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OZET

Diinyada giderek artan niifus artis1 ve zorlasan yasam sartlar1 nedeniyle, kisi
basina tiiketilen kirmizi etin yetersiz olmasi onemli sorunlardan biridir. Siirekli gelisen
diinyada yeterli ve dengeli beslenme insanoglu icin 6nemli olup, kisi basina tiiketilen
kirmiz1 et miktar tilkelerin gelismislik diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan kriterlerden
biridir. Son yillarda hayvansal gida tretimiyle ilgili birgok calismalar yapilmistir ve
yapilan bu caligsmalar sayisal olarak incelendiginde; iilkemizin 6zellikle 2010 yilindan
sonra kiigiikbastan elde edilen hayvansal gidalar alaninda giderek giiglendigi
goriilmektedir. Ilerleyen zaman dilimlerinde de bu sorunla karsilasmamak icin bu sayisal
artisin tiilketime yansimasi gerekmektedir. Ayrica bu agigin kapatilmasi i¢in yerli irklarin
ve kiiltiir wklarmin genetiksel 6zelliklerinin bilinmesi 6nem arz etmektedir. Genetiksel
Ozellikler bilinirse silit veya et verimi icin yetistirilen hayvanlar erken donemde
belirlenerek hayvansal iiriinlerin verim ve kalitesi artirilarak tiiketim agiginin kapatilmasi
saglanacaktir.

Bu c¢alismanin asil amaci, hayvansal iriinlerin verim ve kalite Ozelliklerini
etkileyen genleri ve genetik cesitlilige sebep olan mutasyonlari belirlemek, genomun gorev
ve yapilar ile genlerin birbirleri ve g¢evresel etkilesimlerini agiklayabilmektir. Yapilan
arastirmalarla metabolik siirecleri etkileyen genleri yap1 ve islevleri agisindan molekiiler
diizeyde degerlendirerek, seleksiyon programlarmin daha basarili uygulanmasma katki
saglanmas1 ongoriilmektedir. Bu agidan yerli koyun irklarimizdan olan savak akkaraman
koyunlarinda et verimini etkileyen MSTN geninin  Real-Time PCR yodntemi ile
ekspresyon seviyelerini belirlemek amaglanmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Savak akkaraman koyunu, real-time pcr, mstn



ABSTRACT

Determination of Expression Level of Mstn Gene, Which Affects Meat Yield in Savak
Akkaraman sheep, by Real-Time Pcr Metod

Inadequate consumption of red meat per capita is one of the important problems
due to the increasing population and difficult living conditions in the world. In a constantly
developing world, adequate and balanced nutrition is important for human beings, and the
amount of red meat consumed per capita is one of the criteria used to determine the
development level of countries. In recent years, many studies on animal food production
have been carried out and when these studies are analyzed statistically; It has been
observed that our country has become stronger in the field of animal foods obtained from
sheep and goats, especially after 2010. In order not to encounter this problem in the
following time periods, this numerical increase should be reflected in consumption. In
addition, it is important to know the genetic characteristics of native and cultural breeds in
order to close this gap. If the genetic characteristics are known, the animals raised for milk
or meat yield will be determined in the early period and the consumption gap will be
closed by increasing the yield and quality of animal products.

The main purpose of this study is to determine the genes that affect the yield and
quality characteristics of animal products and to determine the mutations that cause genetic
diversity, to explain the functions and structures of the genome and the interactions of
genes with each other and with the environment. It is envisaged to contribute to the more
successful implementation of selection programs by evaluating genes that affect metabolic
processes in terms of their structure and functions at the molecular level. In this respect, it
Is aimed to determine the expression levels of the MSTN gene, which affects meat yield in
Savak Akkaraman sheep, one of our domestic sheep breeds, by Real-Time PCR method.

Key words: Savak akkaraman sheep, real-time pcr, mstn



1. GIRiS
1.1. Genel Bilgiler

Insanoglu gdcebe hayattan yerlesik hayata gecerken evcillestirmeyi dgrenmistir.
Insanoglunu kritik déniim noktalarindan birisi olan “Evcillestirme”, Neolitik c¢agda,
yaklasik olarak 11.000 yil 6nce Anadolu’nun i¢inde bulundugu Sekil 1.1° de gosterilen
Bereketli Hilal (Fertile Crescent) olarak bilinen topraklarda baglamistir (Zeder, 2008).
Liibnan, Suriye, Tiirkiye’nin giineydogusu ve Mezopotamya bolgeleri Bereketli Hilal
siirlari igerisinde bulunmaktadir . Bu cografya bugday, ¢avdar gibi tahillarin ve at, deve,

inek, keci, koyun gibi hayvanlarin anavataniydi. Koyun, insanoglunun ilk evcillestirdigi

hayvan tiirlerinden biridir (Saygili, 2021).

ANATOLIA

Sekil 1.1. Bereketli hilal (Anonim, 2014) URL-1

Koyun yetistiriciligi diinyada oldugu gibi {ilkemizde biiyiik bir 6neme sahiptir.
Ulkemizin iklimi, cografi konumu ve meralarin zengin bitki gesitliligine sahip olmasi

kiigiikbas hayvan yetistiriciligi acisindan elverisli olmasi 6nemli avantajlardan biridir.
1



Ozellikle Dogu ve Giineydogu Anadolu bélgesinde koyun yetistiriciligi insanlarin gegim
kaynagidir. Koyunlar essiz yaradilis 6zelliklerine sahip, sosyal ve akilli hayvanlardir.
Yirtici hayvanlardan korunmak ig¢in koyunlarda diger hayvanlar gibi tek baslarina degil
bir araya gelerek gruplar halinde hareket ederler. Koyunlar 330°-360°’lik panoramik goriis
acisina sahiptirler. Ayrica renkleri gorebilme kabiliyetinde olduklar1 ve siyah, kirmizi,
kahverengi, yesil, sar1 ve beyaz gibi bir¢ok rengi ayirt edebildikleri bildirilmektedir
(Alexander ve Shillito, 1978).

Insanlarin saglikli bir sekilde yasamlarina devam edebilmeleri icin hayvansal ve
bitkisel tiriinleri yeterli ve dengeli tiketmeleri gerekmektedir. Hayvansal iiriinler arasinda
protein oran1 en yiikksek olani ettir. Koyunlar, mera ve otlaklardaki dogal bitkilerle
beslenerek bu besinleri et ve siite doniistiiriirler. Koyun siitii diger hayvan siitlerinden daha
degerli olup, koyun siitiinden yapilan yogurt, peynir ¢esitleri daha yiiksek fiyatlara
satilmaktadir. Ulkemizde besin kaynagi olarak ilk sirada olan hayvancilik, yeni is
imkanlar1 yaratmada ve kirsal bolgelerde ticari faaliyetlerinin artmasina vesile olmaktadir.
Koyunlarda o6zellikle ilkbahar aylarinda kirpilan koyun yiinii de giyim esyalarinin
yapiminda kullanilmakta ve bu yiinlerle yapilan kiyafetler diger tiriinlere gore daha fazla
tercih edilmektedir.

Saglikli bir yasam i¢in temel ihtiyaglarimizdan biri olan etin verim ve kalitesinin
artirtlmast 6nem arz etmektedir. Et sektoriinde elde edilen kazanci artiran faktorler;
hayvanlarin kesiminden elde edilen karkas miktar1 ve kalitesidir. Karkas miktarini artirmak
i¢in kuzularin siitten kesilene kadar yeterli miktarda beslenmesi ve meralarda ytiksek oran
da yararlanmas1 gerekmektedir. Beslenmenin disinda karkas miktar1 hayvanin kalitsal
ozelliklerine ve cevresel faktorlere gore degismektedir. Bu dogrultuda yapilan bilimsel
caligmalar artarak devam etmektedir. Bu galismalarin gogu hayvanlarin kalitsal 6zellikleri

tizerinde yogunlagmistir (Kioumarsi ve ark., 2008).

