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OZET

TEKSEL VE RAMLIC IRKI KOYUNLARDA TEKSEL TiPi KASLANMA
LOKUSUNUN (TM-QTL) BELIRLENMESI

Koyunlarda kaslanma ile iliskilendirilen 18. kromozomda TM-QTL, Callipyge,
Carwell, LoinMAX ve 2. kromozomda bulanan miyostatin QTL’leri bulunmaktadir.
TM-QTL'in tek bir kopyast babadan miras alindiginda, bel bolgesindeki kas derinligini
% 4 — 11 oraninda artirdigi, karkas ve et kalitesi iizerine olumsuz bir etkisinin olmadig:
belirlenmistir. TM-QTL’in bel kas1 ve biiyiime {izerine olan dogrudan etkileri koyunlar
tizerinde yapilan 1slah calismalarinda et miktarini1 artirmasi agisindan 6nemli bir etkiye

sahip olabilecegi diisliniilmektedir.

Bu arastirmada, Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Medikal Biyoloji ve
Genetik Ana Bilim Dali Laboratuvari’nda bulunan 32 bas Teksel irki, 32 bas Ramlig
k1 ve 48 bas Teksel X Ramlic F; melezi koyunlarin DNA’lart kullanilmigtir.
Calismada 18. kromozom iizerinde bulunan ve longissimus dorsi kasinin derinligi

tizerine etkileri bulunan Teksel tipi kaslanma lokusu (TM-QTL) arastirilmistur.

Teksel, Ramli¢ ve F; popiilasyonlarinda CSSM18, OY3 ve MULGEG6 bolgelerindeki
allel, allel frekanslari, genotip frekanslari, polimorfizm bilgi igerigi ve Hardy —
Weinberg degerleri incelenmistir. Yapilan analizler sonucunda CSSM18 lokusunda 8
allel gozlenmigtir. CSSM18 lokusunda en yiiksek allel frekansi 120 bg’lik allelde
bulunmus ve frekansi Teksel popiilasyonunda 0,75, Ramli¢ popiilasyonunda 0,56 ve F
popiilasyonunda 0,79 olarak belirlenmistir. OY3 lokusunda 11 allel saptanmis ve en
yiksek allel frekanst 166 bg’lik allelde Teksel popiilasyonunda 0,56, Ramlig
popiilasyonunda 0,39 ve F; popiilasyonunda ise 0,71 diizeyinde gozlenmistir. MULGE6
lokusunda 8 allel belirlenmistir. MULGE 6 lokusunda Teksel irk1 koyunlarda en yiiksek
allel frekansi 189 bg¢’lik allelde ve 0,41 oraninda gézlenmistir. MULGEG6 lokusu i¢in
Ramli¢ ve F1 popiilasyonlarinda en yiiksek allel frekansi 187 bg¢’lik allelde sirasiyla
0,47 ve 0,33 olarak saptanmaistir.



Elde edilen bulgular, CSSM18 lokusunda 120, OY3 lokusunda 166, ve MULGEG
lokusunda 189 allellerinin incelenen Teksel ve F1 genotiplerinde yiiksek frekansta,
Ramli¢ 1wrkinda ise diisik frekansta bulunmasi seleksiyonda bu lokuslarin
kullanilabilecegini gostermektedir. Bu fenotiple iligkili oldugu belirlenmis diger
mikrosatellit lokuslarinin veya SNP’lerin daha kapsamli aragtirilmasi, TM-QTL lokusu
ile 1iliskili lokus ve allellerin belirlenmesi ve 1slah ¢alismalarinda kullanilmasi

bakimindan 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Ramlig, Teksel, TM-QTL, Mikrosatellit, Koyun



SUMMARY

INVESTIGATION OF TM-QTL LOCUS IN TEXEL AND RAMLIC SHEEP

TM-QTL, Callipyge, Carwell, loinMAX are located on chromosome 18, and myostatin
QTL located on chromosome 2, which are associated with increase in muscle mass in
sheep. It was determined that when a single copy of TM-QTL was inherited from the
paternal, it increased muscle depth in the loin region by 4-11% and had no negative
effect on carcass and meat quality. It is thought that the direct effects of TM-QTL on
loin muscle and growth may have an important effect in increasing the amount of meat

in breeding studies on sheep.

In this study, DNAs from 32 Texel breed, 32 Ramlic breed and 48 Texel X Ramlic BC;
sheep in Afyon Kocatepe University Faculty of Veterinary Medicine Department of
Medical Biology and Genetics Laboratory were used. Texel muscling quantitative trait
locus (TM-QTL) were investigated, which is located on the 18" chromosome and has

effects on the depth of the longissimus dorsi muscle.

Allele, allele frequencies, genotype frequencies, polymorphism information content and
Hardy — Weinberg values at CSSM18, OY3 and MULGES® regions of Texel, Ramlic
and BC; were examined. As a result of the analysis, 8 alleles were observed in the
CSSM18 locus. The highest allele frequency in the CSSM18 locus was 0.75 in the
Texel, 0.56 in the Ramlig, and 0.79 in the BC; in the 120 bp allele. Eleven alleles were
detected in the OY3 locus and the highest allele frequency was observed in the 166 bp
allele at the level of 0.56 in the Texel, 0.39 in the Ramlig and 0.71 in the BC;. Eight
alleles were identified at the MULGES6 locus. In MULGE 6 locus, the highest allele
frequency in Texel sheep was observed at a rate of 0.41 in the 189 bp allele. For the
MULGES® locus, the highest allele frequency was found to be 0.47 and 0.33 in the 187
bp allele in Ramli¢ and BCy, respectively.

The findings show that 120 alleles in CSSM18, 166 in OY3 and 189 alleles in
MULGESG locus are found at high frequency in Texel and BC1 genotypes and at low

frequencies in Ramli¢ breed, indicating that these loci can be used in selection. Further



investigation of other microsatellite loci or SNPs determined to be associated with this
phenotype is important in terms of identifying loci and alleles associated with the TM-

QTL locus and their use in breeding studies.

Keywords: Ramlic, Texel, TM-QTL, Microsatellite, Sheep



ONSOZ

Hayvanlarin verim ozelliklerini arttirmak amaciyla diinya lizerinde islah c¢aligsmalari
yapilmaktadir. Genom iizerinde yapilan aragtirmalarin artmasi ile ozellikle ciftlik
hayvanlarinda ticari 6neme sahip 6zellikler tanimlanmasi1 ve bu 6zelliklerin sonraki
nesillere aktarilmasi ile 1slah calismalari hiz kazanmaya bagslamigtir. Teksel 1rki
koyunlarda varligi bildirilen ve bel gozii kas1 alanini yaklasik %4-11 artiran, Teksel tipi
kaslanma kantitatif 6zellik lokusundaki (TM-QTL, Texel Muscling-Quantitative Trait
Locus) polimorfizmin belirlenmesi yapilacak islah caligmalarinda énemli bir markor
olma ozelligi tasimaktadir. Bu genetik ilerleme et veriminde gelir artis1 saglayacak ve
insanlarin diyetlerinde 6nemli bir yer tutan hayvansal protein arzinin artmasina katkida
bulunacaktir. Bu ¢alismada Teksel irki, Ramli¢ irki ve Teksel X Ramli¢ F1 melezi
hayvanlarda TM-QTL arastirilmustir.

Yiiksek lisans egitimim boyunca bana gerekli tiim destegi veren, tecriibeleriyle ve
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1. GIRIS

Tarih boyunca hayvanlarin et, siit, yapagi, yumurta, deri, glibre ve is giicii gibi
Ozellikleri insanlarin faydasi i¢in biiyilk bir 6neme sahip olmustur (Akcapinar ve
Ozbeyaz, 2021). Hayvansal iiretim diinya toplumunun beslenme, iiretim, is imkan1 ve
ekonomik kalkinma agilarindan ihtiyaglarin karsilanmasina katki saglamaktadir (Giinlii
ve Mat, 2021). Ciftlik hayvanlar1 meralarda yetisen otlari, dogrudan insanlarin
tilkketemedigi tarim iriinlerini ve bunlarin artiklarini tiikketerek et, siit ve yapagi gibi
insanlarin tiiketimine sunulacak {iriinlere doniistiirerek ekonomiye katki saglamaktadir

(Akg¢apmar ve Ozbeyaz, 2021).

Koyun yetistiriciligi hayvansal iiriinlerin liretimi agisindan diinyada 6nemli bir yere
sahiptir. Et, siit ve yapagi verimleri i¢in yetistirilen koyunlar tarima elverigli olmayan
arazileri diger ciftlik hayvanlarina gore daha iyi degerlendirebilmektedirler (Yalgin,
1990). Diinyadaki hayvansal protein ihtiyacinin biiylik bir kismi kirmizi etler ile
karsilanmaktadir. Bu nedenle, koyunculuktaki en 6nemli verim parametrelerinden birini
et verimi olusturmaktadir. Et veriminin yaninda siit verimi de Tiirkiye’de ve Avrupa’da
koyun siitiinden tiretilen peynir ve yogurt gibi {iriinlerin tiikketimi agisindan 6nemli bir
yer tutmaktadir. Ayrica, dokuma endiistrisinde suni iriinlere kiyasla daha saglikl,
kaliteli ve sogugu daha az ge¢irmesi nedeniyle yiinlii iiriinler tercih edilmektedir. Bu
amagcla yapag1 veriminin artirilmasina yonelik ¢aligsmalar da yapilmaktadir. Kiyafetlerin
ve degerli esyalarmm yapiminda derilerin kullanilmasi ve tarim arazilerinde verimi
artirmas1 amaciyla giibrelerin kullanilmas1 ile de koyunlardan yararlanilmaktadir

(Yalgin, 1990; Yilmaz, 2019).

1.1.  Tiirkiye’de Koyun Yetistiriciligi ve Onemi

Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun (TUIK) (Anonim, 2022a) Haziran 2022 yilindaki
verilerine gore kiiciikbas hayvan sayis1 58 447 555 bas olarak bir onceki yilin aralik
ayina kiyasla artmistir. Koyun varligi 2021 yilinda 45 177 690 bas iken 2022 yilinda %
2,1 artarak 46 122 627 bas olmustur. Ayn1 zamanda kirmizi et liretimi de bir onceki yila

kiyasla 2021 yilinda % 9,3 artmistir. Toplam kirmizi et iiretimi 2020 yilinda 1 785 952



ton iken 2021 yilinda 1 952 038 tona ulagmis, koyun eti {iretimi ise % 11,7 artarak 345
639 tondan 385 933’c yiikselmistir. Tahmin edilen toplam kirmizi et iiretiminin %

19,8'ini koyun eti olusturmaktadir. (Anonim, 2022b).

Cografik yapisi, kirsal niifus ve is imkani1 agisindan koyun yetistiriciligi Tirkiye i¢in
oldukca uygundur. Ancak, sehirlerin kirsal alanlara oranla daha iyi sartlara sahip olmasi
nedeniyle hayvancilik ile ugrasacak kesimin azalmasi, yetistiricilik masraflarinin
artmasi, gida fiyatlarmin yiikselmesi ve hayvansal iiriinlerin ithalatt gibi durumlar
Tiirkiye’de hayvansal iiretimin azalmasma yol agmaktadir (Giinlii ve Mat, 2021).
Giiniimiiz kosullarinda kalitesiz meralarin degerlendirilmesi, kaliteli yem {iretiminin
artirllmas1 ve bakim - beslenmenin iyilestirilmesi koyun sayisindaki azalmanin 6niine
gecilmesi agisindan Onem tasimaktadir. Tiirkiye’de hayvan basmna diisen verim
ortalamalar1 yeterli diizeyde olmamasi nedeniyle yetistiricilikte diisiilk maliyetle daha

fazla hayvansal verim elde edilmesi hedeflenmektedir (D6nmez vd., 2021).

