T.C.
HARRAN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

ivesi koyunlarinda Myostatin (GDF8) geni promotor bolgesindeki polimorfizm
ve kuzularda biiyiime ile iliskisinin arastirilmasi

BURHAN ATALAR

VETERINER GENETIK

Sanhurfa
2024



T.C.
HARRAN UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZi

Ivesi koyunlarinda Myostatin (GDF8) geni promotor bélgesindeki polimorfizm
ve kuzularda biiyiime ile iliskisinin arastirilmasi

BURHAN ATALAR

VETERINER GENETIK
Tez Damismani: Prof. Dr. FARUK BOZKAYA

Sanhurfa
2024



T.C.
_HARRAN UNIVERSITEST
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LIiSANS
TEZ ONAY SAYFASI

Prof. Dr. Faruk BOZKAYA danismanhiginda, Burhan ATALAR 1n hazirladigi “Ivesi koyunlarinda
Myostatin (GDF8) geni promotor bdlgesindeki polimorfizm ve kuzularda biiytime ile iliskisinin
aragtirimas1” konulu bu ¢alisma 01.06.2024 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Harran Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii Veterinerlik Genetigi, Anabilim Dali’nda YUKSEK LISANS TEZI olarak
kabul edilmistir.

X|oybirligiyle /O Oy coklugu ile

Vs,
Danisman - Prof, Dr. Faruk BOZKAY A \ M ' Tl
Uye : Dog. Dr. Ak YIGIN / o
wy e

Uye : Prof. Dr. Siikrii GURLER . /\EM 7\ !
] i
ﬂ

t—

Bu tezin Veterinerlik Genetigi Ana Bilim Dalinda yapildigini ve enstitiimiiz kurallarina
gore diizenlendigini onaylarim.

(Unvami, Adi, Soyadr)
Enstitii Miidiirii

Bu ¢ahisma: HARRAN UNIVERSITESI - BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI BIRIMI
Tarafindan Desteklenmistir.

Proje No : 22066

Not: Bu tezde kullanilan 6zgiin ve baska kaynaktan yapilan bildirislerin, ¢izelge, sekil ve fotograflarin
kaynak gosterilmeden kullanimi 5846 sayili Fikir ve Sanat Eserleri Kanunundaki hiikiimlere tabidir.




TEZ ONERISIi VE TEZ YAZMA YONERGESINE UYGUNLUK BEYANI

CWIwWrew

BURHAN ATALAR



TESEKKUR

Yiiksek lisans 0grenim siiresi boyunca akademik bilgi ve tecriibelerini her zaman
paylasan ve tez yazim siiresi boyunca maddi ve manevi destegini esirgemeyerek bana
yol gosteren degerli danisman hocam Prof. Dr. Faruk BOZKAY A’ya tesekkiirlerimi
sunarim.

Yiiksek lisans 6grenim siiresince bilgi ve tecriibeleriyle bana destek olan degerli
hocam Prof. Dr. Siikrii GURLER ‘e tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans Ogrenim siiresince ve laboratuvar c¢alismalarinda desteklerini
esirgemeyen degerli hocam Doc. Dr. Akin YIGIN‘e tesekkiirlerimi sunarim.

Tez yazim siiresi boyunca istatistiksel analizler konusunda bana destek olan degerli
hocam Doc. Dr. Kemal YAZGAN“a tesekkiirlerimi sunarim.

Yiiksek lisans 6grenim siiresince her daim bana destek olan ve manevi katkilarini
esirgemeyen sevgili esim Dr. Remziye hanim ile her daim sabir ve anlayislan ile
yanimda olan manevi destekc¢ilerim kizim Eslem Meva ve oglum Osman Taha‘ya
tesekkiirlerimi sunarim.

Egitim ve Ogrenim hayatim boyunca hi¢cbir maddi ve manevi desteklerini
esirgemeyen ve bu giinlere gelebilmemi saglayan sevgili anne ve babama
tesekkiirlerimi sunarim.