1.2. Arastirmanin Amaci

Yapilan aragtirmalarla hayvanlarin metabolik evrelerine etki eden genleri yapi ve
islevleri acisindan molekiiler diizeyde degerlendirerek, seleksiyon programlarinin daha
basarili uygulanmasina katki saglanmasi1 Ongoriilmektedir. Bu acidan yerli koyun
irklarimizdan olan savak akkaraman koyunlarinda et verimini etkileyen MSTN genlerinin
Real-Time PCR yontemi ile ekspresyon seviyelerini belirlemek amaglanmaktadir. RNA’ya
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dayali olarak PCR yontemi ile ekspresyon seviyeleri belirlenerek, koyunlarda erken
donemde genotipler taninmis olup ; yiiksek verimli hayvanlarin diger hayvanlardan

ayrilarak damizlik olarak kullanilmasi gerekmektedir.

1.3. Konu ve Kapsam

Guinimiizde tarim faaliyetleri ilerleyen teknoloji ve bilimsel gelismeler sayesinde
diinyanin farki bolgelerinde yapilabilmektedir. Tarimsal tekniklerin gelistirilmesine karsi
hala bilingsiz tarim faaliyetleri havayi, suyu ve topragi Kirleterek dogal yasamin dengesini
bozmaktadir. Son zamanlarda bat1 iilkeleri basta olmak iizere ¢ogu tilkelerde ve iilkemizde
organik tarima doniis dikkat ¢cekmektedir. Organik tarim, dogadaki dengeyi koruyarak
hava, su gibi insan ve hayvan yasaminda 6nemli olan kaynaklarin ve dogal yasamin
korunmasini amaglayan tiretim yontemidir. Amag¢ insan sagligina ve c¢evreye zarar
vermeden iretilen triinlerin tiikketiciye ulasana kadar her asamasmi takip etmektir.
Hayvanlar bu dogal yasamin bir pargasi olup, hayvanlarda kisa siirede et ve siit iiretimi
almak ve iirlin miktarin1 artirmak amaciyla genetiksel 6zelliklerine yapilan degisimler ve
hormonal, kimyasal destekler {iriin kalitesini diisiirmekte ve dogalligi yok etmektedir.
Yine iiretimi artttimak i¢in kapali barinaklarda giines 15181 gormeyerek asir1 beslenen
hayvanlardan elde edilen iirlinlerin kalitesi diismekte ve beklenen verim alinamamaktadir.
Bu nedenle hayvanlarin kalitsal 6zelliklerinin bilinmesi ve genlerin hayvan iizerinde
etkilerinin arastirilmasi biiyilk 6nem tagimaktadir. Gen etkileri bilinirse hormon veya
kimyasal destekler verilmeden et verim ve kalitesini artirmak miimkiindiir.

Tiirkiye Avrupa Birligi (AB) iilkelerine nazaran, biiylikbas tiretiminin yerine
kiigclikbas hayvan {iretiminin artarak daha 6n planda oldugu bir iilkedir ve her y1l gegen
yila oranla hayvan sayis1 artmaktadir. Avrupa Birligi Ulkelerinde kiigiikbas hayvanlarda
yasanan rakamsal diisiisii engellemek i¢in hayvan yetistiricilerine destek ve tesvik saglansa
koyun varliginda siirekli bir azalma goriilmektedir. 1990’11 yillarda 130 milyon basin
tizerinde koyun varlifina sahip AB’nde bu say1 son yillarda 100 milyon basin altina
gerilemistir (Fao, 2017). Tiirkiye’de kiiglikbas hayvan sayis1 gegmis yillara oranla artis
gosterse de koyun varliginin biiyiik bir kismi1 yerli genotiplerden meydana gelmekte,
hayvansal triinler ve kalitsal 6zellikler istenilen diizeyde olmamakta ve bu rakamsal artig
verim ve kaliteyi etkilememektedir (Haygem, 2017). Geg¢mis donemlerde koyunlar
endiistriye ve ekonomiye katki saglamak icin yetistirilse de glinimiizde giderek artan

3



niifusun kirmizi et ihtiyaci karsilanmadigindan koyun yetistiriciliginde et verimini ve
kaliteyi artirmaya yonelik galigmalar yapilmaktadir (Unal ve Akcapinar, 1996). Koyun
sayisinin artirilmasi verim ve kaliteyi etkilemeyecegi gibi ekonomiye de etki etmeyecektir.
Koyunculukta verimi artirabilmek i¢in hayvanlarin yasadigi ortam diizeltilerek genetik
ozellikleri belirlenmelidir. Verim ve kaliteye etki eden genler belirlenirse et ve siit tiretimi
icin beslenen hayvan diger hayvanlardan ayrilarak beslenecek ve damizlik segilen hayvan
sayesinde de yiiksek verimli koyun irklar1 olusacaktir. Tiirkiye’de yerli koyun irklart
tizerinde calismalar yapilmali ve verimi etkileyen genler belirlenerek sayisal artisin kaliteyi
de etkilemesi saglanmalidir.

Ulkemizde bulunan yerli koyun irklarinda et verim 6zellikleri ile cok genli allel
arasindaki iligkinin arastirnlmaya deger oldugunu asikardir. Anadolu 1rklart ve
Anadolu’daki kiiltiir irklar1 i¢in verim ozellikleri ile polimorfizm iligskisinin belirlenmesi
durumunda, MSTN geni ile yapilacak 1slah calismalarinda bir isaret gen olarak
kullanilabilecektir. Bilimsel acidan projede Mstn genlerinin farkli allel sekanslarinin elde

edilmesi sonucunda datalar NCBI gen bankasina girilerek uluslararasi boyut kazanacaktir.

1.3.1. Diinyada ve Tiirkiye’de koyun yetistiriciligqinin mevcut durumu

Diinya kiigiikbag hayvan sayist karsilastirildiginda koyun sayisi keg¢i sayisinin
yaklasik iki kat1 kadardir. Koyun ve ke¢i sayist gegmis yillarla kiyaslandiginda sayisal artig
olsa da bu say1 gelismis olan iilkelerde daha fazladir. Gelismis iilkelerde Kiigiikbas
hayvanlar zor sartlarda bile yasamina devam eden, mevsim degisimlerine uyum saglayan
ve diisiik maliyetle beslenebilen ve meralarda yiiksek oranda yararlanabilen hayvanlar
oldugundan her yil bu sayisal deger artmaktadir. Gelismis iilkelerde yillar oncesinden
kurulan yetistirici birlikleri, yetistiricilere egitim verilmesi, yetistiriciler tarafindan tutulan
kayitlar sayesinde koyunlarda yiiksek verimli irklarin elde edilmesini saglanmis ve koyun
varligt her gegen yil artig gostermistir. Tiirkiye’de ise kiigiikbas hayvanlarin kayit altina
alinmasi yani kimliklendirme islemleri 29.04.2004 tarih ve 5200 sayili “Tarimsal Uretici
Birlikleri Kanunu” ile yetistirici orgiitlerinin kurulmasi ile baglamigtir. 05.12.2011 tarih ve
28133 sayilh Resmi Gazete’de yayinlanan “Koyun ve Keci Tiiri Hayvanlarin
Tanimlanmas1 Tescili ve Izlenmesi Yonetmeligi’’nin yasaya gecmesi ile koyun

yetistiriciligi birlikleri kurulmaya baslamigtir.