Hayvanlarin et ve siit verimlerini arttirmak amaciyla diinya iizerinde 1slah calismalari
halihazirda yapilmaktadir. Siit ve et verimi gibi Ozellikler bakimindan hayvanlar
arasindaki farkliliklar genellikle DNA’larindaki baz dizilerinin farkli olmasindan
kaynaklanmaktadir. Hayvanlarda verimi arttiran gen bdlgelerinin tespit edilip, bunlari
tasiyan bireylerin damizlikta kullanilmasiyla bu gen bdlgelerinin gelecek nesillere
aktarilmas1 saglanarak ileriki nesillerde yiiksek verimli hayvanlar elde edilmektedir.
Boylece, hayvanlardaki verim ozellikleri nesilden nesile 1slah edilerek birim hayvan
basina daha fazla verim almabilmektedir (Soller, 1991; Ozsensoy ve Kurar, 2013;
Erdogan vd., 2021; Celikeloglu vd., 2022; Tekerli vd., 2022). Koyunlarda bu amacla
verimi etkileyen gen bolgelerinin tespiti ¢aligmalart son yillarda yiiksek popiilarite

kazanmis ve bu amagla genom taramalar1 yapilmaya baglanmastir.

Tiirkiye yerli koyun irklar1 yavas gelisen ve diisiik verimli wrklardir (Ozcan, 1975).
Hayvanlarda et miktarinin artirilmas1 amaciyla da ¢esitli 1slah ¢alismalar1 yapilmis ve
yapilmaya devam etmektedir. Genomiklerin ortaya c¢ikisi, ¢iftlik hayvani
popiilasyonlarinda ticari oneme sahip Ozelliklerde daha hizli genetik iyilestirme
saglamak ve Olciilmesi zor veya pahali olan 6zelliklerde genetik degeri daha dogru bir
sekilde tahmin etmek i¢in yeni firsatlar sunmaktadir. Artan sayida potansiyel olarak

sOmiiriilebilir gen ve Uretim 6zellikleri {izerinde tanimlanabilir etkileri olan kantitatif



ozellik lokuslart (QTL) kesfedilmektedir (Macfarlane vd., 2010). Hayvancilikta
ekonomik oneme sahip Ozellikler nicel 6zellik lokuslar1 tarafindan belirlenmektedir.
Ciftlik hayvanlar1 i¢in genom haritalarinin ve molekiiler markorlerin kullanilmasiyla
verim Ozelliklerini etkileyen QTL’ler {izerine caligmalar yapilmaktadir. Et verimini
etkileyen QTL’lerin incelenmesi ekonomik degerleri nedeniyle koyun yetistirme
programlar1 igin yararlt bir yaklagimdir. Et verimini etkileyen ozelliklerin ileriki

nesillere aktarilmasi seleksiyon ve melezleme programlari ile genetik kazanci hizli bir

sekilde artirabilmektedir (Haskell vd., 2014; Talebi vd., 2022).

1.2. Teksel Irka

Et¢i koyun irklar1 arasinda bulunan Teksel irki Hollanda’nin Teksel adasinda bulunan
yerli koyunlar ile Border Leicester, Leicester ve Lincoln ki koglar kullanilarak

gelistirilmistir (Yalgin, 1990).

Melezleme sonrasi yapilan seleksiyonlar ile erken gelisen, 6-7 aylik donemde
tohumlanabilen, biiyiime ve karkas kalitesi yiiksek olan Teksel irki koyunlar elde
edilmistir. Teksel koyunlarinda dogum agirliginin ortalama 3,36 — 4,08 kg, ergin canli
agirhigin 70-75 kg, yapagi veriminin 4,5-5 kg, lile uzunlugunun 10-12 cm, yapagi
kalitesinin 48-52’S ve bir batindaki kuzu sayisinin 1,8 oldugu bildirilmektedir. (Yalgin,
1990; Celikeloglu vd., 2022; Tekerli vd., 2022).

Teksel koyunlari, yiiksek verimli bir irk olmasi nedeniyle Polonya, Cekoslovakya,
Ispanya gibi iilkelerin yaninda Tiirkiye’de de melezleme calismalarinda kullanilarak
yerli wrklarm verim 6zelliklerinin arttirilmasi amaciyla kullamlmistir (Ozcan, 1975;

Imeryiiz, 1979).

Hollanda’da yapag: iiretimi i¢in yetistirilen Teksel koyunlari, inanli Zootekni Arastirma
Kurumunda Kivircik koyunlarimin et yoniinden verimlerinin artirilmasinda kullanilmak
icin Tiirkiye’ye getirilmistir. Kivircik x Teksel melezi kuzularin saf Kivircik kuzulara
gore daha gelismis ve canli agirligiin daha fazla oldugu belirlenmistir (Ozcan, 1975).

Ayrica, Teksel koyunlar1 Tiirk Merinos koyunlari ile melezleme amaciyla 1970 yilinda



Bandirma Merinos Ciftligine de getirilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda Teksel
genotipi artan kuzularda et miktarmin arttigi, yag ve kemik oraninin azaldigi tespit
edilmistir. Ancak, saf Teksel ve Teksel melezi koyunlar Marmara ve Trakya bolgelerine
uyum saglayamamistir. Bunun sebebinin bu koyunlarin solunum, sindirim ve paraziter
hastaliklara karst duyarli olmasindan kaynaklandigi ve dolayisiyla yasama giicliniin
yerli Kivircik ve Merinos 1rklarma gore daha diisiik oldugu bildirilmistir (Ozcan, 1975;
Imeryiiz, 1979; Yalgin, 1990).

Resim 1.1: Teksel irk1 koyunlar (Fotograf: Prof. Dr. Mustafa TEKERLI).

1.3. Ramhg Irki

Ramli¢ koyunu 1969 yilinda Cifteler Harasinda yapilan Rambouillet ve yerli Daglig
koyunlar1 arasindaki melezleme caligmalar1 ile gelistirilmis bir koyun rkidir (Yalgn,
1982).

Merinos koyunlarindan kdken alan Rambouillet irk1 Fransa’da gelistirilmesine ragmen
en ¢ok Amerika Birlesik Devletleri’nde (A.B.D.) yetistirilmektedir. Et ve yapagi
verimlerinden faydalanmak i¢in yetistirilen Rambouillet irk1 erken gelisen, diiz beyaz
renkte viicuda sahip, koyunlar1 boynuzsuz, koglari boynuzlu olan, kaliteli yapagiya

sahip, ylizii yapag ile ortiilii ve mera kosullarinda yetistirilmeye uygun bir irk olarak



bilinmektedir. Et - yapag: tipinde Columbia ve Targhee irklarinin gelistirilmesinde de
kullanilmigtir. Rambouillet koyunlarinin ergin canli agirliklar1 yaklasik 60-70 kg, Kirli
yapagi verimi 4,5-5 kg, lille uzunlugu 6-9 cm, yapag kalitesi 64-80 ‘S, ortalama dogum
agirhgr 4,47-4,70 kg ve bir batindaki kuzu sayis1 1,3-1,4 olarak bildirilmistir (Yalgin,
1990; Figic, 2015).

Daglic 1irk1 daha ¢ok Afyon, Bilecik, Bolu, Burdur, Denizli, Eskisehir, Isparta, Kiitahya
ve Usak illerinde yetistirilmektedir. Dagli¢ irki yagli kuyruklu, viicudu beyaz renkte,
agiz ve goz etrafinda, ayaklarinda siyah lekeler goriilen, diisiik verimli, koyunlari
boyunsuz, koglarinin ise genellikle spiral seklinde boynuzlar1 bulunmaktadir. Yasama
giicli yliksek olan Dagliglarin canli agirliklar yaklasik 35-40 kg, kirli yapagi verimi 1,8-
2,3 kg, lile uzunlugu 12-18 cm, ortalama dogum agirhig: 3,5 kg ve bir batindaki kuzu
sayist 1,01-1,02°dir (Yalgin, 1990).

Ramli¢ koyunlariin gelistirilmesinde 1958 yilinda A.B.D.’den ithal edilerek Karacabey
harasina ve oradan 1969 yilinda Cifteler Veteriner Zootekni Arastirma Enstitiisii’ne
getirilen Rambouillet ko¢ ve koyunlari ile Cifteler’de yetistirilen Dagli¢ koyunlari
kullanilmigtir. Aragtirma sonunda % 60-65 Rambouillet ve % 35-40 Dagli¢ genotipi
tastyan, Dagli¢ irkindaki gibi yliksek yasama giicii ile Rambouillet irkindaki kaliteli et
ve yapagi ozelliklerinin birlestigi Ramli¢ 1rki gelistirilmistir (Yalgin, 1982).

Ramliglarda viicut beyazdir ve yapagi alacalik olmaksizin tek ornektir. Yapagilan yiiz
bolgesinde gozlere kadar, bacaklarda ise Karpal ve tarsal eklemlere kadar viicudu
kaplamaktadir. Kuyruk yapilar1 yagsiz, uzun ve ince yapida Rambouillet irkina
benzemektedir. Genellikle koyunlari boynuzsuz, koglari boynuzludur. Ramli¢ koyunlari
Dagliglara gore daha iri yapili, canli agirliklar1 daha fazla ve cidagolar1 daha yiiksek bir
wktir. Ramli¢ rkindan elde edilen ergin canli agirlik verileri ortalama 60-90 kg, siit
verimi 72,6 kg, lile uzunlugu 7,2 cm, yapagist 60-64’S kalitede ve 22,1 mikron
capindadir. Kirli yapagi verimi ortalama 3 kg’dir ve bu deger Rambouillet’lerden diistik
ancak Dagliclardan yiiksektir. Ramli¢ irkinda ortalama kuzu verimi 1,3 ‘tiir. Kuzularin
ortalama dogum agirliklar1 4,10 - 4,69 kg araliginda ve ortalama siitten kesim agirliklar
33,37-33,89 kg aralifinda oldugu bildirilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda Ramlig
koyunlarinin Dagli¢ irkindan {istiin verim 6zelliklerine sahip oldugu anlasilmaktadir

(Yalgin, 1982; Celikeloglu vd., 2022; Tekerli vd., 2022; int. Kyn. 1).



Resim 1.2: Ramlig irk1 kog (6nde) ve Teksel X Ramli¢c F1 melezi (arkada) (Fotograf: Prof. Dr.
Mustafa TEKERLI).

1.4. Mikrosatellitler ve Kullanim Alanlari

Bir canlinin genetik kodu milyarlarca baz ¢iftinden olusmaktadir. Ancak, bu bazlarin %
10-15°1ik kismu1 protein sentezinde kullanilmaktadir. Birgok organizmada bazi niikleotid
dizilerinin 6nemli islevleri bulunurken bazi dizilerin gorevlerinin bilinememesi
nedeniyle ¢cop DNA olarak isimlendirilmektedir (Moxon ve Wills, 1999). DNA’nin
denge yogunluk gradyanli santrifiijleme ile genleri igeren bir ana bant ve satellit bantlari
olarak bilinen ikincil bantlar olacak sekilde iki veya daha fazla katman olusturdugu
belirlenmistir. Kesfedilen satellit bantlarinin ¢ok uzun ve tekrarlayan DNA dizilerinden
olustugunu bildirmislerdir (Britten ve Kohne, 1968). Protein kodlayan ve kodlamayan
bazi1 DNA bélgelerinin adenin (A), timin (T), guanin (G) ve sitozin (C) bazlarinin ¢esitli
kombinasyonlarla tekrarlandig1 gézlenmistir (Moxon ve Wills, 1999).