Desteklerinden dolayr TAGEM‘e, GAP Tarimsal Arastirma Enstitlisti Miidiirlerimiz
Zeyni AKTAS ile Ibrahim Halil CETINER ‘e ve calismalarimda emegi gecen tiim
mesai arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez galismasini 22066 nolu proje ile maddi olarak detsekleyen Harran Universitesi
Bilimsel Arastirmalar Birimine tesekkiir ederim.

Bu tez calismasinda Sanliurfa GAP Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirligiince
yiiriitiilen “ Ivesi Koyunlarmin Seleksiyon Y&ntemiyle Siit Veriminin Artirilmasi
test projesi olarak yetistirilen hayvanlardan alinan canli agirlik verileri kullanilmistir.



ICINDEKILER

OZET oottt ettt nanen i
ABSTRACT .ttt b et sttt ettt et et b e bbbt bbbt be e il
SEKILLER DIZINT ..ot iii
CIZELGELER DIZINT ..ot v
KISALTMALAR ettt ettt bbbttt ettt a et beebeebesbesbea v
Lo GIRIS ottt sttt 1
2. ONCEKI CALISMALAR  .....oooiiiiiiiieteeeeeeeeeeee ettt 3
2.1. Tirkiyede Kiigiikbas Hayvan Varligi ve Et Uretimi ........ccocoooovoiueveiueieieeieceieceeceeeee e 3
2.2, TVEST KOYUNU oottt n s nenans 4
2.3, Myostatin Proteinin YapIS .......ccieoiorieiiiieieie ettt ettt et 6
2.3.1. MSTN Proteininin Etki MeKanizmasi ..........ccccccceerieriiieniieeieenieecieesee e esieeeveeseeeeveenvee e 7
2.3.2. MSTN Geninin (GDF8) YaAPIST .eovieiiiiiiiieiieieeeieeeee ettt 9
2.3.3. MSTN Geni PrOmMOLOITL ....ccveeiviiiiiiieiieiiieiieeieesiee ettt ete et seveeveeseaeeveesaaeevaessneeareas 10
2.3.4. Koyun MSTN Geni PromotOIrll .....cceecvevverieriieieiieiesiteie et eceee et eee e snne e eaessesnnens 10
2.3.5. MSTN Genindeki Polimorfizm ve Verimlerle TlKiSi ......ccocoevereeeeeeeeieeeeeeeeeeene 11

3. GEREC VE YONTEM  ...ooiiiiiioieeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
Bl GOICC  uiiiieiiii ettt ettt e ettt e e et e e et e e et e e e taa e e e baeeetbee e tbaeeatbaeeabaeeeabaeeatbeeeaateeaaaeaetreeanns 13
3.1.1. Kullanilan CIRAZIAT ........cc.ocieoiiiieiieieiecieie ettt e ve e sae s sbeesaesaeennens 13

R T 0] 117<] s NP RPN 13
3.2.1. Kan Orneklerinin Alinmast ve MUhafazast ............coccooveveeiieeeeeieeeeeeseeeee e 13
3.2.2. Kan Orneklerinden DNA 1ZOIaSYONU ..........cocovovuivieeiieieeecieeeeeeeee e 13
3.2.3. PCR Calismalari ve Sekans ANAlIZI .......cccccceeeierieeiiieiiieieeeeeecieeeee e see e sve e sene e 15
3.2.4. Allel Spesifik PCR ISIEMI  ..oc.oouiiiiiiiiieieieieieeeeeeettee ettt eneas 17
3.2.5. TSAtISHKSEL ANALZ ..oovoveeeeeeeeeeeeeeeeee oot eeees e 18

4. BULGULAR ..ottt ettt ettt est st et e st e st et e eseeseeseeseesessessessessassessessessassaseesens 20
5. TARTISMA ottt ettt ettt b e bttt b e b bbbt et et et ebeebeebes 24
6. SONUGLAR oottt ettt eb et b e bt b e s bttt b e s bt e b e et et eateneeseebeebes 27
7. ONERILER ..ottt 28
KAYNAKLAR ettt ettt et b st b e bbb e bt et ettt eneenes 29

