasimin temel nedenidir. Diger bir ifadeyle, kantitatif karakterlerin
kalittim1 poligenik modele dayanmaktadir (Kinghorn vd., 1994). Kantitatif

karakterlerin kalitimi, etkili genlerin etkileri toplamlari ile agiklanmaktadir.

Kantitatif karakterler, 6zellikle de esikli karakterler, ¢evre etmenlerinden ¢ok daha
yiiksek derecede etkilenmektedirler (Cemal, 1996; Karaca vd., 1992). Dolayisiyla
genetik varyasyon genel varyasyon iginde ancak cok kiiciik degerler alarak
tanimlanabilmekte ve buna bagli olarak damizlik seciminde duyarlilik diisiik
diizeyde olmaktadir. Bunun sonucu olarak, verim &zelliklerinin 1slahinda klasik
1slah yontemleri ile saglanan yillik genetik ilerleme oram1 ancak %1-3 kadar
olabilmektedir (Smith, 1985).

Ciftlik hayvanlarinda verimlerin gelistirilmesi anlaminda yapilan 1slah
caligmalarinda genlerin toplamli etkilerinin fenotipe dayali tahminini esas alan
programlar bir dnceki ylizyilda gelistirilerek kullanilmigtir. Bunun sonucunda,
uzun vadeli ¢aligmalar ile yiiksek verimli irk, soy ve hatlar elde edilmistir.

DNA’nin ¢ift sarmal yapisinin kesfinden sonra molekiiler genetik alaninda ¢ok
hizli bir gelisme siireci yasanmustir. Ozellikle son yillarda DNA diizeyindeki



tanimlamalara  yonelik yontemlerde bas dondiiriici hizda gelismeler
yasanmaktadir. DNA diizeyinde yapilan tanimlamalardan elde edilen bilgiler ile
hayvanlara ait fenotipik verilerin iliskilendirilmesi sonucunda hayvanlara ait verim
veya elde edilen iriinlerin kalitesi {lizerine etkili olan, 6zellikle etki diizeyleri
digerlerine oranla kismen veya g¢ok biiyiik olan, bazi genlerin tanimlanmast ve
pratik genotip ayrimlariin yapilabilmesi miimkiin olmustur. Kantitatif karakter
lokuslarinin (QTL: Quantitative Trait Loci), major gen olarak adlandirilan kismen
daha biiytiik etkili kantitatif karakter lokuslarinin, genomda yer alan verim ve kalite
artisiyla baglantili baz1 genom bdlgelerinin veya fenotipte etkili kantitatif karakter
niikleotidlerinin (QTN: Quantitative Trait Nucleotide) tanimlanmasina yonelik bu
yontemler sayesinde giinlimiizde genoma ait bu bilgiler fenotipe dayali klasik 1slah
programlarina monte edilerek daha isabetli damizlik degeri tahminleri
yapilabilmekte ve seleksiyon ¢aligmalarinda genetik ilerleme hizi daha yiiksek
seviyelere cekilebilmektedir. Calismalar kapsaminda nihai hedef genomik
seleksiyon olmasina karsin, sinirh diizeyde sayilabilecek genom bilgilerine yonelik
bir seleksiyon yaklasimi giiniimiizde fenotipik seleksiyona bir alternatif
olusturamamakta ve dolayisiyla destekleyici rol iistlenmektedir. Zaman iginde
genomu olusturan genlere ait tanimlayict bilgiler gelistikge 1slah ¢aligsmalar1 daha
hizli genetik ilerleme olanag saglayacaktir.

Ciftlik hayvani veya diger hayvan tiirlerine ait genom bilgileri arttik¢ca bu bilgiler
diger tiirler i¢in de referans olusturmaktadir. Tiirlerin baz1 ortak genom bdlgelerine
sahip olmalarindan dolay1 bir tiirde belirlenen bir gen diger bir tiir i¢in aday gen
olarak degerlendirilebilmektedir. Kimi ¢iftlik hayvanlarinda (sigir, koyun, keci,
domuz gibi) ve farede belirlenen Calpastatin geni bu aday genlerden biridir. Farkli
hayvan tiirleri lizerinde; Hitomi vd. (2000) farelerde, Javanmard vd. (2010)
kecilerde, Choi vd. (2006) domuzlarda, Palmer vd. (1998) koyunlarda, Juszczuk-
Kubiak vd. (2004) sigirlarda Calpastatin gen polimorfizmini belirleme {izerine
caligmalar ytriitmislerdir. Calpastatinler calpainlerin endojen inhibitorleridir.
Kesim sonrasinda etin sertliginin diizenlenmesinde anahtar bir rol oynayan
Calpastatin geni aym zamanda kas gelisimini etkileyen aday genlerdendir.
Calpastatin geni koyun genomunda 5. kromozomda bulunmaktadir (Khederzadeh,
2011; Palmer vd., 1998).

Koyun genomunda Calpastatin genine yonelik ilk tanimlama Palmer vd. (1998)
tarafindan yapilmistir. PCR-RFLP yo6ntemine dayali ¢aligma sonucunda Dorset
koyununda Calpastatin geninin iki farkli alleli (M ve N) saptanmistir. Daha sonra



diger koyun popiilasyonlarinda yapilan ¢aligmalarda da bu allellerin varlig1 tespit
edilmis (Gabor vd., 2009; Gharahveysi vd., 2012; Khan vd., 2012; Khederzadeh,
2011; Mohammadi vd., 2008; Nanekarani vd., 2011a; Nanekarani vd., 2011b;
Shahroudi vd., 2006; Suleman vd., 2012; Szkudlarek-Kowalczyk vd., 2011), hatta
genin bulundugu bolgeye yonelik DNA dizi analizi ¢aligmalarina ilave bazi tek
niikleotid farkliliklarina (SNP: Single Nucleotide Polymorphism) rastlanmistir
(Gregula-Kania ve Monika, 2011). Ancak, bugiline kadar iilkemizdeki koyun
irklarinda bu gene yonelik bir tanimlama bilgisine literatiirde rastlanmamastir.

Bu caligma, yerli gen kaynagi olarak korunan Cine Capari koyun irki ile Bati
Anadolu’da yetistiriciligi gittik¢e yayginlasan Karya koyunlarinda Calpastatin gen
polimorfizminin DNA diizeyinde PCR-RFLP yontemi ile tanimlanmas1 amaciyla

yapilmustir.



2. LITERATUR OZETIi
2.1. Tiirkiye'de Koyun Varhg ve Et Uretimi

Hayvansal firetim, ¢iktilar1 agisindan insanlarin  protein  kaynaklarm
karsilamasinda 6nemli bir iiretim dalidir. Hayvansal iiriinler i¢inde et ve et {irlinleri
bu ihtiyact karsilamanin yaninda istihdam saglama, ekonomik biiyiime ve

kalkinma agisindan 6nem tagimaktadir.

Tiirkiye'de besi hayvanciligi, hayvan sayisi agisindan incelendiginde kiigiikbas
hayvan yetistiriciliginin ilk siray1 aldigir goriilmektedir. Kiigiikkbas hayvan tiirleri
arasinda koyun yetistiriciligi hayvansal tretimin en yogun faaliyet alanim
olusturmaktadir. Ancak, 1991 yilinda 40.4 milyon bas olan koyun sayis1 2010
yilinda %53.6 oraninda azalarak 21.75 milyon basa gerilemistir (Ozer, 2011). Yine
TUIK (Cizelge 1) verilerine bakildiginda, 2011 yilinda gerileyen koyun sayis1 bir
onceki yila gore %8.4 artarak 25.031.565 basa yiikselmistir (Anonim, 2011).
Yillara gore Tiirkiye’de ki koyun sayilar1 Cizelge 1'de verilmistir.

Cizelge 1.Tiirkiye'de Yillara Gore Koyun Varligi

Yil Koyun sayisi (bas) Yil Koyun sayisi (bas)
1991 40.432.340 2002 25.173.706
1992 39.415.938 2003 25.431.539
1993 37.541.000 2004 25.201.155
1994 35.646.000 2005 25.304.325
1995 33.791.000 2006 25.616.912
1996 33.072.000 2007 25.462.293
1997 30.238.000 2008 23.974.591
1998 29.435.000 2009 21.749.508
1999 30.256.000 2010 23.089.691
2000 28.492.000 2011 25.031.565
2001 26.972.000

Not: 2011 Y1h bilgileri gecicidir. TUIK, 2011

Tiirkiye'de et iiretiminin yaklagik %55'ini tavuk eti olugturmaktadir. Geriye kalan
%A45'lik iiretimin ise yaklasik %76's1 sigirdan, %244 de koyun, kegi, manda ve
diger hayvan tiirlerinden saglanmaktadir.



Koyunculukta gelirlerin biiyiik boliimii et veriminden saglanmaktadir. Ozellikle
entansif tarimin uygulandigi lilke ve bolgelerde koyunlardan birim zamanda
tiretilen dol ve buna bagh olarak da et veriminin ve kalitenin arttirilmasi temel
hedef haline gelmistir. Bu nedenle, entansif tarimin yayginlastigi yorelerimizde
yerli irklarimiz ve geleneksel iiretim sistemlerimiz ile koyunculugun karli olarak
yapilmast gii¢ bir durum haline gelmistir. Kisaca, gerek entansif tarimin
yayginlastig1 yorelerde koyunun diger hayvan tiirleriyle rekabet giiciinii, gerek
diger bolgelerimizdeki koyun yetistiricilerinin gelirlerini arttirmak icin yerli
irklarimizin etgilik 6zelliklerinin 1slah1 gerekmektedir.

Tirkiye’de kirmiz1 et iiretiminde, biiyiikbas ve kiiglikbas hayvan yetistiriciligi
onemli bir yere sahiptir. Sigirin Diinya ve Avrupa Birligi (AB) et iiretimindeki
pay1 sirasiyla % 22.8 ve % 18.7 olarak hesaplanabilmektedir. Koyun-keginin
Diinya ve AB et tliretimindeki pay1 ise yine ayni sira ile % 5 ve % 2.5’tir. Bu
degerlerden diinya et iiretiminde domuz, tavuk ve sigirin 6nemli bir yer aldigy,
koyun, ke¢i ve mandanin katkilarinin sinirhi oldugu anlasilmaktadir (Anonim,
2012a).

Koyun varlig1 ve bu varliga bagl koyun eti iiretimi ve degisimleri ile ilgili glincel
rakamlara Tiirkiye Istatistik Kurumu’ndan ulastigimizda; yillara gére koyun
varlig1 Cizelge 1, kesilen hayvan sayis1 ve et iiretim miktarlar1 Cizelge 2, koyun et
iiretim miktar1 ve degisim oranlar1 da Cizelge 3’teki gibi olmaktadir (Anonim,
2011).



Cizelge 2. Tiirkiye’de yillara gore kesinlen hayvan sayilar1 ve iiretilen koyun eti

miktari
Kesilen hayvan l.Et iiretim hayKv:slll::ym Et iiretim miktari
sayisi (bas) miktari (ton) (bas) (ton)
1991 7926513 128 626 2002 3935393 75 828
1992 7478 617 122 887 2003 3554078 63 006
1993 6 868 528 112 806 2004 3933973 69 715
1994 7 650 160 126 306 2005 4145 343 73 743
1995 5493 520 102 115 2006 4763 394 81 899
1996 5536 300 98 127 2007 6 428 866 117 524
1997 6 488 056 116 104 2008 5 588 906 96 738
1998 7 899 041 144 703 2009 3997 348 74 633
1999 7104 853 132 476 2010 6 873 626 135 687
2000 6110853 111 139 2011 5479 546 107 076

2001 4747 268 85 661

Not: 2010 yilindan itibaren kirmz1 et iiretimi mezbahane ve mezbahane dis1 kesimleri
kapsamaktadir.

Cizelge 3. Koyun eti iiretim miktarlar1 ve 2010-2012 aras1 degisim miktarlari

Y1l [.Donem II.Donem IIl.D6nem IV.Donem Toplam
2010 27306 26 042 28 940 53400 135687
Miktar ( Ton ) 2011 19 856 23 959 23491 39770 107076
2012 17330 19 969 - -
Bir onceki 2010 -4,6 11,1 84,5 -

doneme gore 2011 -62,8 20,7 -2,0 69,3 -
degisim ( % ) 2012 -56,4 15,2 - - -
Bir onceki yilin 2011 27,3 -8,0 -18,8 -25,5 -
ayni donemine 2012 -12,7 -16,7 - - -

gore degisim ( % )
Not: Tablodaki rakamlar yuvarlamadan dolay1 toplam1 vermeyebilir.

2.2. Koyunlarda Et Verimi ve Kalite Ozelliklerinin Genetigi ve Islahi
2.2.1. Koyunlarda Et Verimi ve Kalite Ozelliklerinin Genetigi

Zirai iretim i¢inde ana kollardan biri olan hayvancilik, bdlgenin ekonomik
sartlarina ve isletmenin durumuna gore yon alir. Hayvancilikta nemli olan hayvan
sayisini artirmak degil, hayvan basina diisen verim ve kaliteyi yiikseltmektir. Et
hayvanciligi i¢in gerekli sartlar1 her yerde bulmak zordur. Et randimani {izerinden
fiyat bigmek yerine, etin gercek kalitesini bilerek ve bunu bilimsel yollarla tespit

ederek iirlinlin {icretinin belirlenmesi yliksek kalitede et iiretimini tesvik edecektir.



Bunun farkina varilmasindan sonra sadece et iiretimi degil, et kalitesi {izerinde de
onemle durulmakta ve et kalitesi ile ilgili ¢aligmalar yogunluk kazanarak hizla

ilerlemektedir.

Kargilastirmali kosullarda et verimi bakimindan koglarin damizlik degerinin
tahmini icin, bireysel verim kontrollerinden faydalanilmalidir. Bu amagla her
generasyon elde edilen bireylerin 1slahi istenen karakter bakimindan degerleri
saptanir ve en Ustlin deger gosterenler secilir. Bu arada siiri mevcudunun
muhafazas1 ve tlzerinde durulan o6zellik sayisi mutlaka dikkate alinmalidir.
Ozelliklerin kalitim derecesi yiiksek olmalidir.

Et kalite 6zelliklerinin belirlenebilmesi i¢in hayvanlarin kesilmesi gerekmektedir.
Kesilen hayvanlardan alinan degerler yasayan akrabalar1 (damizlik deger tahmini)
icin kullanmlmaktadir. Son yillarda hayvanlarin et ile ilgili kimi genetik
parametrelerini tahminleyebilmek i¢in kesmek yerine ultrason Ol¢limii ile bazi
caligmalar yapilmaktadir. Damizlik koglar canliyken karkas degerlendirmesi, deri
tizerinden st yagr ve kas derinligini 6lgmek suretiyle objektif olarak veya
damizlik aday1 kogun kardeslerinin kesim sonuglariyla kogun karkas ve et-yag
kalitesi hakkinda tahminde bulunma suretiyle yapilabilir. Daha giivenli tahmin i¢in
dollere ait karkas ve et kalitesi de tayin edilir.

Fogarty (1995) koyun iiriinleri kriterleri i¢in genetik parametreleri 4 grupta
toplamustir. Bunlar canli agirlik, yapagt agirligi, viicut kompozisyonu ve liremedir.
Bu kriterler kalitim derecesi, tekrarlanma derecesi, genetik ve fenotipik
korelasyonlardan tahmin edilebilir. Ik donem canli agirliklarinda 6zellikle ananin
ve cevrenin ortak etkisi, toplam genetik varyans ilizerinde dnemli etkiye sahiptir.
Ancak ananin etkisi yas ilerledik¢e ortadan kalkar.

