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OZET

PIRLAK KOYUNLARINDA KALPASTATIN (CAST) VE MiYOSTATIN
(MSTN) GEN POLIMORFIiZMLERI

Biilent OZKAN
Yiiksek Lisans Tezi, Zootekni Anabilim Dah
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Emine SAHIN SEMERCI
Temmuz 2024; 39 sayfa

Bu caligmada, Akdeniz Bolgesinde yetistiriciligi yogun olarak yapilan yerli
koyun 1rklarimizdan olan Pirlak irkinda Kalpastatin (CAST) ve Miyostatin (MSTN) gen
lokuslarina ait polimorfik yapilarin incelenmesi amaglanmistir.

Antalya ilinde yiiriitilen “Pirlak Koyununun Halk Elinde Islah1 I’ alt projesi
kapsamindaki farkli isletmelerde yetistirilen toplam 181 bas Pirlak koyununda PCR-
RFLP yontemi kullanilarak, CAST gen bolgesi icin Mspl ve MSTN gen bolgesi igin ise
Haelll polimorfizmi arastirilmistir. Calismada CAST lokusunda MM (0.220), MN
(0.696) ve NN (0.082) genotipleri belirlenmistir. Mevcut populasyonda M allel
frekansinin 0.569 ve N allel frekansinin ise 0.431 oldugu tespit edilmistir. MSTN
lokusunun ise Haelll polimorfizmi monomorfik oldugu, tim bireylerin mm genotipine
sahip oldugu bulunmustur. CAST geni bakimindan Hardy-Weinberg dengesinden
sapmanin belirlendigi bu populasyonda gozlenen heterozigotluk (Ho) degeri 0.696
olarak hesaplanirken, beklenen heterozigotluk (He) degeri 0.490 olarak hesaplanmustir.

ANAHTAR KELIMELER: Koyun, Kalpastatin, Miyostatin, PCR-RFLP, Polimorfizm
JURI: Dr. Ogr. Uyesi Emine SAHIN SEMERCI
Prof. Dr. Murat Soner BALCIOGLU
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ABSTRACT

POLYMORPHISMS OF THE CALPASTATIN (CAST) AND
MYOSTATIN (MSTN) GENES IN PIRLAK SHEEP

Biilent OZKAN
MSc Thesis in Animal Science
Supervisor: Asst. Prof. Emine SAHIN SEMERCI
July 2024; 39 pages

In this study, it was aimed to examine the polymorphic structures of the
Calpastatin (CAST) and Myostatin (MSTN) gene loci in the Pirlak breed, which is one
of our local sheep breeds that are intensively bred in the Mediterranean Region.

Mspl polymorphism for the CAST gene region and Haelll polymorphism for the
MSTN gene region were investigated using the PCR-RFLP method in a total of 181
head of Pirlak sheep raised in different herds within the scope of the "Public Breeding
of Pirlak Sheep I" sub-project carried out in Antalya province. In the study, MM
(0.220), MN (0.696) and NN (0.082) genotypes were determined in the CAST locus. In
the current population, the M allele frequency was found to be 0.569 and the N allele
frequency was 0.431. The Haelll polymorphism of the MSTN locus was found to be
monomorphic and all individuals had the mm genotype. While the observed
heterozygosity (Ho) value in this population, where deviation from the Hardy-Weinberg
equilibrium was determined in terms of the CAST gene, was calculated as 0.696, the
expected heterozygosity (He) value was calculated as 0.490.

KEYWORDS: Calpastatin, Sheep, Myostatin, PCR-RFLP, Polymorphism
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ONSOZ

Koyunlar, et, siit ve yapagi gibi bir¢ok insan gereksinimini karsilayabilen 6nemli
ciftlik hayvanlaridir. Farkli iklim kosullarina uyum saglama ve ekstansif iiretime
yatkinliklar1 nedeniyle yaygin olarak yetistirilmektedir. Et {iretimi, niifusun yeterli ve
dengeli beslenmesi i¢in hayati dneme sahiptir.

Hayvanlarin ekonomik agidan 6nemli verim oOzelliklerinin saptanmasi ve
iyilestirilmesi iilke ve yetistirici ekonomisine Onemli katkilar saglamaktadir.
Gelecekteki ekonomik kosullarda karli yetistiriciligi saglayacak genotiplerin
gelistirilmesi arastirmacilarin ana hedefi haline gelmistir. Molekiiler teknikler, genetik
varyasyonlarin tanimlanmasini ve kantitatif 6zellik lokuslar1 (Quantitative Trait Loci;
QTL) ile verim oOzellikleri arasindaki iligkilerin incelenmesini miimkiin kilmaktadir. Bu
sayede hayvanlarin istenilen oOzellikler bakimindan genetik yapist belirlenmesi
seleksiyona onemli katkilar saglanabilmektedir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi, birikim ve deneyiminden yararlandigim
ayrica tez calismamin her asamasinda biiylik destek saglayan degerli danismanim sayin
Dr. Ogr. Uyesi Emine SAHIN SEMERCTI’ye sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine tez
caligmamin uygulanabilmesi i¢in sagladiklar finansal destekten dolay: tesekkiir ederim.

Antalya Damizlik Kec¢i Koyun Yetistiricileri Birligine bagli isletmelere
ulasmamizi saglayan basta birlik baskan1 Zeliha OZTURK’e ve birlik calisanlarina
tesekkiir ederim.

Tez galismam kapsaminda destegini gordiigiim Manavgat Ilge Tarim ve Orman
Miidiirliigiinde ¢alisan Ziraat Miihendisi Turgut KESER’e tesekkiir ederim.

Ayrica ferdi oldugum Akdeniz Universitesi biinyesinde birlikte ¢alistigim mesai
arkadaslarim ve ozellikle yiiksek lisans egitimim boyunca desteklerini esirgemeyen
Daire Bagkani Dilek AYAS ve Sube Miidiirii Mehmet DURGUT’a ¢ok tesekkiir
ediyorum.

Son olarak, hayatimin her aninda yanimda olan sevgili esim Emine OZKAN ve
biricik kizzim Umay Deniz OZKAN’a kalben tesekkiir ediyorum.
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Kisaltmalar
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CAST :Calpastatin

CLPG :Callipyge

CTP :Sitidin Tri-Fosfat

EDTA :Etilen Diamin Tetra Asetikasit

EtBr :Ethidium Bromide

DNA :Deoxyribonucleic Acid

dNTP :Deoxynucleotide Triphosphates

DGAT1 :Diacylglycerol Acyltransferase 1

GH :Growth Hormon

GDF8 :Growth Differentiation Factor 8

GTP :Guanosin Tri-Fosfat

H-W :Hardy-Weinberg

MAS :Marker Assisted Selection

MSTN :Myostatin

mtDNA :Mitokondriyal DNA

RFLP ‘Restriction Fragment Length Polymorphism
RAPD :Random Amplified Polymorphic DNA
RNA :Ribonucleic acid

PCR :Polymerase Chain Reaction

SSCP :Single-Strand Conformation Polymorphism
SNP :Single Nucleotide Polymorphism

STS :Sequence-Tagged Site

SDS :Sodium Dodecyl Sulfate
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GIRIS B. OZKAN

1. GIRIS

Gelismis bir¢ok iilkede niifus artisiyla birlikte hayvansal {iriinlere olan talep
gittikge artmaktadir. Dolayisiyla bu talebi karsilamak igin hayvanlarin verimlerinin
artirlmasina yonelik ¢abalar da artmigtir. Calismalar genellikle, iilke, bolge ve yore
kosullarina adapte olmus yerli 1rklarin, yiiksek verimli kiiltiir irklar1 ile melezlenmesi
yoluyla verimlerinin artirllmasina yonelik olmaktadir. Hatta bir¢ok bolgede, yerli
wrklarin yerine yiiksek verime sahip kiiltiir irklar1 tercih edilmektedir. Bu da zamanla
varyasyon hizin1 azaltmaktadir. Ancak yerli irklar, verimleri diisiik olmakla birlikte
binlerce yil boyunca bulunduklart ¢evrenin olumsuz kosullarina uyum saglayarak
gelismis hayvanlar olarak 6ne ¢ikmaktadirlar (Ertugrul vd. 2000).

Koyun yetistiriciligi, ¢ok eski bir gegmise sahip olup koyunlarin evcillestirilmesi
yaklasik olarak 10 bin yil 6ncesine kadar uzanmaktadir. ilk olarak Orta Asya ve Orta
Dogu'da evcillestirilen koyunlar daha sonra Avrupa, Kuzey Afrika ve diger bolgelere
yayilmistir (Zeder 2008). Giinlimiizde koyun yetistiriciligi diinya genelinde yaygin bir
faaliyet olarak yapilmaktadir.

Tiirkiye, cografi oOzellikleri ve iklimi bakimindan koyun yetistiriciligi igin
oldukca uygun bir iilkedir. Ozellikle Akdeniz, i¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve
Gilineydogu Anadolu Bolgeleri'nde yogun olarak koyun yetistiriciligi yapilmaktadir.
Tirkiye, koyun varligi bakimindan diinyada 6nemli bir konuma sahip olmasina ragmen,
tiretimde istenilen seviyeye ulasamamistir. Bu durum, distk verimli yerli irklarin
varligi ve siirdiiriilebilir iretim sistemlerinin  yeterince uygulanamamasindan
kaynaklanmaktadir. Son yillarda besi koyunculugunda yapilan 1slah c¢aligsmalari
sayesinde birim hayvan basina diisen verimlilik konusunda Onemli ilerlemeler
kaydedilmistir. Geleneksel olarak gerceklestirilen Klasik 1slah ¢aligmalarinda elde edilen
onemli gelismelere ragmen, multifaktoriyel kalitim gosteren kantitatif karakterlerdeki
istenilen basar1 ¢ogu zaman elde edilememistir.

Hayvanlardan elde edilen fenotipik ve genotipik verilerin birlikte degerlendirilip
kullanilmasi, 1slah ¢alismalarna biiyiik hiz kazandirmaktadir. Yapilan arastirmalarla
ciftlik hayvanlarmin genom bilgilerinin aydinlatilmasi, {retimde verimliligin
arttirllmasi, genetik cesitliligin ve wrklarin korunmasi acisindan son derece dnemlidir.
Ancak, koyunlarda yapilan arastirmalarin, diger ¢iftlik hayvani tiirleri ile 6zellikle
sigirlarla karsilastirildiginda yeterli sayida olmadigi gozlemlenmektedir. Bu durum,
koyunlarin yeni genetik c¢alismalar i¢in Onemli bir potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Giiniimiizde bir¢ok hayvan tiiriiniin 1slahinda markere dayali seleksiyon
(Marker Assisted Selection; MAS) yontemleri kullanilmaktadir. Ancak, koyunlarda
onemli verim Ozellikleriyle ilgili yeteri kadar marker ve kantitatif 6zellik lokusu
belirlenmedigi i¢in seleksiyonda genellikle klasik 1slah yontemleri tercih edilmektedir.
Bu durum, 1slahta belirlenen hedeflere ulasmay1 zorlastirmaktadir. Koyun 1slahinda
yasanan bu zorluklarin asilmasi i¢in genetik arastirmalarin artirilmasi biiylik 6nem
tasimaktadir (Kaplan 2017).
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Ic Bati Anadolu bolgesi ile Bat1 Akdeniz bélgesinin kuzeyinde yetistiriciler
tarafindan yagl kuyruklu koyunlarin tercih edilmemesi nedeniyle Dagli¢ ve Kivircik
koyunu melezi olan Pirlak koyun 1rki ilgi gérmeye baglamistir. Bu bolgelerde olumsuz
cevre kosullarina adaptasyon yetenegiyle yogun olarak yetistiriciligi yapilan bu koyun
irkinin et kalitesi genellikle yiiksektir ve etleri oldukga lezzetlidir (Anonim 2009).