OZGECMIS oo eeeee e eeeee e ee e e e s s s e e e e s s seeeeeee 37



OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Ivesi koyunlarinda Myostatin (GDF8) geni promotor bélgesindeki polimorfizm ve kuzularda
biiyiime ile iliskisinin arastirilmasi

BURHAN ATALAR

HARRAN UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
VETERINER GENETIK

Tez Damisman: Prof. Dr. FARUK BOZKAYA
Yil: 2024, Sayfa : 37

Sunulan bu tez calismasinda Sanlwurfa’da yetistirilen Ivesi irki koyunlarn MSTN geni promotor
bolgesindeki polimorfizmin sekans analizi ile belirlenmesi ve tespit edilen polimorfizm ile kuzularin
dogum agirlig1 ve farkli donemlerdeki canli agirliklar arasindaki iligkinin aragtirilmasi amaglanmistir.
Caligmanin hayvan materyalini GAP Tarimsal Arastirma Enstitiisi Midiirliigiiniin Tektek Daglart
istasyonunda test projesi olarak yetistirilen ivesi irk1 kuzular (n=133) ile kuzularin babalarindan (n=7)
alman kan ornekleri olusturmustur. Kuzularin dogum, 30., 60., ve 90. giin canli agirliklan
kaydedilmigtir. Kan 6rneklerinden fenol koroform ekstraksiyonu ile DNA izolasyonu yapilmistir. Elde
edilen DNA o6rnekleri koyun myostatin (GDF8) geninin promotor bdlgesinin ¢ogaltilmasi amaciyla
polimeraz zincir reaksionunda (PCR) kullanilmistir. Koyun promotor bdlgesinin 1132 bg¢ kism1 PCR
islemi ile ¢ogaltilmis ve sekans analizi ile baz dizisi belirlenmistir. Tespit edilen polimorfizmin
(-783G>A) kuzularda belirlenmesi amaciyla alel spesifik PCR yontemi kullanilmistir. Allel spesifik
PCR islemleri sonucunda GG, GA ve AA olmak iizere ii¢ farkli genotip tespit edilmistir. Bu
genotiplerin frekanslari sirasiyla 0.59; 0.35 ve 0.06 olarak bulunurken G allelinin frekansi 0.76, A
allelinin frekansi ise 0.24 olarak hesaplanmistir. Kuzularin dogum, 30., 60., ve 90. giin canli agirliklar1
iizerine cinsiyet ve dogum tipinin etkisi istatistiksel olarak onemli bulunurken, genotip ve babanin
etkisi dnemsiz bulunmustur. Laktasyon sirasinin sadece dogum agirligina dnemli etkisi varken, 30.,
60., ve 90. giin canli agirliklar1 izerine etkisi dnemsiz bulunmustur.

Sonug olarak ivesi koyunularminn GDF8 geni promotor bdlgesi -783. niikleotidde bir G>A
polimorfizmi tespit edilmistir. Bu polimorfizmin kuzularin dogum, 30., 60., ve 90. giin canh
agirliklart lizerine Onemli bir etkisinin bulunmadigi, cinsiyet ve dogum tipinin ise incelenen
parametreler iizerine dnemli bir etkisinin oldugu tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Koyun, Ivesi, Miyostatin, Promotor, Polimorfizm



ABSTRACT

MASTER THESIS

Invstigating the polymorphism at the promoter region of myostatin (GDF8) gene in Awassi
sheep and assessing its relationship with growth in lambs

BURHAN ATALAR
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GRADUATE SCHOOL OF HEALTH SCIENCES
VETERINARY GENETICS