Bennet (1990) karkas kompozisyonu ile yag kompozisyonu arasinda yiiksek bir
genetik korelasyon oldugunu bildirmistir. Bu 6zellik seleksiyon kriteri olarak
kullanilabilir, 6l¢iilmesi kolaydir ve toplam viicut kompozisyonu hakkinda fikir
verir. Viicut kompozisyonu bakimindan genetik varyasyonun detayli analizinde

yemden yararlanma ve enerji dengesi de analiz edilmeye baglanmistir.

Greeff vd. (2008) Merinos koglarinda karkas ve et Kkalitesi ig¢in genetik
parametreleri incelemislerdir. Sicak karkas, yag ve kas kompozisyonuna et kalitesi

ile etin pH degeri ve et rengi gibi degerleri irdeleyip kalittim derecelerini



hesaplamiglardir. Canli agirlik i{izerine analik etkisinin yiiksek oldugunu
bulmuslardir. Yag ve g6z kasi derinligini ultrason cihazi ile Olciip aldiklari
degerleri karkas oOlciileri ile karsilagtirdiklarinda, aralarinda yiiksek bir korelasyon
oldugunu gozlemlemislerdir. pH degerinin kas yiizdesi ile yiiksek oranda pozitif,
yag kompozisyonu ile negatif bir korelasyon i¢inde oldugunu gézlemlemislerdir.

2.2.2. Et Verimi ve Kalitesi ile ilgili Baz1 Biiyiik Etkili Genler
2.2.2.1. Callipyge (CLPG) Geni

ABD’deki geleneksel, etnik tiiketicilerin bir kismi disinda kuzu eti tiiketicileri
pirzola ve bel kasi biiyiik, yag, kolesterol diizeyi diisiik olan karkaslari tercih
etmektedirler (Shelley vd., 1970). 1983 yilinda Moffat ticari Dorset siirlisiinde
dogan ko¢ kuzularin 6zellikle arka ¢eyreklerinde kas hipertrofisi gosterdikleri
bildirilmistir. Sonralar1 koglarin ayni fenotipten yavrular tirettigi ortaya ¢ikmistir.
Bu kuzular normal kuzulara gore bel bolgesinde yliksek diizeyde kaslanma ve
karkasta diigiik yaglanma gdstermislerdir. Cockett vd. (1994), bu 6zellik i¢in Utah
State Universitesinde bir mutant gen belirlemislerdir. Bu 6zellik Callipyge olarak
adlandirilmis (cally: giizel, pyge: but) ve bu gen: “CLPG” ile gosterilmeye
baglanmistir(Cockett vd., 1994). Callipyge geninde hipertrofik gelisme soz
konusudur. Hipertrofi; dogumdan sonra kas liflerindeki artis sonucu meydana
gelmektedir (Sekil 1).

Sekil 1. Callipyge fenotipi gosteren kuzular, solda ki iki kuzu normal fenotip
gosteren, sagdaki iki kuzu callipyge fenotipi gosteren kuzular

1983°te anormal olarak biiyilk miktarda kaslanma gdsteren bir Dorset kog

Oklahomadaki bir siirlide belirlenmistir. Kocun bu kas biiylimesini baz1



yavrularina gegirdigi ve bunlardan da daha sonraki generasyonlara da gectigi
gozlemlenmigtir (Thomas, 1994). Bu gozlemler bu 06zelligin genetik orjinli
oldugunu desteklemistir.

Callipyge genini tasiyan (expressed) kuzularda yiiksek kaslanma yiizdesi, yiliksek
yemden yararlanma ve bel gozii kasi alaninda artma goriilmektedir (Jackson vd.,
1997). Hipertrofi sadece ii¢ haftalik yastan sonra ortaya ¢ikmaktadir (Koohmaraie
vd., 1995). Kuzularm agirliklar1 20-25 kg olunca genin etkisi fenotipik olarak
gozlemlenmektedir. Bu nedenle Callipyge geni dogum giicliigiinii arttirici bir risk
yaratmamaktadir. Kuzularda Callipyge geninin bulunmasi yemden yararlanmay1
gelistirmekte ve normal kuzularla karsilastirildiginda yem tiiketimleri daha diisiik
olmaktadir (Jackson vd., 1997).

Bu biiyiik etikili genin kaliimi otosomal dominant model yerine polar
overdominans (Kutupsal {istiin dominans) modele uygun bir kalitim
gostermektedir. Yapilan bir ¢aligmada Callipyge fenotipi gosteren koglarin erkek
torunlart ve normal disiler arasinda yapilan kontrollii ¢iftlestirmeler sonucunda
209 normal 203 Callipyge geni tasiyan toplam 412 kuzu iretilmistir. Bununla
birlikte Callipyge allellerini tasiyan koyunlar (CLPG/clpg) ile normal koglarin
(clpg/clpg) ciftlestirilmesi durumunda Callipyge fenotipine sahip yavrular
tiretilemez. Dolayisiyla bu durum otosomal dominant modele uygun degildir
(Cockett vd., 1994).

Normal fenotipe sahip yavrular clpg / clpg genotipindeki baba ve CLPG / clpg
genotipindeki analarin giftlestirilmesinden elde edilmektedir. Analardan kalitsal
olarak dominant CLPG alleli gelen yavrularda Callipyge fenotipi gozlemlenmez
(clpg pat / CLPG mat vs). Bu durumun tersinde yani; dominant callipyge alleline
sahip babalar ile resesif callipyge alleline sahip analarin ¢iftlestirilmesi sonucu
dogan yavrular callipyge fenotipi gosterirler (Cockett vd., 1996).

Otozomal dominant modelde, iki heterozigot ebeveynin giftlestirilmesi sonucu
%75 Callipyge, %25 normal genotipe sahip yavrular tretilecektir. Ancak
Callipyge mutasyonu otozomal dominant modele uymadigi i¢in heterozigot
bireylerin c¢iftlestirilmesi sonucunda %25 callipyge, %75 normal yavru elde
edilecektir. Konuyla ilgili yapilan bir ¢alismada heterozigot bireyler ¢iftlestirilmis
ve %22 Callipyge %78 normal yavru elde edilmistir. Sonugta Callipyge fenotipi
sadece babadan dominant CLPG ve anadan resesif clpg allellerinin bulunmasi
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durumunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum polar overdominance (kutupsal iistiin
dominans) olarak bilinmektedir (Cockett vd., 1996).

Cizelge 4. Callipyge fenotipin ortaya ¢ikisi

4 CLPG 3 clpg
CLPG ? CLPGpat/CLPGmat CLPGpat/clpgmat
%25 (Normal) %25 (Normal)
clpg ¢ CLPGpat/ clpgmat clpg pat / clpg mat
%25 (Callpyge) %25 (Normal)

Karkasta butlar daha yiiksek bir pazar degerine sahip oldugundan arka bacaklarda
meydana gelen yiiksek diizeyde kaslanma ekonomik avantaj saglamaktadir. Omuz
karkas agirlig1 igerisindeki diisiik yiizde gostermektedir. Bu nedenle but daha fazla
tercih edilmekte, bu da Callipyge geni tasiyan kuzularin pazardaki iistiinliigiinii
gostermektedir. Tiiketiciler agisindan etin yumusakligi, sululugu ve tadi ilk sirada
gelmektedir. Callipyge tasiyan hayvanlar digerlerine gore daha etkin bir sekilde
biiylimekte, yiliksek agirliklardaki karkaslara sahip olmakta ve et verimleri yiiksek
olmaktadir. Biitin bu 0Ozellikler Callipyge’in olumlu 6zellikleri arasinda
sayilmaktadir.

Callipyge fenotipine sahip hayvanlarin etleri normal etlerle karsilastirildiginda
daha serttir ve normal olanlara goére iki kat daha zor kesilir. Arastiricilar
Callipyge’in bu o6zelligini ortadan kaldirmak i¢in c¢alismalar yapmaktadir.
Callipyge geni, etin sertligi gibi fiziksel Ozellikleri {izerine olumsuz etkilerde

bulunmaktadir.
2.2.2.2. Rib-Eye Muscling (REM) - CARWELL

Carwell geni bir sekilde Callipyge geni ile benzerlik gosterir. Callipyge geni ile
ayn genomik bolge de (18. Kromozomun distal ucunda) haritalanmig olup daha
cok gbz kasi ilizerinde kaslanma etkisi vardir (McLaren vd., 2001; Nicoll vd.,
1998). Yine de genel fenotipik etkiler Callipyge geni ile aymi degildir. Carwell
geni daha ¢ok goz kasinda ki kaslanmadan sorumludur

Carwell geni ilk olarak 1980’lerin sonunda Avustralya Poll Dorset koyununda
alisilmadik bir gbéz kasi Olglimii sonucunda tespit edilmistir (Banks, 1997).
Callipyge geninin tersine Carwell geni sadece g0z kasindaki kaslanmayla
siirhidir, yag derinligi, canli agirlik veya but agirligi gibi kosullardan sorumlu
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degildir (McEwan vd., 1998). Carwell goz kasit agirhigimi ve alanini yaklasik
olarak %7 — 11 oraninda artirmaktadir (McEwan vd., 2000). Calpastatin geni gibi
et sertligi lizerinde ya da kas igindeki yag dagiliminda herhangi bir etkide
bulunmamaktadir. Yapilan ¢alismalarda bilinmeyen bir modifiye lokusun
muhtemel epistatik etkisi ile Carwell’in kalitim1 baba etkili goriilmektedir (Nicoll
vd., 1998).

2.2.2.3. Cift Kas Geni (Double Muscle)

Ekstrem kas hipertrofisi bir¢ok tiirde gézlenmistir. Sigirda bu durum ¢ift kaslilik
(double muscling) olarak adlandirilmistir. Cift kaslilik yiiksek kas orani, yiliksek
bir kas:kemik oran1 ve diisiik yag orani ile kendini gostermektedir. Bu kondisyona
sahip hayvanlarin viicudundaki tiim kaslar biiylimekte ve normal hayvanlarla
kargilagtirildiginda karkas randimani yiiksek olmaktadir (Breg ve Butterfield,
1985).

Cift kas genine sahip sigirlar ¢cok sayida kas hiicresine sahiptirler (Kambadur vd.,
1997). Diger normal sigirlara gore c¢ok yiiksek kapasitede protein sentezine
sahiptirler (Bjercke vd., 1984). TGF-B superfamily iiyelerinden olup biiylime
faktorii 8 (GDF-8) olarak bilinip miyostatin olarak adlandirilan gen, ilk olarak g¢ift
kas fenotipi goOsteren hayvanlarda tanmimlanmistir (Kambadur vd., 1997;
McPherron vd., 1997; McPherron ve Lee, 1997). Monogenik olarak kalitilan bu
fenotipe sahip hayvanlarda Double Muscle geninin sigir 2. kromozomunun
sentromerik ucunda oldugu saptanmistir (Grobet vd., 1997). Bu genin fenotipik
olarak gozlenmesi, proteinin karboksi-terminal kodlayan bdliimde 11 bg’lik bir
bolgenin silinmesi (delesyon) sonucu olusmaktadir (Grobet vd., 1997; Kambadur
vd., 1997). Bir diger yandan daha sonra yapilan ¢alismalarda ayn1 zamanda G—A
doniismesi seklinde olan tek nokta mutasyonu sonucu ¢ift kaslilik fenotipinin
ortaya c¢iktig1 bildirilmistir (Kambadur vd., 1997; McPherron ve Lee, 1997).
Belirlenen bu degisimler ilk olarak; delesyonla olugan mutasyon Cift Kasli Belgika
Mavisi sigirlarinda, tek nokta mutasyonu ise Cift Kasli Piedmontese sigirlarinda
tespit edilmistir.

Sigirlarda bu gen yagsiz et oraninda %25 civarinda bir artig saglarken bazi zararlt
etkileri de beraberinde getirmektedir. Cift kasli buzag: tasiyan ineklerde dogum
agirligr erkekler i¢in %16,5 ve disiler i¢cin %25.4 artmakta ve bu durum dogal
buzagilamay1 zorlagtirmaktadir (Hanset, 1991). Bu sebepten dolay1 ¢ogu zaman
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dogumlarda sezaryen uygulamasi mecburi olmakta ve sonucunda ek bir masraf

gerekliligini ortaya koymaktadir.

IIk defa 80' li yillarda Belgika' da Valon bélgesi sponsorlugunda bir arastirma
yapilmigtir. Liege genetik {niversitesine bagli veteriner fakiiltesinde
gergeklestirilmistir.  Bu ¢alismada Texel DM ve normal Texel hatlan
karsilagtirilmigtir. Aragtirma ilk bilimsel ¢aligsma olarak kabul edilir.

Et kalitesi ile yiiksek karkas ozellikleri Texel DM'in ana ¢ekiciligi olarak kabul
edilir. Liége Universitesi veteriner fakiiltesinde ki ciftlikte 121 ve 28 etli (DM)
Texel kog lizerinde yapilan galisma da sonuglar (ortalama ve standart sapma))
asagida verilmistir (Anonim, 2012d).

Cizelge 5. Geleneksel Texel ve Double muscle yasiyan Texel hatlarinin

karsilastirilmast.
Geleneksel Texel  Texel DM
Final Agirhk 47,2 (5,2) 47,7 (3,2)
Karkas agirh@ 23,6 (3,2) 249 (2,4)
Karkas Randimam (%) 49,9 (2,8) 52,3 (2,8)
Deri 6,4 (1,0) 5,8(0,9)
i¢ organlar 9,9 (1,7) 9,9 (1,0

Sekil 2. Double Muscle fenotipi gosteren koyunlar; solda Belgika’da yetistiriciligi
yapilan Texel (Beltex), sagda Fransa’da yetistiriciligi yapilan Lacaune
koyunu
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Double muscle geni tasiyan hayvanlarda olusabilecek sorunlar, disilerde dol
veriminin azalmasina, iist solunum yolu hastaliklarina karsi duyarliligin artmasina
ve dogum giicligiine neden olmaktadir. Sigir ve koyunda ¢ift kaslilik geninin
negatif 6zelliklerine ragmen etin pazarlama kisminda getirdigi olumlu etkilerinden

dolay1 Avrupa’daki koyun iireticileri bu fenotipi segcmektedirler.
2.2.2.4. Leptin Geni

Leptin geni; hayvanlarin biiyiime ve enerji dengesinin diizenlenmesinde énemli bir
anahtar rol oynayan biiylik etkili bir gendir. 16 kilo dalton (kDa) agirliginda olan
ve 146 amino asit igeren leptin geni, 21 sinyal peptidin bdliinmesi sonrasinda ilk
olarak adipoz dokudan salgilanmakta ve sonra kan dolagimina karigmaktadir (Barb
ve Kraeling, 2004; Zhang vd., 1994; Hashemi, vd., 2011). Leptin geni, sigirlarda
4. Kromozomda, insanlarda 7. kromozomda bulunmaktadir (Barendse vd., 1994;
Stone vd., 1996).

Yapilan ¢aligmalar Leptin geninin, sigirlarn yem aliminin ve enerji
metabolizmasimin diizenlenmesinde, bilylime, viicut agirligi, canli agirlik, dol
verimi lizerinde, hastaliklara kars1 direng mekanizmasinda 6nemli bir rol
oynadigini ortaya koymuslardir (Barb, 1999; Campfield vd., 1995; Fruhbeck vd.,
1998; Houseknecht ve Portocarrero, 1998; Leifers vd., 2005; Macajova vd., 2004).

Hashemi vd., (2010) yaptiklar1 ¢alismada, 130 Makoi koyununda PCR-SSCP
yontemi ile genotipleme yapmuslardir. Calisma sonucunda AB, BB, AC, BC ve
CC genotip frekanslarimi sirast ile, 0.17, 0.09, 0.14, 0.37 ve 0.23 olarak
belirlemiglerdir. A, B ve C i¢in allel frekanslarimi siras1 ile 0.15, 0.37 ve 0.48
olarak belirlemislerdir.