Mevcut wrklarin genetik alt yapilarimin belirlenerek yeni generasyonlarin elde
edilmesi ile hayvancilik alaninda basari arttirilmalidir. Verim o&zellikleriyle iliskili
genotipik dagilimlarin ortaya ¢ikarilmasi ve bu 6zelliklere sahip daha avantajli irklarin
belirlenmesi, 1slah ¢alismalarinin temelini olusturacaktir. Ustiin fenotiplerin gelisiminde
genotipin ve g¢evrenin etkileri bulunmaktadir. Cevre etkilerinin kontrolii daha kolay
olmakla birlikte, genotipik farkliliklarin etkilerinin  siirekli olarak izlenmesi
gerekmektedir. Bu etkilerin belirlenmesinde gen polimorfizmlerinin tespiti onemli
katkilar saglayabilmektedir. Bu farkliliklara neden olan kantitatif karakter lokuslarinin
(Quantitative Trait Locus; QTL) tizerinde birgok genin ortak etkisi bulunmaktadir. Son
yillarda ozellikle ¢iftlik hayvanlarinda ekonomik ©neme sahip kantitatif 6zellikleri
etkileyen genlerin polimorfizmlerini arastiran c¢alismalarda hizli  bir artis
gbzlemlenmektedir.

Marker destekli seleksiyon (MAS) programlarinda kullanilabilecek genlerin
veya markerlerin belirlenmesi QTL arastirmalarinin temel amacidir. DNA markerleri,
bir tir igerisinde farkli bireylerde farkli dizilere sahip olan DNA bdlgeleridir.
Giinlimiizde varyasyonlarin belirlenmesinde en sik kullanilan tekniklerden biri olan
Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism;
RFLP) yontemi, genetik varyasyonun belirlenmesinde yaygin bir sekilde kullanilan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction; PCR) temeline
dayanmaktadir. RFLP yoOntemi, polimorfizmin yiiksek olmasi, kodominant kalitim
gostermesi, tekrarlanabilirlik oranmin yiiksekligi, 6zgiin Deoksiriboniikleik Asit
(Deoxyribonucleic Acid; DNA) dizisine ait bilgiye ihtiya¢ bulunmamasi, nispeten
ekonomik ve kolay olmasi nedeniyle tercih edilmektedir. Bu yontem, restriksiyon
enzimlerinin DNA molekiiliinde kesim yerlerinin dagilimmi etkileyen nokta
mutasyonlarmma bagl olarak olusturdugu farkli biiyiikliikteki fragmentlerin jel
elektroforez teknigi ile ayrimi esasina dayanmaktadir. PCR-RFLP yontemi, genetik
yapinin belirlenmesi amaciyla bir¢cok alanda kullanilmakla birlikte, DNA diizeyinde
polimorfizm elde etmek amaciyla ¢ogu caligsmada tercih edilmektedir.

Gelisen molekiiler tekniklerle birlikte ciftlik hayvanlarinda ekonomik
ozelliklerle iliskilendirilen bir¢ok kantitatif 6zellik lokusu tespit edilmistir. Arastirmaya
konu olan, Kalpastatin (Calpastatin; CAST) ve Miyostatin (Myostatin; MSTN) gen
lokuslari, birden fazla 6zelligi ayn1 anda etkileme potansiyeline sahip pleotropik etkili
genlerdir. Bu ¢alismanin amaci, Kivircik x Dagli¢ koyun 1rk1 melezi oldugu bildirilen
(Celikeloglu 2012) Pirlak koyun irkinda et verimi, kalitesi ve karkas oOzellikleriyle
iligkili O6nemli markerler arasinda bulunan CAST ve MSTN gen lokuslarina ait
polimorfizmlerin arastirilmasidir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Bolgelere gore degismekle birlikte, ekonomik ve kiiltiirel agidan 6nemli bir yere
sahip olan koyun, et, siit ve yapagi verim Ozellikleri bakimindan degerli bir ciftlik
hayvanidir. Tiirkiye, dogal kosullar1 ve tarimsal yapisi ile koyun yetistiriciligine
elverisli bir iilkedir. Ulke ve yetistirici ekonomisine katki saglamak amaciyla,
hayvanlarin 6nemli Ozellikler bakimindan verim yeteneklerinin saptanmasi ve
tyilestirilmesi gerekmektedir. Son zamanlarda tiim diinyada yerli gen kaynaklarinin
tanimlanmasi konusundaki ¢alismalar hizla artmistir. Kaynaklarin azalmasi, hastalik ve
iklim degisikligi gibi olumsuz g¢evre kosullarina adapte olmus hayvanlarin varligi,
mevcut genetik ¢esitliligin korunmasi ile saglanabilmektedir.

2.1. Tiirkiye’de Koyun Varhg

Tiirkiye'de, 2022 yilinda toplam koyun sayis1 44.687.188 bas iken, 2023 yilinda
bu say1 %5.9 oraninda azalarak 42.060.470 bas seviyelerine kadar diismiistiir (TUIK
2023a). Cizelge 2.1'de gosterildigi gibi, son 10 yilin verileri incelendiginde koyun
sayisinin 2016, 2022 ve 2023 yillar1 hari¢ diger yillarda giderek arttig1 gériilmektedir.

Cizelge 2.1. Tiirkiye’de 2013-2023 yillar1 arasindaki koyun sayisi (bas)
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2.2. Tiirkiye’de Koyun Eti Uretimi

Yiiksek kalitede temel amino asitleri igeren kirmizi et ayrica protein, demir ve
¢inko bakimindan zengindir. Erigkin bir insanin giinliik almas1 gereken protein miktari
cinsiyete bagli olarak 45-55 g araliginda degismektedir (TUKETBIR 2018).
Hayvancilikta et ihtiyacini karsilamak amaciyla verim Ozelliklerinin artirilmasi igin
wklar arast melezleme c¢alismalart yapilmaktadir. Bu melezlemeler, ¢esitli
adlandirmalarla yerli melez-irk ¢esitliligini arttirmistir. Kiigiikbas hayvancilikta et
dretimi, hayvan sayis1 ve karkas agirligiyla dogru orantili olarak degisim
gostermektedir. Ulkemizde bolgelere gore degismekle beraber koyun eti yaygin olarak
tilkketilmektedir. Koyun varligindaki sayisal artigin yani sira karkas agirligindaki artis da
onemlidir. Bu nedenle, besi koyunculugunda 1slah ¢aligmalarinin hedeflerinden biri de
karkas agirliginin arttirilmasidir.
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Tiirkiye'de, 2023 yilinda koyun eti iiretimi 6nceki yila gore %16,3 artarak 569
bin 66 ton seviyesine ulasmustir (TUIK 2023b). Cizelge 2.2°deki veriler incelendiginde
tilkemizde koyun yetistiriciligi i¢in bir¢ok kosulun uygun olmasina ragmen, koyun eti
iiretiminde istenilen seviyeye ulasilamamistir.

Cizelge 2.2. Tiirkiye’de 2013-2023 yillar1 arasindaki koyun eti iiretimi (ton)
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2.3. Pirlak Koyunu

Afyonkarahisar'da yogun olarak yetistirilen Dagli¢ irki koyunun yagh kuyruklu
olmasi, yetistiriciler tarafindan tercih edilmemesine neden olmustur. Bu durum, Dagli¢
x Kivircik melezi olan, Pirit veya Pirik olarak da adlandirilan Pirlak koyun irkina
ilginin artmasina yol agmistir (Sekil 2.1). Usak, Kiitahya ve Afyon ¢evresini kapsayan
Ic Bati Anadolu ile Isparta ve Burdur gevresini kapsayan Bati Akdeniz bolgesinde
yaygin olarak bulunmaktadir. Cevresel kosullara direngleri ve iistiin performanslari
nedeniyle yetistiriciler tarafindan tercih edilmektedir. Kombine verime sahip olan Pirlak
koyunlari, Antalya ve cevresinde de yogun bir sekilde yetistirilmektedir (Celikeloglu
2012).
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Sekil 2.1. Pirlak koyunu erkek ve disisi (TAGEM 2009)
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Pirlak koyunlarinin viicutlar1 orta biiyliklilkte ve genellikle beyaz renklidir.
Ancak, g0z, kulak, agiz ve ayaklarda siyah lekeler goriilebilir. Kulaklar genellikle
ileriye dogru donebilir ve yere paralel veya yar1 egiktir. Disiler genellikle
boynuzsuzdur, ancak erkekler spiral boynuzlara sahip olabilir. Siiriiler arasinda
farkliliklar goriilmekle birlikte, diiz burun ve ince ve yagsiz bir kuyruk yapisina
sahiptirler. Genel olarak, yukaridan asagiya dogru yag orani azalan bir kama sekli
goriiniimiindedirler. Et verimi yiiksek olan Pirlak koyunlarinda, disi kuzularin dogum
agirligr genellikle 3,5 kg civarindadir, erkek kuzularda ise bu deger yaklagik 4 kg olarak
bildirilmistir. Yetiskin koyunlarda genel olarak 50-55 kg arasinda degisen bir canli
agirliga sahiptirler ve erkeklerde giinliik canli agirlik artis1 genellikle 200 g civarindadir.
2-2,5 kg arasinda yapagi verimi olup, kuzu verimi ise 1,2-1,5 olarak bildirilmistir
(Anonim 2009).

Tarim ve Orman Bakanligina bagli Tarimsal Arastirmalar ve Genel Midiirligi
(TAGEM) tarafindan 2011 yilindan itibaren uygulanan “Halk Elinde Hayvan Islahi
Ulkesel Projesi I” kapsaminda Pirlak koyun irkinm 1slahi igin yetistiricilere destek
saglanmaktadir. 2015 yilinda TAGEM’in koordinatorliigiinde, Antalya Ili Damizlik
Koyun Keg¢i Yetistiricileri Birligi tarafindan yiiriitiilen ve Antalya ilinde baslatilan bu
proje ile kii¢iikkbas hayvan verimliliginde artig, kirsal alanda is istihdami saglanmasi ve
yerli gen kaynaklarimizin korunmasi amaglanmastir.

2.4. Molekiiler Markerler

Molekiiler markerler, genomda belirli bir gen bolgesiyle iligskilendirilen DNA
pargalaridir. Bu markerler ile farkli genotiplere ait DNA dizilim farkliliklarini ¢esitli
sekillerde belirlenebilmektedir. DNA markerleri olarak da adlandirilan bu markerler,
genellikle DNA'nin kodlanmayan kisimlarinda olusan nokta mutasyonlari, eklemeler
(insersiyonlar), c¢ikarmalar (delesyonlar) veya tekrarlanan DNA  boélgelerinin
replikasyonu sirasinda olusan hatalardan kaynaklanmaktadir. Niikleik asit temelli
genetik markerlerin genom analizlerinde yaygin olarak kullanildigr bilinmektedir.
Populasyonda herhangi bir genin ya da fenotipik 6zelligin birden ¢ok formlari
bulunuyorsa, o gen veya 6zellik polimorfik olarak tanimlanmaktadir. Molekiiler marker
yontemleri kullanarak belirlenebilen bu polimorfizmler, sekans dizisi, amino asit dizisi,
kromozomal yapi ya da fenotipik Ozellikler gesitli sekillerde gbzlemlenebilmektedir
(Yorgancilar 2015).

Farkli genotiplere ait DNA dizilim farkhiliklarim1  belirleyen DNA
markerlerinden biri olan RFLP, DNA'min enzimlerle kesilmesi sonucu olusan
polimorfizmin tespitine dayanmaktadir. PCR tabanli diger markerler ise RAPD, AFLP,
SSCP, STS, mtDNA, SNP, VNTR'lerdir. Molekiiler markerler, DNA diizeyindeki
polimorfizmi goézlemlememizi saglayarak c¢iftlik hayvan genetiginde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Cesitli molekiiler yontemlerin gelistirilmesiyle birlikte genis bir
varyasyon arasindan en uygun genetik markerlerin secilmesi, amaca en uygun sekilde
ulagma agisindan biiyiik oneme sahiptir.
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2.5. Restriksiyon Endoniikleazlar

Restriksiyon enzimleri, ¢ift iplikli DNA'da belirli bolgeleri taniyip kesim
yaparak bir gen bolgesinin veya bir DNA fragmentinin ¢ikartilmasinda rol
almaktadirlar. Giiniimiizde 3000'den fazla DNA dizilimini taniyan ve kesen restriksiyon
endoniikleaz enzimi bulunmaktadir (Murray 2000). Bu enzimler laboratuvar ortaminda
izole edilebilmekte ve bircok molekiiler genetik tekniklerinde rutin olarak
kullanilmaktadirlar.