Thesis Supervisor: Prof. Dr. FARUK BOZKAYA
Year: 2024, Page : 37

In this thesis, it was aimed to determine the polymorphism in the promoter region of MSTN gene of
Ivesi breed sheep raised in Sanliurfa by sequence analysis and to investigate the relationship between
the detected polymorphism and birth weight and live weight of lambs at different periods. The animal
material of the study consisted of ivesi lambs (n=133) raised as a test project in Tektek Mountains
station of GAP Agricultural Research Institute Directorate and blood samples taken from the fathers
of the lambs (n=7). Birth, 30th, 60th, and 90th day live weights of the lambs were recorded. DNA was
isolated from blood samples by phenol choroform extraction. The DNA samples obtained were used
in polymerase chain reaction (PCR) to amplify the promoter region of sheep myostatin (GDF8) gene.
The 1132 bp fragment of the sheep promoter region was amplified by PCR and the base sequence was
determined by sequence analysis. Allele specific PCR method was used to determine the detected
polymorphism (-783G>A) in lambs. Three different genotypes (GG, GA, AA) were detected as a
result of allele specific PCR. The frequencies of these genotypes were found to be 0.59, 0.35 and 0.06
respectively, while the frequency of G allele was 0.76 and the frequency of A allele was 0.24.The
effect of sex and birth type on birth weight, 30th, 60th, and 90th day live weights of lambs was
statistically significant, while the effect of genotype and sire was found insignificant. Lactation order
had a significant effect only on birth weight, while its effect on 30th, 60th, and 90th day live weights
was found to be insignificant.

In conclusion, a G>A polymorphism was found at nucleotide -783 in the promoter region of the GDF8
gene of Awassi sheep. This polymorphism had no significant effect on birth, 30th, 60th, and 90th day
live weights of lambs, but the effect of sex and type of birth was found to be significant.

KEYWORDS: Sheep, Awassi, Myostatin, Promoter, Polymorphism
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A : Adenin

AKT : Protein Kinaz B

AS : Allel Spesifik

C : Sitozin

CDK : Siklin bagimli kinaz

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

dNTP : Deoksiniikleotid Trifosfat

Ekson : RNA islemlenmesi sonucu olusan ergin RNA'da yer alan bir niikleik asit dizisidir.

FAO : Food and Agriculture Organization of the United Nations (Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Orgiitii)

FOXO : Forkhead box

G : Guanin

GAP TAEM : GAP Tarimsal Arastirma Enstitiisti Miidiirligii

GDF-8 : Growth Differentiation Faktor Eight (Biiylime ve Farklilasma Faktorii 8)
GF : Growth Factor

Ghr : Growth Hormon Receptor

Intron : DNA'nin okunmadan atlanan béliimii

kb : kilobaz (Bin Niikleotitten olusan baz dizilimi)

Lep : Leptin

MAS : Marker Aracili Seleksiyon

MHC : Miyozin Agir Zinciri

MREF : Myogenic Regulation Factor

MSTN : Myostatin

mTOR : Rapamisin kompleksinin memeli hedefi

p21 : Siklin kinaz yolu boyunca hiicre dongiisiinii inhibe ederek hiicre proliferasyonunu diizenler.
PAX3/7 : Eslestirilmis kutu transkripsiyon Faktorleri

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

QTL : Quantitative Trait Loci (Kantitatif Ozelliklerin Gen Bolgesi)



RAPTOR : Diizenleyici iligkili mTOR proteini

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism (Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmleri)
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SNP : Single Nucleotide Polymorphism (Tek Niikleotid Polimorfizmi)
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TAGEM : Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Midiirligii

TGF-f : Transforming Growth Factor Beta

TLR : Toll Like Receptor

TUIK : Tiirkiye Istatistik Kurumu

U : Urasil

UTR : Untranslated Region
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1. GIRIS