Sekil 1.2 incelendiginde diinyada en yiiksek koyun sayisina sahip olan iilkeler
arasinda Cin’i birinci sirada gormekteyiz. Cin’de bulunan otlak alanlarin varligi ve bitki
cesitliligi koyun yetistiriciliginde diger lilkelerden iistiin konumda olmasini saglayan
etkenlerden biridir. Tarim iilkesi olan Cin ekilebilir arazinin sadece ylizde onuna sahiptir.
Devlet tarafindan yetistiricilere saglanan destek ve bos arazilerin kiraya verilmesi
sayesinde yetistirici sayis1 artmakta ve bu artis hayvan varligini da olumlu ydnde
etkilemektedir. Bu durumda hem Cin’de hem de Diinya’da koyun popiilasyonunda ge¢mis

yillara gore artis gézlemlenmektedir.
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Sekil 1.2. Diinyada en yiiksek koyun sayisina sahip iilkeler

Sekil 1.2 incelendiginde diinyada 8. Sirada yer alan Tiirkiye yerli hayvan agisindan
zengin genetik ¢esitlilige sahiptir. Tirkiye’nin cografi konumu ve otlak alanlarin varhigi
dikkate alindiginda onemli bir potansiyele sahip oldugumuz ve artan koyun sayisina
ragmen istenen verim ve kaliteyi elde edemedigimiz bilinmektedir. Oysa ki otlak alanlarin
¢ogu zengin bitki ¢esitliligine sahip olup, beklenen verim ve kaliteyi elde edebilecegimiz
niteliktedir (Alkan, 2010).

Ulkemizin her bélgesinde kiigiikbas hayvan yetistiriciligi yapilmakta olup, Dogu
Anadolu bolgesindeki yaylalarin verimli olmasindan dolay1 yetistiricilerin bu bolgede daha

fazla oldugu bilinmektedir. Dogu bolgesinde iklim kosullarindan dolayr gogebe
5




hayvancilik egemen olup, kis aylar1 kdylerde diger aylar ise yaylalarda gegirilmektedir
(Gokgen, 2008). Tiirkiye’de bulunan koyun irklarinin biiyiik bir kismini yerli koyun 1rklart
olusturmakta ve bu koyunlar iilkemizde genis bir cografyaya yayilmaktadir. Ozellikle orta
ve dogu bolgelerinde bulunan akkaraman irkinin birgok tipi bulunmakta ve bu irk Tiirkiye
koyun varligmin nerdeyse yarisini olusturmaktadir. Yiiksek oranda bulunan akkaraman
k1 kirmizi et ihtiyact kargilamakta olup, kisi basina diisen kirmizi et oranini artirmak igin
Akkaraman 1rkiin o6zelliklerinin bilinmesi ve gelistirilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir
(Bayram, 2018). Kiigiikbas hayvan yetistiriciliginde yerli irklarin ¢ogu diistik verimli olup,
isletmelerin kii¢iik olmas1 ve alt yapisinin uygun olmamasi temel sorunlar olup ; hayvan
hastaliklariyla ilgili yetistiricilerde bilgi eksikligi, otlak alanlarin yetersiz olmast ,
koyunlarin meralarda yararlanma oraninin diisiik olmasi, kdyden kente goc oldugu i¢in
coban olmayisi gibi sebepler mevcut koyun sayisinin azalmasina neden olmaktadir

(Kaymakgi, 2012).

Tablo 1.1. Tirkiye’de yillara gore degisen koyun sayisi
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Tablol.1 inceledigimizde 1991 yilindan itibaren iilkemizde koyun sayis1 azalmaya
baslamis ve 2010 yilindan sonra koyunculuga saglanan devlet destekleri sayesinde koyun
sayis1 tekrar artis gostermistir. TUIK tarafindan yapilan calismalarda 2010 yilinda
23.089.691 olan koyun sayist 2021 yilinin birinci doneminde 45.182.280 olarak
belirlenmistir. Calismamizin amaci bu sayisal artisin et verim ve Kkaliteyi etkilemesi ve
ekonomiye de katki saglamasidir. Koyun sayisinin artisiyla kisi basina diisen kirmizi et
miktar1 yiikselmis olsa da diger iilkeler ile kiyaslandigimizda, tiiketilen et miktarmnin

yetersiz oldugu goriilmektedir.



1.3.2. Savak Akkaraman koyunu

Savaklilarin ge¢im kaynagi kiigiikbas hayvancilik olup, kis aylarinda genellikle
Tunceli, Elazig, Erzincan, Diyarbakir ve c¢evre illerdeki koy ve mezralarda, sicak
mevsimlerde ise Munzur Daglar1 arasindaki yayla alanlarinda yasamlarina devam eden
gocebe hayvancilik yapan bir topluluktur (Giiltekin, 2013). Savak asiretinin yerlesim yeri
ilimizde bulunan Pertek ve Cemisgezek ilceleridir. Savak Asiretinden adini1 alan Savak
Akkaraman Koyunu yerli koyun 1irklart arasinda en uysal olanidir. Hastaliklara ve ¢evre
sartlarina kars1 direnclidir. Fakir meralarda bile uzun yol yiiriiylisiine dayanikli oldugu i¢in
yararlanma diizeyi yiiksektir.

Yetistiriciler genellikle siit {iretimi i¢in beslenen Savak Akkaraman koyununu,
stiride bulunan diger hayvanlara oranla daha uzun siirede sagim islemini gerceklestilerek
yiksek slit verimi almaya calismaktadirlar. Yiiksek rakimli yaylalarda zengin bitki
cesitleri ile beslenen koyunlardan elde edilen siit miktar1 diger bdlgelerde bulunan
koyunlarla kiyaslandiginda daha verimli oldugu goriilmektedir. Inek siitiinden daha fazla
ragbet goren koyun siitii hem tiiketilmekte hem de yogurt ve peynir yapiminda
kullanilmaktadir. Savak tulum peyniri hem ilimizde hem de ¢evre illerde tiiketilen
peynirler arasinda olup, diger peynirlere oranla talep orani yiiksek oldugundan iyi diizeyde

gelir elde edilmektedir.

Resim 1.1. Savak Akkaraman koyunu (Anonim, 2020) URL-3



Tiirkiye’de koyun varliginin ¢ogunu olusturan akkaraman koyun irki yerli irklar
arasinda iri yapili olarak kendini gosteren ve dort mevsime uyum saglayan, bitki
cesitliginden yoksun meralarda bile  uzun otlama sonrasi yiiksek verim alan yagh
kuyruklu koyun irkidir. Viicutlar1 beyaz renkte olup , belirli bolgelerinde (bas ,burun,
kulak ve ayaklarda) siyah renkler goriilmektedir. Genelde sirt ¢izgileri diiz olmakla beraber
nadiren de olsa sirtlarinda belli belirsiz gukurluk gézlemlenebilir. Koglarin bas bolgeleri az
miktarda tlimsekli olup, kulaklar1 asagr dogru olduk¢a uzanmistir. Sadece sirt kisminda
yapagl olup ,diger bolgeleri tiiysiizdiir. Sadece erkeklerde narin yapili boynuzlar

goriilebilir.

1.4. Koyunlarda Et Verim ve Kalitesine Etki Eden Genler

Gerek biiyiikbas gerek kiigiikbas hayvancilikta 6nemli olan et verimi ve kalitesidir.
Hayvanlarda birgok gen tarafindan et kalitesi ve verimi kontrol edilmekte olup, genetiksel
faktorlerle birlikte hayvanlarin yasadigi gevresel kosullarda etkilidir. Cok genli kalitim
gosteren yani hem kalitsal hem de cevresel faktorlerle kontrol edilen dzellikler kantitatif
karekterler olarak adlandiriimaktadir (Giirses ve Bayraktar, 2014). Kantitatif karekterler
tek basina etkileri kiiciikk olan ve devamlilik gosteren genler tarafindan kontrol
edilmektedir. Kantitatif karakterleri kodlayan genler kromozom iizerinde bulunur ve
bulunduklar1 yerlere ise kantitatif karakter lokuslart (QTL) adi verilmektedir. Kantitatif
karakterler hayvanlarin et, siit yapagi gibi verim 6zelliklerini etkiledigi i¢in arastirmacilar
QTL kesfi ile seleksiyon caligmalarina baslamislardir. Bu ¢alismalarda amag et, siit
,yapagi gibi verim Ozelligini artirmak istedigimiz hayvansal {irlinlere etki eden genleri
bulmak ve bu gen lizerinde ¢alismalar yaparak verim ve kaliteyi artirmaktir (Das, 2015).
Bu yontem sayesinde genler tespit edilerek ¢esitli 1slah yonteminde kullanilacak ve
genetik ilerleme saglanacaktir.