2.6. Koyunlarda Et Kalitesi ve Karkas ile Iliskili Baz1 Aday Genler

Ciftlik hayvanlarinda et verim kalitesi ve karkas agirligt onemli fenotipik
Ozelliklerdendir. Koyunlarda et kalitesi ve karkasla iliskili bir¢ok aday gen
bulunmaktadir. ilk olarak 1983 yilinda Dorset koyunlarinda yapilan calismada 18.
kromozom tizerinde bulunan CLPG (Callipyge) geninin kas gelisimini etkiledigi
tanimlanmistir (Cockett vd. 1996). GH (Growth hormon) geninin siitten kesme sonrasi
agirlik kazancini etkiledigi tespit edilmistir (Moradian vd. 2013). LEP (Leptin) geninde
tespit edilen A113G varyant1 tiim viicut yag agirligi ile iligkili bulunmustur (Barzehkar
vd. 2009). DGAT1 (Diacylglycerol Acyltransferasel) ve UCP1 (Uncoupling Protein)
genlerinin, deri alt1 karkas yag derinligi ile iliskili bulundugu bildirilmistir (Mohammadi
vd. 2013, Yang vd. 2014). MSTN geni et verimi ile iligkili bulunmustur (Hickford vd.
2010). CAST geninde et kalitesini ve yag asidi kompozisyonunu etkileyen genetik
varyantlar tespit edilmistir (Aali vd. 2017).

2.7. Koyunlarda Kalpastatin (CAST) Geni

Fizyolojik seviyede incelendiginde CAST geni, Kkalpainlerin endojen
inhibitorleridir. Kalpain sistemi ti¢ molekiilden olusmaktadir. Koyunlarda 5. Kromozum
tizerinde yer alan CAST geni (Sekil 2.2) iskelet kas gelisimi, protein yikiminin
diizenlenmesi, miyoblast go¢ii ve biiylime gibi farkli fizyolojik olaylarda 6nemli rol
almaktadir. CAST seviyesindeki artig sonucu kalpain aktivitesi diigmekte ve kas protein
parcalanmasini artirmaktadir. Bu da kaslarin biiylime oranini azaltarak kesim sonrasinda
etin yumusamasini hizlandirmaktadir. (Zhou vd. 2007; Djadid vd. 2011; Gharahveysi
vd. 2012). Ayrica, kalpainin kesim sonrasi olusan etin sertlik derecesinde, miyofibrilar
proteinleri yikarak onciil rol oynadigi belirtilmistir (Page vd. 2002). CAST geninde
tespit edilen polimorfizmler ekzon 1C ve 1D bolgeleri ile bunlarin arasindaki
intronlardan olugsmaktadir.

(Chromosome 5 - NC_056058.1)
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Sekil 2.2. Kalpastatin gen yapis1 (NCBI)
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2.8. Koyunlarda Miyostatin (MSTN) Geni

Biiytime ve farklilasma faktorii 8 (Growth Differentiation Factor-8; GDF8)
olarak da tanimlanan iskelet kas1 ana diizenleyicilerden olan MSTN geni, kas liflerinin
olusmasmi engelleyerek kas gelismesini diizenlemede rol almaktadir. Gende ortaya
cikan mutasyonlarin farkli memeli tiirlerinde yaygin olarak gdzlenen ¢ift kashilik ile
iligkili oldugu belirlenmistir.

MSTN geninin ilk olarak farelerde iskelet kaslarinda biiylimeyi etkiledigi tespit
edilmis ve oOzellikle iskelet kaslarinda sentezlenen MSTN, kaslarin biiyiime ve
farklilagmasin1 saglamaktadir (McPherron vd. 1997). Ciftlik hayvanlarinda et verim
kalitesini etkileyen MSTN, ¢ift kasliliga neden olmaktadir. Diger omurgali canlilarin
homolog genlerine benzer bigimde, koyunlarda 2. kromozom {tizerinde bulunan MSTN
geni, 3 ekson ve 2 intron seklinde diizenlenmistir (Sekil 2.3).

Chromosome 2 - NC_056055.1

) 17502}
EEHEI:HEEP TRARC-504 LOCH 1L 539
TRNRE-I;
ke

Sekil 2.3. Miyostatin gen yapist (NCBI)

GDF-8'in kodlama bolgelerinde ii¢ mutasyon (iki tanesi ekson 1'de, bir tanesi
ekson 2'de) ve alt1 durdurma (stop) kodonu olusturan mutasyonu (ekson 2 ve ekson 3’te)
ile birlikte toplam dokuz mutasyon bildirilmistir. Ekson 2 ve 3'teki durdurma kodonlart,
kas gelisimini durduran ve ¢ift kaslilik fenotipine yol agan MSTN geninin negatif
etkilenmesine neden olmaktadir (Bellinge vd. 2005).

Koyunlarda bir¢ok irkta MSTN geni ile ilgili cok sayida QTL calismalari
yapilmistir. Bunlar, kas gelisimi (Marcq vd. 2002), kaslanma ve yag kalinligi (Walling
vd. 2004), (Broad vd. 2000; Johnson vd. 2005), (McRae vd. 2005), (Ren vd. 2011),
karkas miktarinin artis1 (Boman vd. 2010), viicut ve siitten kesim agirlig1 artis1 (Ansary
vd. 2011), bliylime ve karkas 6zellikleri (Hickford vd. 2010; Wang vd. 2016), kuzu
dogum agirhig (Farhadian vd. 2012), iskelet kaslar1 (Xing vd. 2014) iizerine MSTN
geninin 6nemli bir rolii oldugunu gostermistir.



KAYNAK TARAMASI B. OZKAN

2.9. Calismada Uygulanan Molekiiler Genetik Teknikler
2.9.1. DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu, canli hiicrelerden DNA'nin saf bir bigimde elde edilmesini
saglamaktadir. Kapsam olarak, belirli kimyasal maddeler ve enzimler kullanilarak canli
hiicrelerin zarlarinin veya duvarlarinin yikilmasiyla baslayip hiicre i¢inde bulunan RNA
ve proteinlerin serbest birakilmasi ve uzaklastirilmasi sonucu saf bir DNA kaynaginin
elde edilmesine dayanmaktadir.

2.9.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

1986 yilinda gelistirilen PCR teknigi, ¢alisilmak istenen spesifik DNA
bolgesinin in-vitro kosullarda c¢ok sayida kopyasinin elde edilmesi yontemidir. Bu
yontem, baslangi¢ ayrilma (pre-denatiirasyon) ve son uzama (final-extension)
asamalarini1 da icermekle birlikte asagida aciklanan ii¢ ana basamaktan olusmaktadir
(Watson vd. 1992). PCR uygulamasindaki bu ii¢ temel basamak genellikle 30-35 dongii
olarak tekrarlanmaktadir.

Ayrilma (Denatiirasyon): Kalip DNA, 1-5 dk siirelerde 92-95°C sicakliga maruz
birakilarak ¢ift sarmal yapis1 bozulmakta ve tek bir zincir haline gelmektedir (Sekil 2.4).

mwm*mwmqﬂ“ﬂb Denaturasyon
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Sekil 2.4. PCR ayrilma asamasi

Baglanma (Annealing): Genellikle 55-72°C sicaklikta, 30-60 saniye arasinda
degisen siirelerde gerceklesen bu evrede ayrilan tek zincirlere 6zel olarak sentezlenen
oligoniikleotid primerler, hedef bolgelere baglanmaktadir (Sekil 2.5). Primerlerin
sentezlenmesinde, birbirlerinin  tamamlayicist  olmamalart  dolayisiyla  dimer
olusturmamalarina dikkat edilmelidir.

5 [ | | TTTTIT » Baglanma
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Sekil 2.5. PCR baglanma asamasi
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Uzama / Sentez (Extension): Bu asama, Tag DNA polimeraz enzimi i¢in
optimum sicaklik olan 72°C’de 1-5 dakika siirede gergeklestirilir (Erlich vd. 1991).
Baglanmis primerlerin 3’0OH ucuna Tag DNA polimeraz enzimi yardimiyla ortamda

serbest halde bulunan dNTP bazlarimi ekleyerek hedef bdolgenin cogaltilmasi
saglanmaktadir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. PCR uzama asamasi

2.9.3. Restriksiyon Parca Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP)

RFLP yontemi, PCR teknigi ile ¢ogaltilan DNA fragmentinde, restriksiyon
endoniikleaz enzimleri araciligryla DNA dizilerindeki hedef bolgelerin taninarak
kesilmesi sonucu olusan pargalarin elektroforetik ayrimima dayanmaktadir. Ayni enzim
farkli bireylerde genetik yapilarin farkliligi nedeniyle farkli miktar ve uzunlukta
pargalar olusturabilmektedir (Giiz ve Kilinger 2012).

Restriksiyon enzimleriyle kesim sonrasinda hizli bir sekilde genotipleme yapma
imkan1 saglayan PCR-RFLP yontemi, giivenilir ve tekrarlanabilir olmakla birlikte
uygulanmasi kolay ve ekonomiktir. Diger molekiiler tekniklere gbre avantajli 0lmasi

nedeniyle polimorfizm ¢aligmalarinda daha ¢ok tercih edilmektedir (Sekil 2.7) (Ozdemir
ve Dogru 2008).

RFLP Metodu Marker |

( / DNA'da hedef
ﬁ bdlgenin restriksiyon ::} =
“g enzimi fle kesimesi ;

r 200 bp
M — Igil gen bolgesi ok
o o
X
./ RFLP sonrasi elde edilen bantlarin

UV 15141 ile goriintillenmesi

Sekil 2.7. PCR-RFLP yontemi
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2.9.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforez yontemi, niikleik asitlerin, boyutlari, agirliklart ve
sekillerine gore bir elektrik alani iginde go¢ etmesi temeline dayanmaktadir. Negatif
yiiklii DNA molekiilleri, pozitif uca dogru hareket eder ve belirli bir elektrik alaninda
ayirt edilebilmektedirler. Daha kisa veya hafif niikleik asitler, agaroz jelin porlarindan
daha hizli gegerken, daha uzun veya agir molekiiller daha yavas ilerlemektedirler.

Kirmiz1 alglerden elde edilen agaroz dogrusal bir polisakkarittir. Sicak suda
¢ozlinebilen agaroz sogutuldugunda hidrojen baglari sayesinde jel haline gelir. Ticari
olarak temin edilen agarozlarin saflik dereceleri degisiklik gosterebilmektedir, bu da
DNA molekiillerinin jel igerisinde go¢ hizini etkileyebilmektedir (Temizkan ve Arda
2021).

2.10. Koyunlarda CAST ve MSTN Genleri ile lgili Yapilan Bazi Cahsmalar

Literatiirdeki Oncii ¢alisma, Palmer vd. (1998) tarafindan Dorset Down
koyununun niikleotid diziliminin belirlenerek restriksiyon enzimleri ile kesim sonucu
genotiplerin belirlemesi iizerinedir. CAST genindeki polimorfizmler Mspl ve Ncol
restriksiyon enzimleriyle tespit etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada etin sertligi {izerine
etkili CAST/Mspl geninin iki farkli allelinin (M ve N) bulunma frekansini sirasi ile
0.77 ve 0.23 olarak saptanmustir.

Shahroudi vd. (2006), 100 bas Karagiil koyunu iizerinde yaptiklari c¢aligma
kapsaminda PCR-RFLP yontemi ile CAST lokusunun Mspl enzimi ile muamelesi
sonucunda; M ve N allel frekanslarini sirasiyla 0.79 ve 0.21 olarak bulmuslardir. MM,
MN ve NN genotip frekanslarin1 ise sirasiyla 0.61, 0.36 ve 0.03 olarak tespit
etmislerdir.

Mohammadi vd. (2008), farkli bolgelerde bulunan 111 bas Arap koyununda
PCR-RFLP teknigi yardimiyla CAST genindeki polimorfizmi Mspl restriksiyon enzimi
kullanarak tespit etmislerdir. Calismada A alleli 0.85 ve ve B alleli ise 0.15 olarak
bulunmustur. AA, AB ve BB genotiplerinin frekanslar ise; sirasiyla 0.70, 0.29, ve 0.01
olarak belirlenmistir.