Tekrar dizilerini iceren bu bolgeler ilk olarak 1960’larda kromozomal sentromeri
cevreledigi igin satellit (uydu) DNA olarak tanimlanmistir (Britten ve Kohne, 1968;

Moxon ve Wills, 1999). Canlilarin genomu boyunca dagilmis, genler arasinda yer alan



ve kisiden kisiye boyut olarak degisebilen bir¢cok tekrarlanan DNA dizisi
bulunmaktadir. Satellit DNA’daki tekrarlar birkac¢ yiiz ila birka¢ bin baz arasinda
degisiklik gosterebilecegi bildirilmistir (Butler, 2009).

DNA dizilerinde meydana gelen tekrarlar, tekrarlanan niikleotidlerin uzunluklarina gore
minisatellitler ve mikrosatellitler olarak isimlendirilmektedir. DNA’da 15 veya daha
fazla niikleotidin tekrarlanmasi ile olusan DNA bolgeleri minisatellit olarak
adlandirilmaktadir.  Minisatellitlerin  tekrar sayisinin  bireyler arasinda farklilik
gosterdigini belirlenmis ve farkliligin kesfi ile DNA parmak izi (DNA fingerprinting)
teknigi ortaya cikmustir. Minisatellit dizilerinin DNA parmak izi ¢alismalarinda
kullanilmast bireysel tanimlama, ebeveynlik testi ve genom haritalama uygulamalarinda

yaygin olarak kullanilmaktadir (Jeffreys vd., 1985).

Minisatellitlerden daha kisa niikleotid tekrarlarindan meydana gelen DNA bdlgeleri
tanimlanmis ve bunlar mikrosatellit olarak adlandirilmiglardir (Weber ve May, 1989;
Litt ve Luty, 1989). Mikrosatellitler 2 ila 7 baz uzunlugunda tekrar birimlerine sahip
DNA bolgeleridir. Mikrosatellitler ayrica basit dizi tekrarlart (Simple Sequence
Repeats, SSR) veya kisa ard arda tekrarlar (Short Tandem Repeats, STR) olarak da
isimlendirilmektedir (Ciofi vd, 1998; Butler, 2009). Mikrosatellit olarak isimlendirilen
basit, ard arda tekrarlanan di-, tri- niikleotit dizilerin 6karyotik genomlarda polimorfik
olduklar1 ortaya konulmustur (Litt ve Luty; 1989). Mikrosatellit ve minisatellitler, farkli
sayida tekrar igeren bolgeler olmalarina ragmen her ikisi iginde genel olarak degisken
sayida sirali tekrarlar (Variable number tandem repeat, VNTR) tanimi kullanilmaktadir

(Bruford ve Wayne, 1993. Bruford vd, 1998, Butler, 2009).

Mdsatelbhte marker K omsu diFiler
‘_____7____—7—— \-
—_——— | | | | —

[GAGGACCACCAGGAAS |
16 bp telkrar birrmi

MNkrosatellite rnarkerl Eomsu diriler
‘_7_____7______7_ \
- : ' l I I [ : : ~

4 bp tekrar birirmi

Sekil 1.1: Minisatellit ve mikrosatellitelerin sematik gosterimi (Butler, 2009).



Mikrosatellitlerin varligi, ¢ok sayida olusu ve genom boyunca yaygin olmalari daha
onceki yillarda bilinmesine ragmen Hamada vd. (1982) mayalardan insana kadar
incelenen Okaryotik genomlarda degisen uzunluklarda TG dizisinin tekrarlarini
kesfetmesiyle ilk olarak bilimsel sekilde ortaya konulmustur. Bu bulgu Tautz ve Renz
(1984) tarafindan birgok farkli mikrosatellit dizilerinin genomik DNA’da bulundugunu

bildirmesi ile dogrulanmistir.

Mikrosatellit lokuslarinda tekrar sayilarinin farkli olmasinin altinda yatan iki
mekanizma bulunmaktadir. Bunlardan biri DNA replikasyonu sirasinda zincir kaymasi
mutasyonu sonucu, sablon diziden bagimsiz, fazladan niikleotid eklenmesi veya
azalmas1 gibi hatalar olugmasi (Sekil 1.2), digeri ise mikrosatellit bolgelerinde esit
olmayan krossing over gergeklesmesidir (Sekil 1.3) (Tautz ve Renz, 1984, Kiinzler vd.,

1995; Putman ve Carbone, 2014).

Replikasyon
5 a3 < > 5  BED 2 BED 2 B S5 B ) BN S
3 115 ‘ 3 —l T F<_F<_13—5
Slippage
-
o —
3 — 3 F<JT 35
>
S > >3 S’ S [> =3
3FI—J 35 3] <3 F
<
* Yeni replikasyon dongiisii L

3
3
>

+1 tekrar -1 tekrar

Sekil 1.2: DNA replikasyonu sirasinda kayma (slippage) mutasyonu. Orijinal DNA zincirinde
bir kutu 5 tekrar dizisini temsil etmektedir. Slippage mutasyonu ile polimeraz hatasina bagh

olarak yeni zincirlerde 6 veya 4 tekrarli yeni alleller meydana gelir (Oliveira vd., 2006).
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S

Sekil 1.3: Homolog kromozomlar arasinda esit olmayan krossing over. Siyah ve gri

bolgeler, mikrosatellit tekrar dizilerini temsil etmektedir (Oliveira vd., 2006).

Mikrosatellitlerin polimorfik olmalari, genom boyunca oldukg¢a fazla bulunmalari, es
baskin kalitim gostermeleri, DNA'nin oldukca degisken tekrar bolgeleri igin tek lokusa
ait problarin kullanilabilmesi, bir tiirde gelistirilen primerlerin ilgili taksonomik grupta
kullanilabilmesi, kolay genotiplendirilebilmesi ve mikrosatellit calismalarinin az zaman
gerektirmesi gibi sebepler onlar1 degerli bir genetik belirteg haline getirmektedir (Condit
ve Hubbel, 1991; Bourke vd., 1997; Ramamoorthi vd., 2009). Mikrosatellitler kolayca
polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction, PCR) ile ¢ogaltilabilmekte ve
mikrosatellit lokuslarindaki degisiklikler tespit edilebilmektedir (Litt ve Luty, 1989;
Tautz, 1989; Weber ve May, 1989).

.
[

i
Floresan i Cogaltilacak PCR iiriiniiniin boyutu

bn?_.-'a i:"u rward

T C ii: Primer
' T T

! \ <+
Reverse
\ Primer

edrar diglieg | caa | cata | cata | cama |
komsu bélgeleri STR tekrar bilgesi

DNA Sablonu

Sekil 1.4: Mikrosatellitlerin PCR ile ¢ogaltilmasi. PCR primerleri degisken tekrar bolgelerini
igine alarak yan bolgelerdeki dizilere baglanirlar (Butler, 2009).



Her 1rk ve tiiriin genomunun referans dizisi kullanilarak calisilacak bolgenin baslangig
ve bitis dizileri belirlenerek PCR i¢in gerekli primerler tasarlanabilmektedir. Tasarlanan
primerlerin 5’ ucu floresan boya ile isaretlenerek PCR isleminden sonra dizileme

cihazina yiiklenmekte ve ilgili bolgenin biiytikligi tespit edilmektedir (Butler, 2009).

Floresan bovah

5" ucu

Niikleotid olmayan
baglayicilar

Sekil 1.5: Floresan boya ile 5' ucu isaretlenmis primer dizisinin sematik goriintiisii (Butler,
2009).

Mikrosatellit lokuslar1 birgok hastaligin teshisinde de kullanilmaktadir. Kolon, mide ve
akciger kanseri gibi baz1 kanserlerin gelisiminde mikrosatellit uzunluklarinin degistigi
tespit edilmistir. Bu belirtecler kanserin erken teshisi ve kemoterapi tedavisinin
uygulanmasina karar verilmesinde kullanilabilmektedir (Boland ve Goel, 2010; Gian
vd., 2018; Ratti vd., 2018; Alzeyadi ve Rabeea, 2019). Frajil X sendromu i¢in CGG
dizisinin tekrarlari, miyotonik distrofi i¢in CTG dizisinin tekrarlar1 ve Huntington
hastaligi i¢in CAG dizisinin tekrarlarindaki artis sayisi gibi belirli hastaliklar igin

trintikleotid tekrar dizilerinin artmasi, ilgili hastaliklarin gelismesi ile iliskilendirilmistir

(MacDonald vd., 1993).

Mikrosatellit uzunluklarinin bireyler arasinda farklilik géstermesi, ebeveyn tayinine,
suglulari, insanlar1 veya canlilar1 tanimlama i¢in DNA profili veya DNA parmak izi

uygulamalarinin gelismesine olanak saglamistir (Jeffreys vd., 1985).

DNA’da meydana gelen iki baz cifti tekrarlarinin ¢ok fazla bulunmasi ve uzunluk
varyasyonlari nedeniyle popiilasyon genetik c¢alismalar1 i¢in mikrosatellit markorleri
onemli araglardir (Condit ve Hubbel, 1991). Mikrosatellitler gibi molekiiler markérler,

evcil wrklari demografik tarihi hakkinda fikir verebilmektedir. Mikrosatellit markorleri
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ekoloji ve nesli tilkenmekte olan tiirlerin korunmasi ¢alismalarinda kullanilan 6nemli

belirteglerdir (Bruford vd., 1998).

Popiilasyonlar icinde veya arasinda genetik c¢esitliligi Olgmek igin heterozigotluk
indeksleri, lokus basina diisen allel sayisi, polimorfizm bilgi igerigi, genetik mesafe ve
filogenetik veya aga¢ olusturma yaklasimi simdiye kadar gelistirilen cesitli
parametrelerdir (Sheriff ve Alemayehu, 2018). Mikrosatellit markorleri bir
poplilasyondaki tiim genetik bilgileri ortaya koymak i¢in kullanilabilmektedir
(Olowofeso vd., 2005). Diinya genelinde hayvanlar, bitkiler, parazitler, mantarlar ve
bakteriler gibi okaryotik canlilarda mikrosatellit markorleri genetik haritalama, evrim
calismalari, gen kaynaklarinin korumasi ve genetik cesitliligin arastirilmasinda da
kullanilmaktadir (Gupta vd., 1996; Sreenu vd., 2006; Agaoglu vd., 2010; Ozsensoy vd.,
2014; Akay vd., 2020; Lei vd., 2021; Santamaria-Acevedo vd., 2022) .

1.5. Kantitatif Ozellik Lokusu (Quantitative Trait Loci, QTL)

Fenotipik varyasyonlar genellikle kiigiik bir etkiye sahip, bir¢ok genetik lokusta
sekillenmis, allelik farkliliklar ile meydana gelmektedir. Verim ozellikleri gibi nicel bir
ozelligi kontrol eden lokuslar kantitatif 6zellik lokuslar1 (quantitative trait loci, QTL)
olarak isimlendirilmektedir (Tanksley, 1993). Ayni kromozom iizerinde birbirine yakin
uzaklikta bulunan genler birlikte kalitilmaktadir. Bu genler bagli veya bilesik genler
(linked gene) olarak isimlendirilmektedir. Ancak, bir kromozom iizerinde birbirine uzak
mesafedeki genler rekombinasyon ile birbirlerinden ayrilabilmektedir (Erensayin, 2000;
Ozsensoy ve Kurar, 2013). Bagli genlerin ayr1 genler olarak ele alinamamasi, bagh
genler i¢in Mendel tekniklerinin kullanimini kisitlamaktadir (Thoday, 1961). Bu
nedenle, nicel Ozellikleri incelemek icin kantitatif genetik dali ortaya g¢ikmustir.
Kantitatif genetik, fenotipik oOzellikleri tanimlamak igin istatistiksel yOntemlerin
kullanilmasina dayanmaktadir (Tanksley, 1993). QTL analizi, fenotipik ve genotipik
veriler ile varyasyonlarin genetik temelini agiklamak igin kullanilan istatistiksel bir
yontemdir (Miles ve Wayne, 2008). Istatistiksel yontemler, belirli bir karakteri etkileyen
lokus sayisi, ortalama gen etkisi ve fenotipi belirlemede ¢esitli QTL’lerin birbirleriyle

ve cevreyle etkilesim derecesi gibi durumlari tahmin etmekte ve hesaplamakta
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kullanilmaktadir (Tanksley, 1993). Kantitatif genetik ve istatistiksel analizler sonucunda
bircok hayvan tiiriinde ekonomik verimliligin Onemli Ol¢lide artmasini saglayan

ilerlemeler kaydedilmistir (Weller ve Fernando, 1991).