Gegmiste oldugu gibi giinlimiizde de insanlar yasamsal faaliyetlerini devam
ettirebilmek i¢in gidaya ihtiya¢ duyarlar. Gida tiretiminde énemli bir yere sahip olan
et iiretimi de ozellikle Tiirkiye’de dnem arz etmektedir. Diinya Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO ) tahminlerinin resmi verilerine gore, daha biiytik, daha kentsel ve daha zengin
bir insan niifusunu beslemek icin, 2050 yilina kadar gida iiretimi %70 civarinda
artirllmalidir (FAO, 2015). Insanlarin saglikli bir sekilde beslenmeleri hayvansal ve
bitkisel besinlerin yeterli ve dengeli bir sekilde alinmasiyla miimkiindiir. Et
hayvansal protein diizeyi bakimindan en zengin bir besin kaynagidir (Akcapinar ve
Ozbeyaz, 1999). Koyun eti tiim diinyada aranan ve sevilerek tiiketilen bir besindir
(Akcapinar, 2000). Tirkiye’de 98 gram olan kisi basi giinliik toplam protein
tilkketiminin sadece 25.8 grami hayvansal kaynaklidir. Bu durum Tiirkiye niifusunun
dengesiz beslendigini ve yurt i¢i talebin yeterince karsilanmadigin1 gostermektedir
(FAO, 2001). Bu nedenle Tiirkiye’de iiretilen et miktarinin ve kalitesinin artirilmasi
gerekmektedir (Unal ve Yakan, 2008).

Besicilikte amag, hayvanlarin her giin belirli bir diizeyde canli agirlik
kazanmas1 oldugundan besi amaciyla kullanilan hayvanlar genetik yapilarinin izin
verdigi Ol¢iide ¢cok miktarda ve kaliteli et iiretmek icin 6zel olarak beslenmek
zorundadir. Besicilikte canli agirlik artist ve yemden yararlanma oranmin bir
bileskesi olan “Besi Performansi1” 1rk, cinsiyet, yas, viicut kondisyonu, bakim ve
besleme gibi cesitli faktorlerden etkilenir. Et sektoriinde karliligi 6nemli 6lciide
etkileyen karkas kalitesi ve miktar1 hayvanin genotipi, beslenme, iklim vb.
faktorlerden etkilenmektedir. Giiniimiizde bu 06zellikleri gelistirmek amaciyla
yiriitiilen c¢ok sayida arastirma hayvanlarin genetik yapilarimin gelistirilmesine
odaklanmistir (Kioumarsi vd., 2008). Ruminantlar ve kanatli hayvan tiirlerinde verim
ozelliklerini 6nemli Olc¢lide etkileyen major genlerin varligi uzun zamandir
bilinmektedir. Koyunlarda callipyge geni (Cockett vd., 1993), Avustralya Poll Dorset
koyununda carvell geni (Banks, 1997), Belcika Texel koyunlarinda ¢ift kaslilik
(double muscling) geni (Marcq vd., 2002), kalpastatin , weaver, leptin (Lep), growth
hormon receptor (Ghr) ve pituitary-spesifik transkripsiyon faktor genleri et verimini
etkiledigi tespit edilen genlere 6rnek olarak verilebilir (Archibald ve Imlah, 1985; Le
Roy vd., 1990).

Miyostatin =~ geni (MSTN, GDFS8) hayvanlarda kas gelisiminin
durdurulmasindan sorumlu olan bir gendir. Bir¢ok calismada bu gendeki

polimorfizmin et verimini etkiledigi gdosterilmistir. Promotor, genlerin yukari
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kisminda bulunan ve RNA polimeraz enziminin taniyarak baglandigi bir bolgedir ve
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde onemli rol oynar. Promotor bolgesi ayni
zamanda transkripsiyon hizini arttiran (enhancer) ya da yavaslatan (silencer) ¢esitli
transkripsiyon faktorlerinin de bagladig1 bir bolgedir. Promotor bolgesinde bulunan
niikleotid farkliliklar1 bu tiir transkripsyon faktorlerinin promotor bdlgesine

baglanma etkinliklerini degistirerek ilgili genin transkripsiyon hizini etkileyebilirler.