Gabor vd. (2009), dort Slovakya koyun irkina ait toplam 96 bas koyun CAST
gen polimorfizmi aragtirmiglardir. PCR amplikonlarini Mspl enzimi ile kestikten sonra
tespit edilen genotip frenkanslart MM i¢in 0.87 ve MN igin 0.13 olarak belirtilirken, NN
genotipinin ise gozlenmedigi bildirilmistir. M ve N allel frekanslarini ise 0.94 ve 0.06
olarak tespit edilmistir.

Soufy vd. (2009), Sanjabi koyunlarinda PCR-RFLP uygulamasiyla
gerceklestirdikleri calismada MM, Mm ve mm genotiplerini belirlemisler ve genotip
frekanslarint sirastyla 0.02, 0.01 ve 0.97 olarak tespit etmislerdir. MSTN geni
bakimindan Hardy-Weinberg dengesinde olmayan bu populasyonun allel frekanslari
incelendiginde, M alleli 0.03 ve m alleli ise 0.97 oldugu ortaya konmustur.
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Khederzadeh (2011), Iran’in Gholistan bélgesinde bulunan 120 bas Dalagh
koyunu iizerinde CAST geni polimorfizmini inceledigi ¢alismada; MM, MN ve NN
genotip frekans degerlerini sirasiyla 0.66, 0.29 ve 0.05 olarak tespit etmistir. M ve N
allel frekans degerini de sirasiyla 0.80 ve 0.20 olarak tespit etmistir. Yapilan ki-kare
testinde ise populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu belirlemistir.

Nanekarani vd. (2011a), Iran’in Lorastan bélgesindeki 100 bas Lori koyununda
CAST geni i¢in Mspl restiriksiyon enzimiyle kesim sonrasinda; AA, BB ve AB genotip
frekanslarin1 sirasiyla 0.41, 0.13 ve 0.46 olarak tespit etmislerdir. A ve B allel gen
frekanslarini ise 0.64 ve 0.36 diizeyinde bulmuslardir.

Nanekarani vd. (2011b), yaptiklar1 diger bir ¢alismada, 120 bas Atabi koyunu
tizerinde uyguladiklar1 PCR-RFLP metodu ile CAST/Mspl polimorfizmini
incelemislerdir. Calisma sonunda; AA, AB ve BB genotip frekans degerlerini sirasiyla
0.68, 0.27 ve 0.05 oraninda bulmuslardir. A ve B allel geninin bulunma frekanslarini ise
0.81 ve 0.19 olarak belirlemiglerdir.

Szkudlarek-Kowalczyk vd. (2011), toplam 212 bas koyun {izerinde PCR-RFLP
yontemiyle CAST geni polimorfizm tespiti igin Mspl ve Ncol kesim enzimlerini
kullanmiglardir. MspI restriksiyon enzimi kesimi sonucunda M ve N allell frekanslar
sirasiyla 0.83 ve 0.17 hesaplamiglardir. Diger kesim enzimi Ncol ise M ve N allel
frekans degerlerini sirasiyla 0.96 ve 0.04 olarak tespit etmislerdir.

Sjakste vd. (2011), Letonya Darkhead koyun populasyonunda PCR-RFLP
yontemiyle MSTN gen bolgesindeki polimorfizm arastirilmistir. Bu yerel 1rkin
korunmasi amaciyla elde ettikleri DNA dizi analizi sonuglarina gére 5S’UTR tizerinde iki
ve intron 1 iizerinde ise dort polimorfik lokus tespit etmislerdir.

Dehnavi vd. (2012), PCR-RFLP yontemini kullanarak MSTN geni Haelll
polimorfizmini 200 bas Zel koyun irkinda arastirmiglardir. Calismalarinda, ekzon 3
bolgesinde polimorfizm tespit edilmedigini ve tiim oOrneklerin mm genotipinde
oldugunu belirlemislerdir.

Khan vd. (2012), Pakistan’da Balkhi ve Kajli irkilarinda toplam 600 bas
koyunda CAST genindeki polimorfizmleri tespit etmeyi amaglamiglardir. PCR-RFLP
yontemi sonucunda; Balkhi koyunlarinda MM (0.76) ve MN (0.24) genotiplerini tespit
ederken NN genotipini gozlemlememislerdir. Kalji koyunlarinda ise MM (0.74), MN
(0.24) ve NN (0.02) genotiplerini bulmuslardir.

Gharahveysi vd. (2012), Iran’da 100 bas Zel koyununda CAST geni
polimorfizmini Mspl restiriksiyon enzimi kullanarak arastirmislardir. Elde edilen
sonuclara gore allel frekanslart M alleli i¢in 0.75 ve N alleli i¢in 0.25 olarak tespit
edilmistir. Genotiplerin frekanslari ise; MM, MN ve NN igin sirasi ile 0.62, 0.26 ve 0.12
olarak bulunmustur.
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Ranjbari vd. (2012), 100 bas Makosi koyununda CAST geni i¢in A, B ve C alleli
incelenmistir. PCR-RFLP teknigi uyguladiklar1 c¢alismada; AA, BB, AB ve AC
genotiplerini gozlemlemis ve frekanslarini sirasi ile 0.31, 0.04, 0.63 ve 0.02 olarak
tespit etmislerdir. Ayrica A, B ve C igin allel frekanlari ise sirasiyla 0.63, 0.35 ve 0.01
olarak belirlemislerdir. Gozlenen heterozigotluk degerinin  ise 0.47 olarak
bildirmislerdir.

Riaz vd. (2012), Balkhi ve Kajli koyun irklarinda yaptiklari ¢alismada, ortalama
canli agirlik kazanci ile CAST/Mspl polimorfizmi arasinda iliskiyi incelemislerdir.
Istatistiksel analizler sonucunda mevcut polimorfizm ile ortalama canli agirlik kazanci
arasinda onemli bir iliski oldugunu belirtmislerdir. MN genotipine sahip hayvanlarin
diger genotiplere gore onemli derecede (P<0.05) yiiksek canli agirlik kazancina sahip
olduklar1 tespit edilmistir. Sonug olarak, tespit edilen bu tek niikleotid polimorfizminin
biiylime orani ile ilgili olarak marker olarak kullanilabilecegini 6nermislerdir.

Suleman vd. (2012), Pakistan’in yerli iklarindan Thalli, Lohi ve Kajli
koyunlarinda CAST geni polimorfizmini Mspl restriksiyon enzimi kullanarak ortaya
koymuslardir. Toplam 300 bas koyun ile yaptiklari bu c¢alisma sonucunda Lori
koyunlar i¢in elde edilen genotipler MM, MN ve NN ve frenkanslar sirasiyla 0.77, 0.20
ve 0.03 olarak, Kajli koyunlarinda 0.68, 0.26 ve 0.06, Thalli koyunlarinda ise 0.80, 0.20
ve 0 olarak bulmuslardir. Tiim populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu
ve onceki ¢aligmalarin da 1s18inda bu ii¢ yerli Pakistan koyununda MM genotipini ve M
allelini dominant oldugunu belirtmislerdir.

Ata vd. (2012), Cine Capar1 (90) ve Karya (97) koyun irkinda PCR-RFLP
yontemi araciligityla CAST genindeki Mspl polimorfizmini incelemislerdir. Karya
koyunlarinda; MM, MN ve NN genotiplerinin frekanslarin sirasi ile 0.30, 0.50 ve 0.20
olarak, M ve N allellerinin frekanslarin1 ise sirasi ile 0.54 ve 0.46 olarak
belirlemislerdir. Cine Capar1 koyunlarinda ise MM, MN ve NN genotiplerinin
frekanslari sirasi ile 0.54, 0.39 ve 0.07, M ve N allellerinin frekanslar siras1 ile 0.74 ve
0.26 olarak bulunmustur.

Azari vd. (2012), 110 Dalagh koyun iizerinde PCR-RFLP yontemi uygulayarak
CAST genindeki polimorfizmleri belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, MM, MN
ve NN genotip frekanslari sirasiyla 0.36, 0.38, ve 0.26 olarak tespit edilmistir. M ve N
allel frekanslari ise sirasiyla 0.55 ve 0.45 olarak belirlenmistir. Populasyonun MSTN
lokusu bakimindan monomorfik oldugunu bildirmislerdir.

Balcioglu vd. (2014), Tiirkiye’de yetistirilen Kangal, Ivesi, Giiney Karaman,
Akkaraman, Morkaraman, Karayaka ve Karakas irklarina ait toplam 190 yerli koyunda
PCR-RFLP yontemi yardimiyla CAST geninin M ve N allellerini belirlemislerdir. Elde
edilen sonugclara gore, M ve N allel frekanslar sirasiyla, Kangal igin 0.92-0.08, Ivesi
i¢in 0.59-0.41, Giiney Karaman igin 0.67-0.33, Akkaraman i¢in 0.69-0.31, Morkaraman
icin 0.87-0.13, Karayaka igin 0.86-0.14 ve Karakas i¢in 0.89-0.11 olarak tespit
edilmistir. Hardy-Weinberg dengeleri incelendiginde ise, Ki-kare testi sonucunda
Morkaraman, Ivesi ve Karayaka populasyonlarmnin énemli diizeyde sapma oldugu, diger
populasyonlarin ise dengede oldugu tespit edilmistir.
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Yilmaz vd. (2014), Kivircik irki kuzularda karkas kalite 6zellikleri ile CAST
geninin iliskisini aragtirmak amaciyla yaptiklari ¢alismada; MM (0.73), MN (0.23) ve
NN (0.04) genotipleri tespit edilmistir. M allel frenkans1 0.85 ve N allel frekans1 0.15
olarak belirlenmistir. Bu ¢aligmada CAST geninde tespit edilen polimorfizmlerin et
verimi ve kalitesi Tlzerindeki etkilerinin incelenmesi agisindan Onemli oldugu
bildirilmistir.

Jamshidi vd. (2014), 120 bas Mehreban koyun irki icin PCR-RFLP yontemi ile
MSTN gen ifadesini degistirme potansiyelinde olan kodlama bdolgesinde mevcut
mutasyonlart incelemislerdir. Caligmada, Mm genotip frekans1 0.53 ve mm genotip
frekansi ise 0.47 olarak bildirilmistir. Ayrica allel frekanslar1t M i¢in 0.26 ve m i¢in 0.74
olarak tespit edildilmistir.

Akbari vd. (2015), 58 bas Kuzey Khorasan Kordi koyununda MSTN geninin
Haelll polimorfizmini PCR-RFLP yontemi ile arastirmiglardir. Calismada, MSTN
geninin 3. ekzonundaki {i¢ genotipten Mm ve mm genotiplerini tespit etmisler ve
frekanslarin1 sirasiyla 0.15 ve 0.85 bulunurken, M allel frekansin1 0.08 ve m alel
frekansini ise 0.92 olarak bulmuslardir.

Avanus (2015), Karayaka, Hemsin, Kivircik, Imroz, Morkaraman ve Karagiil
yerli koyun irklarinda, CAST genine ait genetik cesitliligi PCR-RFLP yontemi ile
aragtirmistir. Arastirma sonunda yapilan genetik analizler ile M ve N allelleri tespit
edilmistir. En yiiksek M allel frekans1 imroz (0.96), en diisiik Kivircik (0.70) irkinda
belirlenmistir. MN, MM ve NN genotip frekanslar1 en yliksek olarak sirasiyla Kivircik
(0.60), imroz (0.92) ve Morkaraman (0.07) wrklarinda belirlenmistir. Kivircik, Imroz,
Karayaka ve Karagiil irklarinda NN genotipi belirlenememistir. Heterozigotluk degeri
Kivireik irkinda en yiiksek (0.60) iken, Imroz irkinda en diisiik (0.07) olarak tespit
edilmistir.