Kromozom ve genlerin tanimlanmasi ile 1slah g¢alismalarinda molekiiler tekniklerin
kullanim1 artmistir. QTL analizlerinde genel olarak kullanilan i{i¢ yOntem
bulunmaktadir. Bu yoOntemlerden biri olan aday gen yaklasiminda, ayni ozelligi
etkileyen genlerin niikleotid dizisindeki degisiklikler agisindan karsilastirilmasi
amaciyla kullanilmaktadir. Diger bir yontem ise baglanti dengesizligi (linkage
disequilibrium, LD) analizi yontemidir. LD popiilasyonlarda beklenilen rekombinasyon
stirecinin gerg¢eklesememesi ile ortak allellerin sonraki nesillere aktarilmasi temeline
dayanmaktadir. Ugiincii yontem ise genom tarama ve konumsal klonlama olarak
isimlendirilmektedir. Bu yontemde, belirli bir 6zelligin gozlendigi popiilasyonda DNA
markorleri yardimiyla ilgili QTL’lerin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Markorler ile
belirlenen alleller, ilgili gen bdlgesinde birbirlerine yakin bulunuyorlar ise genetik
olarak birlikte aktarilmaktadir (Ozsensoy ve Kurar, 2013).

Immiinolojik, biyokimyasal ve DNA diizeyindeki markérlerin ortaya ¢ikmasi
popiilasyonlar iizerine yapilan c¢alismalar igin kolaylik saglamaktadir. Genetik
markorler, nicel ozellikleri etkileyen QTL’leri belirlemek ve genetik olarak kontrol
etmek i¢in kullanilmaktadir. DNA markorleri ile yapilan QTL c¢alismalar1 Markor
destekli seleksiyon (Marker Assisted Selection, MAS) ¢alismalarinin temelini
olusturmaktadir. MAS ile ekonomik 6neme sahip 6zelliklerin tanimlanmasi, istenilen
genlerin introgresyonunu ve oOnemli Ozelliklerinin gelisiminin analiz edilmesini
kolaylastirarak  hayvanlarda uygun sekilde seleksiyon yapilmasma olanak

saglamaktadir. (Soller, 1991; Weller ve Fernando, 1991).

Koyunlarda kaslanma ile iliskilendirilen QTL’ler bulunmaktadir. Koyunlarda, kaslarda
hipertrofi ve hiperplazi ile kas lifi boyutunda ve sayisinda artisa neden olan, 18.
kromozomda ve birbirine yakin uzaklikta TM-QTL, Callipyge, Carwell, loinMAX ve 2.

kromozomda bulanan miyostatin QTL’leri bulunmaktadir (Talebi,2022).
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1.5.1. Teksel Tipi Kaslanma Lokusu (Teksel Musculing QTL, TM-QTL)

Walling vd. (2004), Suffolk ve Teksel koyunlari {izerinde yaptiklar1 bir ¢alismada 24
anlamli QTL belirlendigini, en o6nemli QTL’in Teksel irkinda 2. kromozomda
bulundugunu ve kas yag yogunlugunu etkiledigini bildirmistir. Ayrica, bu calismada kas
derinligini etkileyen en 6nemli QTL’in, Callipyge ve Carwell lokuslarin1 da igeren 18.
kromozomda bulundugu ifade edilmistir. TM-QTL’in tiigiincii bel omurunda ultrason
taramasi ile Olglilen ve agirhiga gore diizeltilmis belgdzii kasi (Longissimus dorsi)
derinliginde 1,15-1,70 mm diizeyinde artisa sebep oldugu bildirilmistir. Benzer
sonuglar farkli Teksel siiriisii verilerini igeren analizler ile Matika vd. (2006) tarafindan
da dogrulanmigtir. TM-QTL'in tek bir kopyasi babadan miras alindiginda, bel
bolgesindeki kas derinligini % 4 — 11 oraninda artirdigi yapilan calismalar ile

gosterilmistir (Macfarlane vd., 2009; Macfarlane vd., 2010; Masri vd., 2011).

TM-QTL'in kalittimi f{izerine yapilan bir ¢alismada (Macfarlane vd., 2009) melez
kuzularda da kas artisiin bel kaslanmasi ile iliskili oldugu belirtilmistir. ilgili QTL’in
karkas Ozelligi tizerindeki etkileri, heterozigot tasiyici Teksel koglari ile tasiyici
olmayan katir koyunu (Bluefaced Leicester x Scottish Blackface) melezlenmesiyle elde
edilen heterozigot tasiyict ve tasiyict olmayan kuzularda degerlendirilmis; TM-QTL'in,
ultrason, X-1sin1 bilgisayarli tomografi (CT) ve karkas diseksiyonu ile 6l¢iildiigiinde,
belirli bir canli agirlikta veya karkas agirliginda tasiyici olmayanlara kiyasla TM-QTL

tastyic1 melez kuzularda bel kaslarin1 % 7 oraninda artirdig: bildirilmistir.

Kalitsal olarak TM-QTL’in iki kopyasini tasiyan hayvanlarda, dogumdan kesime kadar,
hi¢ TM-QTL kopyas1 tasimayan hayvanlara kiyasla karkas agirliginda 1,5 kg veya %
9’1uk artis ve canli agirlikta % 7-15°1ik bir artig gozlenmistir (Macfarlane vd., 2012).

TM-QTL’i hem homozigot hem de heterozigot olarak babalarindan kalitimsal olarak
alan kuzularin, vahsi tip homozigotlara gore, kaslarinin daha az yaglanmaya egilimli
oldugu bildirilmistir (Macfarlane vd., 2014). Bu durumda babalarindan TM-QTL’i alan
hayvanlarda bel gozii kasmin agirligimi artirirken, etteki yag miktarinin azalmasina

neden oldugunu, ancak karkas lizerinde olumsuz bir etkisinin olmadig ifade edilmistir.
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Lambe vd. (2010), dinlendirme siiresinin TM-QTL tasiyan melez kuzularda bel gozii
kasinin gevrekligi tizerine etkisini incelemislerdir. Calismada 45 bas heterozigot ve 50
bas tasimayan melez kuzu kullanilmistir. Arastirma sonunda heterozigot kuzularda
longissimus kas1 agirligi, TM-QTL’i tasimayanlara gore daha yiiksek bulunmustur.
Heterozigot kuzularda etin gevrekligi azalmis, ancak bunun da 7 giin ve {izeri

dinlendirme ile ortadan kaldirilabilecegi belirtilmistir.

Lambe vd. (2011), 209 bas saf Teksel koyununda TM-QTL’in et kalitesi {izerine
etkisini aragtirmiglardir. Arastirmacilar bel gozii kasinin kas yogunlugu, gevreklik, kas
ici yaglanma ve duyusal et kalitesi 6zelliklerini incelemislerdir. Kesilen 20 haftalik
yastaki hayvanlarda yapilan analizler sonucu TM-QTL’in et kalitesi lizerine olumsuz bir

etkisinin bulunmadig1 sonucuna varmislardir.

Macfarlane vd. (2010) ile Matika vd. (2010), TM-QTL'in kalitim seklinin kutupsal
iistin dominans (polar overdominance) oldugunu ortaya koymuslardir. TM-QTL
allelinin fenotipte bir degisiklige yol acabilmesi i¢in, bir kopyasinin babasindan miras
alacak sekilde heterozigot olmasi gerektigi bildirilmistir. Bu kalitim sekli lumbar ve
pelvik bolgelerde artan kashilik ve azalan karkas yagi ile iligkili olan Callipyge (CLPG)
lokusu (Cockett vd., 1996) ile iki Avustralya Poll Dorset kogunun soyundan gelen
koyunlarda tanimlanmig ve Longissimus dorsi kas kiitlesinde artisa neden oldugu
bildirilen Carwell lokusunda da (Nicoll vd., 1998; Jopson vd., 2001) kendini

gostermektedir.

TM-QTL’in bel kas1 ve biiylime {izerine olan dogrudan etkileri koyun endiistrisinde bir
hayvandan elde edilen et miktarin1 artirmasit agisindan Onemli bir etkiye sahip

olabilecegi diisiiniilmektedir.

1.5.2. Callipyge Lokusu (CLPG)

Bir koyun iireticisinin 1983 yilinda tespit etmis oldugu asir1 kasli bir Amerikan Dorset
kog tizerine yapilan ¢alismalar (Cockett vd., 1994; Cockett vd., 2005) ¢alimli butlar

anlamia gelen callipyge lokusunun pelvik bolgede ve belde lokalize olan, dogumdan
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yaklasik 3 hafta sonra gelisen, yagsiz yapida kas hipertrofisine neden oldugunu ortaya
cikarmigtir. Callipyge geni i¢in CLPG ve clpg olmak iizere iki allelin fenotipi etkiledigi
belirlenmistir. CLPG/CLPG ve CLPG/clpg genotiplerini tasiyan hayvanlarda asiri
kaslanma go6zlenirken clpg/clpg genotipli hayvanlarin normal kashlikta gézlendigi
bildirilmistir. CLPG lokusundaki gen eyleminin, alleli babalarindan miras alan
heterozigot (polar over dominance) hayvanlarda kas hipertrofisine neden oldugu
saptanmistir (Cockett vd., 1996; Freking vd., 1998). Lokusun en olasi konumunun,
CSSM18, OY3, OY5 ve BMSI1561 bolgeleri tarafindan sinirlanan 18. kromozomun
telomerik bolgesinde, Carwell lokusu ile yaklasik olarak ayni konumda bulundugu
belirlenmistir. Bu durumun Carwell ve Callipyge’in allelik olabilecegi diisiincesini
ortaya ¢ikardigi belirtilmistir (Nicoll vd., 1998; Frenking vd., 1998; Cockett vd., 1999).
CLPG mutasyonunu tanimlamak icin yapilan ¢alismalarda protein kodlayan DLK1 ve
PEG11 genleri ile longRNA’lart kodlayan GTL2 ve MEGS8 genleri karakterize
edilmistir (Charlier vd., 2001; Georges vd., 2003). Ilerleyen dénemlerde paternal
kokenli DLK1 ve PEGI11 bolgelerini kodlayan iki proteinin asir1 eksprese edildigi ve
GTL2 bolgesininin 32,8 kb yukarisinda A niikleotidinin G niikleotidine doniiserek
meydana getirdigi mutasyon ile CLPG fenotipine neden oldugu belirtilmistir (Frenking
vd., 2002). CLPG mutasyonunun hayvanlarda 6zellikle but bolgelerinde ortalama % 30
oraninda kas kiitlesinde artisa ancak ortalama % 8 oraninda yag iceriginde azalmaya

neden oldugu bildirilmistir (Cockett vd., 2005).