2.2.2.5. Calpastatin Geni

Calpastatin geni koyunlarda 5. kromozomda sigirlarda 7. kromozomda yer aldig
belirlenmistir (Khederzadeh, 2011; Palmer vd., 2000). Calpastatin geni protein
diizeyinde sigir genomunda irdelenmistir. Molekiil agirlig1 yaklasik 76 kDa olarak
belirlenen calpastatin, bes ana alandan olugmaktadir (Killefer ve Koohmaraie,
1994). Uzerinde bulunan 5 alandan N-terminal leader (L) olarak adlandirilan
alanin, calpainleri baskilama {izerinde herhangi bir rol oynamadig
gozlemlenmistir (Emori vd., 1987). Bu alanin hiicre i¢inde yerlesecegi bdlgeyi
belirlemede rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Averna vd., 2001). Geri kalan
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dort alan ise olduk¢a homolog ve calpainleri baskilama egilimde bulunmustur
(Cong vd., 1998; Emori vd., 1987). Bu alanlarin i¢inde A, B ve C olmak {izere ii¢
adet oldukga yliksek seviyede korunan bdlge oldugu belirlenmistir. Bu bolgelerden
A ve C Ca™ iyonlan ile calpaine sikica baghdir fakat herhangi bir calpain
baskilama etkinligi s6z konusu degildir. Fakat B bolgesi calpain enzimlerini
baskilamaktadir (Tompa vd., 2002).

Leader domain Inhibitory domains

| | | !
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L 1 jA B C 4 B C 4 B C A B C
N m— | — - — o —

1 786

Sekil 3. Calpastatin geninin yapist

Fizyolojik seviyede incelendiginde Calpastatin geni, calpainlerin endojen
inhibitorleridir. Page vd. (2002) yaptiklar1 bir c¢alismada calpainin kesim
sonrasinda 6liim sertligi olusurken etin sertlik derecesinde, miyofibrilar proteinleri
yikima ugratarak onciil rol oynadigimi gostermislerdir. Ozellikle et verim zellikli
ciftlik hayvanlar1 iizerine ¢alisan birgok arastirmaci, Calpastatinin etin
sertligindeki fizyolojik roliinii Calpastatin geni ile birlikte irdelemislerdir (Boehm
vd., 1998; Huff-Lonergan vd., 1996; Killefer ve Koohmaraie, 1994; Lonergan vd.,
1995). Calpastatin seviyeleri arasindaki farklilik iizerine; tiirler arasinda
Koohmaraie vd. (1991), irklar arasinda Shackelford vd. (1994) ve Shackelford vd.
(1995), kaslar iizerinde Geesink ve Koohmaraie (1999) ¢alismislardir. Goll vd.
(1998) yaptiklar1 bir ¢caligmada ¢iftlik hayvanlarinda Calpastatin aktivitesi ve kas
ozellikleri iizerine ayrintili bir makale yaymlamislardir. Ouali ve Talmant (1990)
birlikte yaptiklar1 ¢alismada, sigir, koyun ve domuzda kesim sonrasinda ki 24
saatte gecen siire icerisindeki calpastatin aktivitesinin yiiksek oranda etin setligini
etkiledigini bulmuslardir.
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2.2.2.6. Calpastatin gen polimorfizmini belirlemek icin PCR-RFLP yontemi
ile yapilmis ¢calismalar

Koyun genomuda, niikleotid dizilimi ¢ikarilarak restiriksiyon enzimleri ile kesim
bolgelerini belirleyip, genotipleri rutin bir sekilde belirlememizi saglayan
literatiirde gecen ilk calisma Palmer vd. (1998) tarafindan yapilmistir. Caligmada 6
bas Dorset Down koyunun niikleotid dizilimleri ¢ikarilip, bu bdlgelere 6zgii
primerler dizayn edip, Mspl ve Ncol restriksiyon enzimleri ile kesim bolgelerini
belirlemiglerdir. Bu calisma sonucunda etin sertligi {izerine etkili calpastatin
geninin iki farkli alleli (M ve N) saptanmistir. Devaminda bir¢ok arastirmaci,

kendi bolgelerinde yetistirilen koyunlarda genotipleme galismas1 yapmustir.

Shahroudi vd. (2006), yaptiklar1 ¢alismada 100 bas saf yetistirilmis Karagiil
koyunundan aldiklar1 kan oOrneklerinden izole ettikleri DNA’lari PCR-RFLP
islemine tabi tutmuslardir. Mspl restiriksiyon enzimi ile kesim sonucu elde
ettikleri allel frekanslarin1 M ve N icin sirast ile 0.79 ve 0.21 olarak bulmuslardir.
Genotiplerin popiilasyonda goriilme frekanslarini MM, MN ve NN i¢in sirasi ile
0.61, 0.36 ve 0.03 olarak belirlemislerdir.

Mohammadi vd. (2008) yaptiklar1 bir ¢aligmada; farkli yetistirme bolgelerinde
bulunan 111 bag Arap koyunundan aldiklar1 kanlarda PCR-RFLP ydntemi ile
calpastatin gen polimorfizminin varligina bakilmstir. Restiriksiyon endoniikleaz
enzimi olarak Mspl enzimini kullanmiglardir. Bireylerde genotipleme yaparken A
ve B olmak iizere isimlendirdikleri iki allel belirlemislerdir. AA, AB ve BB
genotiplerinin populasyonda bulunma frekanslarini; sirasi ile %70,27, %28,82 ve
9%0,9 olarak belirlemislerdir. A ve B allelerinin bulunma frekanslarini ise 0,85 ve
0,15 olarak tespit etmislerdir.

Gabor vd. (2009), yaptiklar1 caligmada; Slovakya’da Tsigai, Dogu Friz, Lacaune
ve Lacaune x Tsigai melezi koyunlar iizerinde Calpastatin gen polimorfizmine
bakmiglardir. Calismada popiilasyonu temsil etmesi amaglanan toplam 96 bas
koyun kullanilmistir. Kisitlanmis parca uzunluklarina bakabilmek icin, PCR
diriinlerinin kesiminde Mspl restiriksiyon enzimi kullanilmistir. Kesim sonrasi 3
genotipin (MM, MN ve NN) bulunma frekanslari; sirasi ile 0.87, 0.13, 0 olarak
tespit edilmistir. Burada NN genotipi gdzlenmemistir.
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Khederzadeh (2011) tarafindan Iran’in Gholistan bdlgesinde yetistirilen 120 bas
Dalagh koyunundan aldiklar1t DNA o&rneklerinde yapilan calismada kesim igin
Mspl enzimi kullanilmistir. Ornekleme yapilan Dalagh koyunu popiilasyonunda
PCR ile g¢ogaltilmis bolgelerin enzim ile kesimi sonucunda; MM, MN ve NN
genotiplerinin bulunma frekanslarini siras1 ile 0.66, 0.29 ve 0.05 olarak
bulunmustur. M ve N allellerinin bulunma frekanslari sirasi ile 0.80 ve 0.20 olarak
bulmuslardir. Yaptiklar ki-kare testinde popiilasyon Hardy-Weinberg dengesinde

bulunmustur.

Nanekarani vd. (2011a) yaptiklar1 bir ¢alismada, Iran’nin Lorastan bdlgesindeki
100 bas Lori koyun kanindan DNA 6rneklemesi yapmislardir. Mspl restiriksiyon
enzimi ile kesime biraktiklar1t PCR {iriinlerinden genotipleme sonucunda AA, BB
ve AB genotipleri i¢in frekanslar sirasi ile 0.41, 0.13 ve 0.46 olarak bulmuslardir.

A ve B allellerinin bulunma frekanslarini 0.64 ve 0.36 olarak saptamislardir.

Nanekarani vd. (2011b) yaptiklar1 baska bir calismada, Iran’nin Gholistan
bolgesindeki dogu ve batit bolgelerinde bulunan 120 bas Atabi koyununu 6rnek
popiilasyonu temsil etmesi i¢in belirlemislerdir. Toplanan kanlardan izole edilen
DNA’lar1 PCR metodu ile ¢ogaltip, Mspl enzimi ile kesime birakmislardir. Pop
Gene yazilimi ile analizlerin yapildigi ¢alismada; AA, AB ve BB genotiplerinin
goriilme frekanslarini sirasi ile 0.68, 0.27 ve 0.05 olarak belirlemislerdir. A ve B
olarak isimlendirdikleri calpastatin allellerinin bulunma frekanslarini sirasi ile 0.81
ve 0.19 olarak belirlemiglerdir.

Khan vd. (2012) yaptiklan bir ¢alismada, Pakistan’in Islamabad bolgesinde 300
bas Balkhi ve 300 bas Kajli koyunlarindan olmak {izere toplam 600 bas koyundan
alman kan 6rneklerinde PCR ile ¢ogalttiklar1 bdlgelerde genotipleme yapabilmek
icin Mspl restiriksiyon enzimini kullanmiglardir. Calpastatin gen polimorfizmi
varhiginda canli agirhk artisindaki  degisimlerin  6nemlilik  derecelerini
incelemiglerdir. Genotipleme sonucunda elde ettikleri degerler; Balkhi
koyunlarinda MM, MN ve NN genotiplerinin gézlenme frekanslarm sirast ile;
0.76, 0.24 ve 0, Kalji koyunlarinda 0.74, 0.24 ve 0.2 olarak bulmuslardir.
Genotiplerde giinliik canli agirlik artisindaki degisimlere gore istatistiki olarak
onemli farkliligin sadece MN genotipinde oldugu ve bu farkliliklarin, Balkhi
koyunlarinda 0-8 ay arasi1 Kalji Koyunlarinda ise 0-4 ay arasinda oldugu

belirlenmistir.
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Suleman vd. (2012) yaptiklar1 calismada Pakistan yerli koyunlarindan 100 bas
Thalli, 100 bas Lohi ve 100 bas Kajli koyunlarindan olmak iizere toplam 300 bag
koyunda c¢aligma yapmislardir. Calismada Mspl restiriksiyon enzimini
kullanilmistir. Caligma sonucunda MM, MN ve NN genotiplerinin sirasi ile; Lori
koyunlar1 i¢in 0.77, 0.20 ve 0.03 olarak, Kajli koyunlarinda 0.68, 0.26 ve 0.06
olarak, Thalli koyunlarinda ise %80, %20 ve %0 olarak bulmuslardir. Ki-kare testi
sonucunda biitlin popiilasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu
bildirmislerdir. Daha onceki ¢alismalarla birlikte bu caligmanin sonuglarini da
birlestirerek Pakistan’in yerli koyunlarinda MM genotipini ve M allelini dominant

olarak belirlemislerdir.

Gharahveysi vd. (2012) yaptiklar1 calismada, kan érneklerini Iran’da yetistiriciligi
yapilan 100 bas Zel koyunundan almislardir. Genotipleme yapabilmek igin
restiriksiyon enzimi olarak Mspl kullanmislardir. Calisma sonucunda genotiplerin
frekanslarinin sonuglar;; MM, MN ve NN ig¢in siras1 ile 0.62, 0.26 ve 0.12 olarak
bulunmustur. M ve N allellerinin bulunma frekanslarini sirast ile 0.75 ve 0.25

olarak hesaplanmistir.

Szkudlarek-Kowalczyk vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismada 82 bag Polish Merino
koyunundan, 41 bag Berrichon du Cher koyunundan, 59 bas Mutton koyunundan
ve 30 bas Ile de France koyunundan olmak iizere dort irk tizerinde toplam 212 bas
koyundan kan ornekleri toplamiglardir. PCR-RFLP metodu uyguladiklar1 izole
edilen DNA’lar1 Mspl ve Ncol olmak iizere iki restiriksiyon enzimi ile kesime
ugratmislardir. Genel popiilasyonda Mspl kesimi sonucu elde edilen M ve N
allelleri frekanslar1 sirasi ile 0.835 ve 0.165 hesaplanirken Ncol enzimi ile kesim
sonucunda M ve N allellerinin frekanslar1 siras1 ile 0.96 ve 0.04 olarak

hesaplanmustir.
2.2.3. Koyunlarda Et Verimi ve Kalite Ozelliklerinin Islah
2.2.3.1. Klasik Islah Programlarina Dayali Seleksiyon

Islah kelime anlamu itibari ile diizeltme, iyilestirme anlamina gelmektedir. Ziraat
iiretimi alaninda baktigimizda bir hayvan veya bitki tiirlinden daha iyi verim
alabilmek amaciyla yapilan islemler silsilesini anlatmaktadir (Anonim, 2012c).
Insanlik ve toplumlar gegmisten giiniimiize gelen, siirekli bir sekilde hayvanlardan
daha iyi yararlanabilmek amaci1 ile belirli girisimlerde bulunmuslardir.



18

Yetistiriciler baglarda tam olarak anlasilamayan kalitsalligl, zamanla {istiin
performansli hayvanlarin sonraki nesillere, uygun ¢evre sartlari saglandiginda, bu
Ozeliklerini yavrularina biraktiklarin1 gorerek bu 6zelligi kullanmaya calisarak
anlamaya baslamislardir. Bu durum kullanilarak tarihte farkinda olmadan bir¢ok
1slah caligmasi1 yapilmistir. Genetik yap1 ve genetik yapinin esaslart XX. yy.
baslarindan sonra anlagilabilmistir. Hayvan 1slahi, hayvanin genetik yapisinin ve
cevre sartlarinin iyilestirilmesi ile yapilabilen bir siire¢ olmaktadir. Bu climleden
cikaracagimiz anlam hayvan islahi genetik yap1 ve cevre sartlarinda meydana
gelen iyilestirmelere bagl olarak gerceklesir.

Hayvanin genetik yapisi ve bu hayvana saglanan ¢evre kosullar1 hayvanin verim
potansiyelini etkileyen iki dnemli unsurdur. Hayvanin genetik degeri ne kadar iyi
olursa olsun saglanan ¢evre sartlar1 iyi degilse hayvan potansiyelinin altinda bir
verim sergiler. Bununla birlikte hayvana saglanan ¢evre sartlar1 ne kadar iyi olursa
olsun o hayvanin genetik degeri iyi degilse veriminin ¢ok yiiksek olmasi
beklenemez. Bu sinirlayict faktorler arasindaki dengeyi kurup en yiiksek seviyeye
¢ikardigimiz zaman esas amacimiz olan az sayida hayvandan minimum girdi ile en
yiksek performansi alabiliriz. Bu amaci giiderken yapmamiz gereken, {istiin
performansi sergileyen hayvanlarin ¢iftlesmesine izin verip siirli ortalamasinin
altinda kalan hayvanlan siiriiden uzaklagtirmaktir. Bu igleme seleksiyon denilir.
Seleksiyon kelime anlami olarak se¢me anlamina gelmektedir (Anonim, 2012c).
Hayvancilik igin seleksiyon, en iyi performansa sahip olan hayvanlarin segilmesi
veya alikonularak sahip olduklar1 genetik degerleri bir sonraki generasyonlara
birakmasina izin verilmesi, performansi diisiik olan hayvanlarin siiriiden

uzaklastirilarak ciftlesmelerine izin verilmemesi anlamina gelmektedir.

Aragtiricilar ve uygulayicilar tarafindan degisik sartlarda basarili olan cesitli
seleksiyon metotlar1 gelistirilmistir. Seleksiyon metotlar1 iki grupta toplanabilir.
Birisi ferdin kendisinden saglanan verilere dayanilarak yapilan seleksiyondur.
Digeri ise ferdin akrabalarindan saglanan verilere dayanilarak yapilan

seleksiyondur.