Sunulan bu tez calismasinda Sanlurfa’da yetistirilen ivesi 1rki1 koyunlarm
MSTN geni promotor bolgesindeki polimorfizmin sekans analizi ile belirlenmesi ve
tespit edilen polimorfizm ile kuzularin dogum agirlig1 ve farkli donemlerdeki canli

agirliklar1 arasindaki iligkinin arastirilmasi amaglanmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Tiirkiyede Kiiciikbas Hayvan Varhg ve Et Uretimi

Tiirkiye’de 2001 yilindan 2023yili sonuna kii¢likbas hayvan varlig1 Cizelge
2.1°de gosterilmistir. Koyun varligir 2001-2009 yillar1 arasinda her ne kadar inisli
¢ikigh bir durum sergilese de genelde ayni diizeyde seyretmistir. Koyun varligi 2009
yilinda en diisiik seviyede iken bu yildan sonra 2021 yilina kadar artis
gozlenmektedir. 2021 yilindan sonra ise azaldig1 goriilmektedir. Her gecen yil artan
insan niifusu da goz 6nilinde bulunduruldugunda kii¢iikbas hayvan sayisinin azalmasi

insanlarin ete ulagimini da zorlastiracagi i¢in oldukga kritiktir.

Cizelge 2.1. Tirkiye ‘de Kiiciikbas hayvan sayisinin yillara gére degisimi (Anonim
2024)

Yillar Koyun Sayis1 Yillar Koyun Sayisi
2001 26,972,000 2013 29,284,247
2002 25,173,706 2014 31,140,244
2003 25,431,539 2015 31,507,934
2004 25,201,155 2016 30,983,933
2005 25,304,325 2017 33,677,636
2006 25,616,912 2018 35,194,972
2007 25,462,293 2019 37,276,050
2008 23,974,591 2020 42,126,781
2009 21,749,508 2021 45,177,690
2010 23,089,691 2022 44,687,888
2011 25,031,565 2023 42,060,470
2012 27,425,233

Tiirkiye’de kesilen koyun sayilar1 ve et iiretim miktarlar1 Cizelge 2.2°de
gosterilmistir. TUIK 2024 verilerine gore Tiirkiye’de 2023 yilinda toplam iiretilen
kirmizi et miktar1 2 milyon 384 bin 47 tondur. Kirmiz1 et {iretim miktarinin yaklagik
% 70%ni s181r eti, % 24nii koyun eti, % 5,4’lini kegi eti, % 0,6sin1 ise manda eti

olusturmaktadir. Tirkiye’de kiiciikbas hayvan yetistiriciligi kirmizi et iretimi

3
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bakimindan % 29,4 ‘liikk bir oranla 6nemli bir yere sahiptir.

Diinyada 2018 yil1 itibariyle 87 milyon ton olan toplam kirmizi et tiretiminin

%77,1’ini s181r eti, %11,2°sini koyun eti,%6,8’ini kegi eti ve %4,9“unu ise manda eti
olusturmaktadir (TAGEM, 2021).

Cizelge 2.2. Yillara gore kesilen koyun sayis1 ve et iiretim miktar1 (Anonim 2024).

Yillar Kesilen | Et iiretim | Yillar Kesilen | Et iiretim
hayvan miktan hayvan miktar
sayisi (ton) sayisi (ton)
(Bas) (Bas)