Hayvansal {riinlere etki eden genleri bulmak i¢in iki farkl yontem
kullanilmaktadir. Bunlar ;genis genom taramasi (genome-wide scanning) ve aday gen
yaklasimi olup, aday genler gen bdlgelerinin tespitinde daha ekonomik oldugu i¢cin bu
yontem arastirmacilar tarafindan daha fazla tercih edilmektedir (Zhu ve Zhao, 2007).
Aday genler hayvanlarin sadece bir 6zelligini etkileyen genler olup bu genlerde en bilineni

Calpastanin, Leptin, Myostatin ve Callipyge’dir.



Koyunlarda et verim ve Kkalitesine etki eden aday genlerden biri olan leptin geni
yag dokusu tarafindan salgilanir ve hayvanlarda ¢ogalma ,beslenme,bagisiklik ve enerji
ihtiyacinin karsilanmasinda gorev alan bir aday gendir (Fruchbeck ve ark., 1998). Kan
degerlerine baktigimizda leptin degerininin degisimine sebep olan etkenler hayvanlarin
tikettigi yem miktari, yemin igerigi ve viicuttaki dipoz miktaridir (Marie ve ark., 2011).
Leptin geni, hayvanlarda 4. kromozomda, insanlarda 7. kromozomda bulunmaktadir
(Barendse ve Stone, 1994, 1996). Calpastanin geni ilk kez koyunlarda bulunmus olup
koyun genomunda 5. Kromozomda bulunur, et yumusakligi ile ilgilidir (Palmer ve
Khederzadeh, 2000, 2011 ). Quali ve Talmant (1990) vyaptiklar1 bir arastirmada 6liim
anindan itibaren ilk giin yaklasik 24 saat suresince calpastatin geninin et sertligini
etkiledigini gbzlemlemislerdir. Khan vd. (2012) tarafindan yapilan bir arastirmada ise
Pakistan’in Islamabad bélgesinde 300 bas Balkhi ve 300 bas Kajli koyunlarinda calisma
yapilmig ve calpastatin geninin koyunlarin kilosuna gore genotiplerinde farklilik olup
olmadigint incelemislerdir. Bhalki koyunlarinda MM, MN ve NN genotip frekanslari
sirastyla 0.76, 0.24 ve 0, Kalji koyunlarinda ise 0.74, 0.24 ve 0.02 olarak goriilmiis ve Kilo
artisina bakildiginda MN genotipi bulunan hayvanlarda calpastatin geninin  diger
hayvanlara gore daha fazla oldugu goriilmiistir. Yapilan bu ¢alismada MN genotipi
bulunan koyunlar diger koyunlara gore daha hizli gelismektedir. CALLIPYGE geni
hayvanlarin kalg¢a boliimiinde fazla oldugu i¢in adini pelvis bdlgesinden alir az miktarda
da gogiis bolgesinde bulunur. “CLPG” ve “clpg” olarak iki allele sahiptir; viicudunda
CLPG/CLPG ve CLPG/clpg allelerine bulunan hayvanlar daha kasli, clpg/clpg allellerine
bulunan hayvanlarda ise normal goriiniise sahiptir. CLPG geni dogum agirligina, siitten
kesim ¢agina, yaslanmaya ve karkas agirligi ve yag oranina etkilidir (Cockett ve ark.,
1994). Tiiketiciler et tercihi yaparken etin taze, sulu, yumusak olmasina 6nem verirler.
Callipyge genini tasiyan hayvanlar tasimayan hayvanlara oranla daha hizli biiyiir ve
karkas agirliklart daha fazla olup et verimleri daha yiiksektir (Ata, 2012).



Tablo 1.2. Koyunlarda et veriminde etkili aday genler

GEN GEN isMmi [LISKILI OLDUGU OZELLIK
CAPN1 Calpain - 1 Et Yumusakligi
) Et yumusakligi, et sululugu, etin su tutma
CAST Calpastatin o o
kapasitesi, renk ve yag asidi
. Biiyiime ve ¢ift kaslilik,et verimi ve siit
MSTN Myostatin o
verimi
LEP Leptin Et verimi ve siit verim

1.4.1. Koyunlarda Myostatin geni ve 6nemi

Myostatin (MSTN) geni hayvanlarin et verimini ve kalitesini etkileyen genlerden
biri olup koyunda 2. kromozom iizerinde yer almaktadir (Clop ve ark., 2006). GDF-8
(Growth Differentiation Factor-8) olarak isimlendirilen Myostatin (“myo”kas ve “statin”
dur anlaminda) geni kas gelisiminin negatif diizenleyicisi bir proteindir ve bu gen
tarafindan myostatin proteini isaretlenmektedir. Myostatin geni aktif olmadiginda kas
gelisimi devam edeceginden kilo artis1 s6z konusu olacaktir (Grobet, 1997). Myostatin
geni gift kas fenotipi gosteren farelerde tespit edilmistir ve myostatin geni TGF-p ailesinin
bir tiyesi olan GDF-8 geni olarak ifade edilmektedir (McPherron ve ark, 1997). Myostatin
genindeki (MSTN) mutasyonlar; fare, insan, kopek, domuz, koyun ve balik gibi ¢esitli
memeli hayvanlardaki ¢ift kaslilik fenotipi ile iliskilendirilmistir (Fadhil , 2019). MSTN
geni sitokininlerde bulunur ve sitokin hiicre bolinmesinde gorev aldigi i¢in bu genin
sayisal varlig1 hiicre boliinmesini etkiler. Kas hiicrelerinin 6ncii hiicreleri olan ve kiiltiir
hiicrelerinde farklilasarak c¢ok cekirdekli kas hiicrelerini olusturan miyoblastlarin sayisal
artigini ve degismesini saglayan gen myostatin genidir (Kaymakei, 2016).

Myostatin geni koyunlarda 2. Kromozom iizerinde bulunur ve 6.2 kbg biiyiikliikte
ve 1128 bg uzunlugundaki bolgeyi kodlamakta olup ti¢ ekson , iki intron halinde bulunur
(Rodgers ve Garikipati, 2008).
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Sekil 1.3. MSTN lokusu ( NCBI)

MSTN geni koyunlarda karkas agirligini etkilediginden koyunlarin az yagli ve
daha etli sebep oldugundan genetik belirte¢ olarak mitkemmel bir gendir. Mstn geninde
bulunan polimorfizmler kilo alimini engelleyerek kas kiitlesinin artigina sebep olmaktadir
(Clop ve ark., 2006; Kijas ve ark., 2007). Bu nedenle, bu ¢calismanin 6nemi MSTN geninin
koyunlarda karkas agirligina etkilerinin arastirilmasi ve bu genin et verim ve kalitesinde

etkisini tespit etmektir.

1.5. Real Time PCR

Gilinlimiizde kullanilan ve son yillarda stirekli gelisen bu yontem hem hastaligin
tanisin1  belirlemede hem de epidemik hastaliklarin ¢alismalarinda yardimeir olan
molekiiler metotun alt yapisini olusturur. PCR teknigi, ilk olarak 1980’li yillarda Cetus
firmasi arastiricilar: tarafindan genetik hastaliklarin teshisi i¢in tanimlanmistir. Polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR), tekniginde niikleit asitler araciligiyla sonug¢ alindigi i¢in hassas
ve spesifik bir yontemdir (Leutenegger, 2001). Deoksiriboniikleik asit (DNA) veya ribo-
niikleik asit (RNA) dizilerinin istatistiksel olarak cogalmasini saglayan PCR yontemi 6zel
bir DNA dizisinin segilip artirilmasiyla istenen dizilerin meydana gelmesini saglar (Arda,
1995).