Klasik 1slah programlarina seleksiyon oOncelikli olarak bireysel verilere gore
seleksiyon ve kan bagi olan bireyler arasinda yapilan akraba verilerine gore
seleksiyon olmak {izere iki ana baslik altinda incelenir;
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a-Bireysel Verilere Gore Seleksiyon
i. Dis goriiniise gore seleksiyon
ii. Bireysel verim kabiliyetine gore seleksiyon

b-Akraba Verimlerine Gore Seleksiyon

i Pedigriye gore seleksiyon

ii. Familya ortalamasina gore seleksiyon

iii. Kombine seleksiyon

iv. Oz kardeslere gore seleksiyon (Ful-sib-testing)

V. Uvey kardeslere gore seleksiyon (Half-sib-testing)
vi. Yavru verimlerine gore seleksiyon (progeny test)

Seleksiyon iki ¢esittir, bunlardan ilki dogal seleksiyon ikincisi ise bizlerin yaptigt
yapay seleksiyondur. Dogal seleksiyon sartlara ve c¢evreye uyum saglamis
canlilarin iireyebilmelerine izin veren, giiglii olan yasar mantig1 ile igleyen bir
stirectir. Yapay seleksiyon ise belirli bir verim yo6niinden en iyi olan hayvanlarin
dol vermesine izin verilmesi seklinde siiren bir siirectir. Bu iki seleksiyon ¢esidi
¢ogu zaman birbirine zit bir sekilde ilerleyis gdsterir. Verim yoniinden genetik
degerini ve bu verimi verebilmesi i¢in ¢evresel kosullarini iyilestirdigimiz bir canl
biyolojik olan sinirinin {izerine ¢iktigi i¢in doga bu canliyr ayiklama yoluna
gitmektedir. Bu yilizden verim yoniinden iyilestirirken insanlarin, bu canlilar igin
bir takim 6nlemleri de almasi gerekmektedir. Seleksiyon yaparken her bir bireyin
bir 6zellik i¢in gosterdigi performanslar ayri ayri ele alinirken, ayn1 zamanda sahip
oldugu diger ozelliklerinde performans degerlerinin biitiini ile ele alinmaktadir.
Herhangi bir 6zellik bakimindan iyi degerlere sahip olan hayvan diger 6zellikler
bakimindan nadiren istiin olmaktadir. Bu yiizden seleksiyon yaparken, tek bir
ozellik bakimindan degil, bir¢ok 06zelligin toplamimin kombinasyonu seklinde
yapmamiz gerekmektedir.

Birden fazla karakterin seleksiyonla gelistirilmesi ig¢in klasik 1slahla yapilan
seleksiyon yontemleri bulunmaktadir. Bu seleksiyon yontemleri daha ayrintili
incelenmesi gereken daha karisik ve daha fazla ugras gerektiren seleksiyon
modelleridir.
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Bu seleksiyon yontemlerini;

i. Sira ile (Tandem=Teksel) Seleksiyon

il. Baraj Metodu (Bagimsiz Ayiklama Diizeyleri = Independent Culling
Levels)

iii. Indeks Metodu ( Selection Index = Total score = Toplam Puan)

1v. BLUP Yontemi

Gilinlimiizde biyoteknoloji ve molekiiler biyolojinin gelismesi ile bu seleksiyon
yontemlerine destek olup ¢ok daha hizli ve dogru sonuglar alinan ydntemler
gelistirilmigtir (Aksoy, 2003). Biyoteknoloji yapay tohumlama ve embriyo
transferini de konu aldig1 i¢in biraz daha genis kapsamlidir. Molekiiler biyoloji ise
daha yakin bir gelecekte ortaya ¢ikmasina ragmen hiicrelerin, kromozomlarin ve
genlerin anlagilmasi, bunlarin igleyis mekanizmalarinin ¢6ziilmesi iizerine ¢ok
hizli bir gelisme gostermistir. Bu iki gen¢ bilim alaninin hayvan islahinda da
yardimcr araglar olarak kullanilabilecekleri anlagildiktan sonra ¢aligmalar
yogunlasip hiz kazanmistir (Aksoy, 2003). .

2.2.3.2. Markor veya Gen Destekli Seleksiyon

Hayvancilikta markor veya belirteg destekli seleksiyon (MAS: Marker Assisted
Selection) ile son donemlerde dile getirilen gen destekli seleksiyon (GAS: Gene
Assisted Selection) hayvan genetigi ile molekiiler biyoloji bilim dallarinin
birlesiminin bir iiriiniidiir. Hayvanin ortaya koyacagi fenotipi etkileyen etmenler
genetik ve ¢evre unsurlaridir. Kantitatif kalitim ¢ok sayida genin etkisi altinda olan
kalitim bi¢imidir. Yani bir diger ifade ile poligenik bir kalittm modeli teskil
etmektedir. Poligenik kalitim, ¢evre etmenlerinden en iist diizeyde etkilenen bir
kalitimdir. Bu etkilenim yiiziinden bazi verim yonlii genler g¢evre faktorleri

yliziinden maskelenebilmektedir.

Biyoteknolojinin gelismesi ile canlilarda verim yoniinden aday genlerin
bulunmasma dair pratik yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler sayesinde
fenotipte ileriki donemlerde ortaya ¢ikan bazi verim yoOnlii genleri ¢ok erken

donemde tahminleyebilmekteyiz.

Sellier (1994)’e atfen, markor destekli seleksiyon yasa ve cinsiyete bagimli
olmaksizin yapilabilmektedir ve bu nedenle seleksiyon yogunlugunu kantitatif

yonteme gore daha etkili kullanmay1 miimkiin kilmaktadir. Ote yandan markér
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destekli seleksiyon kantitatif genetik yontemlerinde kullanilan bilgilere ek olarak
destekleyici bilgiler sunmaktadir, bu nedenle gergek damizlik degerin tahmin
edilmesindeki performansi artirmaktadir. Bir diger avantaj ise kusak araliginin
seleksiyon ilerlemesine olan etkisinin iyilestirilmesidir. Markor destekli
seleksiyonda, hayvanla ilgili genetik bilgiler dogumla birlikte ya da ¢ok geng yasta
elde edilebilir. Bu nedenle, hayvanin verim zamanini beklemeye gerek kalmadan
gerekli seleksiyon uygulanabilir (Un vd., 2000).

2.4. Et Sertligine Etki Eden Etmenler

Arastiricilar, cevresel sartlarin degistirilmesi ile etin sertliginde dnemli bir degisim
olacagini gostermislerdir. Bu calismalara 6rnek verecek olursak; May vd. (1992)
karkas sogutma sirasinda, Nour vd. (1994) elektrik ile karkasa muamele
sonucunda, Huff-Lonergan vd. (1996) kesim sonrasi bekleme siiresinde
degisimlerle, Wulf vd. (1996) pisirme metodu ile, Swanek vd. (1999) D3 vitamini
ilavesi ile ve etin sertlik derecesinde degisimlerin oldugunu ortaya koyan
caligmalar yapmigslardir. Bazi arastiricilar ise, kesim sonrasinda o6lim sertligi
gerceklesmeden 6nce ve sonrasinda Ca*’ uygulamasi ile etin sertligindeki
degisimleri ortaya koyan bircok caligma gerceklestirmistir (Alarcon-Rojo ve
Dransfield, 1989; Koohmaraie vd., 1988; Koohmaraie vd., 1989; Koohmaraie ve
Shackelford, 1991; Koohmaraie vd., 1990; Morgan vd., 1991; Wheeler vd., 1991;
Whipple ve Koohmaraie, 2010). Etin sertlik derecesindeki degisimler ayni
zamanda genetik ¢esitlilik, biyolojik ve fizyolojik farkliliklar, kesim esnasindaki
biyofizyolojik degisimler ve kesim sonrasi siire iginde gerceklesen kimyasal
degisimlerden ileri gelmektedir (Koohmaraie, 1996). Bu faktdrlere ek olarak
protein, yag, su ve etin kollojen kompozisyonun oranlart da etin sertligini
etkilemektedir (Cross vd., 1973).

2.5. Cine Capar1 ve Karya Koyun Genotipleri ve Yapilan Calismalar
2.5.1. Yerli Gen Kaynagi Cine Capar1 Koyunu

Cine Capar1, Aydin iline 6zgii bir koyun wrkidir. Baglica yayilma alant Aydin il
sinirlari iginde bulunan Madran Dag1 ve eteklerinde bulunan Cine ve Bozdogan
ilgeleri olmustur. Bunun yaninda, Kocarli ve Nazilli ilgelerinin kimi daglik
kdylerinde de gegmiste yaygin olarak yetistirildigi belirtilmektedir. Yagl kuyruklu
olan 1tk yore ekolojisine ¢ok iyi uyum saglamistir. Mer’ada siirii idaresinin kolay,
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siit veriminin yiiksek, hastaliklara ve sicaga dayanikli oldugu yetistiriciler
tarafindan ortak dile getirilen hususlardir (Karaca ve Cemal, 1998; Karaca vd.,
2004; Karaca vd., 1999).

Cine Capart koyun ki yaglh kuyrukludur ancak kuyruk yapisi diger yagh
kuyruklu koyun wrklarimizdan daha toplu ve kuyruk ucu genellikle ige kivriktir.
Viicut beyaz, bas, bacaklar ve karin alti kahverengi-siyah-beyaz beneklidir.
Erkeklerin tiimii spiral boynuzlu, disiler ise genellikle boynuzsuzdur (Sekil 4).

Sekil 4. Cine Capar1 kog ve koyun

Son 20 yillik siiregte Sakiz, Kivircik veya Sakiz x Kivircik melezi ince kuyruklu
koglar ile yapilan sistemsiz ¢evirme melezlemeleri sonucu Cine Capari koyun irki
agir yok olma tehdidi altina girmistir. Hizli bir yok olma siireci yasayan Cine
Capar rkinin 6zelliklerinin tanimlanmasi ve irkin gen kaynagi olarak korunmasi
icin 1996 yilinda Adnan Menderes Universitesi’nde ¢alismalara baglanmistir.
Devreye sokulan Adnan Menderes Universitesi - Cine Capar1 Koruma Progranu
(ADU-CCKP) kapsaminda iiniversite biinyesinde bir koruma siiriisii olusturulmus
ve 1rki elinde tutan son yetistiricilerin siiriileri izlemeye alinmistir. Ayrica,
Tarimsal Arastirmalar Genel Midirliigii (TAGEM) koordinatorliigiindeki yerinde
koruma projesi gergevesinde 2005 yilindan bu yana yetistiriciler destekleme
kapsammna alinmistir. ADU-CCKP programi kapsaminda Cine Capari koyunlar
iizerinde yapilan yogun calismalar sonucunda tanimlayic1 Ozellikleri ortaya
konulmus ve 2008 yilinda TC. Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1 tarafindan
yerli hayvan 1rk1 olarak tescil edilmistir.
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Universite biinyesindeki koruma siiriisii ile son 2 yetistiriciye ait koruma
stiriilerinde su anda mevcut olan toplam 220 bas hayvan Sekil 5’de 6zetlenmistir.
Bu 6zetlenen hayvan varliklar1 gliniimiizde Cine Capart koyun irkina ait bilinen

son orneklerdir (Karaca vd., 2011).

Lokal bir 1k oldugundan ve arastirma kurumlari tarafindan varligi
bilinmediginden, irkin ge¢misteki sayisal durumu, yayilma alan1 ve verim
oOzellikleri konusunda son yillarda iiniversitemizde yapilan arastirmalar disinda
yazili kaynak bulunmamaktadir (Karaca ve Cemal, 2005a; Karaca vd., 2004;
Karaca vd., 2011).

CINE CAPAR| KORUMA PROGRAMI

ADU-CCKP Koruma Siiriisii
50 Koyun + 14 Kog + 3 Erkek Toklu
Toplam 67 Bas

Mustafa VURAL Erdogan AKTURK
(Derekdy, Kocarli-Aydin) (Tatarmemisler , Cine-Aydin)
42 Koyun+ 2 Ko¢ + 1 Erkek ve 11 digi Toklu 62 Koyun + 5 Kog + 3 Erkek ve 22 Disi Toklu
Toplam 61 basg Toplam 92 bas

Sekil 5. Cine Capar1 Koyun popiilasyonunun mevcut durumu
2.5.2. Cine Capari1 Koyun Irkina Yonelik Molekiiler Genetik Arastirmalar

Binbas ve Cemal (2006) tarafindan yok olma tehlikesi ile karsi karsiya olan Cine
Capar1 koyunlarda DNA diizeyindeki genetik ¢esitlilik sansa bagli ¢ogaltilmis
polimorfik DNA (RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA) belirtegleri ile
arastirilmistir. Calismada, 3 siiriide (ADU-CCKP koruma siiriisii ve 2 yetistirici
stirisii, EA ve MV) yer alan 72 bas hayvanda 24 RAPD primeri kullanilarak
genotipleme yapilmistir. Siiriiler arasi ve siiriiler i¢i genetik benzerlikler ve genetik
uzakliklar incelenmistir. Sonug olarak, en yiiksek benzerlik ADU-CCKP koruma
stiristi ile EA ait siirii arasinda ortaya ¢ikmugtir.
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Erdogan ve Cemal (2010)tarafindan yapilan ve 3 siiriide bulunan toplam 128 bag
Cine Capar1 koyunda PCR RFLP yontemi ile ile yapilan B-Lactoglobulin (B-LGB)
gen polimorfizminin arastirildigi calismada A ve B allelleri icin elde edilen
frekanslar sirastyla 0.3047 ve 0.6953 olmustur. AA AB ve BB genotipleri i¢in
elde edilen frekanslar ise sirasiyla 0.078, 0.453 ve 0.469 olarak bulunmustur.

I. Cemal vd. (2009) 3 Cine Capar1 koruma siiriisinde bulunan toplam 123 bas
hayvanda 10 mikrosatellit isaretleyici ile genetik c¢esitliligin tanimlanmasi
amaciyla yaptiklari ¢calismada en diisiik ve en yiiksek allel sayilarinin 7 (OarCP34)
ve 17 (OarFCB193) arasinda degistigini ve ortalama allel sayisinin 11.5 oldugunu
bildirmislerdir. En yiiksek benzerlik ADU-CCKP koruma siiriisii ile EA ait siirii
arasinda ortaya ¢ikmustir. Calismada, ADU-CCKP siiriisiiniin diger iki yetistirici
stiriisiinden daha yiiksek bir genetik ¢esitlilige sahip oldugu bildirilmistir.

2.5.3. Karya Koyunu

Bat1 Anadolu’da son 20-30 yildir koyun genotiplerinde tiiketici taleplerinin de
etkisiyle bir degisim s6z konusudur. Bu durum Bati Anadolu’da yer alan 6zellikle
yagh kuyruklu irklarin (Odemis, Cine Capari, Daglig gibi) Sakiz, Kivircik veya
Sakiz x Kivircik melezi koglar ile gevirme melezlemesine tutularak ince kuyruklu
bir forma doniismesine sebep olmustur (Karaca ve Cemal, 2005b; Karaca vd.,
1998).

Karya koyununun olusumuna katkida bulunan irklarin katki diizeyi tam olarak
belli degildir. Yogunluk Sakiz ve Kivircik kanma ait olmakla birlikte yoresel
genotiplerinde  katkis1  s6z  konusudur. Yapilan saha arastirmalarinda
yetistiriciliginin yogun oldugu Aydin, Denizli, izmir illeri disinda Manisa, Usak,
Afyon, Balikesir gibi ¢evre illerde de yetistirildigi dikkati ¢ekmektedir (Karaca
vd., 2009).

Genotipin tanimlanmasi ve gelistirilmesi amaciyla hayata gecirilen ve biinyesinde
bircok AR-GE etkinligi barindiran Adnan Menderes Universitesi Grup Koyun
Yetistirme Programi (ADU-GKYP) kapsaminda Karya koyunu Ust Siiriisii
olusturma g¢abalar1 Aydin ilinde baglatilmistir. Genotipe, gegmiste bdlgede hiikiim
stiren Karya uygarliginin isminin verilmesi uygun goriilmiistiir. Karya Tipi olarak

anilmakla birlikte yetistiriciler arasinda Karya koyunu olarak benimsenmis ve
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hizla yaygimlagsmigtir (Karaca ve Cemal, 2005b; Karaca vd., 1998; Karaca vd.,
2009).