2001 12,450,811 | 225,555 2013 11,194,725 | 236,186

2002 11,755,374 | 219,311 2014 11,991,640 | 238,670

2003 11,052,075 | 204,441 2015 12,808,697 | 249,863

2004 10,725,580 | 190,105 2016 13,277,503 | 266,675

2005 10,731,398 | 190,539 2017 13,244,903 | 262,825

2006 10,704,436 | 187,236 2018 14,133,170 | 291,179

2007 10,792,554 | 191,428 2019 14,546,576 | 316,170

2008 10,826,034 | 192,647 2020 15,801,021 | 345,639

2009 10,477,951 | 188,496 2021 17,125,163 | 385,933

2010 9,691,041 186,121 2022 21,563,828 | 489,354

2011 10,700,807 | 210,171 2023 25,437,813 | 569,066

2012 10,755,777 | 220,359

2.2. Ivesi Koyunu

Firat ve Dicle nehirleri arasinda kalan Mezopotamya’dan koken alan ivesi
koyunlari. Tiirkiye’de Giineydogu Anadolu Bolgesinde yer alan Gaziantep, Sanlurfa
ve Hatay illeri ve ¢evresinde yayilim gosterir (Kiraz ve Agar, 2016). Viicudu beyaz
yapag: ile oOrtiiliidiir bas, boyun ve ayaklar kahverengi, kirli sar1 ya da siyahtir
(Kaymake1, 2007). Yagh kuyruklu bir koyun 1rki olan Ivesi koyunu yetersiz gevresel
kosullara ve yiiksek sicaklik ortamina ¢ok iyi uyum saglamistir. Siirli i¢giidiisii gii¢lii

ve yiirlime yetenegi ¢ok iyidir. Yerli koyun irklar1 arasinda siit verimi en yiiksek
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olanmidir. Kuzularin yogun beside agirhik artist diger yerli irklardan yiiksektir
(Ertugrul vd., 2009). Yiiksek adaptasyon yetenegi nedeniyle Ortadogu Ulkeleri,
Israil, Avustralya, Ingiltere, Yeni Zelanda, Ispanya, Amerika Birlesik Devletleri, ve
Afrika tilkeleri gibi diinyanin degisik bolgelerinde saf yetistirme ve melezleme
amactyla yaygin bir sekilde kullanilmistir. Ozellikle Tiirkiye ve Ortadogu
iilkelerinden ithal edilen ivesi koyunlarmin 1slah edilmesiyle Israil’de bir laktasyonda
300-500 litre siit veren siiriiler gelistirilmistir (Gootwine ve Pollot, 2000. Fuente vd.,
2006). Yabanci kaynaklarda Awassi olarak adlandirilan ivesi yayilma alam her yil
artmaktadir (Sénmez, 1974). Tiirkiye’de Ivesi koyunlari iizerinde ilk bilimsel
caligma, Ceylanpmar Devlet Uretme Ciftligi'nde 1955 yilinda Sénmez tarafindan

yapilmustir (Sonmez, 1955).

&5 A A ‘
Sekil 2.1. Ivesi Koyunu (GAPTAEM Tektek Arastirma Istasyonu — Tektek daglar
Sanlurfa)

Hayvanciligin gelistirilmesi, Ustlin fenotiplere sahip damizlik bireylerin
secimine odaklanmistir. Koyunculukta klasik 1slah programlari ¢ok c¢aba, zaman ve
yatirnm gerektirir. Genetik kazang i¢in se¢imi en list diizeye ¢ikaran giderek daha
gelismis istatistiksel yontemlerin gelistirilmesiyle, bu basit yaklagim, tarimsal ¢ikti
miktari1 ve {retkenligi artirmada son derece basarili olmustur. (Glirses ve
Bayraktar, 2014; Mcgill ve Lievaart, 2011).

Genetik kaynaklar1 tanimlamak, korumak ve gelistirmek i¢in yerli irklara
oncelik vermek ve bu irklarin tanimlanmasi ve karakterizasyonu gereklidir (Soysal
vd., 2020). Son zamanlarda, DNA diizeyinde polimorfizm gosteren molekiiler
belirteglerin kullanimi, hayvan genetigi calismalarinda giderek artan bir rol
oynamaktadir. Verim 0Ozellikleri igin kantitatif karakter lokuslarini belirleme

stratejileri (QTL: Quantitative Trait Loci) ile major genlerin belirlenmesi, koyun
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irklarinin ekonomik 6zelliklerinin genetik olarak iyilestirilmesine yardimei olabilir
(Cemal ve Karaca, 2006).