Real-time PCR ise DNA ve RNA’nin rakamsal artigi ile uyumlu bir sekilde artan
floresan sinyalinin 6lgiilmesiyle sayisal olarak sonu¢ veren PCR yontemidir. DNA gibi

sabit olmayan RNA molekiiliiniin izolasyonu zordur. Once bir ters transkriptaz ile DNA'ya
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cevrilir ve sayisal olarak artig gosterir. PCR yontemi ile DNA ve RNA molekiilleri nicel
ve nitel olarak kisa zamanda ¢oziimlenmekte ve bulas riskinin az olmasi nedeniyle ¢ok
sayida ornekle ¢alisilabilmektedir ( Kaymakg1 ve S6nmez, 1996). Real-Time PCR yontemi
DNA’nin artirllmasit ve iriinlerini tek bir tiipte elde etmeyi saglar. PCR cihazi hem
niikleit asitlerin klonlanmasinda hem de tanimlanmasindaki basarisindan dolayt en ¢ok
kullanilan yontemlerden biridir. Bu islem baslamadan reaksiyon karisiminda ¢ift zincirli
DNA molekiilii, primerler ve “SYBR Green I boyas1 bulunmaktadir. Ayrica test bittiginde
tiipler kapali oldugu i¢in bulas riski de olmamaktadir.

Real-time PCR sonucunda ortaya ¢ikan {irlin degeri , ¢alisma siiresince meydana
gelen tirtin degeri ile orantili olarak degisen floresan boya ve problarda olusan sinyalin
takip edilmesiyle amplifikasyonun devir sayis1 istenilen oranda DNA molekiillerinin
ac18a ¢ikmast i¢in gereklidir (Giinel, 2009). Interkalator bir boya olan SYBR-Green I ¢ift
zincirli DNA’ya interkale olarak floresan i1s1ma yapmasi temeline dayanmaktadir,
floresan 1s1ma cihaz igin anlamli bir seviyeye (Ct degerine) ulastiginda bilgisayar
ortaminda sonuglar analiz edilir (Ari, 2008). PCR yontemi ile aranilan bdlge net bir
seklide goriiliir ve o bolge kopyalanarak gelisen teknolojik cihazlar ile DNA’nin analiz
edilmesini de saglamaktadir. PCR reaksiyonu kinetik olarak 3 fazda gergeklesir. Bunlar
eksponensiyal, lineer ve plato fazlaridir.

Real-Time PCR’m Avantajlari ; Senkronize ve efektif sonu¢ verebilen,
kontaminasyon ihtimalinin az olmasi, kalitatif ve kantitatif deger vermesi, verilen elde
edildigi i¢in alternatif teste gerek olmamasidir. Real-Time PCR yonteminde kullanilan
arag-gere¢ maliyetlerinin fazla olmasi ve tanimlanamayan mutasyonlarla ilgili sonug

vermemesi dezavantajlarindan biridir.

Real-Time PCR’1n Kullanim Alanlarina bakacak olursak;
e Ozgiin DNA/RNA tespiti
e Viriis mevcudiyeti ve niceliginin bilinmesi
e Patojene rastlanilmasi
e Antibiyotik bagisikliginin olusturulmasi
e DNA hasar tespiti,
e Kromozomlardaki nicel ve nitel aksakliklarin belirlenmesi
e RNA calismalari,

e Su kalitesinin denetiminde pcr yontemi kullanilir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Dogu Anadolu’nun belirli bolgelerini mesken tutan Savaklilarin 6zellikle Erzincan
Elaz1g ve Tunceli ili konaklama bdlgeleri olmustur. Ilkbahar ve yaz aylarinda yiiksek
rakimli ve ¢ok ¢esitli bitkilere sahip olan Munzur yaylalarinda beslenen koyunlardan elde
edile siit, yogurt ve peynir iiretiminde kullanilmaktadir. limizde ve cevre illerde en fazla
tiikketilen Savak Tulum Peyniridir. Bu peyniri diger peynirlerden ayiran en énemli 6zellik
yapim asamasinda kullanilan sirden mayasidir. Peynirin erimemesi ve dagilmamasi i¢in de
dogal olarak c¢ikarilan kemah tuzu kullanilmaktadir. Yapiminda kullanilan siitiin 6zel
olmasi ve peynir yapiminda kullanilan sirden mayasi ile Kemah tuzu iiriinii digerlerinden
farkli kilar. Sirden mayasi siit kuzusunun midesinden elde edilmekte ve sadece bu bolgede
kullanilmaktadir. Dogal yontemlerle ¢ikarilan kemah tuzu, goletlerde biriken tuzlu suyun

giines altinda buharlagsmasiyla elde edilen bir tuzdur.

2.1. Yontem

2.1.1. Orneklerin toplanmasi ve RNA izolasyonu

Arastirma materyali, farkli isletmelerdeki toplam 78 bas Savak Akkaraman
koyunlarindan elde edilen et verimi kayd: ile tiim hayvanlardan alinan kan 6rneklerinden
olusmustur. Koyunlarda et verimini ve Kkalitesini etkileyen mstn geninin ekspresyon
seviyesini belirlemek i¢in, RNA izolasyonunda kullanilacak kan ornekleri, koyunlarin
boyun bolgesindeki vena jugularis’ den antikoagulantli (K3 EDTA’l1) vakumlu tiiplerle
alimmis  ve soguk zincir altinda laboratuvara gonderilmistir. Gen etkilesimi MRNA
sentezlenmesi ile belirlenir. RNAz enzimleri laboratuvar ortaminda pargalandigindan
dolay1 etkinligini kaybettiginden, ¢alismalarda mRNA’lar tercih edilmemektedir. RNA
molekiilii PCR ile c¢ogaltilamadigindan PCR asamasindan 6nce RNA ters transkriptaz
(reverse transcriptase) enzimi kullanilarak cDNA (komplementer DNA)’ya cevrilir..RNA
izolasyonlart hazir DNA izolasyon kiti (Fermentas, KO0512) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA’larin ¢ogaltilmasi amaciyla PCR uygulamalarina
gecmeden dnce , DNA’larin kalitatif ve kantitatif kontrolleri spektrofotemetrik yontem ve
% 1’lik agaroz jel ile belirlenmistir. Spektrofotometri, numune tarafindan absorbe edilen
belirli bir dalga boyundaki 151 oranin1 6lgmektedir. Spektrofotometriyi numunenin
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safligi1 gormek i¢in de kullanabiliriz. Protein kontaminasyonunu (DNA ornekleri
durumunda RNA kontaminasyonunu) tespit etmek icin A260/A280 orani Agaroz jel
elektroforezi DNA, RNA veya proteinler gibi molekiilleri boyut ve yiiklerine gore ayirmak
i¢in kullanilan bir tekniktir. Numuneler jelin bir ucundaki kuyucuklara yiiklenir ve elektrik
akimi1 uygulanir. Molekiillerin yiik ve boyutlarina bagli olarak jel icerisinde daha hizli veya

daha yavas hareket ederek birbirlerinden ayrilmalar1 saglanir.

2.2. Canh Agirhiklar

Savak Akkaraman kuzular1 dogduklarinda ilk 24 saat icerisinde tartimlar1 yapilarak
dogum agirliklar tespit edilmistir. 78 adet kiiciikbag hayvanin dogum agirligi, 60, 90, 120

ve 150 giin agirliklar1 hesaplanmistir.