Karya koyununun morfolojik &zellikleri Sekil 6°da verildigi gibi, hakim renk
beyaz olmakla birlikte genellikle géz etrafi, burun ucu, kulaklar, diz ve ayaklar
siyah renktedir (Karaca vd., 2009).

1=

Sekil 6. Karya ko¢ ve koyununa ait fotograflar

ADU-GKYP kapsaminda 1996 yilindan beri yiiriitilen agik gekirdek yetistirme
sistemini model olarak alan Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirligii
(TAGEM) tarafindan, 2006 yilinda devreye sokulan Aydimn ve Denizli illerinin her
birinde 6300’er bas olmak iizere toplam 12600 bas hayvanin dol verimi ve gelisme
ozelliklerine ait verim kayitlar1 tutuldugu “Halk Elinde Ulkesel Kiigiikbas Hayvan
Islah1” projesinin 5 yillik ilk asamasi tamamlanmustir. Projeden elde edilen olumlu
sonuglar sebebiyle projede ikinci 5 yillik dénem aslamis ve projeye dahil olan
hayvan sayilari Aydin ili i¢in 6300 Denizli ili i¢in ise 12600 bas olarak
giincellenmistir. Projeye katilan yetistiricilere projeye katilan hayvan sayisina gore
TAGEM tarafindan destekleme yapilmaktadir.

2.5.4. Karya Koyununa Yonelik Molekiiler Genetik Arastirmalar

Ulkemiz koyun popiilasyonu igerisinde yiiksek dol verimi ile éne ¢ikan Karya
koyunlardan elde edilen yumurtlama sayilari ve dogumda kuzu sayilar
bakimindan elde edilen performans verileri ile genetik parametreler bu genotipte
dol verimini etkileyen bir major genin varligina isaret etmektedir. Bu nedenle I.
Cemal vd. (2009) tarafindan ddl verimini etkiledigi bilinen Booroola ve Inverdale
genleri bakimindan popiilasyon taranmistir. Aday genlere yonelik yapilan tarama
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sonucunda kuskulanilan genin Booroola ve Inverdale genlerinden farkli oldugu

belirlenmistir.

Yilmaz ve Karaca (2012) tarafindan ADU-GKYP Karya elit siiriisiinde pedigri
kayitlarinin dogrulugunu test etmek amaciyla 10 adet mikrosatellit isaretleyici ile
babalik testi yapilmistir. Calismada 105 allel gézlemlenmistir. Lokuslar bazinda
gbzlenen heterozigotluk orani 0.541 ile 0.841 arasinda, beklenen heterozigotluk
orani ise 0.699 ile 0.831 arasinda olmustur. Calismada, lokuslarin bireysel olarak
diglama olasiliklart ve artan lokus kombinasyonlar1 i¢in dislama olasiliklari
strastyla 0.295 ile 0.514; 0.363 ile 0.994 arasinda degismistir. Karsilama olasilig1
degeri 0.054 ile 0.154, tanimlama giicii degeri ise 0.85 ile 0.94 arasinda
degismistir.

2.6. Cahisma ile ilgili Molekiiler Genetik Teknikler
2.6.1. DNA izolasyonu

Hiicrelerin liziz soliisyonu ile hiicre zarmin parcalanarak i¢indeki DNA, RNA ve
proteinlerin serbest birakilmasi, ardindan RNase ile RNA’larin, tuz ile proteinlerin
uzaklastirilarak DNA’nin saf bir sekilde elde edilmesine dayanan yontemdir.

2.6.2. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu, DNA iizerinde ilgilendigimiz 6zgiil bir bolgenin, in-
vitro kosullarda ¢ok sayida kopyasini elde ettigimiz bir yontemdir. Bu yontemin
dayandig1 ii¢ ana basamak bulunmaktadir (Mullis, 1990). Bunlar:

Ayrilma (Denaturation): Kalip DNA’y1 1-5 dk arasinda siire ile 92-95 °C ye maruz

birakarak ¢ift sarmal yapisim1 bozup, tek zincir haline getirilir. Bu sayede bir
sonraki basamaga hazirlanir. Bazi durumlarda PCR isleminde ¢ift zincirli DNA’y1
ayirmak icin bir 6n ayirma islemi olan pre-denaturation i¢in siire 5-10 dk arsinda
degisen daha uzun siire sicaklifa maruz birakilan islem uygulanabilmektedir
(Watson vd., 1992).

Yapisma (Annealing): Bu basamak 55-72 °C de 30-60 sn siire ile gerceklestirilir.

Bu islem sirasinda ayrilan tek zincirlere, sentezlettigimiz oliigoniikleotid primerler
tanidiklar1 bolgelere yapisirlar (Innis ve Gelfand, 1990). Bu basamakta sicakligi

ayarlarken sitozin ve guanin bazlarmin toplamimin dort kati ile adenin ve timin
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bazlarmin iki katlarinin toplami primerin baglanma sicakligini vermektedir. Bazi
literatiirde Primerlerin Tm sicakliklarinin 5°C altindaki sicakliklarin uygun
olacagim soylemektedir (Innis ve Gelfand, 1990). Primerleri sentezletirken dikkat
etmemiz gereken en Onemli faktor birbirlerinin tamamlayicilart olmamalar1 yani

dimer olusturmamalar1 gerekmektedir.

Uzama (Extension): Bu basamakta baglanan primerler, 72 °C* de 1-5 dk siirede,

Taq polimeraz enzimi ile serbest halde bulunan dNTP bazlarin1 ekleyerek
ilgilendigimiz bolgenin tamamlanmasini saglamaktadir. Bu islemin genel olarak
72°C’de yapilmasmin sebebi PCR karisimina ekledigimiz DNA’nin uzamasini
saglayan Tag DNA polimeraz’in bu sicaklikta en iyi ¢alismasidir (Erlich vd.,
1991).

Bu ii¢ temel basamak bir PCR’da genellikle 35 kez tekrarlanir ve sonucunda
milyonlarca kopya olusturur. Biitiin dongiiler tamamlandiktan sonra biitlin
parcalarin uzadigindan emin olmak i¢in son uzama (Final Extension) denilen bir

basamak ger¢eklestirilir.
2.6.3. Restiriksiyon Endoniikleazlar

Restiriksiyon Endoniikleaz (RE) enzimleri DNA’y1 c¢ok spesifik bdlgelerden
tantyip her iki zincirini kesen enzimlerdir. Gilinimiizde 230’dan fazla DNA
dizilimini taniyrp kesen 3000’den fazla Restiriction Endoniikleaz enzimlerinin
varligindan s6z edilmektedir (Murray, 2000). Bu enzimler laboratuar ortaminda
izole edilebilmektedirler. izole edilen RE’lar &zellikle rutin olarak yapilan
molekiiler biyoloji tekniklerde yogun olarak kullanilmaktadirlar.

2.6.4. RFLP (Kisitlanmis Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi)

Bu teknik, PCR ile c¢ogaltilmigs hedef DNA bolgesi iizerinde, restriksiyon
endoniikleaz adi1 verilen DNA’lar belirli bolgelerden taniyip ¢ift iplik¢igini kesen
enzimlerle, belirli sicaklikta belli siirelerde inkiibasyona birakilarak kesilmesi
esasina dayanmaktadir.

Canlilarda ozellikle, DNA’nin protein kodlamayan bolgelerinde baz1 dizi
farkliliklart ya da tek nokta niikleotid degisimleri meydana gelmektedir. Bir
niikleotid degisimi veya bir bdlgenin insersiyonu ya da delesyonu ile gergeklesen

niikleotid dizilimindeki degisimler sonucunda restiriksiyon enzimlerinin kesim
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bolgeleri ortadan kalkabilir ya da yeni bir kesim bolgesi meydana gelebilir (van
Mansfeld ve Bos, 1992). SNP ad1 verilen tek niikleotid degisimleri sonucunda, gen
ifade edilirken farkli proteinler sentezleyen ve fenotipte degisimlere neden olan
bolgeleri enzimlerle keserek rutin ve hizli bir sekilde genotipleme yapabilmemize

imkan saglamaktadir(Pandey vd., 2012).

PCR firlinlerinin, RE’lar ile kesilip elektroforez jel ayristirilmasi ile olusan
bantlarin UV altinda 1s1ma veren boyalarla boyanip, baz uzunluklarma gore
siralanmast ve kesim sayisina bagli kiyaslama esasina dayanarak yapilan
genotipleme teknigine ‘“Restriction Fragment Length Polymorphism” (RFLP),

“Kisitlanmig Parca Uzunlugu Polimorfizmi” denir.
2.6.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi, niikleik asitlerin agaroz jelde, boyutlari, agirliklar ve
sekillerine gore bir yiik alami igerisinde agirliklarmin logaritmasi ile ters orantili
bir hizda go¢ etme esasina dayanan tekniktir. Negatif yliklii DNA molekiillerinin,
pozitif yiikli uca dogru ilerleyecek sekilde, belirli bir elektrik yiikii igerisinde ayirt
edilebilmesini saglayan bir tekniktir. Kisa uzunluktaki ya da agirligi daha diisiik
olan niikleik asitler, daha uzun veya agir olan molekiillere gore agaroz jeldeki
porlardan rahat gectigi icin, daha hizli bir sekilde ilerlemektedirler (Anonim,
2012b). Niikleik asitlerin agaroz jeldeki hareketleri, agaroz yogunlugu ile niikleik
asit molekiillerinin boyutlar1 ve seklinden etkilenir.

Proteinler gibi niikleik asitler de molekiil agirliklarinin logaritmasiyla ters orantili
hizda gog¢ ederler. Bu nedenle, analiz edilen molekiillerin agirliklar1 ayni jelde
molekiil agirliklar1 bilinen standart niikleik asit parcalarinin da (DNA ladder)
yiiriitilmesiyle tayin edilebilir. Agaroz jel elektroforezi ile oOzellikle degisik
kokenli (plazmid, kromozam, organele ait) DNA’larin izole edildikleri ve/veya
restriksiyon enzimleriyle kesildikleri durumda molekiil agirliklar1 ve miktarlarina
gore elektriksel akimla belirli oranlarda ilerleyerek birbirinden ayrilmasi ile
genotipleme tayinleri yapilabilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Hayvan Materyali

Aragtirmanin hayvan materyalini, Adnan Menderes Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Zootekni Béliimii Koyunculuk Unitesi ile kimi yetistirici siiriilerinde bulunan
Karya ve Cine Capar1 koyunlar olugturmustur. Calisma kapsaminda 97 bas Cine
Capar1 ve 90 bas Karya genotiplerinden olmak {izere toplam 187 bas koyuna ait

ornekler yer almistir.
3.2. Metot

Siiriilerin belirlenmesi, kan 6rneklerinin toplanmasi, DNA izolasyonu, PCR ile
hedef DNA boélgesinin ¢ogaltimi, Restriksiyon Endoniiklez enzimleri ile PCR
diriinlerinin kesime tabi tutulmasi, elektroforez ile bantlarin (DNA fragmanlarinin)
ayristirilmasi, elde edilen bantlarin goriintiilenmesi, genotiplerin okunmasi ve elde
edilen verilerin analiz edilmesi asamalarindan olugan bu calisma kapsamindaki
tiim bu asamalara ait ayrintili bilgiler uygulanma siralar1 baz alinarak asagida alt
basliklar halinde ayrintilandirilmigtir. Calisma kapsamindaki tiim laboratuar
calismalart Prof.Dr. Orhan KARACA tarafindan vyiiriitilen ve TUBITAK-
KAMAG tarafindan desteklenen 109G014 nolu ve “Esme Yoresi Kivircik Melezi
Koyun Popiilasyonu  Damuzlik  Uretim ~ Siirecinin  Yetistivici Kogullarinda
Yapilandirilmast” isimli proje kapsaminda Adnan Menderes Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Zootekni Boliimii, Biyometri ve Genetik Anabilim Dalinda olusturulan
Genetik Laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.2.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Muhafazasi

Calisma kapsaminda yer alan koyunlarin boyun toplardamarindan (vena jugularis)
4,5 ml kan Ornegi antikoagiilant olarak K3 EDTA igeren vakumlu tiiplere

almmustir.

Calismanin hayvan materyalini olusturan Cine Capar1 koyunlarma ait kan
ornekleri ADU-CCKP (Adnan Menderes Universitesi), FErdogan Aktiirk
(Tatarmemigler koyl, Cine, AYDIN) ve Mustafa VURAL’a (Derekoy, Kogarli,
Aydin) ait stiriilerdeki 97 bas koyundan, Karya koyunlarina ait kan 6rnekleri ise
ADU-GKYP iist siiriisii, Aydin ve Denizli’de TAGEM’in yiiriittiigii “Halk Elinde
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Ulkesel Kiigiikbag Hayvan Islah1” projesinde bulunan yetistiricilerin siiriilerinden

90 bas olmak tizere toplamda 187 bas koyundan alinmistir (Cizelge 5).

Cizelge 6. Cine Capar1 ve Karya koyunlarina ait kan 6rneklerinin, siiriilere gore

dagilimi
Irk Kan Alinan Siiriiler N
ADU-GKYP iist siiriisii 24
Karya  Aydin’da Bulunan Karya Yetistiricileri 22
Denizli’de Bulunan Karya Yetistiricileri 44
. ADU-CCKP koruma siiriisii 70
g:;fm Erdogan AKTURK (EA) 20
Mustafa VURAL  (MV) 7
Toplam 187

Yetistirici isletmelerinin laboratuara uzak olusundan dolay: alinan kan 6rnekleri,
DNA izolasyonu basamagina kadar gegen siirenin uzunluguna bagl olarak
buzdolab1 (+4 °C) veya derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza edilmistir.

3.2.2. Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Koyunlardan alinan kan 6rneklerinden hazir ticari izolasyon kiti (Invitrogen DNA
izolasyon kiti, Medsantek, iZMIR) kullanilarak DNA izole edilmistir. Kit ile DNA

izolasyonun basamaklar1 asagida verilmistir:

J DNA ekstraksiyonunda oOncelikle buzdolabi ya da derin dondurucuda
bulunan kan 6rnekleri disar1 ¢ikarilip, oda sicakligi olan 25°C” ye kadar 1sinmalari
saglanmstir.

) Sicak su banyosu 55 °C’ye ayarlanip 1sinmasi beklenmistir.

. Steril olan mikro santrifiij tlipiine 6ncelikle 200 ul kan 6rnegi konmustur.

e Uzerine 20 pul Proteinaz K ve 20 ul RNase A eklenmistir.

) Karisim homojen bir hal alana kadar vortex cihazinda iyice karigtirllip oda

sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakilmistir.

) Ardindan, karisimin iizerine 200 pl PureLink™ Genomic Lysis/Binding
Buffer eklenip tekrar homojen bir hal almasi i¢in giiclii bir sekilde vortexlenmistir.
e Proteinlerin par¢alanmasi i¢in 55°C’de 10 dk termal blokta inkiibasyona
birakilmigtir.
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. Termal bloklardan alinan orneklerin iizerine lizasyon gerceklesmesi icin,
200 pl %96-100 ethanol eklenip, 5 s homojen bir hal alabilmesi igin iyice

vortexlenmigtir.

U Kit igerisinde yer alan PureLink™ Spin kolonu, toplama tiipiiniin i¢ine
yerlestirilmistir.

) Yaklagik 640 pl olan lizat karigimi, toplama tiipiiniinii i¢indeki kolona
pipetlenmistir.

. 10.000 g’de 1 dk siireyle santrifiij edilmistir.

e Toplama tiipleri santrifiij sonrasi i¢indeki sivi ile birlikte atilip, kolonlar
yeni bir toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilmistir.