Khalleel vd. (2016), Ivesi koyunlarinda yaptiklar1 ¢alismada, CAST geni ile
biiylime orani ve nihai canli agirlik 6zellikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski oldugunu gozlemlemislerdir. EK olarak, MN genotipindekiler MM genotipindeki
kuzularla kiyaslandiginda, daha yiiksek ortalama giinliik canli agirlik kazanci ve nihai
canli agirliga sahip oldugunu da bildirmislerdir.

Lazar vd. (2016), Siyah Bashi Teleorman kuzusunda PCR-RFLP yontemini
uygulayarak MSTN polimorfizmini arastirmislardir. 105 bas kuzuda yapilan bu
aragtirma sonunda mm ve Mm olmak iizere iki genotip tanimlamislardir. Homozigot
mm genotipi 0.16 iken Mm genotipi 0.83 ve M allel frekansin1 0.42, m allel frekansini
0.58 olarak bildirmislerdir.

Dimitrova vd. (2016), Kuzeydogu Bulgar Merinos irkinda MSTN geninin
polimorfizmini incelemislerdir. 32 kogta PCR-RFLP yontemi kullanilarak yapilan bu
calismada, M allel frekans1 0.03 ve m allel frekansi 0.97 olarak tespit edilmistir. MM,
Mm ve mm genotip frekanslari ise sirasiyla 0.02, 0.01 ve 0.97 olarak belirlenmistir.
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Bozhilova-Sakova vd. (2016), Bulgaristan Karakagan irkinda PCR-RFLP
yontemi kullanilarak MSTN genindeki polimorfizmi aragtirmislardir. 22 koyun ve 3 kog
olmak tiizere 25 bas hayvanda yaptiklar1 bu arastirmada, herhangi bir polimorfizm tespit
edilememistir. Sadece mm genotipi tespit edildigini, dolayistyla MSTN lokusunun
monomorfik bulundugunu bildirmislerdir.

Voronkova vd. (2016), Rusya’nin Giiney Avrupa bolgesinde yetistiriciligi
yapilan Sovyet Merinos ve Salsk koyun irklarinda CAST geni polimorfizmini
arastirdiklar1 calismada, Sovyet Merinosu i¢in M allel frenkans1 0.88 ve N allel frekansi
0.12 olarak belirlenmistir. MM, MN, ve NN genotiplerinin frenkanslarinin ise sirasiyla
0.82, 0.12, ve 0.06 olarak tespit edildigi ifade edilmistir. Salsk koyununda ise M ve N
allel frenkanslar1 0.89 ve 0.11, genotip frekanslar1 sirastyla MM ve MN, 0.78 ve 0.22
olarak bildirilmistir.

Kaplan vd. (2017), Trakya’da yetistirilen 100 bas Kivircik koyun 1rki tizerinde
PCR-RFLP yontemi ile CAST gen polimorfizmini Mspl restriksiyon enzimi kullanarak
incelemiglerdir. Calisma sonunda MM, MN ve NN olarak ii¢ genotip tespit edilmis ve
frenkanslar1 sirasiyla 0.82, 0.16 ve 0.02 olarak belirlenmistir. M ve N alel frekanslarini
ise sirasiyla 0.90 ve 0.10 olarak bulmuslardir. Ayrica, mevcut populasyonun CAST geni
bakimindan Hardy-Weinberg dengesinde oldugu ifade edilmistir.

Dimitrova vd. (2017), Bulgar Karnobat Merinos koyun 1irki tizerinde yaptiklar
caligmada, koyunlarda et verimliligi ile iliskili CAST ve MSTN genlerinin polimorfik
yapilarin1 ortaya koymak amaciyla CAST geni bakimindan Mspl, MSTN geni i¢in
Haelll restriksiyon endoniikleazlarini kullanmislardir. Calisma sonunda MSTN geni
monomorfik bulunurken, CAST geninin allel frekans1 M icin 0.94 ve allel N i¢in 0.06
ile polimorfik oldugu ve gozlenen genotip frekanslari: MM genotipi i¢in 0.89 ve genotip
MN genotipi i¢in 0.11 oldugu bulunmustur, NN ise genotipinin goézlenmedigi
bildirilmistir.

Kolenda vd. (2019), yaptiklart ¢alismada Kamieniec ve Pomeranian koyun
irklarinda MSTN genindeki polimorfizmleri tespit etmeyi amaglamislardir. Genotipler
arasinda sadece Kamieniec grubunda MSTN-A icin homozigot hayvanlarda onemli
farkliliklar bulunmustur. Pomeranya koyunlarinda MSTN genotiplerinin biiylime
ozellikleri iizerindeki istatistiksel etkisi dogrulanamamistir. MSTN genotiplerinin ve
allellerinin yayginliginin ve etkisinin koyun irkina goére degistigini ve bazi cinsler icin
MSTN geninin biiylime oOzellikleri i¢in bir genetik isaretleyici olabilecegini
bildirmislerdir.

Sahu vd. (2019), Hindistan’da yetistirilen 103 bas Nilagiri koyun wrkindaki
MSTN geninin ekzon 3 {izerinde bulunan polimorfizmi ve biiyiime ile iliskisinin tespit
edilmesi i¢in yapmis olduklari c¢alismada; ekzon 3'te G5622C lokusunda tek bir
niikleotid polimorfizmi tespit etmiglerdir. MM ve Mm genotipi tespit edilirken mm
genotipi belirlenememistir. Allel gen frekanslarini; M i¢in 0.69, m i¢in ise 0.31 olarak
bildirmislerdir.
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Jyoti vd. (2020), yaptiklar1 ¢alismada Malpura koyunlarindaki MSTN geninin
tam dizisini karakterize etmek ve populasyondaki genetik degiskenligini incelemeyi
amacladiklar1 calismada, toplam 16 niikleotid degisimi tespit etmislerdir. Bunlardan
higbiri ekzonik bolgede gdzlenmemistir. ikisinin promotorde, iiciiniin de 5'UTR'de,
altisinin intron-1'de, birinin intron-2'de ve dordiiniin 3'UTR'de oldugu gozlenmistir.
Ayrica koyunlarda gift kaslanma igin varsayilan mutasyonun Malpura populasyonunda
mevcut olmadig bildirilmistir.

Haren vd. (2020), 30 bas Endonezya Batur koyunlarinda MSTN geninin 3.
ekzonundaki polimorfizmleri PCR-RFLP yontemi ile arastirmislardir. Caligma sonunda
yalnizca iki alel (G ve C) ve li¢ genotip (GG, GC, CC) gozlenmistir. 11 polimorfik
bolge tespit edilmis olup G ve C allel frenkanslari sirasi ile 0.74 ve 0.26 olarak, GG, GC
ve CC genotip frenkanslar1 sirasi ile 0.55, 0.38 ve 0.07 olarak tespit edilmistir.

Durmaz (2021), yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda 98 bas Zom koyununda
CAST geni bakimindan polimorfizm belirledigi arastirmasinda; CAST lokusunda iki
allel (M ve N) ve ii¢ genotip (MM, MN, NN) tespit etmistir. M ve N alellerinin frekansi
strastyla 0.57 ve 0.43 olarak hesaplanirken, genotip frenkanslari ise sirastyla 0.17, 0.79
ve 0.04 olarak belirlenmistir. Gozlenen ve beklenen genotip frekanslari arasindaki
farklilik istatistik agidan 6nemli bulunmus (P<0.05) ve populasyonun Hardy-Weinberg
dengesinden 6nemli 6l¢iide saptig1 belirlenmistir.

Ozdemirov vd. (2021), Dagistan Dag koyun rkinda CAST geni polimorfizmini
PCR-RFLP teknigi ile arastirdiklar1 ¢alismada; tespit edilen M ve N alleli frenkansini
sirastyla 0.97 ve 0.03 olarak, MM, MN, genotiplerinin frenkanslarini sirasiyla 0.07,
0.93, olarak tespit etmislerdir. NN genotipi gézlemlenmemistir. Elde edilen bilgilerin,
Dagistan Dag koyun irkina ait gen havuzunun daha da gelistirilmesi gerektigi ve bu
calismanin gelecekte yapilacak arastirmalar i¢in referans olabilecegi bildirilmistir.

Kolosov vd. (2021), 131 Rus Volgograd cinsi koyun igin yaptiklari ¢aligma
sonunda CAST geni icin tespit edilen iki genotipin frenkanslart MM ve MN igin
sirastyla 0.88 ve 0.12 olarak belirlenmistir. NN genotipinin belirlenemedigi bu
calismada elde edilen polimorfizmlerin Volgograd koyun irki i¢in yapilacak islah
calismalari i¢in kaynak olarak kullanabilecegi bildirilmistir.

Kirike1 (2021), Karadeniz bolgesinin dort farkli ilinde bulunan 105 bag Karayaka
koyun 1rkinda CAST/Mspl gen polimorfizminin tespiti i¢in yaptigi ¢alismada; MM ve
MN genotipik frekanslari siras1 ile 0.84 ve 0.16 olarak bulunmustur. Elde edilen
bulgular Karayaka 1rki i¢in populasyon diizeyinde CAST gen polimorfizmi hakkinda
bilgi saglanmis ve gelecekte Karayaka'nin et kalite Ozelliklerini iyilestirmek igin
yapilabilecek genomik seleksiyon c¢aligmalarinda referans bilgi olarak dikkate
alinabilecegini bildirmistir.

Kirik¢r vd. (2022), Tiirkiye’de en ¢ok yetistiriciligi yapilan koyun irklarindan
biri olan Akkaraman koyunlarinda yaptig1 calismada Yozgat ilinde bulunan yedi farkl
stiriiden aldig1 50 bas koyun iizerinde PCR-RFLP kullanarak CAST geni i¢in MM, MN
ve NN genotiplerinin frekanslarimi siras1 ile 0.44, 0.54 ve 0.02 olarak, M ve N
allellerinin frekanslar1 sirasi ile 0.68 ve 0.32 olarak belirlenmistir.
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Saygili (2021), 110 bas Morkaraman koyunundaa MSTN geninin ekson 3
bolgesiindeki Haelll polimorfizmini incelemistir. MSTN geni i¢in MM, Mm ve mm
genotip frekanslar1 sirasiyla 0.09, 0.69 ve 0.22, M allel frekans1 0.44 ve m allel frekansi
0.56 olarak tespit edilmistir. Populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olmamasina
ragmen MSTN geni polimorfizm gosterdigini ve bunun 1slah c¢aligmalarinda genetik
marker olarak kullanilabilecegini bildirmistir.

Bozhilova-Sakova vd. (2022), 3 Bulgar koyun irkinda MSTN ve CAST gen
polimorfizlerini incelemislerdir. Toplam 60 bas kuzuda PCR-RFLP yontemi uygulanan
caligmanin sonuglarina gére CAST geninin Synthetic Population Bulgarian Milk
(SPBM) 1rkina ait kuzularda polimorfik oldugu, diger iki irk olan Cooper-Red Shumen
ve Karakachan’ta ise monomorfik oldugu belirlenmistir. MSTN geni test edilen tiim
hayvanlarda monomorfik bulunmustur. CAST genindeki allelik frekanslar1 M alleli i¢in
0.91, N i¢in 0.09 olarak tespit edilmistir. Genotip frekanslart MM ve MN i¢in sirastyla
0.82 ve 0.18 bulunmustur. SPBM kuzularinda CAST geni i¢in belirlenen genotip
polimorfizminin etin yumusaklig1 arasindaki olasi iliskinin tespiti i¢in gelecekteki
aragtirmalarda kullanilabilecegi bildirilmistir.

Bayraktar (2022), Irak Ivesi koyunlarinda yaptig1 calismada CAST/Mspl ve
MSTN/Haelll polimorfizmini arastirdigi ¢alismada; CAST igin MM, MN ve NN
genotip frekanslarini sirasiyla 0.70, 0.16 ve 0.14 olarak; M ve N allel frekanslarini ise
0.78 ve 0.22 olarak belirlemistir. MSTN lokusu i¢in ise iki genotip (MM ve mm) tespit
edilmis ve Mm genotipi gozlenmemistir. M ve m alel frekans1 sirasiyla 0.07 ve 0.93,
mm ve MM genotip frekansi sirasiyla 0.85 ve 0.15 olarak bulunmustur. Hardy-
Weinberg dengesinde olan MSTN gen lokuslarina ait polimorfizmler tespit edilmistir.