Tablo 2.1. Savak akkaraman koyunlarinin dogum, 60, 90, 120, 150 giin agirliklar

Sira No lefrlll;):am Cinsiyet i)gﬁ]ll:gl 60 giin | 90 giin {120 giin | 150 giin
1 907 disi 2800 19400 27400 34500 40500
2 1073 disi 3200 20000 27700 35000 41500
3 1077 disi 3000 19000 26500 33300 39500
4 1089 disi 2650 18150 26000 33600 40000
5 1120 disi 2850 17950 26200 32750 39450
6 1127 disi 3000 20500 28400 35800 42200
7 2432 disi 2750 19550 27300 34650 40750
8 14053 disi 3200 19900 28000 35550 41000
9 14058 disi 2600 19000 25900 32900 38600
10 14059 disi 2400 19400 27000 34700 41000
11 14083 disi 3150 20000 27600 34000 39500
12 14086 disi 2700 19700 27400 34800 38900
13 14088 disi 3000 20600 28250 35500 41600
14 14093 disi 2900 18600 26350 33750 40000
15 14100 disi 2850 19000 26700 33500 40000
16 20007 disi 2750 19250 27250 34850 40750
17 20009 disi 3000 18900 26650 33500 39400
18 20011 erkek 3000 21000 29000 36750 43000
19 20013 erkek 3200 19800 27800 35100 42250
20 20020 disi 2900 19600 27500 35000 41200
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Kiipe

Dogum

Sira No Numarasi Cinsiyet Agirh 60 giin | 90 giin [120 giin | 150 giin
21 20023 erkek 3200 20700 29000 36000 42100
22 20028 erkek 3500 20500 28500 36100 42750
23 20030 erkek 3700 21600 29650 36650 43000
24 20031 disi 3300 20000 27700 35100 41200
25 20034 disi 3250 21100 28600 35700 42150
26 20040 disi 2900 20350 28000 35450 41650
27 20047 erkek 3300 22000 30100 37200 43400
28 20049 erkek 3400 19200 27150 34750 40850
29 20055 erkek 2900 19500 27350 34000 40500
30 20067 erkek 3100 18900 26750 34350 41000
31 20084 erkek 3150 19500 27500 34800 41000
32 20116 erkek 3200 19700 27600 35500 42500
33 20143 erkek 3300 20250 28250 35250 42000
34 20202 disi 3000 19600 27200 34600 41000
35 20205 erkek 3250 21000 29100 36100 42900
36 20208 erkek 3500 20700 29500 36850 43250
37 20209 erkek 3700 20650 29100 36450 42600
38 20211 disi 3300 20750 28850 36000 41500
39 20212 erkek 4000 21500 29500 36500 43000
40 20213 erkek 3800 20750 28450 36000 42500
41 20219 erkek 3500 20550 28400 36200 42300
42 20220 erkek 3600 21000 28850 36750 43400
43 20222 erkek 3000 20250 28000 35000 41250
44 20232 disi 3200 20500 28350 35500 41400
45 20235 disi 3300 20350 28250 35000 41500
46 20237 disi 3150 19800 27500 35000 41250
47 20248 erkek 3400 20000 27700 35000 41300
48 20249 disi 3300 21000 28500 35700 41600
49 20250 disi 2900 20350 28350 35500 41450
50 20309 erkek 2900 19900 27750 35350 42000
51 20319 erkek 3100 20150 28000 35000 41000
52 20328 erkek 3600 20600 28450 36000 42700
53 20340 erkek 3500 20700 28500 35750 42250
54 20342 erkek 3000 20200 28100 36600 42800
55 20343 erkek 3100 20000 27750 35000 41750
56 20350 erkek 3250 20450 29000 36600 43000
57 20419 erkek 3300 20300 28250 35350 41400
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Sira No Kiipe Cinsiyet D? gm}l 60 giin | 90 giin [120 giin | 150 giin
Numarasi Agirhgi
58 20455 disi 3200 20500 28600 36200 42150
59 20456 disi 2850 19750 27500 34250 40300
60 20462 erkek 2750 19550 27450 34750 41450
61 20482 disi 3100 20100 27800 35000 41000
62 20805 erkek 3400 20350 28350 35750 42300
63 20844 erkek 3500 20650 28750 36600 42700
64 20848 erkek 3500 20600 28450 35850 42250
65 30162 disi 3300 20300 28000 35000 41500
66 30199 disi 3200 19900 27900 35300 41500
67 20047 erkek 4000 21000 29000 37000 43500
68 656180 disi 3100 20150 28000 35600 41500
69 829389 disi 3000 20100 27750 34600 40000
70 892393 disi 2800 19500 27400 34850 41250
71 | 1146094 disi 3200 19700 27600 34400 40000
72 | 1307771 disi 3100 19600 27500 34850 41000
73 | 1474779 disi 3000 19900 28000 35000 41200
74 | 1612860 disi 3000 20000 27600 34900 40800
75 | 1612881 disi 3100 19750 27450 34250 40750
76 | 1612881 disi 3500 20600 28500 36100 41400
77| 1624289 disi 2750 19000 26700 33250 39000
78 1624291 disi 3000 20150 28000 35000 41000

Savak Akkaraman kuzularimin, 30., 60., 90., 120., ve 150. giin canli agirlik
ortalamalar1 sirasiyla; 3.1554+0.12, 20+0.61, 27+0.93, 35+0.21, 41.42+0.15 kg olarak
hesaplanmistir. Et verimi ve kalitesinin belirlenmesinde dogum agirliklar1,60, 90,120 ve

150 giin agirliklart dikkate alinacaktir.
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Tablo 2.2. Koyunlarin dogum ve sonrasinda ortalama agirliklarini gram cinsinden
gosteren grafik

45000
40000
35000
30000 B Dogum Agirhg
25000 m 60 gin
20000 - m90giln
15000 - m 120 glin
m 150 giln
10000 -~
5000 -
O .
1

2.3. Et Verim Ozelliklerinin Belirlenmesi

Savak Akkaraman koyunlarindan toplanan tiim veriler orneklerin toplandigi
isletmelerden elde edilmistir. Veriler isletmede bulunan bilgisayar destekli sagim
sistemlerine (Westfalia Surge) baglh siirii yonetimi programindan (Dairy Plan C21) 6zel
bir bilgisayar yazilimi yardimiyla dijital olarak alinmistir.

Et verimi 6zellikleri {izerine ¢evre faktorlerinin etkileri En Kiiclik Kareler Metodu
kullanilarak belirlenmistir. Istatistiksel verilerin analizinde SPSS 20.0 paket programi
kullanilmus, verilerin degerlendirilmesinde Genel Dogrusal Model uygulanmistir. (Version

20, IBM Corp., Armonk, NY, USA).

2.4. Gen Ekspresyon Analizi

2.4.1. Total RNA izolasyonu

Et verimi yiiksek olan koyun kanlarindan QIAamp RNA Blood Mini Kiti (Qiagen)
vasitasiyla total RNA izolasyonu kitte belirtilen prosediir incelenerek belirtilen sartlarda
gerceklestirilmistir. Total RNA izolasyonundan sonra RNA konsantrasyonunu belirlemek

icin Thermo-spektorofotometre ile 6lgtim islemi yapildi ve daha sonra RNA orneklerinin
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konsantrasyonlari esitlenerek, Total RNA kalitesini kontrol etmek amaciyla RNA’larda
DNA molekiilii gibi %1.5’lik agaroz jel de 1XTBE solusyonu igerisinde 80 voltta bir saat
yiiriitiilerek ve jel goriintiileme sistemi ile goriintiilenerek RNA kalitesi belirlenmistir.
Total RNA izolasyonda eger RNA parcalanmissa agaroz jelde smear goriintiisii olusur.

RNA parcalanmamigsa 18 S ve 28 S olarak yogun goriilen RNA bantlar1 olusur.

2.4.2. Primerlerin dizayni

Siit verimi ve laktasyon performansi ile iligkili olan mstn genine ait ekspresyon
seviyelerinin Real Time PCR ile olgiilebilmesi i¢in gerekli primer dizileri web adresi
“’http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/>> olarak verilen linkteki Primer Design-3 programi
kullanilarak tasarlanmistir. Tasarlanan primer dizileri daha 6nce herhangi bir ¢alismada

kullanilmamuis olacaktir.

2.4.3. DNaz I uygulamasi ve cDNA ¢evrimi

Izole edilen RNA &rneklerinde DNA kontaminasyonuna karsi DNaz I (Thermo
Scientific) kullanildi ve . DNAz I uygulamas: kitte beraber verilen protokol esaslarinda
belirtilen yonteme uygun olarak yapildi. DNAz uygulamasindan sonra RNA’lardan 2-5
pg temin edilerek, miScript Reverse Transcription Kiti (Qiagen) ile verilen protokolde
belirtilen maddeler dikkate alinarak cDNA sentezlenlenmistir. Revers transkripsiyon PCR
sartlar; 37 0C’ de 60 dakika, 95 0C’ de 5 dakikadir. Elde edilen cDNA’nin saflig1 ve
miktar1 spektrofotometrede yapilan 260-280 nm absorbans olgtimleri ile belirlenmis ve
cDNA’lar aymi oranlarda sulandirilmistir. Daha sonra Real Time PCR c¢aligsmalarinda

kullanilmak tizere -20 °C de muhafaza edilmistir.