1.5.3. Carwell Lokusu

Avustralya'nin  Yeni Giiney Galler eyaletinde 1980'lerin sonlarinda, alisiimadik
derecede biiyiik kaburga (longissimus dorsi) alanlarina sahip olan Avustralya Poll
Dorset koglari tespit edilmistir (Nicoll vd., 1998). Bu kasli fenotipe neden olan lokus,
yaygin olarak Carwell lokusu veya kaburga kasi (rib-eye muscling, REM) lokusu olarak
ifade edilmektedir. Bu lokusun, 18. kromozomun telomerik bdlgesinde callipyge
lokusunun yakininda yer aldig1 ve etkisinin paternal olarak gozlenebilecegi belirtilmistir
(Walling vd., 2004). Carwell’in etkisinin CLPG’in aksine sadece Longissimus dorsi
kasi ile sinirli oldugu, yag derinligi, canli agirlik veya viicudun arka bolgelerindeki

agirlik tizerinde higbir etkisi olmadigr bildirilmistir (McEwan vd.,1998; Cockett vd.,
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2005). Carwell lokusunun, Carwell etkisi goriilmeyen hayvanlara gore 12. kaburgada
yaklasik 1,14-3,30 cm? daha biiyiik L. dorsi alanini ve agirhigim ortalama % 8-10
oraninda artirdigi ortaya konulmustur (Nicoll vd., 1998; Cockett vd., 2005). Carwell
allelinin etin gevrekligini etkilemedigi ve kas i¢i yag birikimini degistirmedigi
bildirilmistir (Jopson vd., 2001).

15.4. LoinMAX (LM-QTL)

LoinMAX, Auvustralya Poll Dorset koyunlarinda bulunan ve koyunlarda 18.
kromozomun telomerik bdlgesinde yer alan nicel bir 6zellik lokusu olarak bildirilmistir.
LM-QTL igin heterozigot olan ve birisi myostatin QTL’i agisindan heterozigot olan iKi
Poll Dorset kogunun spermiyle suni olarak tohumlanmis Isko¢ Katir koyunlarindan
dogan melez kuzular bilgisayarli tomografi (CT) ile incelendikten sonra 140 giinliik
yasta kesilmistir. Longissimus lumborum kasi alaninin LM-QTL’i tasimayan hayvanlara
kiyasla tek bir LM-QTL kopyasini tastyan kuzularda 6nemli 6l¢giide yliksek bulundugu
bildirilmistir. LM-QTL'in M. longissimus dorsi alanini ve agirligini sirasiyla % 11 ve %
8 artirdign belirtilmistir. LM-QTL’in kuzulardaki ortalama kas yogunlugunu ve
kaslardaki yag miktarin1 6nemli oranda etkilemedigi bildirilmistir (Masri vd., 2009).

LoinMAX, TM-QTL, callipyge ve carwell QTL’i ayn1 gen bolgesinde bulunmaktadir.
LM-QTL'nin tahmini konumu 18. kromozomda 2 ila 6 cM telomerik (Nicoll vd., 1998)
bolgede konumlandirilmisken, TM-QTL 18. kromozomda 2 ila 9 cM telomerik bélgede
lokalize oldugu belirlenmistir (Walling vd., 2001). Bu durum, TM-QTL ve LM-QTL’in
alternatif bir allel veya yakindan baglantili bir lokus olabilecegini diisindiirmektedir.
Her iki QTL etkisinin de bel bolgesi ile smirli oldugu ve biiyiikliik olarak nispeten
benzer oldugu yapilan ¢alismalarla bulunmustur (Masri vd., 2009). Ancak, her iki
QTL'nin fenotipik etkilerinin benzerliginden bdyle bir sonug ¢ikarimin yetersiz oldugu,
bu durumu kanitlamak i¢in daha fazla molekiiler ¢alismaya gereksinim oldugu

bildirilmistir.

LM-QTL’i baz1 arastirmacilar (Campbell ve McLaren, 2007; Bunger vd., 2011) Carwell
veya REM olarak da isimlendirmektedir. TM-QTL (Matika vd., 2006), Callipyge
(Freking vd., 2002) ve LM-QTL aymi bolgede haritanmistir ancak LM-QTL’in
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Callipyge lokusundan ayri oldugu belirtilmistir (Sekil 1.6) (McLaren vd., 2003; Masri
vd., 2009).
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Sekil 1.6: TM-QTL, Carwell, Callipyge ve LM-QTL bdlgesinin sematik goriinimii (Bunger
vd., 2011)

Bu c¢alismanin amaci Teksel, Ramli¢ ve Teksel x Ramli¢ melezi F; koyunlarda
literatiirde belirtilen mikrosatellit markorleri kullanilarak TM-QTL bolgesinin varliginin

arastirilmasidir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Hayvan Materyali

Bu calisma, Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik kurulunun

(AKUHADYEK) 49533702/131 say1l1 110-21 referans no’lu izni almarak yapilmustir.

Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Medikal Biyoloji ve Genetik ABD
Laboratuvari’nda bulunan 32 bas Teksel irki, 32 bas Ramli¢ irk1 ve 48 bas Teksel x
Ramlig¢ F; diizeyinde melez hayvanlarin kanlari bu ¢alismanin materyalini

olusturmaktadir.

2.1.2. Kullanilan Teknik Aletler
2.1.2.1.  Mikropipetler ve Tiipler
Tiim uygulamalar i¢in 0,1 — 2,5; 0,5 — 10, 10 — 100 ve 100 — 1000 pl’ lere ayarlanabilen

Eppendorf Research Plus mikro pipetleri ve 0,2; 0,5 ve 1,5 ml’lik Axygen marka

mikrosantrifiij tiipleri kullanilmustir.

2.1.2.2.  Spektrofotometre Cihazi

PCR islemi oncesinde calismada kullanilacak olan DNA’larin kalitesi Multiskan GO

(Thermo Fisher Scientific) spektrofotometre cihazi kullanilarak belirlenmistir.
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Sekil 2.1: Spektrofotometre Cihazi.

2.1.2.3. PCR Cihaz1

Calismada kullanilan CSSM18, OY3 ve MULGEG6 primerleri kullanilarak istenilen
DNA bolgelerinin ¢ogaltilmast amaciyla Veriti 96-Well Thermal Cycler PCR cihazi
(Applied Biosystem) kullanilmustir.

Sekil 2.2: PCR Cihazi.
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2.1.2.4.  Yatay Jel Elektroforez Sistemi

Thermal Cycler PCR cihazi ile elde edilen PCR iiriinlerinin goriintiilemek amaciyla

agaroz jel lizerinde yiiriitiilmesi i¢in Midicell primo EC 320 ve EC 330 elektroforez jel

sistemleri (Thermo Fisher Scientific) kullanilmustir.

Sekil 2.3: Yatay Jel Elektroforez Cihazi.

2.1.2.5. Jel Goruntiilleme Sistemi

Elektroforez cihazinda agaroz jelde yiiriitilen PCR {irlinlerinin goriintiilenmesi BIO-

VISION (Vilber Lourmat) jel goriintiileme sistemi kullanilarak yapilmistir.

Sekil 2.4: Jel Goriintiileme Sistemi.
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2.1.2.6. DNA Dizileme Cihaz1

PCR islemi ile ¢ogaltilan DNA bdlgelerine ait mikrosatellit biiytikliikleri 3500 Genetik

Analiz (Applied Biosystem) cihazi kullanilarak belirlenmistir.

Sekil 2.5: DNA Dizileme Cihazi.

2.1.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Arastirmada kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1: Kullanilan Kimyasal Madde ve Cozeltiler

Kimyasal Maddenin Adi

Uretici Firma ve Katalog Numarasi

Phusion High-Fidelity DNA Polimeraz
Agaroz

RedSafe Nucleic Acide Staining Solution
TAE Buffer

Hi-Di formamide

6XTriTrack DNA Loading Dye

Anot Buffer

Katot Buffer

POP-7 Polymer for 3500 Genetic Analyzers
dNTP

Primerler

Qubit dsSDNA BR Assay Kit

Thermo Scientific, F530L
Prona, Biomax

Intron Biotechnology, 21141
Merck, 106023.1000

Applied Biosystems, 4440752
Thermo Scientific, R1161
Applied Biosystems, A31278
Applied Biosystems, A31279
Applied Biosystems, 4393708
Thermo Scientific, R0192
Sentebiolab

Thermo Scientific, Q32853
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2.2. Metot

2.2.1. DNA izolasyonu

Aragtirmada kullanilan kan orneklerinden DNA izolasyonu spin kolon yontemi ile
gerceklestirilmistir. DNA’nin elde edilmesi amaciyla hiicreleri parcalamak ve enzimleri
denatiire etmek igin ilk olarak 1,5 ml'lik eppendorf tiiplere Proteinaz-K {izerine kan
ornekleri ve ekstraksiyon soliisyonu eklenerek vortekslenmistir. Daha sonra tiipler
60°C’de 15 dk. boyunca etiivde bekletilmis ve 5 dk. araliklarla vortekslenmistir. Tiipler
15 dk sonunda etiivden ¢ikartilip kapaktaki damlalari uzaklagtirmak igin kisa siireyle
santrifiij edilmistir. Daha sonra iizerlerine binding buffer eklenerek pipet yardimiyla
karistirilmis, kapaktaki damlalar1 uzaklastirmak igin kisa siireyle santrifiij edilmis ve
elde edilen lizatlar spin kolon tiiplerine aktarilmistir. Ardindan santrifiij edilerek
toplama tiipliniin altindaki sivi kisim dokiilmiistiir. Spin kolonlara yikama soliisyonu
eklenerek tekrar santrifiij islemi uygulanmistir. Bu islemler sonunda DNA’lar kolonlara
baglanirken diger maddeler baglanmamis ve boylece DNA’dan uzaklastirilmistir. Son
olarak spin kolon yeni eppendorf tiiplere aktarilmig ve tizerlerine Tris-EDTA soliisyonu
(10mM Tris, 1 mM EDTA pH 8,0) soliisyonu eklenerek oda sicakliginda 5 dk
bekletilmistir. Bekleme siiresi bittikten sonra tiipler santrifiij edilmistir. Yogunlasarak
bulundugu tiipiin dibine ¢coken DNA’lar Tris-EDTA soliisyonu ile ¢ozdiiriildiikten sonra

kullanilmak tizere -20°C’de saklanmastir.

2.2.2. DNA Kalitesinin ve Miktarmin Kontrolii

DNA o6rneklerinin kalitesi 260/280 ve 230/280 nm dalga boyunda UV’de Thermo
Multiskan GO spektrofotometre kullanilarak kontrol edilmistir. DNA 6rneklerinin
miktarlarmin belirlenmesinde Qubit dsDNA BR Assay Kit kullanilmigtir. Kit
protokoliinde belirtildigi gibi DNA’ya baglanan Qubit reagent 6rnek basma 1 pl ve
Qubit Buffer 6rnek basina 199 pl olacak sekilde bir tiip icerisinde karistirilmis daha
sonra 198 pul olarak 0.5 ml’lik tiiplere aktarilmistir. Caligmada kullanilacak olan
DNA’lar tiiplere aktarilan soliisyonun igerisine 2 pl olacak sekilde eklenip 2-3 saniye

vortekslenmistir. Daha sonra oda sicakliginda, karanlik bir alanda 2 dakika inkiibasyona
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birakilmistir. inkiibasyon siiresi biten drneklerin Qubit 2.0 Fluorometre cihazinda DNA

miktarlar 6l¢iilmiistiir.