. Kolonun icine 500 ul Wash Buffer 1 eklenmis ve oda sicakliginda 1 dk
10.000 g’de santrifiij edilmistir.

) Toplama tlipliniin i¢indeki siv1 atilip kolona 500 ul Wash Buffer 2
eklenmistir.

J Oda sicakliginda en yiiksek hizda 3 dk santrifiij yapilmistir.

) Daha sonra kolon steril bir 1.5 ml’lik mikro santrifiij tiipiiniin icine
yerlestirilmistir.

U Kolon igine 100 pl Elution Buffer eklenmis ve oda sicakliginda 1 dk
inkiibasyona birakilmigtir.

) Oda sicakliginda en yiiksek hizda 3 dk santrifiij uygulanmistir.

e Kolon igerisine tekrar 100 ul Elution Buffer eklenip oda sicakliginda 1 dk

inklibasyondan sonra yine oda sicakliginda en yiiksek hizda 3 dk siireyle
santrifiijedilerek sonugta toplam 200 pl elution buffer iginde genomik DNA 6rnegi
elde edilmistir.

) Elde edilen DNA o&rnekleri analizler yapilana dek buzdolabinda (+4°C)

saklanmugtir.
3.2.3. PCR ile DNA Cogaltinm

Tiiplerdeki toplam hacim 25 pl olacak sekilde 10X PCR buffer, MgCl,, dNTP
karigimi (ATP, GTP, CTP, TTP), ileri (Forward) ve geri (Reverse) olmak iizere iki
primer, Tag DNA polimeraz enzimi, genomik DNA ve steril ddH,0O igeren PCR
karigimi olusturulmustur. Yapilan optimizasyon denemeleri ile PCR karigimini
olusturan bilesenlerin en uygun miktarlari belirlenmistir. Her bir DNA 6rnegi i¢in
PCR karisimi katilan bilesenlerin hacim ve son konsantrasyonlarina ait ayrintilar
Cizelge 6°da verilmistir.
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Cizelge 7. PCR karisimina katilan bilesenlerin hacim ve son konsantrasyonlari

Bilesen Adi 1 Ornek icin (u)  Son Konsantrasyon
ddH,0 10,38 '

10X PCR Buffer 2,50 1X

MgCl, (25 mM) 2,00 2mM

dNTP Karisimi* (3 mM) 6.67 0,2mM
Forward Primer (10 pM) 0,625 0,25uM
Reverse Primer (10 uM) 0,625 0,25 uM

Tag DNA Polimeraz Enzimi (5 U/ul) 0,20 1U
Genomik DNA (~50 ng/pl) 2,00 ~100ng/ul

DNA'nin et verimi ve Kkalitesi yoniinden Calpastatin gen polimorfizmine uygun
bdlgesinin ¢ogaltimu i¢in ileri ve geri olmak iizere koyun genomu dizilimine 6zgiin iki
primer sentezletilmistir. Her bir primer (ileri ve geri) toplam 20 baz uzunlugunda
dizilime sahiptir (Cizelge 7). Primerleri dizayn edebilmek i¢in daha onceki literatiir
calismalarma bakilmis Khederzadeh (2011), tarafindan yapilan ¢aligmada ki primerler
kullanilnstur.

Cizelge 8. Genotiplerin belirlenmesinde kullanilan primerler ve baz dizilimleri.

Primer isimleri Primer Baz Dizilimleri (5' -> 3')
CASTF : CCTTGTCATCAGACTTCACC
CASTR : ACTGAGCTTTTAAAGCCTCT

PCR asamasinda DNA'nin Calpastatin gen polimorfizmine uygun &zgiin primer
bolgelerinin ¢ogaltilabilmesi igin, hazirlanan PCR karigismi ile birlikte izole edilen
genomik DNA'lar 0.2 ml'lik ince cidarli mikro santrifiij tlipleri igerisinde sicaklik
dongiileyici (ABI Veriti) cihaza koyulmus ve DNA ¢ogaltimi yapilmistir. Sicaklik
dongiileyici de (PCR) primerlere 6zgii DNA boélgelerinin gogaltilabilmesi igin

uygulanan program asagida verilen Cizelge 8’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 9. Primerlere 6zgiin DNA bdlgelerinin gogaltilabilmesi i¢in gerekli olan
1s1 dongiileyici cihaz programi.

Basamak Sicakhik Siire

On Ayrim (Pre denaturation) : 95°Cde 2 dakika

Ayrim (Denaturation) : 95°C'de 1 dakika

Primerlerin Baglanmasi (Annealing) : 65°C'de 1 dakika } 35 dongii
Uzama (Extension) : 72°C'de 2 dakika

Son Uzama (Final Extension) : 72°C'de 10 dakika

Bekleme : 4°C'de 0

PCR asamasi sonucunda elde edilen g¢ogaltilmis DNA bdlgeleri genotipleme

asamasi i¢in restiriksiyon enzimleri ile kesilmiglerdir.
3.2.4. RFLP (Kisitlanmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi)

Calpastatin geninin M ve N allellerinin ayrimi amaci i¢in yapilan PCR tabanl
DNA c¢ogaltimi iglemi i¢in biitiin bireylerin 6zgiil bdlgelerinin ¢ogaltim iglemi
tamamlanmistir. Cogaltilan bolgelerin var olup olmadiklarin1 gorebilmek igin
iiriinler agaroz jelde goriintiilenmistir. PCR ile ¢ogaltim sonrasi olusan bolgelerin
uzunluklarinin biitlin bireyler i¢in esit olmasindan dolay1 bireyler arasi bir ayrim
yapmak miimkiin olamamaktadir. Dolayisi ile ayrim yapabilmek i¢in ¢ogalttigimiz
bolgelerin bu bolgelere 0zgiil kesim (restriksiyon) enzimleri ile igleme tabi
tutulmasi1 gerekmektedir. M ve N allellerinin ayrimini yapabilmek igin Mspl

(Fermentas, Dateks, Izmir) enziminden faydalanilnustur.

Restriksiyon enzimleri ile kesim asamasinda PCR tiipleri igerisinde bulunan ve
gene 6zgiil cogaltilmig DNA pargalari iceren 25 pl hacmindeki PCR iiriinii lizerine
Cizelge 9°da verilen ve restriksiyon enzimini de i¢eren bilesenler eklenmigtir. PCR
lirlinii ve restriksiyon enzimi ile birlikte karisimi bulunan tiipler 37 °C’de en az 6

saat inkiibasyona birakilmigtir.
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Cizelge 10. Calpastatin geninin allellerinin ayrimi i¢in uygulanan restiriksiyon
isleminin bilegenleri

Calpastatin Geni M ve N Allellerinin Ayrimi
i¢cin Kullamlan Bilesenler

Bilesenler 1 6rnek icin (ul)
ddH,0 18

10X Buffer Tango 2

Mspl enzimi (10U/ul) 1,5
Toplam 21,5

Genin M ve N allellerinin ayrimina yonelik primer giftleri ile ¢ogaltilan 565 bg
uzunlugundaki PCR iiriinii DNA fragmanlarinin restiriksiyon enzimleri ile kesimi
sonucunda; homozigot kesim olan MM alleli i¢in 306 ve 259 b¢ uzunlugunda iki
bant, eger kesim olmamis ise homozigot NN bireyi i¢in yaklasik 565 bg
uzunlugunda bir bant ve heterozigot MN alleline sahip bireyler i¢inde 259, 306 ve
565 b¢ uzunlugunda ii¢ bant olusmaktadir. Farkli boylarda bantlarin olugmasinin
nedenleri calpastatin geninin iizerinde olusan tek nokta mutasyonu (CCIG >
CCIG) nedeni ile Mspl restriksiyon enziminin kesim noktasinin (...C ¥ CGG...)
ortadan kalkmasidir (Gregula-Kania ve Monika, 2011).

Cizelge 11. Olusan tek nokta mutasyonlar1

Mspl kesim bolgesi

Ovine CAST- a 241 gcttctettgttgcagagec@gfgctctgggtgcacaggettcagttgtt
gtggcttgag

Ovine CAST-b 241 gcttctettgttgecagagec@g{gctetgggtgecacaggettecagttgtt
gtggcttgag

Restriksiyon enzimleri ile kesim sonrasi olusan bu DNA parcalarinin ayristirilip

gbzlemlenebilmesinde bir sonraki asamay1 elektroforez olusturmaktadir.
3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR isleminden sonra gogaltilan DNA bdélgelerinin baz uzunluklarina gore ayirt
edilebilmesi icin agaroz jel elektroforezinden faydalanmistir. DNA pargalarinin
ayrimi i¢in %2'lik agaroz jel kullanilmistir. Bu jeli hazirlayabilmek i¢in 2 g agaroz
hassas terazide tartilip, 1siya dayanikli bir sise i¢ine pH's1 8.3'e ayarlanmis 100 ml
0.5X TBE c¢ozeltisi eklenerek mikro dalga firinda kaynatilmistir. Jel kaynarken
arada firindan ¢ikarilarak i¢indeki agarozun tamamen ¢oziindiigiinii gorebilmek

i¢in birka¢ defa kontrol edilmistir.
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Tamamen igindeki agaroz c¢oziindiigiinde (seffaf bir hal aldiginda) firindan
cikarilip 50-60 °C aras1 sicakliga kadar sogutulmustur. Bu sicakliga ulastiktan
sonra cam sisenin i¢ine, etidyum bromid tiirevi boyama islemi yapan safe view
eklenmistir. Artik tamamen hazirlanan agaroz jel, isminden de anlasilabilecegi gibi
jel halini alabilmesi i¢in son hazirlik olan igcine PCR-RFLP iiriinlerinin
yiiklenecegi kuyucuklarin olugsmasini saglayacak taraklarn takili oldugu yatay
elektroforez kiivetine dokiilerek katilagmasi beklenmistir. Katilagan jelden taraklar
kuyucuklar1 bozmayacak kadar 6zenli bir sekilde cikartilmigtir. Son olarak daha
onceden hazirlanan 0.5X TBE ¢ozeltisi elektroforez tankina dokiiliip, elektroforez
kiiveti igerisindeki hazirlanan jel tanka kiivetle birlikte yerlestirilmistir. Cikartilan
taraklar sayesinde olusan kuyucuklara 10 ul PCR-RFLP icine 2ul yiikleme boyasi
(6X Loading Dye) karigimi olacak sekilde elde edilen tiriinler yiiklenmistir. Jelin
ilk kuyucuguna olusacak bantlar1 dogru yorumlayabilmek i¢in gerekli olan 3 kb
DNA boy markérii (Fermantas, 100-3000 bp) yine yilikleme boyasi (6X Loading
Dye) ile boyanarak toplam 6 ul olacak sekilde yiliklenmistir.

b¢
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Sekil 7. DNA bant biiyiikliiklerinin belirlenmesinde kullanilan DNA boy markorii

Yiikleme islemi bittikten sonra elektroforez tankini, elektroforez gii¢ kaynagina
baglayip, ornekler agaroz jelde 65 voltta 120 dakika yiiriitilmiistir. Yuriitme
sonunda agaroz jel UV 1518in altinda goriintiilenip fotograflanmistir (Vilber

Lourmat). Bu goériintiileme sonucunda bireyler i¢in genotip tayini yapilmustir.
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Sekil 8. UV 1s181n1n altinda safe view ile boyanmis agaroz jelin goriintiisii
3.2.6. Calpastatin Genotiplerine Yonelik Degerlendirmeler

Jel fotograflarindan her bireye ait genotip belirlenip not edildikten sonra
Calpastatin genetik varyantlar1 bakimindan gen ve genotip frekanslar: direkt sayim
yontemi ile belirlenmistir. Gen ve genotip frekanslar1 2 siirli i¢in ayr1 ayri
hesaplanmakla birlikte popiilasyonun tamami i¢in de hesaplanmistir. Ayrica
stiriilerin veya popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadigini kontrol
etmek tlizere ki-kare (y2) testinden faydalanilmistir. Tiim hesaplamalar ve x2
analizleri i¢in PopGene32 programi (Yeh vd., 1997) kullanilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Calpastatin Genotiplerine iliskin Gézlemler

PCR-RFLP sonucu olusan bantlar safe wiev ile boyanmis agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmiis ve jel goriintilleme sisteminde fotograflanmistir
(Sekil 9).

A Laddler MN MM MM MN MN MM MN MM MN MN MM MN NN

SN S e 565 b

306 bg
250 bg

Sekil 9. Calisma icin kullanilan koyunlardan bazilarinin jelde olusan CAST geni
M ve N allelleri bakimindan genotiplere ait goriintii

Calpastatin gen polimorfizminin belirleyebilmek igin yapilan, genin M ve N
allellerinin ayrimina yonelik primer c¢iftleri ile ¢ogaltilan 565 b¢ uzunlugundaki
PCR iiriini DNA fragmanlariin restiriksiyon enzimleri ile kesimi sonucunda;
homozigot kesim olan MM alleli igin 306 ve 259 b¢ uzunlugunda iki bant, eger
kesim olmamigsa homozigot NN bireyi i¢in yaklasik 565 b¢ uzunlugunda bir bant
ve heterozigot MN alleline sahip bireyler i¢inde 259, 306 ve 565 b¢ uzunlugunda
li¢c bant olugmaktadir. Farkli boylarda bantlarin olugsmasinin nedenleri Calpastatin
geninin lizerinde olusan tek nokta mutasyonu nedeni ile Mspl restiriksiyon
enziminin (...C'¥ CGG...) kesim noktasinin ortadan kalkmasidir (Anonim, 1997b).
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Cizelge 11°de iistte G—A seklinde olusan tek nokta mutasyonu (Anonim, 1997b)

ve altta normal dizilim (Anonim, 1997a) verilmistir.

Cizelge 12. Calpastatin gen dizilimindeki tek nokta mutasyonu (iistte) ve normal

dizilim (altta)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

cttgtcatcagacttcacctgcagttccecctacagctgatgcaaagaaaactgagaaaga
ggtattgtttttaatgcactcagggaaacttgttagaaactacctcccactttaagacaa
caacttttttttaaacttgatttttgacttcgctgggtcttcattgectgtgttcaggett
tctctagttggggcaagcgagggctattctctagttgcgatgtgcagecttctgcaggtyg
gcttctcttgttgcagagcc@gggctctgggtgcacaggcttcagttgttgtggcttgag
agctctagagcacaggctcagtggtcatggcgcacaggcttactccatggcatgtgggat
cttcccectggccagggagcgaacccgtgtececctgegttgcaaggecggectcecttaaccget
ggccaccagggaagccccaagatgccaaggctttttacttectggttcttacecgtectggtt
aatacatttccttcatctgctagtcaaaccttcttttgtatttcatttttcagaaatcta
cagaagaggctttaaaagctcagtcagctggggtgatcagaagtgctgctccacccaaag
agaaaagaaga

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601

cttgtcatcagacttcacctgcagttccecctacagctgatgcaaagaaaactgagaaaga
ggtattgtttttaatgcactcagggaaacttgttagaaactacctcccactttaagacaa
caacttttttttaaactttatttttgacttcgctgggtcttcattgectgtgttcaggcett
tctctagttggggcaagcgagggctattctctagttgecgatgtgcagecttectgcaggtyg
gcttctcttgttgcagageecggggctctgggtgcacaggcttcagttgttgtggettgag
agctctagagcacaggctcagtggtcgtggcgcacaggcttactccacggcatgtgggat
cttccctggccagggagcgaacccgtgtecececctgegttgcaaggeggectcecttaaccact
ggccaccagggaagccccaagatgccaaggctttttacttectggttecttacecgtectggtt
aatacatttccttcatctgccagtcaaaccttecttttgtatttcatttttcagaaatcta
cagaagaggctttaaaagctcagtcagctggggtgatcagaagtgctgctccacccaaag
agaaaagaaga

Birgok siiriiden alinan hayvanlar ile Adnan Menderes Universitesi Ziraat
Fakiiltesi’nde olusturulan Cine Capari koruma siiriisii ile Karya koyunu Ust
Siirtisti yaninda Aydin ve Denizli’de bulunan Karya siiriilerinde ve MV isimli
yetistiricinin Cine Capari siiriisiindeki koyunlarda her ii¢ genotipe (MM, MN ve
NN) rastlanirken, EA isimli yetistiricinin siirlisinde NN  genotipine

rastlanamamuistir.
4.2. Calpastatin Geni Bakimindan Gen ve Genotip Frekanslar:

Toplam 187 bas koyunun olusturdugu iki farkli genotipe ait popiilasyonda
Calpastatin genotiplerinin dagilimi Sekil 10° da verilmistir. Genel popiilasyonda
MM, MN ve NN genotiplerinin goériinme sikliklart sirast ile %39, %50 ve %11

olarak bulunmustur.
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Sekil 10. Karya ve Cine Capari koyunlara ait genel popiilasyonunda CAST
genotiplerinin oransal dagilimi

Calpastatin geni bakimindan Karya ve Cine Capar1 koyunlarda genotiplerin sayisal
dagilimlart ve gozlenen frekanslart Cizelge 12°de verilmistir. Hem Cine Capari
hem de Karya koyunlarda her ii¢ genotip gdzlemlenmistir. Her iki koyun
genotipinde de NN genotipinin goriilme sikligi diisiik ¢ikmis, bu durum toplam
187 bas hayvanda birlikte analiz edildiginde genotiplerin goriilme frekanslarina da
yansimigtir.