2.4.4. Real time Pcr deneyleri

MSNT geninin mRNA transkript seviyelerini 6lgmek amaciyla CFX96 BioRad
marka cihaz kullamlarak qRT-PCR yapilmustir. internal kontrol olarak GAPDH geni
kullanilmistir. Real time PCR deneylerinde olusturulan master mix igeriginde ; Syber
Green 2X Rox Dye Master mix (Qiagen), genler icin tasarlanmis forward ve reverse
primerler, template olarak cDNA’lar ve niikleaz free su bulunmaktadir. Master mixler

hazir hale getirildikten sonra orneklerle Real Time PCR cihazinda ¢alisilarak elde edilen
18



Ct degerleri 2**Ct formiiliine gore analiz edilmis ve mstn genine ait ekspresyon seviyeleri
belirlenmistir (Livak ve Schmittgen, 2001). Ct degerlerinin doniisiim hesaplamasi1 Excel’de

yapilmis olup, Excel’de kullanilan formdiil tablo 2.3’de gosterilmistir.

Tablo 2.3. Ct degerlerinin doniisiim hesaplamasi

Referans Ornek Hedef 6rnek
Referans 6rnek A B
Hedef 6rnek C D
27(2°4Ct) (CTD-CTB)-(CTC-CTA)

Ilgili genlere ait mRNA transkript degerleri igcin IBM SPSS (20.0) programi
kullanilarak istatistiksel analiz yapilmis ve mRNA transkript degerleri One Way
ANOVA testi kullanilarak analiz edilmistir. Ayrica mstn genine ait ekspresyon seviyesini

belirlemek i¢in GrapPad 7.2 (California, USA) programi kullanilarak analiz edilmistir.
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3. ARASTIRMA BULGULARI

3.1. Optik Dansite (OD) Ol¢iimii

Optik dansite, soliisyon tarafindan absorbe edilen 151k miktarmin 6lgiistidiir. Optik
dansite araciligiyla RNA kalitesinin degerlendirilmesi yapilabilmektedir (Becker ve
ark.,2010). Niikleotidler spektrumun UV bélgesinde maximum 260 nm dalga boyundaki
15181, proteinler ise 280 nm UV 15181 daha fazla absorbe ederler. Saflik derecesi niikleotid
ve proteinlere ait dalga boyunda elde edilen absorbanslarin oranidir.

OD degeri; DNA ve RNA’nin safliklarin1 belirlemede kullanilmaktadir. Eger
Soliisyon protein igeriyorsa, OD 260/280 orani azalir. Optik dansite oranmnin 1.8-2,0
arasinda olmast RNA safliginin iyi oldugunu ve kontaminasyon riskinin olmadigini

gostermektedir. Iyi kalitede RNA izolasyon sonucu 2.0 ve iizeri kabul edilmekte olup;

Saf RNA’nin OD 260/280 orani: 2.0 olarak hesaplanmustir.
RNA Konsantrasyonu (pg/ml): A260 x Sulandirim oran1 x 40

RNA izolasyonunda kullanilan HIBRIGEN kit (LOT NO: 0921-SB-1595)
kullanilmaktadir . RNA izolasyonunda izole edilen numunelerin igerdigi RNA miktari,
numunenin homojen olup olmadig1 ve numunenin yogunlugu dogru sonug i¢in énem arz
etmektedir. RNA izolasyonunda sonu¢ RNA safligi ve RNA biitiinliigine gore
degismektedir.

Tablo 3.1 Savak Akkaraman kuzularinin &zellikleri ve saflik degerleri

Sira No | Kiipe Numarasi | Cinsiyeti | Konsantrasyonu Birimi Saflig1 OD (260/280)
1 892389 Disi 115,3 ng/ul 2,22
2 1146094 Disi 207,7 ng/ul 2,29
3 1307771 Disi 246,9 ng/ul 2,64
4 1474779 Disi 141,7 ng/ul 2,49
5 1612860 Disi 128 ng/ul 2,6
6 1612881 Disi 98,2 ng/ul 2,46
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Sira No Kiipe Numarasi Cinsiyeti | Konsantrasyonu Birimi Saflig1 OD (260/280)
7 30199 Disi 327,1 ng/pl 2,73
8 30162 Disi 196,8 ng/ul 2,4
9 20848 Erkek 362,2 ng/pl 2,62
10 20844 Erkek 208,8 ng/ul 2,22
11 20805 Erkek 154,4 ng/pl 2,22
12 20482 Disi 1514 ng/ul 2,22
13 1624289 Disi 72,7 ng/ul 2,23
14 162429 Disi 96 ng/ul 24
15 1073 Disi 1335 ng/pl 2,28
16 1077 Disi 182 ng/ul 2,6
17 2432 Disi 118 ng/pl 2,22
18 1127 Disi 324 ng/pl 2,7
19 1120 Disi 142 ng/ul 2,22
20 1089 Disi 157 ng/pl 2,23
21 14053 Disi 186 ng/pl 2,26
22 14058 Disi 163 ng/pl 2,27
23 14086 Disi 28,1 ng/pl 2,49
24 14100 Disi 12,6 ng/pl 2,26
25 14093 Disi 28,5 ng/pl 2,2
26 20007 Disi 16,2 ng/ul 2,46
27 14088 Disi 21,7 ng/pl 2,49
28 907 Disi 11,6 ng/ul 2,72
29 14083 Disi 12,8 ng/ul 2,27
30 14059 Disi 7,4 ng/ul 2,6
31 20034 Disi 93,8 ng/ul 2,46
32 20040 Disi 109,9 ng/ul 2,46
33 20047 Erkek 130,3 ng/ul 2,48
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Sira No Kiipe Numarasi Cinsiyeti | Konsantrasyonu Birimi Saflig1 OD (260/280)
34 20049 Erkek 137 ng/pl 2,22
35 20011 Erkek 116,8 ng/ul 2,42
36 20009 Disi 179,6 ng/pl 2,49
37 20020 Disi 2454 ng/ul 2,63
38 20013 Erkek 9133 ng/pl 2,42
39 20023 Erkek 231 ng/ul 2,62
40 20028 Erkek 169 ng/pl 2,48
41 20030 Erkek 150,6 ng/ul 2,49
42 20031 Disi 163,1 ng/pl 2,2
43 20202 Disi 132,7 ng/ul 2,42
44 20143 Erkek 51,4 ng/pl 2,42
45 20067 Erkek 89,8 ng/pl 2,43
46 20084 Erkek 63,3 ng/ul 2,42
47 20055 Erkek 86,6 ng/pl 2,2
48 20116 Erkek 139,7 ng/pl 2,23
49 20205 Erkek 200,9 ng/pl 2,27
50 20208 Erkek 159,1 ng/pl 2,24
51 20209 Erkek 165,5 ng/pl 2,24
52 20212 Disi 125,1 ng/pl 2,23
53 20212 Erkek 222,7 ng/ul 2,29
54 20213 Erkek 1443 ng/pl 2,22
55 20219 Erkek 136,2 ng/ul 2,27
56 20220 Erkek 172,4 ng/ul 2,49
57 20222 Erkek 125,4 ng/ul 2,22
58 20232 Disi 210 ng/pl 2,22
59 20235 Disi 197,5 ng/ul 2,27
60 20237 Disi 169,3 ng/ul 2,26
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Sira No Kiipe Numarasi Cinsiyeti | Konsantrasyonu Birimi Saflig1 OD (260/280)
61 20248 Erkek 232,4 ng/pl 2,28
62 20249 Disi 208,6 ng/ul 2,62
63 20250 Disi 213,8 ng/pl 2,63
64 20309 Erkek 163,1 ng/ul 2,47
65 20319 Erkek 176,5 ng/ul 2,24
66 20328 Erkek 137,1 ng/ul 2,49
67 20340 Erkek 104,2 ng/ul 2,23
68 20342 Erkek 133,2 ng/ul 2,22
69 20343 Erkek 103,4 ng/pl 2,42
70 20350 Erkek 164,5 ng/pl 2,22
71 20419 Erkek 126,8 ng/pl 2,22
72 20455 Disi 260,5 ng/pl 2,63
73 20456 Disi 140,7 ng/ul 2,2
74 20462 Erkek 128,8 ng/pl 2,22
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Tablo 3.2. Gen ekspresyon verileri