2.2.3. Primer Tasarmm

Calismada kullanilan primerlerin bulundugu gen bolgesi NCBI’dan kontrol edilmis ve
fragment analizinde kullanilmas1 amaciyla mikrosatellit belirteclerinin forward primeri
farkli floresan boyalarla isaretlenmistir. CSSM18 (Cockett vd., 1994) ve MULGE6
(Berghmans vd., 2001) primerlerinin 5’ ucu FAM boyasi ile OY3 (Freking vd., 1998)
primerinin 5’ ucu ise HEX boyasi ile isaretlenmistir. Caligmada kullanilan mikrosatellit

primerlerine ait 6zellikler Cizelge 2.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 2.2: Projede kullanilan mikrosatellite belirteclere ait 6zellikler

™m Baz
(°C) Cifti

Lokus Primerler

F- AGGAATTCCCTCTAGAAAARCAGGC
CSSM18 62 124
R- TGTGCATAATTTGTGTCCRTCCGGA

F-TTTTGGTTTCACTTATTGTTTGAG
oY3 62 156
R-CTCTGTCTAAAGAAGCTTTTCCC

F - AGCCTTCCAGATTCAATAAAGC
MULGEG 62 195
R- GTGTGAAGWGGAAAACATAAGACG

Stok primerler 35 pl Tris HCL, 0,7 ul EDTA ve 3,5 pl distile su ile 100 nmol olacak
sekilde sulandirilmistir. Daha sonra 10 pl forward, 10 pl reverse stok primeri ve 80 pl
distile su ayr1 bir tiipe eklenerek karigtirilmistir. Elde edilen 10 nmol’liik primerler PCR

isleminde kullanilmustir.

2.2.4. Gradient PCR

Primer ciftleri i¢in en uygun baglanma sicakligini (melting tempature, Tm) belirlemek
icin her primer ¢iftine ayr1 ayr1 gradient PCR yapilmistir. Gradient PCR islemi i¢in
ornek basia 6,04 pl distile su, 2 pl 5xHF buffer, 0,3 pl ANTP (10nmol), 0,6 pul forward
ve reverse primer karigimi, 0.05 pl Phusion High-Fidelity DNA Polimeraz ve 1,5 pl
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DNA toplam hacim 11 pl olacak sekilde PCR karisimi hazirlanmistir. Veriti Thermal
Cycler (Applied Biosystems) cihaz1 98°C’de 2 dk 1 dongii; 98°C’de 15 sn, 54-64°C’de
20 sn ve 72°C’de 1 dk 35 dongii; 72°C’de 5 dk 1 dongii olacak sekilde

programlanmuistir.

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforez

PCR islemi sonucu elde edilen {iriinlerinin goriintiilenmesi amaciyla (% 3’liik) agaroz
jel hazirlanmistir. Erlenmayer igerisine 3 gr agaroz ve 100 ml 1xTAE (Tris- Asetat-
EDTA) soliisyonu eklenerek mikrodalga firinda eritilmis ve jelin igerisine 1pul RedSafe
eklenmigtir. Jel 1lik hale geldikten sonra iizerine tarak yerlestirilmis jel elektroforez
tepsisine dokiilmiis ve 15 dk oda sicakliginda, 30 dk 4°C’de katilagsmasi ig¢in
bekletilmistir. Jel katilastiktan sonra jel tepsisinden taraklar ¢ikartilmis ve jel tepsisi
elektroforez tankina yerlestirilmistir. Tank jelin iizerini gegecek miktarda 1xTAE
soliisyonu ile doldurulmustur. Jelde bulunan her bir kuyucuk icin 8 pl yiikleme boyasi
(1X loading dye) ve 4 pl PCR f{iriinii igeren karisim kuyucuklara yliklenmis ve 90 voltta
(7 Vicm) 40 dk yiritilmistir. Daha sonra Vilber Lourmat BIO-VISION jel
goriintiileme sisteminde PCR sonuglar1 goériintiilenmistir. Isima goriintiisii veren bantlar

pozitif, 151ma goériilmeyen bantlar ise negatif olarak degerlendirilmistir.

2.2.6. Mikrosatellit Markorlerinin Belirlenmesi

Multipleks PCR islemi igin kullanilacak ii¢ primer aymi tiip igerisinde olacak sekilde
PCR karisimi hazirlanmistir. Bu amagcla, PCR tiipiine 6rnek basina 6,74 pl distile su, 2,5
ul 5xHF buffer, 0,6 ul CSSM18, 0,4 ul OY3, 0,4 ul MULGES®6 forward-reverse primer
karisimi, 0,3 ul ANTP, 0,06 ul Phusion High-Fidelity DNA Polimeraz ve 1,5 ul DNA
eklenmistir. Hazirlanan karisim igin uygulanacak Multipleks PCR protokolii Cizelge

2.3’de verilmistir.
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Cizelge 2.3: Multipleks PCR Protokolii

Asamalar Sicakhik Siire Dongii sayisi
[k denatiirasyon 98 °C 2 dk 1 déngii
Denatiirasyon 98 °C 15sn
Baglanma 62 °C 30 sn 30 dongii
Uzama 72 °C 1dk
Son uzama 72 °C 5 dk 1 dongii
Saklama 8°C sliresiz

Mikrosatellit analizi i¢in 1 pl elde edilen PCR iiriinii iizerine 9 pl Hi-Di formamide
eklenerek karistirilmis ve elde edilen karisim Applied Biosystem 3500 Genetik Analiz

cihazina yiiklenmistir.

2.2.7. istatistiksel Analizler

Elde edilen veriler kullanilarak toplam allel sayisi, allel frekanslar1 (Xi), heterozigotluk
degerleri (He), polimorfizm bilgi igerigi (PIC) R dili kullanilarak gelistirilmis Genetics
paketi (Warnes, 2003) ile fragment analizleri se GENMAPPER (AppliedBiosystems)

kullanilarak hesaplanmastir.

2.2.7.1.  Allel Frekanslarinin Hesaplanmasi

Allelik varyasyon popiilasyonlar arasindaki allel gesitliligini gosteren ve popiilasyon
genetigi caligmalarinda hesaplanan bir parametredir. Allel sayilarinin fazla ve sik olmasi
genetik ¢esitliligi etkilemektedir. Bu nedenle, genetik cesitliligi saptamak igin
lokuslarda belirlenen allel sayilar1 6nemli bir faktordiir (Nei, 1978; Nei, 1987; Amos ve
Harwood, 1998). Allellerin ve allel frekanslarinin (X;) hesaplanmasinda R programinda

gelistirilmis Genetics paketi (Warnes, 2003) kullanilmistir.
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2.2.7.2.  Heterozigotluk Degerlerinin Hesaplanmasi

Bir popiilasyonun varyasyonu, popiilasyondaki bireylerde arastirilan lokuslarin
heterozigotluk diizeyleri ile degerlendirilebilmektedir. Heterozigot bireyler farkli
allelleri tagiyarak popiilasyondaki genetik ¢esitliligi etkilemektedir (Weir, 1990; Dogan
ve Dogan, 2019).

2.2.7.3.  Polimorfizm Bilgi I¢ceriginin (PIC) Hesaplanmasi

Mikrosatellit markorler ile elde edilen allel frekanslar1 polimorfizm bilgi igerigi (PIC),
allel sayilari, lokuslardaki heterozigotlugu ve etkili allel sayisini belirlemek icin
kullanilmaktadir (Olowofeso vd., 2005). PIC degeri popiilasyonlardaki polimorfizmin
diizeyini belirlemek i¢in kullanilan bir parametredir (Botstein vd., 1980). PIC degerinin
yiiksek olmasi ile baglant1 (linkage) bilgi igeriginin yiiksek olacagi diistiniilmektedir.
Allel sayis1 arttikga polimorfizm bilgi igerigi degerinin heterozigotluk degerine
neredeyse esit olacagini ve allel sayist arttikca heterozigotlugun artacagi bildirilmistir.
(Liu, 1998). PIC degeri > 0,5 ise yiiksek derecede bilgi verici, 0,5 > PIC > 0,25 ise
makul derecede bilgi verici, eger PIC<0,25 ise diisiikk derece bilgi verici olarak
degerlendirilmektedir (Botstein vd., 1980). PIC degerlerinin hesaplanmasinda R
Genetics paketi (Warnes, 2003) kullanilmistir.

2.2.7.4.  Hardy — Weinberg Dengesi Khi — Kare ve P Degerleri

Hardy — Weinberg (HW) dengesi, evrim mekanizmalarinin olmamasi durumunda
popiilasyonun ulasacagi genetik dengeyi ortaya koymaktadir. HW dengesi
popiilasyondaki seleksiyon, akrabali yetistirme, mutasyon ve go¢ gibi faktorlerin
etkisine gore degismektedir. HW dengesinde, popiilasyona seleksiyon, akrabali
yetistirme, mutasyon ve go¢ gibi faktorlerin etkisinin bulunmadigi durumlarda gen ve
genotip frekanslar1 nesilden nesle sabit kalmaktadir (Sing ve Rothman, 1975).
Popiilasyonlardaki HW dengesinin hesaplanmasinda Pearson Khi-Kare (y2) testi
kullanilmakta ve Hp hipotezi ‘popiilasyon HW dengesinde degildir’ seklinde
kurulmaktadir. Khi-Kare (¥2) ve P degerlerinin hesaplanmasinda R dili kullanilarak
gelistirilmis  Genetics (Warnes, 2003) paketi igerisindeki HWE.chisq fonksiyonu

kullanilmistir.
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3. BULGULAR

Arastirmada 32 bas Teksel, 32 bas Ramli¢ ve 48 bas Teksel X Ramli¢ F; koyunlarinin
kanlarindan elde edilen DNA’lardan 3 mikrosatellit markorii analiz edilmistir. PCR
isleminde kullanilan primerlerin baglanma sicakligini belirlemek icin yapilan gradient
PCR islemi sonucunda MULGES6 i¢in uygun Tm 54-64 °C, OY3 icin 60-64°C ve
CSSM18 i¢in 60-64 °C olarak belirlenmistir. Tiim orneklere uygulanacak Multipleks
PCR isleminde her primer ¢ifti i¢in uygun olan baglanma sicaklifi 62°C olarak

belirlenmistir.

Sekil 3.1: Gradient PCR iiriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi goriintiisii.
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Sekil 3.2: Bir Teksel koyununa ait bir fragment analizi goriintiisii.
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Sekil 3.3: Bir Ramli¢ koyununa ait bir fragment analizi goriintiisii.
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Sekil 3.4: Bir Teksel X Ramli¢ F1 koyununa ait bir fragment analizi goriintiisii.

3.1. CSSM18 Lokusu

Yapilan analizler sonucunda CSSM18 lokusunda 8 allel belirlenmistir. CSSM18
lokusundaki alleller ve her ik icin allel frekansi (X;) degerleri Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Teksel 1irki koyunlarda en yiiksek allel frekansi 120 bg¢’lik allelde 0,75 oraninda
gbzlenmistir. En diisiik allel frekansina ise 112 ve 126 bg¢’lik allellerde 0,02 oraninda
rastlanmistir. Bunun yaninda Teksel popiilasyonunda 118 ve 124 bg’lik alleller
belirlenememistir. Ramli¢ 1rk1 koyunlarda en yiiksek allel frekansi 120 bg¢’lik allelde
0,56 olarak gozlenmistir. En diisiik allel frekansi ise 118, 124 ve 126 bg’lik allellerde
0,02 oraninda tespit edilmistir. F1 melezlerinde de en yiiksek allel frekansi 120 bg’lik
allelde 0,79 olarak saptanmistir. En diisiik allel frekansi ise 116 bg¢’lik allelde 0,01
oraninda gdzlenmistir. Incelenen F; popiilasyonunda 112, 118 ve 124 bg¢’lik allelere
rastlanmamistir. Popiilasyonunun tamami incelendiginde en yiiksek allel frekansi 120

bp’lik allelde ve 0,71 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 3.1: CSSM18 Lokusuna ait alleller ve allel frekanslari.