Cizelge 13. Cine Capar1 ve Karya koyunlarda CAST geni bakimindan genotiplerin
sayisal dagilimi ve gbézlenen genotip frekanslari

CAST Genotiplerinin CAST Genotiplerinin

Sayisal Dagilimi Gozlenen Frekanslar:
Irk/Genotip n MM MN NN MM MN NN
Cine Capar 97 51 41 5 0,53 0,42 0,05
Karya 90 23 52 15 0,26 0,58 0,16
Genel 187 74 93 20 0,39 0,50 0,11

Farkli yerlerden kan ornekleri toplanan Karya koyun irkina ait popiilasyonda
Calpastatin genotiplerinin dagilimi Sekil 11°de verilmistir. En yiiksek goriilme
sikligt MN genotipine (%58) ait olurken MM genotipli bireylerin orant %25, NN
genotipli bireylerin orani ise %17 olarak tespit edilmistir.
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Sekil 11. Karya koyunu popiilasyonunda CAST genotiplerinin oransal dagilimi

Karya koyunu irki i¢in, toplanan kan Orneklerinin alindigi bolgelere gore
ayirdigimizda ortaya cikan genotiplerin sayisal ve oransal dagilimlart Cizelge
13°de verilmistir. Genotiplerin gozlenen frekanslart MM, MN ve NN i¢in sirasi
ile; Adnan Menderes Universitesinde bulunan ADU-GKYP Karya siiriisiinden
toplanan 24 6rnekte, 0.33, 0.50 ve 0.17 olarak, TAGEM’in yiiriittiigli “Halk Elinde
Ulkesel Kiiciikbas Hayvan Islahi”  projesine kayith Aydm’da bulunan
yetistiricilerden toplanan 22 6rnekte, 0.41, 0.27 ve 0.32 olarak, Denizli’de bulunan
Karya yetistirici siiriilerinden toplanan 44 oOrnekte, 0.14, 0.77 ve 0.09 olarak

belirlenmistir.

Cizelge 14. Farkli yerlerden kan 6rnekleri toplanan Karya Koyunlarinda CAST
geni bakimindan genotiplerin dagilimi ve gozlenen genotip frekanslari.

CAST Genotiplerinin CAST Genotiplerinin

Sayisal Dagilim Gozlenen Frekanslari

Bolgeler n | MM MN NN MM MN NN
Aydin 22 9 6 7 0,41 0,27 0,32
Denizli 44 6 34 4 0,14 0,77 0,09
ADU-GKYP |24 8 12 4 0,33 0,50 0,17
Genel 90 23 52 15 0,25 0,58 0,17

Ug siiriiden olusan Cine Capart koyun irkma ait popiilasyonda Calpastatin
genotiplerinin  dagilmi  Sekil 12°de verilmisti. MM genotipli bireylerin
popiilasyonda goriilme orani en yiiksek iken (%53), MN genotipli bireyler %42 ve
NN genotipli bireyler ise %5 oraninda goézlenmistir.
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Sekil 12. Cine Capar1 popiilasyonunda CAST genotiplerinin oransal dagilimi

ADU-CCKP kapsamindaki koruma siiriisii ile iki yetistirici siiriisii kapsaminda
koruma altinda olan Cine Capar1 koyunlarinda genotiplerin dagilim ve goézlenen
frekanslar1 Cizelge 14’de dzetlenmistir. MV ve ADU-CCKP siiriilerinde her iig
genotip goézlenirken, EA siiriisiinde NN genotipine rastlanamamistir. Genotiplerin
gozlenen frekanslan MM, MN ve NN i¢in sirast ile; Adnan Menderes
Universitesinde bulunan ADU-CCKP Cine Capar1 koruma siiriisiinden toplanan 70
ornekte, 0.40, 0.54 ve 0.06 olarak, yetistirici elinde korunan EA siiriisiinden
toplanan 20 6rnekte, 0.95, 0.05 ve 0 olarak, MV siiriisiinden toplanan 7 6rnekte,
0.57, 0.29 ve 0.14 olarak belirlenmistir.

Cizelge 15. Yetistirici elinde ve ADU-CCKP kapsaminda korunmakta olan Cine
Capar1 Koyunlarinda CAST geni bakimindan genotiplerin dagilimi ve
gbzlenen genotip frekanslari.

CAST Genotiplerinin CAST Genotiplerinin
Sayisal Dagilim Gozlenen Frekanslar
Siiriiler n MM MN NN MM MN NN
MV 7 4 2 1 0,57 0,29 0,14
EA 20 19 0 0,95 0,05 0
ADU-CCKP 70 28 38 4 0,40 0,54 0,06
Toplam 97 51 41 5 0,53 0,42 0,05

CAST lokusunda yer alan M ve N allelleri bakimindan gen frekanslar1 Karya
koyunu i¢in sirasi ile 0.5444 ve 0.4556 olarak bulunmustur (Cizelge 15).
Frekanslar Aydin ve Denizli’de bulunan yetistirici isletmeleri ile ADU-GKYP Ust
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Siirisiinden elde edilen oOrneklerde biri birine yakin degerler sergilemistir.
Gozlenen genotip frekanslart ise: MM, MN ve NN i¢in sirasi ile, Adnan Menderes
Universitesinde bulunan ADU-GKYP Karya siiriisii i¢in, 0.340, 0.486 ve 0.174
olarak, TAGEM’in yiiriittiigii “Halk Elinde Ulkesel Kiigiikbas Hayvan Islah1”
projesine kayitli Aydin’da bulunan yetistiricilerden toplanan 22 &rnekte, 0.297,
0.496 ve 0.207 olarak, Denizli’de bulunan Karya yetistirici siiriilerinden toplanan
44 6rnekte, 0.273, 0.499 ve %0.228 olarak belirlenmistir.

Cizelge 16. Karya koyununda CAST geni bakimindan gen ve beklenen genotip

frekanslari
Karya Koyununda CAST
Gen Frekanslari Genotiplerinin Frekanslar
Bolgeler n CASTM | CASTN MM MN NN
Aydin 22 0,545 0,455 0,297 0,496 0,207
Denizli 44 0,523 0,477 0,273 0,499 0,228
ADU-GKYP 24 0,583 0,417 0,340 0,486 0,174
Genel 90 0,544 0,456 0,296 0,496 0,208

Rastgele toplanan Cine Capar1 kanlar1 ile yapilan genotipleme ¢alismasinda ¢ikan
gen frekanslar1 Cizelge 16’da verilmistir. Caligma sonucunda bagta EA ait siirii
olmak {iizere tiim siiriilerde M allelinin N alleline goére ¢ok daha yiiksek bir
frekansta var oldugu belirlenmistir. EA ait siiriide M allelinin frekansi neredeyse
sabitlenmistir. Orneklenen tiim hayvanlara ait genotipler toplu olarak genel bir
degerlendirmeye tabi tutuldugunda M ve N allellerine ait frekanslar sirasi ile 0.737
ve 0.263 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 17. Cine Capart irkina yonelik CAST bakimindan gen ve beklenen
genotip frekanslari

Cine Caparn Irkinda CAST
Gen Frekanslar Genotip Frekanslar
Siiriiler n CASTM | CASTN MM MN NN
MV 7 0,714 0,286 0,5102 0,4082 0,0816
EA 20 0,975 0,025 0,9506 0,0488 0,0006
ADU-CCKP 70 0,671 0,329 0,4508 0,4412 0,1080
Genel 97 0,737 0,263 0,543 0,388 0,069

Karya ve Cine Capar1 koyunlarina ait genel gen frekanslar karsilastirma yapmak
amaciyla Cizelge 17°de verilmistir. Karya koyunu icin M ve N allellerinin
gozlenme frekanslar sirasiyla 0.544 ve 0.456 iken Cine Capar1 irkinda anilan
allellerin frekanslari sirasiyla 0.737 ve 0.263 olarak elde edilmistir. Karya ve Cine
Capar1 koyununu kapsayan toplam 187 bas hayvanda yapilan genel degerlendirme
sonucunda M ve N allellerinin bulunma frekanslar sirast ile 0.644 ve 0.356 olarak
belirlenmistir. Genel olarak bu anilan allellerin bulunma sikliklarina gére beklenen
genotip frekanslart Cizelge 17°de Ozetlenmistir. Karya koyunlarda en yiiksek
frekans degeri 0.543 ile MM genotipine ait olurken Cine Capar1 koyunlarda
heterozigot bireyler olan NN genotipinde bulunmustur. Toplam 187 bas hayvan
orneklemesinde ki allellerin bulunma frekanslarina gore beklenen genotipik
frekanslara bakildiginda simdiye kadar yapilan literatiir bildirileri ile paralellik
gosterdigi gozlemlenmistir.

Cizelge 18. Karya ve Cine Capar1 koyunlarinda genotipteki biitiin bireyler dahil
edildiginde CAST geni bakimindan gen ve beklenen genotip frekanslari

Gen Frekanslar CAST Genotip Frekanslar:
Irk/Genotip n | CASTM | CASTN | MM MN NN
Karya 90 0,544 0,456 0,543 | 0,388 | 0,069
Cine Capari 97 0,737 0,263 0,296 | 0,496 | 0,208
Genel 187 0,644 0,356 0,415 | 0,458 | 0,127

Toplam 187 bas hayvana ait DNA oOrneklerini olusturan Karya (90 bas, 3
orneklenen yer) ve Cine Capari (97 bas, 3 siirii) koyunlarindan olusan denemenin
stiriilere ve orneklenen yerlere gore CAST geninin bulunma frekanslar1 Cizelge
18°de verilmistir.
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Cizelge 19.Cine Capar1 ve Karya koyunu i¢in Ornekleme yapilan siirii veya
lokasyonlar bakimindan yapilan degerlendirme ile elde edilen allel

frekanslari

Lokus Allel ADU-GKYP DENIZLI AYDIN ADU-CCKP EA MV

M 0,583 0,523 0,545 0,671 0,975 0,714
N 0,417 0,477 0,455 0,329 0,025 0,286

CAST

M alleli bakimindan en yiiksek frekans EA ait siiriide gozlenmistir. Yetistirici
stiriisiinden orneklenen 20 bas koyundan 19 basinda MM, geriye kalan 1 bas
koyunda ise MN genotipi gozlenmistir. NN genotipine ise rastlanmamistir. M
alleli bakimindan en disiik frekans ise toplam 44 bas DNA Orneginin
degerlendirildigi Denizli yoresindeki Karya koyunlarda gozlenmistir. Denizli
ilindeki yetistirici siiriilerinden 6rneklenen hayvanlardan 6 basi MM, 34 bast MN
ve 4 bast NN genotipine sahip olmustur. MN genotipine sahip heterozigot
bireylerin oraninin homozigot genotiplere oranla daha yiiksek sayida oldugu
dikkati ¢ekmektedir.

En yiiksek N alleli yine Denizli’de bulunan Karya koyunu yetistiricilerinde
bulunurken, en diisiikk N alleli, sadece 1 bas heterozigot MN hayvani bulunan, Cine
Capan yetistiricisi EA siiriisiinde tespit edilmistir. M ve N allellerinin bulunma

frekanslarina gore ¢izilmis grafik Sekil 13’de verilmistir.
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Sekil 13. Cine Capar1 ve Karya koyunu icin farkli siirii veya illerden alinan
ornekler bakimindan gozlenen allel frekanslarinin dagilimi

Gozlenen ve beklenen genotip sayilart ile Hardy-Weinberg dengesine yonelik ki-
kare (y2) analiz sonuglar1 Cizelge 19°’da verilmistir. Yapilan ki-kare analiz
sonucunda Cine Capari1 (97 bas) ve Karya (90 bas) olmak iizere her iki genotipinde
Hardy-Weinberg dengesinde oldugu anlagilmistir. Ayrica her iki genotipi de igeren
biitiin poptilasyona ait verileri kapsayan analiz sonucunda da popiilasyonun Hardy-
Weinberg dengesinde oldugu anlagilmistir. Hayvanlarin yetistirildikleri lokasyona
gore yapilan degerlendirme de ise Denizli ilinde 6rneklenen Karya koyunlara ait
44 bas hayvandan olusan Orneklemin Hardy-Weinberg dengesinde olmadigi
gbzlemlenmigtir.
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Cizelge 20. CAST geni bakimindan koyun genotiplere ait gozlenen ve beklenen
sayilar ile ki-kare (y2)analiz sonuglart.

Gozlenen
Sayilar Beklenen Sayilar

Orneklenen Yerler n (MM MN NN| MM MN NN | 2sd=1 P

Aydin 22 1 9 6 7 6,547 10,909 4,545 4,934 0,263
Denizli 4 | 6 34 4| 12,021 21,955 10,024| 12,699| 0,000*
ADU-GKYP 24 | 8 12 4 8,166 11,667 4,167 0,001] 0,971
Karya Toplam 90 | 23 52 15| 26,673 44,645 18,681| 27281| 0,131
MV 7 4 2 1 3,572 2,857 0,571] 1,089| 0,297
EA 20 | 19 1 0| 19,013 0,975 0,013] 0,000 1,000
ADU-CCKP 70 | 28 38 4| 31,554 30,887 7,558| 3,499| 0,061
Cine Capar1 Toplam 97 | 51 41 5| 52,7702 37,594 6,704 0,713] 0,399
Genel Toplam 187|174 93 20| 77,661 85,702 23,656/ 1,273 0,259

Yapilan ki-kare (y2) analizlerinde genel olarak her iki genotip (Cine Capar1 ve
Karya) dengede bulunmustur. Alt popiilasyonlar olarak incelendiginde Denizli
ilindeki yetistiricilere ait Karya koyunu drnekleminin Hardy-Weinberg dengesinde
olmadigr gozlemlenmistir. Bu durum orneklemin 44 basla sinirli kalmasi ve
popiilasyonda siirdiiriilen seleksiyon calismalarina bagl sekillenebilir. Denizli’de
bulunan calisma i¢in Orneklenen Karya koyunlar1 (44 bags) TAGEM tarafindan
koordine edilen “Halk Elinde Ulkesel Kiiciikbas Hayvan Islahi” projesinde
bulunmaktadir. S6zii gecen proje kapsaminda sahadan toplanan performans
verilerine dayali olarak kuzularda gelisme ve koyunlarda dol verim ozelliklerine
yonelik seleksiyona dayali 1slah c¢alismasi yiiriitiilmektedir. Khan vd. (2012)
yaptiklar1 calismada, Balkhi ve Kajli koyunlarinda genotiplerde giinliik canli
agirhk artisindaki degisimlere gore Balkhi koyunlarinda 0-8 ay arasi Kajli
koyunlarinda ise 0-4 ay arasinda istatistiki olarak 6nemli farkliliklarin oldugu
belirlenmistir. “Halk Elinde Ulkesel Kiiciikbas Hayvan Islah1” projesinde
stirilerden 3 aylik ve 6 aylik donemlerde canli agirlik denetimleri yapilip koyunlar
damizliga ayrilmaktadir. Bu bahsi gecen siireler literatiir ¢aligmasi ile uyum
gosterdiginden yapilan seleksiyon ile allel frekanslarinda bir degisimin yagsanmis
olma olasilig1 da goz ard1 edilmemelidir. Popiilasyonun dengede olabilmesi i¢in
popiilasyonda erkek-disi oranin esit olmasi ve her bir bireye esit ¢iftlesme sansi
verilmesi gerekir. Orneklenen popiilasyonda seleksiyon yapildigindan dolay1
secilmis az sayida erkek bireye ¢iftlesme sansi taninmasi dogal olarak Hardy-

Weinberg dengesinden sapmaya yol acgmis olabilir. Cine Capart ki alt
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popiilasyonlarinda ise EA ait olan toplam 20 bas hayvanda yapilan ¢alismada NN
genotipine rastlanamamis serbestlik derecesi 1 olan ki-kare (y2) testinin sonucu 0

olarak bulunurken, 6nem degeri 1 olarak bulunmustur.