Uguz (2022), Tiirkiye yerli koyun irklarindan olan Morkaraman (29), Sakiz (30),
Kivircik (28) ve Pirlak (24) rkina ait toplam 111 bas hayvan i¢gin MSTN genindeki
g+6723 varyasyonunun varligimi BseGl restriksiyon enzimi kullanarak incelemistir.
Yapilan c¢aligma sonucunda koyun irklarmin higbirinde MSTN geni g+6723
polimorfizmine rastlanilmadig bildirilmistir.

Bozhilova-Sakova vd. (2022), Bulgaristan’da yetistirilen 10 yerli koyun irkindan
420 bas koyunda MSTN geni i¢in Dral polimorfizmini arastirmislardir. Yapilan ¢aligsma
sonucunda MSTN lokusunda sadece BB genotipi tespit edilmistir.

Dokgoz (2023), yiiksek lisans tez calismasinda Osmaniye ilinde halk elinde
yetistiriciligi yapilan 100 bas Ivesi ve 100 bas Akkaraman koyununda CAST genindeki
polimorfizmleri belirlemek amaciyla PCR-RFLP teknigi uygulamistir. Akkaraman
irkinda M ve N allellerinin frekans: sirasiyla 0.82 ve 0.18; Ivesi irkinda ise frekanslar
ayni sirayla 0.75 ve 0.25 olarak hesaplanmistir. Akkaraman populasyonunda Hardy-
Weinberg dengesinde sapma Onemsiz bulunurken, Ivesi koyununda &nemli
bulunmustur.

Bayrak (2023), yiiksek lisans tez ¢alismasi i¢in toplam 176 koyun (Orta Anadolu
Merinosu (137), Pirlak (8) Romanov (10) ve Suffolk (21) iizerinde CAST geni
bakimindan polimorfizmi arastirdig1r ¢alismada; M ve N alellerinin frekansi sirasiyla
0.67-0.33, 0.75-0.25, 0.75-0.25, ve 0.76-0.24 olarak belirlenmistir. Populasyonun Pirlak
k1 icin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu, Orta Anadolu Merinosu, Romanov ve
Suffolk 1rk1 i¢in ise dengede olmadig: bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Hayvan materyali

Antalya Damizlik Kec¢i Koyun Yetistiricileri Birligine tiye; Manavgat (41), Kas
(40), Dosemealt1 (40), Korkuteli (40) ve Elmali (20) ilgelerinde yetistirilen toplamda
181 bas Pirlak 1irki koyuna ait kan 6rnekleri toplanmistir (Sekil 3.1).

Korkuteli

Sekil 3.1. Kan 6rneklerinin alindigi isletmelerin bulundugu ilgeler
3.1.2. Arag ve gerecler
Hayvanlardan toplanan kan &rneklerinden DNA  ekstraksiyonu, PCR-RFLP
uygulamalari, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Genetik

Laboratuvarinda yapilmistir. Calismada kullanilan arag¢ ve gereclerin listesi Cizelge
3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan arag ve gereglerin listesi

Kullanilan Cihaz ve Modeli Kullanim Amaci

s . DNA ekstraksiyonu ve PCR uygulamasinda
Santriftj (Hettich MIKRO 200) orneklerin kisa siireli santrifiij edilerek ¢oktiiriilmesi
DNA ekstraksiyonu igin tampon ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda Ve jel i¢in agaroz tartilmasinda

PCR ile hedef DNA bdlgesinin ¢ogaltilmasi

Hassas Terazi (SHIMADZU BX320H)

Gradient Thermal Cycler 96 6rnek
(Thermo-Artk)

Yatay Agaroz Jel Elektroforez DNA ekstraksiyonu ve PCR firiinlerinin tespit
Takimlar1 (BIO-RAD) edilmesinde

g;sgigaynaklarl (BIO-RAD PowerPac Jel elektroforezi i¢in voltaj ve siirenin ayarlanmasinda
Jel Goriintiileme ve Analiz Sistemi DNA ekstraksiyonu ve PCR firiinlerinin

(Kodak Gel Logic 212) goriintiilenmesinde
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Cizelge 3.1’in devami

Mikro Dalga Firin1 (Argelik MD 553) |Agaroz jellerin hazirlanmasinda

Buzdolab1 (Beko BK8450T) Kullanilacak drnekler ve diger bazi kimyasallarin
Derin Dondurucu (Beko 797DF) saklanmasinda

pH metre (Thermo Electron Tampon ¢6zeltilerin hazirlanmasi igin
Corporation) gerekli pH’ nin degerinin belirlenmesinde

Sicak Su Banyosu (Niive Bath) DNA ekstraksiyonunda

Isiticili Manyetik Karigtiric1 (Yellow
line MSH basic)

Calkalayict (Vortex) Yellow line TTS2)

Tampon ¢6zeltilerin hazirlanmasinda

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve DNA
ekstraksiyonunda
Otoklav (Niive OT 020V) Kullanilan malzemelerin sterilizasyonunda

3.1.3. Tampon ¢ozeltiler

DNA molekiillerinin ekstraksiyonu, agaroz jellerin hazirlanmasi ve elektroforez
islemlerinde kullanilan ¢ozeltiler Cizelge 3.2'de detayl bir sekilde sunulmustur.

Cizelge 3.2. Tampon ¢ozeltilerin molaritesi, miktart ve igerikleri

Tampon Cozelti Molarite//Miktar Icerik
0,32 M Sukroz
Eritrosit Lisis Tampon 10 mM EDTA
5mM MgCI2
Fizyolojik Tampon 75 mM aCl
25 mM EDTA
500 mM Tris-HCI
Lisis TE Tampon 20 mM EDTA
10 Mm NaCl
10 mM Tris
TE Tampon 1mM EDTA
6M NaCl 3.57 g 10 mI’ye tamamlanir NaCl
dH20
40 mM Tris Tris
g?ggrﬁ‘g rez/3el Stok 20 mM Asetat Asetik asit
Tampon Cozeltisi .1 mM EDTA EDTA
1 litreye tamamlanir dH20
1XTAE 100 ml 50XTAE
Elektroforez/Jel Tampon Cozeltisi 1 litreye tamamlanir dH20

3.1.4. Primer ve restriksiyon enzimleri

CAST geninde hedef gen bolgelerinin spesifik amplifikasyonu i¢in Palmer vd.
(1998) tarafindan bildirilen primerler, MSTN geni amplifikasyonu i¢in ise Smith vd.
(1997) tarafindan bildirilen primerler kullanilmistir (Cizelge 3.3). Amplifikasyon
sonrasinda elde edilen DNA iirtinleri, CAST lokusu i¢in Mspl, MSTN lokusu i¢in ise
Haelll restriksiyon enzimi ile muamele edilmistir. Bu restriksiyon enzimleri, hedeflenen
DNA bolgelerinde spesifik kesim yaparak polimorfizmin belirlenmesine olanak
saglamaktadir.
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Cizelge 3.3. Kullanilan primer ve restriksiyon enzimleri

Gen Primerler RE L PCR
Enzimi | Uriinii(bg)
Kaynak: Palmer vd. 1998
CAST | Forward 5’-TGGGGCCCAATGACGCCATCGATG-3’ Mspl 622

Reverse 5’-GGTGGAGCAGCACTT CTGATCACC-3’
Kaynak: Smith vd. 1997

MSTN | Forward 5’-CCGGAGAGACTTTGGGCTTGA-3’ Haelll 337
Reverse 5’-TCATGAGCACCCACAGCGGTC-3°

3.2. Metot
3.2.1. Kan érneklerinin alinmasi

Calismada kullanilan kan ornekleri koyunlarin boyun toplardamarindan (Vena
jugularis) EDTA’l1 vakumlu kan alma tiipleri ile uygun enjektorler yardimiyla alinip
soguk zincirde korunarak (+4°C) Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni
Boliimii Genetik Laboratuvarina en kisa stirede tasinmistir. Alinan kan 6rnekleri DNA
ekstraksiyonuna kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.2. Koyunlardan kan alma islemi
3.2.2. Genomik DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in Miller vd. (1988) tarafindan bildirilen tuzla ¢oktiirme
metodu optimize edilerek agagida gibi uygulanmustir.

1. -20 °C’de saklanan kan ornekleri oda sicakliginda ¢oziilene kadar (24-25 °C)
bekletilmistir.

2. Kan orneklerinin her birinden 500 ul alinarak 1.5 ml’lik ependorf tiip igine
aktarilmistir.
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3. Orneklerin iizerine 1.000 pl Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.2) eklenerek
kisa bir siire vorteksle iyice karistirilmig ve 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

4. Bekleme siiresinin sonunda tiipteki ornekler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir.

5. Ependorf tiiplerin {ist kisminda toplanan sivi kisim (siipernatant) dikkatli bir sekilde
uzaklastirilmigtir. Dipte kalan peletlerin (hiicre kismi1) rengi gézlenerek, peletlerin rengi
seffaf olana kadar Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi ile tekrar (ortalama 2-3 defa)
muamele edilmistir.

6. Peletlerin iizerine 1.000 ul Fizyolojik Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.2) eklenmis ve
kisa bir siire karistirilmistir.

7. Ornekler 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda siipernatant
kisim dikkatli bir sekilde tekrar uzaklagtirilmistir.

8. Peletlerin iizerine 600 pl Lisis TE Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.1) eklenmis ve
peletlerin iyice ¢6ziinmesi saglanmistir.

9. Coziilen peletlerin tizerine 100 pl SDS (%10’luk) solusyonu ve 5 pl proteinaz K (20
mg/ml) eklenerek hafif¢e karigtirildiktan sonra 65 °C’de 1,5 saat inkiibasyona
birakilmisgtir. Inkiibasyon boyunca 6rnekler her 15 dakikada bir hafifge karigtirtlmistir.

10. Su banyosundan ¢ikarilan 6rneklerin iizerine 200 ul 6M NaCl Cozeltisi (Cizelge
3.2) eklenmis ve 15 dakika vorteksle iyice karigtirtlmigtir.

11. Ornekler 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

12. Santrifiij sonunda iistte kalan ve DNA molekiillerini igeren sivi kisim yeni bir
ependorf tiip i¢ine alinmistir.

13. Ornekler 10.000 rpm’de 10 dakika tekrar santrifiij edilmis ve yine iistte kalan siv1
kisim yeni ependorf tiip i¢ine aktarilmustir.

14. Ornekler iizerine rnek hacminin iki katt hacminde (yaklasik 1.000 pl) % 99.9° luk
saf etil alkolden (-20 °C’de saklanan) ilave edilmistir.

15. Etil alkol ilave edildikten sonra ependorf tiipii DNA iplikgikleri kiimelesinceye
kadar 5-6 kez hafif¢e karigtirilmustir.

16. Kiimelesen DNA iplikgiklerinin tiipiin dibine ¢6kmesi i¢in tiip 10.000 rpm’de 5
dakika santrifiij edilmistir.

17. Santrifiij siiresi sonunda etil alkol uzaklastirilarak tiipiin dibine ¢okmiis olan DNA
peletlerinin iizerine 1.000 pl %70’lik etil alkol ilave edilerek 10.000 rpm” de 5 dakika
tekrar santrifiij edilmistir.

18. Santrifiij isleminden sonra tiipiin iistiinde yer alan alkol uzaklastirilmistir.
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19. Tiip ig¢indeki alkoliin tamamen wuzaklagmasini saglamak amaciyla Ornekler,
kurumaya birakilmistir.

20. Tamamen kuruyan ornekler iizerine 100 pl TE Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.2) ilave
edilmis DNA peletlerinin ¢dziilmesi i¢in bir gece buzdolabinda +4 °C’de bekletilmistir.

21. Orneklerden izole edilen genomik DNA molekiillerinin tek parca olup
olmadiklarinin kontrolleri %1°lik agaroz jellerde yapilmistir.

3.2.3. DNA amplifikasyonu

Toplam hacim 25 pl olacak sekilde Cizelge 3.4’te belirtilen temel PCR
bilesenlerinden olan 10X PCR Buffer, MgClz, dNTP, ileri (Forward) ve geri (Reverse)
primerler, Tag DNA polimeraz enzimi, genomik DNA ve ddH20 igeren reaksiyon
karisimi1 hazirlanmistir.