Allel Teksel Ramli¢ Teksel élRamhc Genel
(X) (X) ) (%)
112 0,02 0,06 0,00 0,02
114 0,12 0,17 0,16 0,15
116 0,06 0,08 0,01 0,04
118 0,00 0,02 0,00 0,00
120 0,75 0,56 0,79 0,71
122 0,03 0,08 0,02 0,04
124 0,00 0,02 0,00 0,00
126 0,02 0,02 0,02 0,02

CSSM18 lokusunda incelenen popiilasyonlardaki gozlenen allelere ait genotiplerin
goriilme miktarlari, genotip frekanslari, heterozigotluk degerleri (He), polimorfizm bilgi
icerigi (PIC) ve Hardy Weinberg dengesi (HW) Khi-Kare (x2) ve P degerleri Cizelge

3.2’de verilmistir.

CSSM18 lokusunda Teksel irkinda en fazla gozlenen genotip 120/120 olarak
belirlenmis ve Teksel popiilasyondaki frekansi 0,59 oraninda hesaplanmistir. Teksel
popiilasyonunda en az gozlenen genotipler 120/122, 120/126, 114/114, 114/122 ve
116/112 ve frekanslar1 0,03 olarak belirlenmistir. Bu popiilasyonda 112/120, 122/122,
112/122, 116/124 ve 112/118 genotiplerine rastlanmamistir. Ramli¢ 1rk1 koyunlarda en
fazla gozlenen genotip 120/120 ve Ramli¢c popiilasyonundaki frekansi 0,38 olarak
hesaplanmistir. Ramli¢ popiilasyonunda en az gozlenen genotipler 112/120, 120/126,
112/122, 116/112, 116/124 ile 112/118 ve frekanslar1 0,03 olarak belirlenmistir. Bu
popiilasyonda 120/122 ve 114/122 genotipleri gzlenmemistir. F; melezleri i¢in en fazla
goriilen genotip diger popiilasyonlardaki gibi 120/120 olarak gozlenmis frekansi ise
0,65 olarak belirlenmistir. F; popiilasyonunda en az gozlenen genotipler 116/120 ve
122/122 genotipleridir ve frekanslar1 0,02 olarak hesaplanmigtir. F1 popiilasyonunda
112/120, 120/122, 112/122, 114/122, 116/124, 112/118 ve 116/112 genotiplerine
rastlanmamistir. Popiilasyonunun geneli incelendiginde 120/120 genotipi en c¢ok

gozlenen genotip olup frekansi 0,55 olarak hesaplanmistir. En az gozlenen genotipler
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ise 112/120, 120/122, 112/122, 114/122, 116/124 ve 112/118 genotipleridir ve

frekanslar1 0,01 olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.2: CSSMI18 Lokusunda belirlenen genotipler, genotiplerin goriilme miktarlari,
genotip frekanslari, heterozigotluk degerleri (He), polimorfizm bilgi igerigi (PIC) ve Hardy
Weinberg dengesi (HW) Ki-Kare (¥2) ve P degerleri.

Genotip Teksel Ramli¢ Teksel x Ramhg F; Genel
n Frekans n Frekans n Frekans n Frekans
112/116 1 0,03 1 0,03 0 0,00 2 0,02
112/118 0 0,00 1 0,03 0 0,00 1 0,01
112/120 0 0,00 1 0,03 0 0,00 1 0,01
112/122 0 0,00 1 0,03 0 0,00 1 0,01
120/120 19 0,59 12 0,38 31 0,65 62 0,55
114/114 1 0,03 2 0,06 2 0,04 5 0,04
114/120 5 0,16 7 0,22 11 0,23 23 0,21
114/122 1 0,03 0 0,00 0 0,00 1 0,01
116/120 3 0,09 3 0,09 1 0,02 7 0,06
116/124 0 0,00 1 0,03 0 0,00 1 0,01
120/122 1 0,03 0 0,00 0 0,00 1 0,01
120/126 1 0,03 1 0,03 2 0,04 4 0,04
122/122 0 0,00 2 0,06 1 0,02 3 0,03
H. 0,423 0,647 0,352 0,465
PIC 0,393 0,607 0,316 0,434
¥2 / P degeri 19,222 /0,157 55,475/ 0,000 49,337/0,084 140,24 /0,099

Teksel popiilasyonunda heterozigotluk degeri 0,423; PIC degeri 0,393; HW-Khi-Kare
degeri 19,222 ve HW-P degeri 0,157; Ramli¢ popiilasyonundaki heterozigotluk degeri
0,647; PIC degeri 0,607; HW Khi-Kare degeri 55,475 ve P degeri 0,000; F;
popiilasyonunda heterozigotluk degeri 0,352; PIC degeri 0,316; HW Khi-Kare degeri
49,337 ve P degeri 0,084 ve genel popiilasyondaki heterozigotluk degeri 0,465; PIC
degeri 0,434, HW Khi-Kare degeri 140,24 ve P degeri 0,099 olarak hesaplanmistir. Bu
veriler incelendiginde CSSMI18 lokusu bakimindan Teksel, F; ve Genel
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popiilasyonlariin HW dengesi igerisinde olduklari, Ramlig¢ popiilasyonunun ise HW

dengesinden sapmanin oldugu gozlenmistir.

3.2.  OY3 Lokusu

Yapilan analizler sonucunda OY3 lokusunda 11 allel belirlenmistir. OY3 lokusundaki

alleller ve her 1rk icin allel frekanslarn Cizelge 3.3°de verilmistir.

Cizelge 3.3: OY3 Lokusuna ait alleller ve allel frekanslart.

Allel Teksel Ramli¢ Teksel x Ramli¢ F, Genel

(Xi) (X)) (Xi) (Xi)
144 0,00 0,00 0,01 0,00
148 0,02 0,05 0,04 0,04
150 0,31 0,30 0,10 0,22
154 0,00 0,02 0,01 0,01
156 0,02 0,02 0,04 0,03
158 0,00 0,02 0,00 0,00
160 0,03 0,19 0,03 0,08
162 0,00 0,02 0,00 0,00
164 0,06 0,02 0,05 0,04
165 0,00 0,00 0,01 0,00
166 0,56 0,39 0,70 0,57

Teksel ki koyunlarda en yiiksek allel frekansi 166 bg¢’lik allelde 0,56 oraninda
gozlenmistir. En diisiik allel frekansina ise 148 ve 156 bg¢’lik allellerde 0,02 oraninda
rastlanmistir. Incelenen Teksel popiilasyonda 144, 154, 158, 162 ve 165 bg’lik alleller
saptanamamugtir. Ramli¢ 1rk1 koyunlarda en yiiksek allel frekans1 166 b¢’lik allelde 0,39
olarak gozlenmistir. En diisiik allel frekansi ise 154, 156, 158, 162 ve 164 bg¢’lik
allellerde 0,02 oraninda tespit edilmistir. Incelenen Ramli¢ popiilasyonunda 144 ve 165
be’lik alleller gbzlenmemistir. F; melezlerinde de en yiiksek allel frekansi 166 bg’lik
allelde 0,71 olarak saptanmistir. En diisiik allel frekansi ise 144, 154 ve 165 bg’lik
allellerde 0,01 oraninda gozlemistir. incelenen F; popiilasyonda 158 ve 162 bg’lik
allelere rastlanmamustir. Popiilasyon genelinde ise en yiiksek allel frekans1 166 bp’lik

allelde 0,57 oraninda hesaplanmaistir.
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OY3 lokusunda incelenen popiilasyonlarda gézlenen genotipler, genotip frekanslari,
heterozigotluk degerleri (He), polimorfizm bilgi igerigi (PIC) ve Hardy Weinberg (HW)
Khi-Kare (¥2) ve P degerleri Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4: OY3 Lokusunda belirlenen genotipler, genotiplerin goriilme miktarlari, genotip

frekanslari, heterozigotluk degerleri, PIC ve Hardy Weinberg dengesi, Khi-Kare (32) ve P

degerleri.
Genotip Teksel Rambhi¢ Teksel x Ramlig F, Genel
n Frekans n Frekans n Frekans n Frekans

166/166 11 0,34 8 0,25 23 0,48 42 0,38
150/166 10 0,31 4 0,12 7 0,15 21 0,19
164/166 2 0,06 0 0,00 4 0,08 6 0,05
160/166 1 0,03 4 0,12 2 0,04 7 0,06
158/166 0 0,00 1 0,03 0 0,00 1 0,01
156/166 0 0,00 0 0,00 4 0,08 4 0,04
154/166 0 0,00 0 0,00 1 0,02 1 0,01
148/166 1 0,03 0 0,00 2 0,04 3 0,03
144/166 0 0,00 0 0,00 1 0,02 1 0,01
164/165 0 0,00 0 0,00 1 0,02 1 0,01
160/160 0 0,00 1 0,03 0 0,00 1 0,01
154/160 0 0,00 1 0,03 0 0,00 1 0,01
148/160 0 0,00 0 0,00 1 0,02 1 0,01
150/150 3 0,09 4 0,12 1 0,02 8 0,07
150/164 2 0,06 0 0,00 0 0,00 2 0,02
150/162 0 0,00 1 0,03 0 0,00 1 0,01
150/160 1 0,03 5 0,16 0 0,00 6 0,05
150/156 1 0,03 1 0,03 0 0,00 2 0,02
148/150 0 0,00 0 0,00 1 0,02 1 0,01
148/148 0 0,00 1 0,03 0 0,00 1 0,01
148/164 0 0,00 1 0,03 0 0,00 1 0,01

He 0,590 0,732 0,500 0,618

PIC 0,514 0,675 0,477 0,577

x2 / P degeri 4,164 /0,974 50,442 / 0,099 29,692 /0,305 47,966 / 0,263

OY3 lokusunda Teksel 1rki koyunlarda en fazla gbzlenen genotip 166/166 ve frekansi
0,34 olarak hesaplanmistir. En az gozlenen genotipler 160/166, 148/166, 150/160 ve
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150/156 genotipleridir ve frekanslart 0,03 olarak belirlenmistir. Ramli¢ irk1 koyunlarda
en fazla gbézlenen genotip 166/166 ve Ramli¢ popiilasyonundaki frekanst 0,25 olarak
hesaplanmistir. Ramli¢ popiilasyonunda en az gozlenen genotipler 158/166, 160/160,
154/160, 150/162, 150/156, 148/148 ve 148/164 ve frekanslar1 0,03 olarak
belirlenmistir. F; melezleri i¢in en fazla goriilen genotip diger irklardaki gibi 166/166
olarak gozlenmis frekansi ise 0,48 olarak belirlenmistir. Bu popiilasyonda en az
gozlenen genotipler 154/166, 144/166, 164/165, 148/160, 150/150 ve 148/150 ve
frekanslar1 0,02 olarak hesaplanmistir. Popiilasyonunun geneli incelendiginde 166/166
genotipi en ¢ok goézlenen genotip olup frekanst 0,38 olarak hesaplanmistir. En az
gozlenen genotipler ise 158/166, 154/166, 144/166, 164/165, 160/160, 154/160,
148/160, 150/162, 148/150, 148/148 ve 148/164 genotipleridir ve frekanslari 0,01

olarak belirlenmistir.

Teksel popiilasyonunda heterozigotluk degeri 0,590, PIC degeri 0,514; HW Khi-Kare
degeri 4,164 ve P degeri 0,974; Ramli¢ popiilasyonundaki heterozigotluk degeri 0,732,
PIC degeri 0,675; HW Khi-Kare degeri 50,442 ve P degeri 0,099; F; Popiilasyonunda
heterozigotluk degeri 0,500, PIC degeri 0,477; HW Khi-Kare degeri 29,692 ve P degeri
0,305 ve biitiin popiilasyondaki heterozigotluk degeri 0,618, PIC degeri ise 0,577; HW
Khi-Kare degeri 47,966 ve P degeri 0,263 olarak hesaplanmistir. Bu veriler
incelendiginde OY3 lokusu bakimidan Teksel, Ramlig, F1 ve Genel popiilasyonlarinin

HW dengesi icerisinde olduklar1 gdzlenmistir.