CAST M ve N allellerinin frekanslarma gore tiim siiriileri kapsayan analizde elde
edilen genetik benzerlik (kosegen tistii) ve genetik uzaklik (kosegen alt1) degerleri
Cizelge 20°de verilmistir. Bir lokus bakimindan hesaplanan genetik yakinlik ve
genetik uzaklik degerleri ile ¢cok saglikli bir degerlendirme yapabilmek olanakli
olmamasina karsin ek bir bilgi kaynagi olarak dikkate alinmistir. Siiriiler
arasindaki genetik benzerlik degerleri 0.997 ile 0.740 arasinda siralanmistir.

Siiriiler arasindaki genetik uzakliklar ise 0.003 ile 0.300 arasinda siralanmustir.

Cizelge 21.Siirliler aras1 genetik benzerlik (kOsegen iistii) ve genetik uzaklik
(kdsegen alt1) degerleri

Karya Cine Capan

ADU-GKYP DENIZLI AYDIN ADU-CCKP EA MV
ADU-GKYP ok 0,982 0,997 0,996 0,855 0,982
DENIZLI 0,018 HAE 0,994 0,961 0,740 0,928
AYDIN 0,003 0,006 o 0,986 0,811 0,964
ADU-CCKP 0,004 0,040 0,014 wA 0,898 0,995
EA 0,157 0,300 0,209 0,107 #EE 0,938
MV 0,018 0,075 0,037 0,005 0,064 =

Belirlenen genetik uzakliklara gore ¢izilen dendogram Sekil 14°de verilmistir.
Cizdirilen dendograma gére ADU-GKYP Ust Siiriisii ile Aydin ve Denizli’de
bulunan Karya siiriileri arasinda ve ADU-CCKP ve EA siiriileri arasinda
benzerligin daha fazla oldugu bulunmustur. MV ait siirii biitiin siiriilere benzerlik

bakimindan en uzak siirii olarak gozlemlenmektedir.

B KARYA ADU-GKYP ]
4i B KARYAAYDIN ]
B KARYA DENIZLI ]
® CAPAR ADU-GCKP 7]
] 4‘0 CAPAR E. AKTURK ]

@ CAPARM. VURAL ]

Sekil 14.Siirtiler arasindaki genetik uzakliga gore ¢izilmis dendogram
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Bu anilan durum daha 6nce Binbas ve Cemal (2006) tarafindan yapilan galigsma ile
de paralel bir durum sergilemektedir. Ancak, sadece 1 lokusa dayali hesaplanan
genetik uzakliklara ait dendogram cizildiginden ¢ok saglikli bir degerlendirme
yapmak zordur. Etkin bir degerlendirme yapabilmek i¢in ¢ok sayida lokusa ait
genotip bilgilerinin dikkate alinmas1 gerekir.

Cizelge 22. Bazi koyun popiilasyonlarinda CAST genine ait allel frekanslar

Irklar Kaynak _ CAST
M N
Karakul Shahroudi vd., 2006 100 0,79 0,21
Arabic Mohammadi vd., 2008 111 0,85 0,15
Tsigai Gabor vd., 2009 58 091 0,09
Valachian Gabor vd., 2009 19 097 0,03
Lacaune Gabor vd., 2009 11 1,00 0,00
Dogu Friz Gabor vd., 2009 2 1,00 0,00
Tsigai x Lacaune Gabor vd., 2009 5 0,90 0,10
Dalagh Khederzadeh, 2011 120 0,80 0,20
Atabi Nanekarani vd., 2011a 120 0,81 0,19
Lori Nanekarani vd., 2011b 100 0,64 0,36
Balkhi Khan vd., 2012 300 0,88 0,12
Kajli Khan vd., 2012 300 0,86 0,14
Thalli Suleman vd., 2012 100 0,90 0,10
Lohi Suleman vd., 2012 100 0,87 0,13
Kajli Suleman vd., 2012 100 0,81 0,19
Zel Gharahveysi vd., 2012 100 0,75 0,25
Polish Merino Szkudlarek-Kowalczyk vd., 2011 82 0,76 0,24
Berrichon du Cher  Szkudlarek-Kowalczyk vd., 2011 41 093 0,07
Mutton Szkudlarek-Kowalczyk vd., 2011 59 0,81 0,19
Ile de France Szkudlarek-Kowalczyk vd., 2011 30 095 0,05

Yapilan literatiir taramas1 sonucu bazi koyun popiilasyonlarinda CAST geninin M
ve N allelleri icin belirlenen allel frekanslar1 Cizelge 21°de Ozetlenmistir.
Incelenen irklarin tamaminda M alleli N alleline gére oldukga yiiksek frekans
sergilemistir. Hatta kimi wrklarda M alleli bakimindan sabitlenme olmustur. Bu
bilgiler ile karsilastirildiginda Karya ve Cine Capar1 koyunlarda M alleli i¢in
belirlenen frekanslar Lori irki (Nanekarani vd., 2011b) disindaki tiim koyun
wrklarindan daha diisiik bulunmugtur. Karya koyununda M alleli i¢in elde edilen
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frekans (0,544) literatiirdeki tiim koyun irklari i¢in elde edilen frekanslardan daha
disiikk gozlenmistir. Cine g¢apart irkina ait frekanslar Karya koyununa oranla
literatiirdeki degerlere daha yiiksek benzerlik sergilemektedir.
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5. SONUC

Bu arastirmada, yok olma tehlikesi ile karsi karsiya olan yerli gen kaynagi Cine
Capari ile Bati Anadolu’daki melezleme etkinlikleri sonucunda sekillenen Karya
koyunlarinda Calpastatin geni bakimindan var olan polimorfizm PCR-RFLP
metodu kullanilarak tanimlanmistir. Ayrica, siiriiler arasi1 genetik benzerlik ve
farkliliklar ortaya konmaya caligilmistir. Calisma ile elde edilen sonuglar
asagidaki gibi 6zetlemek miimkiindiir:

Yapilan PCR-RFLP yonteminden sonra ulagilan sonuglarda: her iki irk i¢in
frekans1 diisiik olan NN genotipi, CAST geninin PCR-RFLP metodu ile
belirlendigi diger calismalarla paralellik sergilemektedir (Gabor vd., 2009;
Gharahveysi vd., 2012; Khan vd., 2012; Khederzadeh, 2011; Mohammadi vd.,
2008; Nanekarani vd., 2011a; Nanekarani vd., 2011b; Nassiry vd., 2006; Suleman
vd., 2012; Szkudlarek-Kowalczyk vd., 2011).

Calpastatin geni bakimindan belirlenen MM, MN ve NN genotipleri i¢in beklenen
genotip frekanslart Cine Capari koyun irkinda sirast ile 0.543, 0.388 ve 0.069,
Karya koyununda ise sirastyla 0.296, 0.496 ve 0.208 bulunmustur. Cine Capar1 ve
Karya koyunlar birlikte degerlendirildiginde ise bu genotipler i¢in frekanslar
sirastyla 0.415, 0.458 ve 0.127 olarak tespit edilmisti. MM, MN ve NN
genotiplerinin bulunma yiizdelerine bakildiginda sirasi ile, Cine Capart koyun
irkinda 0.53, 0.42 ve 0.05, Karya koyununda 0.25, 0.58 ve 0.17, iki genotipin
birlikte degerlendirilmesinde ise 0.39, 0.50 ve 0.11 olarak bulunmustur.

Calpastatin geni bakimindan CAST M ve CAST N allellerinin bulunma frekanslari
sirast ile; Karya koyun irki yetistiricilerinden toplanan ornek popiilasyonda
Aydin’da, 0.5455 ve 0.4545, Denizli’de 0.5227 ve 0.4773, Adnan Menderes
Universitesi’nde bulunan ADU-GKYP Karya koyunu Elit Ust Siiriisiinde, 0.5833
ve 0.4167 olarak, Cine Capari irkinda, Adnan Menderes Universitesi’nde bulunan
ADU-CCKP siiriisiinde, 0.6714 ve 0.3286, EA siiriisiinde, 0.9750 ve 0.0250, MV
isimli yetistiricinin siiriisiinde 0.6714 ve 0.3286 olarak bulunmustur. Toplam 90
bas olan Karya koyunu 6rnekleminde, 0.5444 ve 0.4556, toplam 97 bas olan Cine
Capar1 koyunu ornekleminde, 0.7371 ve 0.2629, toplam 187 bas olan Karya ve
Cine Capart Ornekleri birlikte degerlendirildiginde ise CAST M ve CAST N
allellerinin bulunma frekanslar1 0.6444 ve 0.3556 olarak bulunmustur. Diger
irklarda yapilan c¢alismalardan elde edilen sonuglarla (Cizelge 18)
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karsilastirildiginda Cine Capari koyunlarda da benzer sekilde M allellinin
frekansinin N allellinden yiiksek oldugu hatta M allellinin frekansinin N allellinin
frekansin1 ikiye katladigi anlasilmaktadir. Karya koyunlarda ise literatiirdeki
caligma yapilan tiim wrklar ile Cine Caparindan farkl olarak iki allellin frekanslar
arasinda c¢ok bariz farka rastlanmamistir. Karya koyunlarda M allelli N allelline
gore kismen daha yiiksek frekansa sahiptir.

Siirtiler aras1 CAST M ve CAST N allellerinin frekanslaria gore tim siiriileri
kapsayan analizde elde edilen genetik benzerlik ve genetik uzaklik degerleri 0.997
ile 0.740 arasinda siralanmistir. Siiriiler arasindaki genetik uzakliklar ise 0.003 ile
0.300 arasinda siralanmistir. Bu siralanan genetik uzakliklara gore, Karya siiriileri
genetik olarak birbirine yakin, Cine Capar1 1rki koyunlarda ise ADU-CCKP ile EA
stiriileri birbirine daha yakinken, MV ait siirli en uzak siirii olarak belirlenmistir.
Bu sonucun ortaya ¢ikmasinda ADU-CCKP siiriisiiniin Cine ilgesindeki siiriilerden
alman hayvanlarla olusturulmasi etken olabilecegi gibi, koruma siiriisii ile anilan
yetistirici siiriisii arasindaki damuzlik hareketlerinin ADU-CCKP siiriisii ile
Kogarl ilgesine bagli Derekdy koylinde bulunan MV siiriisti arasindaki damizlik
hareketlerine oranla daha yiliksek olmasmin roliiniin de olabilecegi

diistintilmektedir.

Tiirkiye’de ki koyun popiilasyonlarinda DNA diizeyinde Calpastatin gen
polimorfizmine yonelik yapilan herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Yapilan
bu arastirmada yerli genotiplerimizde Calpastatin bakimidan gen polimorfizminin
oldugu goriilmiistiir. Calpastatin lokusunda CAST M ve CAST N olmak iizere 2
allel saptanmis olup, en yaygin olant M allelidir. Bu ¢aligsma referans bir ¢aligma
olarak kabul edilip kimi yerli irklar iizerinde baska caligmalar da yapilabilecektir.

Arastirmacilar Calpastatin gen polimorfizmi iizerine yogunlastikca, sadece Mspl
enzimi ile degil aym1 zamanda Ncol ve Hin6l enzimleri ile farkli alleller de
belirlenmektedir (Gregula-Kania ve Monika, 2011). Bu gen polimorfizmi ortaya
konulduktan sonra daha ileriki donemlerde bu enzimlerle de denemeler
yapilabilecektir.

Giiniimiizde et verim yonlii hayvanlarin genotiplerinin tespitinde DNA analizleri
daha hizli sonu¢ alinmasi bakimindan genotip tayininin biiylik oranda yerini
almistir. DNA analizleri ile proteinleri kodlayan genlerin allelleri yiiksek bir
dogrulukta tespit edilebilmektedir.
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Bu calisma sadece yerli gen kaynagi olup koruma altinda olan Cine Capar1 koyunu
ile Bat1 Anadolu’da yetistiriciligi yayginlasan Karya koyunlarinda Calpastatin gen
polimorfizminin olup olmadigini ortaya koyabilmek i¢in yapilmistir. Daha ileriki
donemlerde yapilacak caligmalarda genotip bilgileri ile bireylerin performans
ozellikleri iliskilendirilip genotiplerin fenotipe yansimalar1 ortaya konabilecektir.
Bu amagla, Cine Capar1 ve Karya koyunlarda her ii¢ genotipe ait bireylerin aym
kosullarda gelisme oOzellikleri ile et verim ve kalite 6zelliklerinin belirlenmesi
anlamli olacaktir. Fenotipik anlamda iistiinliik saglayan genotiplerin belirlenmesi
durumunda bu genotiplere ait bilgiler mevcut 1slah programlarina entegre
edilebilecektir.

Calpastatin lokusu i¢in elde edilen genotip bilgileri Cine Capari irkinin korunma
siirecinde daha ileriki donemlerde gerceklestirilecek arastirmalarda referans olarak
kullanilabilecektir. Bu bilgiler ileride karsilastirma yapma ve gecen siirecteki gen
ve genotip frekanslarindaki degisimi ortaya koyma ve koruma etkinliklerini buna
gore yonlendirme sansi taniyacaktir.

Irk tescil calismalarinda {izerinde ¢alisilan koyunlarin fizyolojik ve morfolojik
ozelliklerinin yaninda, yapilan bu ve bunun gibi ¢alismalarla genetik tanimlamalar
kismindaki gerekli alanlar da doldurabilecektir.

Bu caligma sonrasinda diger yerli wrklarimizda da Calpastatin genine ait
polimorfizmin ortaya konmasi yaninda 6zellikle gelisme ve et kalite 6zelliklerinin
genotiplere goére degisimin tanimlanmasinda yarar vardir. Ayrica, yapilan bu
calisma ile sadece tek bir niikleotid degisimi saptanabilmektedir. Yerli
irklarimizda bu gene ait bolgede diger niikleotid farkliliklarina da ulasmak
olasidir. Bundan dolayi, yerli irklarimizda gene ait bu bélgenin DNA dizi analizi
ile incelenmesi farkli SNP’leri tanimlama sans1 taniyabilecektir. Yerli
genotiplerimize 6zgli yeni SNP’lerin tanimlanmasit durumunda bu bilgiler ile

performans verilerinin iligkilendirilmesi gerekir.
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