Cizelge 3.4. PCR bilesenlerinin son konsantrasyonlari

Bilesen Adi Son Konsantrasyon
ddH20 -
10X PCR Buffer 1X
MgCl, (25 mM) 2 mM
dNTP Karigimi (3 mM) 0,2 mM
Forward Primer (10 pM) 0,25 uM
Reverse Primer (10 uM) 0,25 uM
Tag DNA Polimeraz Enzimi (5 U/ul) 1U
Genomik DNA ~50 ng/ul

PCR reaksiyon karigimini olusturan bilesenler i¢in optimizasyon denemeleri
PCR’da gradient uygulanarak, Cizelge 3.5’te gosterilen uygun PCR programi
belirlenmistir.

Cizelge 3.5. Uygulanan PCR programi

Lokuslar

CAST MSTN
Basamak Sicaklik | Siire Sicakhk | Siire
Baslangig 95 °C | 5 dakika 94 °C | 5 dakika
Ayrim 95°C | 1 dakika 94 °C | 45 saniye
Primerlerin Baglanmasi 63 °C | 1 dakika 59°C | 45 saniye Dii?’l?gﬁ
Uzama 72°C | 2 dakika 72°C | 45 saniye
Son Uzama 72°C | 10 dakika 72°C | 5dakika
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PCR tabanli DNA amplifikasyonu amaciyla tiim bireylerin 6zgiil bolgelerin
amplikasyon islemi yapilmustir (Sekil 3.3). Ozgiil DNA dizilerinin var olup
olmadiklarini tespit etmek igin {irinler %1’liik agaroz jellerde goriintiilenmistir.

Sekil 3.3. DNA ekstraksiyonu ve PCR islemi

3.2.4. PCR iiriinlerinin Mspl ve Haelll endoniikleazi ile kesimi

PCR amplifikasyonu sonrasi olusan DNA firiinlerinin bant uzunluklar1 tiim
bireyler icin esit oldugundan, bireyler arasi ayrim yapmak miimkiin olamaz. Bu
nedenle, ayrim yapabilmek i¢in PCR iirlinlerine ait hedef bolgelerin 6zgiil kesim
enzimleri ile kesilmesi gerekmektedir.

CAST geni igin M ve N allelleri, MSTN geni i¢in ise M ve m allelleri ayrimi
yapmak amaciyla PCR iirlinlerinde bu bolgelere 6zgiil olan CAST i¢in Mspl, MSTN
icin Haelll ile restriksiyon enzimleri ile kesim reaksiyon karigimlari hazirlanmistir
(Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. Kesim reaksiyonu bilesenleri

Lokuslar CAST | MSTN
Reaksiyon Bileseni Miktar (pl)
Deiyonize Su (dH-0) 5ul

Amplikon (PCR iiriinii) 15 ul

Reaksiyon Buffer (10X) 3ul

Restriksiyon enzimi 0,3 ul (Mspl) [ 0,3 ul (Haelll)

22



MATERYAL VE METOT B. 0ZKAN

DNA amplifikasyonu yapilmis genomik DNA'lar1 igeren PCR iirlinleri iizerine
Cizelge 3.6'da belirtilen bilesenler koyulmustur. PCR friinleri, kesim enzimi ve
reaksiyon bilesenlerini igeren drnekler enzim aktivitesi uygun olan ortamda 37°C'de 12-
15 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.

3.2.5. Genomik DNA, amplikon ve kesim iiriinlerinin goriintiilenmesi

DNA ekstraksiyonunda elde edilen genomik DNA iiriinleri, PCR amplifikasyonu
sonucu elde edilen amplikonlar ve kesim reaksiyonu iiriinlerinin analizi i¢in agaroz jel
elektroforez yontemi kullanilmistir. Genomik DNA ve PCR fiiriinlerinin analizinde
%21'lik, kesim tirlinlerinin analizinde ise %3'liikk agaroz jeller kullanilmigtir.

Elektroforez islemi icin gerekli miktarda agaroz hassas terazide tartilarak uygun
hacimdeki 1X TAE ¢ozeltisine (Tris-Asetik Asit-EDTA) eklenmis ve arada karistirmak
suretiyle 45-60 saniye boyunca mikrodalga firinda homojen bir goriiniim elde edilene
kadar 1sitilmistir. Elde edilen jel karisimi hafifge sallanarak oda sicakligina diistirtilmesi
saglanmistir. Daha sonra bu karistma DNA molekiillerinin UV  1518inda
goriintlilenmesini saglayan Ethidium bromide (EtBr, 10 mg/ml) hazirlanan jelin
yogunluguna uygun miktarda eklenerek hafif pembelesen bir jel elde edilmistir.
Karisim, hazirlanan elektroforez tepsisine dokiilerek jel olusumu beklenmistir. Mevcut
jel, icinde TAE ¢ozeltisi bulunan elektroforez tankina alinarak taragin jel iizerinden
cikarilmas1 saglanmistir. Jelde bulunan kuyucuklara DNA ekstraksiyonu, DNA
amplifikasyonu ve kesim sonrasi elde edilen iirlinler ayr1 islemlerde olmak iizere 1 ul
yiikleme boyasiyla karistirilip (6X Loading Dye) bir mikropipet yardimiyla eklenmistir.
DNA ekstraksiyonu sonucu elde edilen genomik DNA iiriinleri 80 volta, 40 mA'de
yaklagik 45 dakika, PCR firiinleri 1 saat, kesim {iriinleri ise 1 buguk saat boyunca
yurltilmustir. Daha sonra elektrik baglantis1 kapatilmis ve triinleri yuritaldagi jel
elektroforez tankindan dikkatli bir sekilde alinarak UV 15181 altinda DNA o6rnekleri
goriintiilenmistir. Goriintilleme sonunda her bir birey i¢in gorsel olarak genotipleme
yapilmistir.

3.2.6. istatistik analizler

Uzerinde calisilan Pirlak koyun irkina ait CAST ve MSTN lokuslarmin genotip
ve allel frekanslari ile populasyona ait beklenen (He) ve gozlenen (Ho) heterozigotluk
diizeyleri, GenA1Ex 6.5 paket programi kullanilarak belirlenmistir.

P= (2/H+ 1)
2N

Pi : 1’ inci allelin frekans degeri

fl : 1’ inci allel bakimindan homozigot genotipe sahip bireylerin sayisi

23



MATERYAL VE METOT B. 0ZKAN

f2 : 1 inci allel bakimindan heterozigot genotipe sahip bireylerin sayisi
N : 17 inci lokus bakimindan toplam birey sayisi
Spi :i’inci allel frekansinin standart hata degeri

Incelenen lokuslar bakimindan populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olup
olmadig1 (genetik dengenin kontrolii) y? testi ile test edilmistir.

Zz :Z{f_f{ )?

f = Khi — kare degen
f= Gozlenen genotip frekanslan

f =Beklenen genotip frekanslan
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Genomik DNA Uriinleri

Antalya’nin bes farkli ilgesinde halk elinde yetistirilen Pirlak koyun irkindan
toplanan kan orneklerinden elde edilen genomik DNA’lar %]1°lik agaroz jeller
yardimiyla elektroforez teknigiyle kontrol amagli goriintiilenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Bazi DNA {irlinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii 6rnegi

4.2. PCR Uriinleri

DNA ekstraksiyonuyla elde edilen genomik DNA’daki hedef gen bolgelerine
PCR islemi uygulanmistir. PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen CAST ve MSTN
geni amplikonlart %1’lik agaroz jellerde goriintiilenmis ve RFLP yontemi igin
uygunluklar1 belirlenmistir (Sekil 4.2 ve 4.3).

Negatif
~=  Kontrol

s

o= S0 -—..---—.--—-—“-n-———
[

CaZammtia

e

w200 be
w100 bg

Sekil 4.2. CAST gen lokusunun PCR goriintiisii (Marker: Thermo, 100 bg)

- N ega{if
Kontrol

Sekil 4.3. MSTN gen lokusunun PCR goriintiisii (Marker: Thermo, 100 bg)
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4.3. CAST Geni Mspl Polimorfizmi

Amplifikasyonu yapilan 622 baz ¢ifti uzunlugunda olan CAST lokusu
tirtinlerinin Mspl kesim enzimi ile kesildikten sonra %3’lik agaroz jelde homozigot MM
alleli i¢in 336 ve 286 baz cifti uzunlugunda 2 bant, homozigot NN alleli i¢in 622 bg
uzunlugunda tek bir bant ve heterozigot MN allelleri i¢in 622, 336 ve 286 bg
uzunlugunda 3 bant gézlenmistir (Sekil 4.4).

Marker MN MM MN MN MN NN MN MM

— = == =
*-‘ 286 be

Sekil 4.4. CAST geni Mspl polimorfizmi RFLP bant profil 6rnegi (Marker: Thermo, 100 bg)

4.4. MSTN Geni Haelll Monomorfizmi

337 b¢ uzunlugundaki MSTN geni amplikonlar1 Haelll restiriksiyon enzimi ile
kesilmis ve %3’lik agaroz jelde goriintiilenmistir. 131, 123 ve 83 b¢ uzunlugunda tek bir
homozigot mm genotipi gozlemlenmistir. Bu ¢alismada Pirlak koyun irkinda MSTN
lokusu bakimindan populasyonun monomorfik oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. MSTN geni Haelll monomorfizmi RFLP bant profil 6rnegi: Genotip
mm;131/123/83b¢ (Marker: Thermo, 100 bg)
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4.5. Genotip ve Allel Gen Frekanslari
Polimorfik CAST geni iizerinde Mspl endoniikleaz1 kesim bolgesine ait tespit
edilen 3 farkli genotip (MN, MN ve NN) ve allel gen (M ve N) frekanslar1 Cizelge

4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. CAST geni allel ve genotip frekanslar1 ve H-W genetik denge testi sonuglari

Genotipler Gozlenen Beklenen Genotip Frekans1  y?testi

MM 40 58.613 0.220 31.829***
MN 126 88.773 0.696
NN 15 33.613 0.082
Allel Gen M N
Frekansi 0.569 0.431
***.p<0.001

Populasyona ait CAST geninin heterozigot MN genotip frekansi 0.696, ve
homozigot MM frekansi 0.220 ve NN genotip frekansi ise 0.082 olarak hesaplanmustir.
M allel frekans1 0.569 ve N allel frekansi ise 0.431 olarak birbirine yakin frekanslarda
bulunmustur.

CAST geni bakimindan gozlenen heterozigotluk (Ho) degeri 0.696 olarak
tahmin edilirken, beklenen heterozigotluk (He) degeri 0.490 olarak tahmin edilmistir.
Avanus (2015) tarafindan Kivircik koyun irkinda CAST/Mspl polimorfizminin tespiti
amactyla yapilan c¢alismada gozlenen heterozigotluk (Ho) degeri 0.600 olarak
hesaplanirken, beklenen heterozigotluk (He) degeri 0.429 bulunmustur. Bozhilova-
Sakova vd. (2020) tarafindan Bulgar Merinosu koyunlar iizerinde yapilan ¢alismada
gozlenen heterozigotluk (Ho) degeri 0.531, beklenen heterozigotluk (He) degeri 0.394
olarak hesaplanmigtir. Kirik¢r (2022) Akkaraman irki koyunlart iizerinde CAST
lokusundaki  polimorfizmleri belirlemek amaciyla yaptigi c¢alismada gozlenen
heterozigotluk (Ho) degerini 0.540, beklenen heterozigotluk (He) degerini ise 0.416
olarak hesaplamistir.

Bu da bize diger c¢aligmalarda goézlenen heterozigotluk degerinin beklenen
heterozigotluk degerinden yiiksek oldugunu ve populasyon genelinde heterozigotluk
oraninin fazla oldugunu gostermektedir. Koyunlarin biiyiik kisminin heterozigot
genotiplere sahip olmasi gbzlenen ve beklenen genotip frekans dagilimi arasindaki
farkliligin artirmasimma neden olmustur. Bunun sebebi incelenen Pirlak koyun irki
populasyonun saf bir irk olmadigt veya olast bir heterozigotluk baskinligi ile
aciklanabilir.