GAPDH Referans Gen

30
25 // /
20
y =2,0419x+ 19,367

15 RZ=0,9938
10

5

0 T T T T T T T T 1

0 0,5 1 1,5 2 25 3 35 4 45

Gliseraldehit-3-fosfat  dehidrojenaz  (GAPDH), gen ekspresyon verilerinin
belirlenmesinde tercih edilen genlerden biridir.. GAPDH mMRNA ekspresyonu iizerinde
koyunlarda yas veya cinsiyetin herhangi bir spesifik etkisi gozlenmedi. Her reaksiyon
karigimi 1 pl ileri primer , 1 ul ters primer ve 7 ul ddH,O 20 pl’lik bir hacim igeriyor ve
her aday referans geninin standart egrileri koyun dokusundan belirlenen miktarlarda RNA
iceren bir RNA havuzundan cDNA'nin on kat seyreltilmesi kullanilarak olusturulmustur.
Reaksiyonun basarisiz olmamasi i¢in RT-gPCR  adiminda {i¢ defa kopyalandi.

Amplifikasyon verimliligi (E) daha sonra asagidaki formiile gore belirlendi:

E=(100251°P9) _1) x100
PCR Verimliligi [E] : %99 verimlilik

Real-Time Pcr verileri,hedef genin ekspresyonundaki degisimin belirlendigi
efficiency  (e) “**“Y metoduna gore analiz edilmistir. Amplifikasyon etkinligi ( e) e=10"
Uslope) formiiliine gore hesaplanmustir. Ekspresyon seviyesi 222 metodu kullanilarak semi-
kantatif olarak hesaplandi. Amplifikasyon etkinlik orani 2 ve iizeri olursa dizayn edilen

primerin gene 6zgiinliigii %100 demektir, deger azaldik¢a 6zgiinliik azalir.
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3.2. Ekspresyon Seviyelerinin Belirlenmesi

70 bas savak akkaraman koyunlarina ait gen eskpresyon seviyeleri GrapPad 7.2
(California, USA) programi kullanilarak analiz edildi. Yapilan Real Time PCR testleri
sonuncunda; MSNT geni ekspresiyon sonucu 70 bas koyunda farkli degerlerde olup, tablo
3.4’de gosterilen Sak52 olarak kodlanan (20328 kiipe nolu) disi akkaraman koyununun
ekspresyon seviyesi yiiksek c¢ikmistir. Cevresel faktorlerin veya genetik yapinin
ekspresyon seviyesine etkileri bilinmemekle beraber, koyunlarda yas, cinsiyet ve agirligin

etkisi gdzlemlenmemistir.

Tablo 3.3. Ekspresyon seviyeleri

Custem Title (Mean ormalized Expression of rows A-

Y ©
18 5 D) 5
o}
Iy 3
16 ~ 0
A <
= -
14 @
=)
c n I~ o
=) 0 I~ =
=2 & ® © = =
18 B S & S <
3 L a o) @ & o N
IPe} ~
1&- ,QI Lo — © o 2 N
M ~ g 8 [)) g Oy
S 0 S 3 =
he] I3 < 0
g ~—8 : 1
2 & g
© fes) ®m M 1o S
€ 5 e 3
— & n 9 < ~ To)
Ole 8 ~ S 5 8 N3
Z1882 b g © 353
1 © S = A
o o o N QS ©
[} o © ~ oo
> S 1 o
= & o)
(=} o

25



o

Custom Titl&€ (Mean Ngrmalized Expression of rows

Tablo 3.4. Ekspresyon seviyeleri

€4/928/00'0
€9800.EEE'Y
£€L0/0LTE'T
2921760580'C
15€6.6528't

8C€TS6/8L'E
12657€220'0

veT
T9vEZY8E0'0
G0692CTEST'0
~—~ TOLELYL¥E'0

98060.T.0'0
L L.TyY.0TG'0

00694'9T

¥SL60VT'C

902245202 -“
e

880170250

T0S68E070°0
€026292€0°0
LT9¥2.8T0'0
7QTLEETY0'0
0T/95988'C

¢.8

200,26T9°6

602996296
© ® © « ™o ©o ®o ©o© <« « o
& &d A3 43 ==

uolissaldx3 paziewlioN uesy

26




3.3. Mstn Gen Ekspresyonu

Tablo 3.5. MSTN geninin 1s1 haritast

MSTN Gen Ekspresyonu Grafigi

F 4 1000

500

Savak Akkaraman Kuzu Ornekleri

Referans Gen GAPDH ile MSTN geninin karsilastirilmasi sonucunda Tablo 3.5
incelendiginde en aktif olan gen kirmizi renkle gosterilmis olup, deger araligi 1000 ve
astiidiir. Yiksek diizeyde ¢ikan Sav44 ve ekspresyon seviyesi de yiiksek ¢ikan Sav12
koyunlarda mstn 1s1 gen sonuglarina c¢evresel ve genetiksel etki olup olmadig:

bilinmemektedir.
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4. SONUC

Koyun yetistiriciligi, iilkemizin her bdlgesinde yapilmakta olup, hayvanciliktan
elde edilen kazancin biiyiik bir bolimiinii et verimi ve etin kalitesi olusturmaktadir.
Onemli olan hayvan sayisinin fazla olmasi degil, hayvanlarda et verimliligin ve kalitesinin
artirllmasidir. Son zamanlarda et verimliligini ve kalitesini gelistirebilmek i¢in birgok
arastirma yapilmak olup, bu arastirmalarin ¢ogu hayvanlarin genetik yapisi iizerinedir.

Koyunlarda et verimini ve kalitesine etki eden birgok genetik ozellikler vardir.
Genetik Ozelliklere etki eden myostatin geninin et iiretimi ve kalitesi lizerine etkileri
bakimindan arastirmalar yapilmali ve arastirmalarin sonucunda hayvanlarda et verimliligin
ve kalitesinin artirilmasi hedeflenmelidir. Calisma sonucunda elde edilecek bulgular,
Savak Akkaraman koyunlarindan elde edilecek et verim o6zelliklerini molekiiler
yontemlerle belirlenmesi agisindan son derece dnemlidir. Et verim 6zelliklerinin hizli tani
kitleri ile belirlenmesi gen bolgelerinin belirlenmesi ile iliskilidir.

Bu calismanin asil amaci, et verim ve kalite Ozelliklerini etki eden genleri ve
genetik cesitlilige sebep olan mutasyonlar1 belirlemek, genomun gorev ve yapilan ile
genlerin Dbirbirleri ve c¢evresel etkilesimlerini agiklayabilmektir. Yapilan aragtirmalar
sonucunda metabolik evrelere etki eden genler yapi ve islevleri agisindan molekiiler
diizeyde degerlendirerek, seleksiyon programlarinin daha basarili uygulanmasina katki
saglanmas1 ongoriilmektedir. Bu agidan yerli koyun irklarimizdan olan savak akkaraman
koyunlarinda et verimini etkileyen MSTN geninin Real-Time PCR yontemi ile ekspresyon
seviyelerini belirlenmis ve sonug¢ olarak; yiiksek verim elde edilecek hayvanlar diger
hayvanlardan ayrilarak damizlik olarak secilmeli, genetik Ozellik artirilarak diger

hayvanlarda et ve siit liretimi i¢in beslenmelidir.
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