3.3.  MULGES6 Lokusu

Yapilan analizler sonucunda MULGEG6 lokusunda 8 allel belirlenmistir. MULGEG6

lokusundaki alleller ve her 1rk i¢in allel frekanslar1 Cizelge 3.5°de verilmistir.
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Cizelge 3.5: MULGEG6 Lokusuna ait alleller ve allel frekanslari.

Allel Teksel Ramli¢ Teksel x Ramlig Genel

(Xi) (X)) F1 (X))
165 0,00 0,00 0,01 0,00
181 0,00 0,05 0,02 0,02
183 0,17 0,23 0,29 0,24
185 0,00 0,09 0,09 0,07
187 0,39 0,47 0,33 0,39
189 0,41 0,16 0,23 0,26
191 0,00 0,00 0,01 0,00
193 0,03 0,00 0,01 0,01

Teksel irki koyunlarda en yiiksek allel frekanst 189 bg’lik allelde ve 0,41 oraninda
gozlenmistir. En diistik allel frekansi ise 193 bg’lik allelde 0,03 oraninda saptanmustir.
Teksel popiilasyonunda 165, 181, 185 ve 191 b¢’lik alleller belirlenememistir. Ramlig
irk1 koyunlarda en yiiksek allel frekans1 187 bg’lik allelde ve 0,47 olarak gozlenmistir.
En diisiik allel frekansi ise 181 bg’lik allelde 0,05 oraninda tespit edilmistir. Incelenen
Ramlig¢ popiilasyonunda 165, 191 ve 193 be’lik allellere rastlanmamustir. F1 genotipinde
en yiiksek allel frekanst 187 bg’lik allelde 0,33 olarak saptanmistir. En diisiik allel
frekansi ise 165, 191 ve 193 bg’lik allellerde 0,01 oraninda gozlemistir. Popiilasyon
genelinde ise en yiiksek allel frekans1 187 bg’lik allelde 0,39 oraninda ve en diisiik allel
frekans1 193 bg¢’lik allelde 0,01 oraninda bulunmustur.

MULGES6 lokusunda incelenen popiilasyonlardaki genotipler, genotip frekanslari,
heterozigotluk (He), PIC ve HW Khi-Kare (32) ve P degerleri Cizelge 3.6’de verilmistir.

MULGES6 lokusunda Teksel irki koyunlarda en fazla gozlenen genotip 187/189 olarak
belirlenmis ve frekansi 0,31 olarak hesaplanmistir. Teksel irkinda en az gozlenen
genotipler 189/193, 187/193 ve 187/193’tir ve genotip frekanslart 0,03 olarak
belirlenmistir. Ramli¢ 1rk1 koyunlarda da en fazla gozlenen genotip 187/189 ve Ramli¢
popiilasyonundaki frekans1 0,25 olarak hesaplanmistir. En az gozlenen genotipler
183/189, 185/189 ve 183/185 genotipleridir ve frekanslar1 0,03 olarak belirlenmistir. F;
melezleri i¢cin en fazla goriilen genotipler 187/189, 183/187 ve 183/189 olarak
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gozlenmis frekanslari ise 0,17 olarak belirlenmistir. F; popiilasyonunda en az gézlenen
genotipler 189/189, 181/189, 181/187, 187/193, 187/191 ile 165/183 ve frekanslar1 0,02
olarak belirlenmistir. Bu popiilasyonda 189/193 genotipine rastlanmamistir. Genel
popiilasyon incelendiginde 187/189 genotipi en ¢ok gdzlenen genotip olup frekansi 0,23
olarak hesaplanmistir. En az goriinen genotipler 189/193, 181/189, 187/191 ve 165/183

olarak belirlenmis ve frekanslar1 0,01 olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.6: MULGEG6 Lokusunda belirlenen genotipler, genotip frekanslari, heterozigotluk
degerleri (He), PIC ve HW Khi-Kare (¥2) ve P degerleri.

Genotip Teksel Ramli¢ Teksel x Ramlig F; Genel
n Frekans n  Frekans n Frekans n Frekans

187/189 10 0,31 8 0,25 8 0,17 26 0,23
189/189 5 0,16 0 0,00 1 0,02 6 0,06
183/189 5 0,16 1 0,03 8 0,17 14 0,12
185/189 0 0,00 1 0,03 3 0,06 4 0,04
189/193 1 0,03 0 0,00 0 0,00 1 0,01
181/189 0 0,00 0 0,00 1 0,02 1 0,01
187/187 6 0,19 5 0,16 5 0,10 16 0,14
185/187 0 0,00 4 0,12 3 0,06 7 0,06
183/187 2 0,06 5 0,16 8 0,17 15 0,13
181/187 0 0,00 3 0,12 1 0,02 4 0,04
187/193 1 0,03 0 0,00 1 0,02 2 0,02
187/191 0 0,00 0 0,00 1 0,02 1 0,01
183/185 0 0,00 1 0,03 3 0,06 4 0,04
183/183 2 0,06 4 0,12 4 0,08 10 0,09
165/183 0 0,00 0 0,00 1 0,02 1 0,01

He 0,662 0,701 0,750 0,722

PIC 0,582 0,646 0,697 0,670
x2 / P degeri 3,220/ 0,995 12,16 /0,645 10,464 / 0,986 15,474 /0,842

Teksel popiilasyonunda heterozigotluk 0,662; PIC degeri 0,582; HW Khi-Kare 3,220 ve
P degeri 0,995; Ramli¢ popiilasyonundaki heterozigotluk 0,701; PIC degeri 0,646; HW
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Khi-Kare 12,16 ve P degeri 0,645; F; Popiilasyonunda heterozigotluk 0,750; PIC degeri
0,697; HW Khi-Kare 10,464 ve P degeri 0,986 olarak hesaplanmistir. Incelenen irklarin
toplam heterozigotluk degeri 0,722; PIC degeri 0,670; HW Khi-Kare 15,474 ve P degeri
0,842 olarak hesaplanmistir. MULGESG lokusu bakimindan Teksel, Ramlig, F1 ve Genel

popiilasyonlarinin HW dengesi igerisinde olduklar1 gézlenmistir.

37



4. TARTISMA

Bu c¢alismada 32 bas Teksel, 32 bas Ramli¢ ve 48 bas Teksel x Ramli¢ F; melezi
hayvanda TM-QTL varlig1 arastirilmistir. Calisma sonucunda CSSM18 lokusu igin 8
allel ve 13 genotip, OY3 lokusu icin 11 allel ve 21 genotip, MULGES® lokusu i¢in 8 allel
ve 15 genotip belirlenmistir. OY3 lokusundaki 148/166 ve 164/166 genotipleri
inceledigimiz popiilasyonda sadece Teksel ve F; melezlerinde gozlenmistir. Ayni
zamanda MULGE®6 lokusunda belirlenmis olan 189/189 genotipi de yalnizca Teksel ve
F1 melezi hayvanlarda belirlenmistir. MULGE®6 lokusunda bulunan 183/189 genotipi ise
Teksel popiilasyonunda 5 hayvanda, F; melezlerinde 8 hayvanda, Ramlig
popiilasyonunda ise 1 hayvanda gozlenmistirr CSSM18 lokusu ig¢in incelenen
popiilasyonlar arasinda ayirt edici bir farklilik belirlenememistir. Ancak, 120 alleli
Ramli¢ ve Teksel irkinda yiiksek bulunmustur. MULGES6 lokusunda 189 alleli Teksel
ve F; popiilasyonlarinda yiiksek frekanslarda belirlenmistir. Ancak 189 alleline diisiik

frekanslarda da olsa Ramli¢ irkinda da rastlanmistir.

TM-QTL, callipyge, carwell ve loinMAX QTL’leri ayn1 kromozom iizerinde ve
birbirlerine yakin bodlgelerde bulunmaktadir (Nicoll vd., 1998; Walling vd., 2001,
Freking vd., 2002; Matika vd., 2006; Campbell ve McLaren, 2007; Bunger vd., 2011).
Bu durum ilgili QTL’lerin bilesik genler olarak sonraki nesillere birlikte
aktarilabilecegini diistindiirmektedir. OY3 ve MULGE®6 lokuslarinda belirlenmis olan
genotipleri tasiyan hayvanlarin aynm1 zamanda callipyge, carwell ve loinMAX

QTL’lerinide tasiyor olabilecegini diisiindiirmektedir.

Farkli koyun irklarinda TM-QTL, Carwell, LoinMAX ve Callipyge fenotipinin
belirlenmesi amaciyla yapilan genetik c¢alismalarinda (Cockett vd., 1994; Nicoll vd.,
1998; Walling vd., 2004; Masri vd., 2009) CSSM18, OY3 ve MULGE®6 lokuslar
kullanilmasina ragmen allel frekanslar1 ve hangi allelin ilgili 6zelligi belirlemeye katki
sagladig1 konusunda yeterli bilgi bulunamamistir. Bu nedenle literatiirlerle tartisma

yapilamamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

TM-QTL’in bel kas1 ve biiyiime {izerine olan direkt etkisi, 6zellikle et kalitesi lizerinde
olumsuz etkisinin olmamasi, bu lokusu koyun endiistrisinde faydalanilabilecek bir aday
ozellik haline getirmektedir. Bu durum, TM-QTL’e sahip hayvanlarin islah amach
kullanilabilecegini ve hayvanlardan elde edilen verimin artmasi ile iilke ekonomisine
katki saglanabilecegini diisiindliirmektedir. TM-QTL’in hayvanlarda saptanabilmesi,
callipyge, carwell ve LoinMAX gibi ayn1 kromozom iizerinde bulunan birbirine yakin

uzakliktaki QTL’ler hakkinda da bize bilgi verebilecegi gz oniinde bulundurulmalidir.

Degerli et grubunda bulunan bel gozii kasinin derinliginin ve butlarda et miktarinin
artmasi ile bir koyundan elde edilen degerli et oranini da artacaktir. Koyunlarda degerli
et grubunda bulunan bel gozii kasinin alani toplam et miktarinin belirlenmesinde de
kullanilmaktadir. TM-QTL polimorfizminin belirlenmesi yapilacak 1slah ¢alismalarinda
onemli bir markor olma &zelligi tasimaktadir. Bu markoriin koyunlarda uygulanan
seleksiyon programlarna eklenerek uygulanacak markor yardimli seleksiyon ile
planlanan genetik ilerlemenin daha da hizlanacag diistiniilmektedir. Bu genetik ilerleme
et veriminde artig ile insanlarin diyetlerinde 6nemli bir yer tutan hayvansal protein

arzinin artmasina katkida bulunacaktir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda CSSM18 lokusunda 120, OY3 lokusunda 166, ve
MULGEG6 lokusunda 189 allelinin incelenen Teksel ve F; genotiplerinde yiiksek
frekansta bulunmasi, bu hayvanlar kullanilarak yapilacak islah galismalarinda TM-

QTL’in belirlenmesinde bu allel ¢iftlerinden faydalanilabilir.

Teksel wrkinda TM-QTL’in fonksiyonu goz Oniinde bulunduruldugunda bu QTL’in
ozellikle bel bolgesinde ve butlarda kaslanma iizerine etkilerinin ayrintili bir sekilde
tespit edilebilmesi i¢cin bu fenotiple iliskili oldugu belirlenmis diger mikrosatellit

lokuslarin veya SNP’lerin daha kapsamli arastirilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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