CAST geni Mspl polimorfizimine ait Hardy-Weinberg genetik denge kontrol
sonuclarina gore gozlenen ve beklenen genotip frekanslari dagilimi arasindaki fark
istatistiksel agidan onemli bulunmus (¥*=31.829; P<0.001) ve calisilan populasyonun
onemli Ol¢iide Hardy-Weinberg genetik dengesinden saptifi tespit edilmistir.
Populasyonlarda meydana gelebilecek herhangi bir dogal secilim, mutasyon, rastgele
ciftlesme, gen akis1 ve genetik kayiplar Hardy-Weinberg dengesini bozabilmektedir.
Incelenen Pirlak koyun 1rk1 populasyonu hakkinda literatiirde herhangi bir veri olmadig
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icin CAST geni bakimindan bu etmenlerden birinin veya birkaginin Hardy-Weinberg
dengesini bozmus olabilegi diisiiniilmektedir.

Incelenen Pirlak koyun irkinda MSTN geni bakimindan sadece mm genotipi
gozlenmistir. Yani MSTN lokusu bakimindan herhangi bir polimorfizm tespit
edilmemistir. Bu monomorfizme asagida belirtilen faktorler neden olmus olabilir.

« Populasyonun biiyiikliigiinde meydana gelen ani ve ciddi bir azalmalar.

« Allel frekanslarinin rastgele degisimi ile meydana gelen genetik stiriiklemeler.

« Dogal veya yapay se¢ilim yoluyla populasyonda bir allelin avantajli hale gelmesi.
« Populasyonun genetik ¢esitliliginin cografi veya izolasyonla ile sinirlamak.

» Populasyonda MTSN geni bakimindan meydana gelen ciddi bir mutasyon.

«» Kiiciik bir grup bireyden meydana gelen yeni populasyonda kurucu bireylerin allel
frekanslarinin baskin hale gelerek genetik ¢esitliligi sinirlamasi.

Bu faktorlerin her biri veya kombinasyonu, belirli bir populasyonun genetik
cesitliligini etkileyebilir ve belirli bir gen varyantinin baskin hale gelmesine neden
olabilmektedir.

Cizelge 4.2. Koyunlarda CAST ve MSTN geni ile ilgili yapilan ¢aligmalar

Koyun Irki Sa‘?}:‘;f%n) Y CAST N Kaynak
Pirlak 181 0.57 0.43 | Ozkan 2024

Karagiil 100 0.79 0.21 | Shahroudi vd. 2006
Arabic 111 0.85 0.15 | Mohammmadi vd. 2008
Tsigai 58 0.91 0.09 | Gabor vd. 2009
Dalagh 120 0.80 0.20 | Khederzadeh 2011
Lori 100 0.64 0.36 | Nanekarani vd. 2011
Balkhi 300 0.88 0.12 | Khanvd. 2012

Cine Capari 97 0.74 0.26 | Ata2012

Karya 90 0.54 0.46 | Ata2012

Zel 100 0.75 0.25 | Gharahveysi vd. 2012
Sakiz 87 0.34 0.66 | Yilmaz 2014
Kivircik 100 0.90 0.10 | Kaplanvd. 2017
Ivesi 80 0.48 0.51 | Jawasreh 2017

Zom 98 0.56 0.44 | Durmaz 2021
Karayaka 105 0.84 0.16 | Kirik¢1 2021

Ivesi 100 0.75 0.25 | Dokgdz 2023
Akkaraman 100 0.82 0.18 | Dokgdz 2023

Pirlak 8 0.75 0.25 | Bayrak 2023
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Cizelge 4.2°nin devami

Koyun Irki Sa?'l';?(/n) M MS|TN m Kaynak

Pirlak 181 Monomorfik | Ozkan 2024

Zel 200 Monomorfik Denhavi vd. 2012
Dalagh 110 Monomorfik Azari vd. 2012
Mehreban 120 0.26 0.74 | Jamshidi vd. 2014
Kordi 58 0.08 0.92 | Akbari vd. 2015
Karakagan 25 Monomorfik Bozhilova-Sakova vd. 2016
Madras Red 127 Monomorfik Sahu vd. 2016
Mecheri 101 Monomorfik Sahu vd. 2016
Nilagiri 103 0.69 0.31 | Sahuvd. 2019
Batur 30 0.74 0.26 | Haren vd. 2020
Morkaraman 110 0.44 0.56 | Saygili1 2021
Morkaraman 29 Monomorfik Uguz 2022

Sakiz 30 Monomorfik Uguz 2022
Kivircik 28 Monomorfik Uguz 2022

Pirlak 24 Monomorfik Uguz 2022

Diger koyun irklarinda yapilan molekiiler genetik ¢alismalarda CAST ve MSTN
geni i¢in bildirilen allel gen frekanslar1 Cizelge 4.2°’de verilmistir. CAST lokusu
bakimindan M ve N allel frekanslar1 sirasi ile 0.569 ve 0.431 olarak tespit edilmistir.
Incelenen koyun 1rklarin biiyiik bir kisminda M allelinin yaygin oldugu goriilmektedir.

Zom koyunlarinda tespit edilen M alleli (0.56) ve N alleli (0.44) frekanslari
calismamizda bulunan frekanslar degerlerine benzerdir (Durmaz 2021). istisna olarak
Ivesi 1rki koyunlarda M alleli frekans1 0.486 olarak bildirilmistir (Jawasreh vd. 2017).
Ulkemizde yetistiriciligi yapilan Sakiz irk1 koyunlarda ise M alleli frekansi 0.345 olarak
tespit edilmistir (Yilmaz 2014). Bu iki koyun 1rki disinda CAST lokusu bakimindan
incelenen tiim ¢aligsmalarda bildirilen M allelinin frekansi ¢calismamizda buldugumuz M
allel frekansi degerinden yiiksek oldugu goriilmektedir.

Osmaniye ilinde halk elinde yetistirilen 8 bas Pirlak koyunu tlizerinde CAST
lokusundaki polimorfizmleri tespit amaciyla Bayrak (2023) tarafindan yapilan
calismada, M ve N allel frekanslar1 sirasiyla 0.75 ve 0.25 olarak bulunmustur. Istatistik
acidan gdzlenen ve beklenen genotip frekanslar1 dnemli bulunmamstir. Ornek genisligi
cok Kkiigiik olan populasyon Hardy-Weinberg dengesinde bulunmustur. Bu kii¢iik
populasyondaki kurucu bireylere ait allel gen frekanslarinin baskin hale gelmesi genetik
cesitliligi sinirlandirmaktadir. Ayrica populasyon hakkinda veri olmadigindan bu kiigiik
populasyon igerisinde rastgele ciftlesme veya herhangi bir genotipik seleksiyonun
yapilmadigi diisiiniilmektedir.

Ciftlik hayvanlarinda CAST geni polimorfizmi ile et verim kalitesi 6zellikleri
arasinda iliski oldugu bir¢ok molekiiler ¢alisma ile kanitlanmistir (Lonergan vd. 1995;
Huff-Lonergan vd. 1996; Boehm vd. 1998). Iskelet kas gelisimi iizerinde énemli bir
rolii olan CAST geninin yapilacak 1slah ¢alismalarinda dnemli bir potansiyele sahip
oldugu unutulmamalidir.
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Calismada incelenen Pirlak irki koyunlarda monomorfik bulunan MSTN geni ile
ilgili yapilan diger literatiir ¢caligmalarinin biiyiik bir kisminda da benzer sonug elde
edildigi ve herhangi bir polimorfizme rastlanmadigi bildirilmistir (Denhavi vd. 2012;
Azari vd. 2012; Sahu vd. 2016; Bozhilova-Sakova vd. 2016; Uguz 2022). Bu
calismalarda da monomorfik bulunan MSTN geni bakimindan sadece mm genotipinin
tespit edildigi bildirilmektedir. Polimorfik bulunan diger calismalarda allel gen
frekanslar1 arasinda biiyiik farkliliklar oldugu goriilmektedir. Jamshidi vd. (2014)
tarafindan Mehreban 1rki koyunlar tizerinde MSTN geni bakimindan yapilan ¢alismada
M ve m allel frekansi sirasiyla 0.26 ve 0.74 olarak, Akbar vd. (2015) tarafindan Kordi
koyunlardan yapilan ¢aligmada ise M ve m allel gen frekanslari sirastyla 0.08 ve 0.92
olarak bildirilmistir.

Ulkemizde Pirlak 1rki koyunlarda MSTN/Haelll polimorfizmi tespiti amaciyla
ilk olarak Uguz (2022) tarafindan 24 bas koyun {izerinde yapilan ¢aligmada herhangi bir
polimorfizm tespit edilmemistir. ikinci olarak yapilan bu ¢alismamizda da benzer
sekilde herhangi bir polimorfizm tespit edilmemistir.

Koyunlarda MSTN geni, kas gelisimi iizerinde onemli bir etkiye sahip olup
kaslilik diizeyini artirarak et verimini artirabilmektedir. Koyun yetistiriciliginde bu
genin Ozelliklerini saptamak ve et iiretiminde verimliligi artirmak amaciyla kullanmak
onemli strateji olabilir.
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5. SONUCLAR

Arastirmada, Antalya Damizlik Keci Koyun Yetistiricileri Merkez Birligine
kayith yetistiricilerden temin edilen 181 bas Pirlak koyun irkinda CAST ve MSTN gen
lokuslart bakimidan genotipik yapilar PCR-RFLP metodu kullanilarak belirlenmistir.

Incelenen populasyonun, CAST ve MSTN lokuslar1 bakimindan gen ve genotip
frekanslarinin  dagilimi kontrol edilmistir. MSTN/Haelll bakimindan herhangi bir
polimorfizme rastlanilmadigi ve bu lokusun monomorfik oldugu tespit edilmistir. CAST
geni bakimindan populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olmadig: ve bu lokuslarin
hepsinde gozlenen heterozigotlugun beklenen heterozigotluktan yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bu durum, mevcut populasyon genelinde heterozigotluk diizeyinin yiiksek
oldugunu gostermektedir.

Calisma kapsaminda, CAST geni Mspl polimorfizmi i¢in yapilan analizler
sonrasinda, M allelinin (0.569) N alleline (0.431) kiyasla daha yaygin oldugu
goriilmektedir. Ayrica CAST geni icin elde edilen allel ve genotip frekanslar1 farkli
koyun populasyonlar1 iizerinde yapilan calismalara benzer sonuclar gostermektedir.
CAST geni i¢in tespit edilen bu polimorfik yapilarin marker olarak kullanilabilecegi ve
molekiiler genetik odakli yapilacak seleksiyonlarda onemli katkilar saglayabilecegi
distiniilmektedir.

Sonug olarak DNA’ya dayali PCR ve RFLP gibi molekiiler teknikler, et verim
kalitesi ve karkas ozellikleri ile iligkili genotiplerin belirlenmesini kolaylastirmaktadir.
Polimorfizm c¢aligmalar1 populasyon icindeki genetik cesitliligi ve bu cesitliligin
fenotipik ozelliklerle iliskisini incelemektedir. Molekiiler ¢aligmalarla belirlenen
polimorfizmler, hayvan islahinda kullanilabilirligin tespit edilmesine yardimci olup
istlin Ozelliklere sahip genotiplerin segilerek islah programlarina dahil edilmesine
olanak saglamaktadir. Farkli irklar ve populasyonlar iizerinde yapilan genotipleme
calismalar1 genetik temelli iyilestirmeler yaparak hayvan yetistiriciliginin verimliligini
artirmaktadir.

Ayrica elde edilen polimorfik sistemlere ait genotiplerden seleksiyonda
yararlanabilme olanaklarinin arastirilmasi ve artirilmasi gerekmektedir. Bu baglamda,
koyun yetistiriciliginde s6z konusu gen bolgeleri bakimindan genetik yapilarinin
onceden belirlenmesinin iilke ekonomisine katkilar saglamanin yaninda yerli irklarimiz1
da koruma agisindan olduk¢a 6nemli oldugu unutulmamalidir.
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