Tarimda birim alandan elde edilen verimin artirilmasi ¢cok énemli oldugu gibi
hayvancilikta da verimin artirilmas1 ¢ok &nemlidir (Unal ve Yakan, 2008). Kiiresel
iklim degisikligi, kuraklik ve kitlik gibi konularin ¢ok sik konusuldugu giintimiizde
her gecen giin artan diinya niifusunun, gida ihtiyacinin karsilanmasi gerekmektedir
(FAO, 2015). Bu ihtiyacin karsilanabilmesi agisindan et iiretiminin artirilmasinin
onemi bir kez daha 6n plana c¢ikmaktadir (Unal ve Yakan, 2008). Son yillarda
ozellikle kantitatif genetik biliminin de gelismesiyle tarim ve hayvancilikta verimin
artirtlmasi agisindan genetik calismalar hiz kazanmistir. Ozellikle DNA dizileme
yontemlerinin kesfedilerek PCR tekniklerinin gelistirilmesi ile verimi artirmaya
yonelik yapilan ¢alismalar molekiiler diizeyde yapilabilir hale gelmistir. Boylelikle
bir ¢ok gen tarafindan belirlenen kantitatif 6zelliklere yonelik genetik iyilestime
calismalarinda molekiiler belirteclerin kullanilabilir olmasi ¢ok dikkat cekicidir
(Abayl, 2018).

Genetik iyilestirme programlari, biiylime, et kalitesi, siit tiiretimi ve
digerleriyle ilgili iliskili genleri inceleyerek koyunlarda iiretim ve liremeyi artirmada
onemli bir rol oynar (Hussein ve Naoman, 2021). Cesitli ekonomik ozellikleri
etkileyen 6nemli genlerin belirlenmesi, 6zellikle marker destekli secim (MAS) olmak
tizere gelecekteki iyilestirme ve secim programlari i¢in 6nemli firsatlar saglayabilir
(Eusebi vd., 2019). Ulkemizde de karkas Kkalitesinin 1iyilestirilerek verimin
artirilmasina yonelik ¢caligmalar devam etmektedir (Ekiz vd., 2022; Tekerli vd., 2022;
Esen, 2022; Celikoglu vd., 2022).

2.3. Myostatin Proteinin Yapisi

Myostatin, doniistiiriici gelisim faktorleri (Transforming growth factor, TGF-
B) ailesi icerisinde yer alan ve biiyiime ve farklilasma faktorii 8 (Growth and
differentiation factor 8, GDF8) olarak tanimlanan bir proteindir (Sharma vd., 1999).
Diger TGF- B ailesi iiyelerinde oldugu gibi myostatin proteini N-terminal ucunu
olusturan bir al sarmal-dongii- 02 sarmal (helix-turn-helix) yapisinda “6nkol” adi
verilen bir bolim ve C-terminal kismint olusturan kiiresel yapida “kol” adi verilen
bir domainden olugur. Myostatin onkol domaini TGF- Bl ve pro-aktivin A
proteinlerinin yapisina benzer olmakla birlikte ol ve a2 sarmallar1 birbirine baglayan
“sakli kement” (latency lasso) adi verilen zincirde kisa bir a-sarmal yapisi olusturan

bes amino asitlik bir ek tasir. al-sarmal gelisim faktorii (GF) domaininin igbiikey
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ylizeyinde hidrofobik bir ¢ukuru doldururarak tip I reseptér baglanma bdlgesini
bloke eder. al-sarmali sakli kement takip eder GF domaininin “parmak uglar1”
arasina sarilarak 6n ve GF domainleri arasinda bir ara yiiz olusturur. Proteinin diger
ucundaki a2 sarmal GF domaininin disbiikey yiizeyi boyunca uzanarak tip II reseptor

baglanma bolgesini kapatir (Cotton vd., 2018).

Human pro-myostatin

Stabilising
fastener interactions

Extended stabilising
arm interactions
High affinity a1 helix

interaction displaces Domain-swapped, Poorly accessible
wrist helix open-armed architecture protease sites

Sekil 2.2. insan Myostatin proteininin ii¢ boyutlu yapisinin sematik gosterimi
(Cotton ve ark. 2018)

2.3.1. MSTN Proteininin Etki Mekanizmasi

TGFp ailesi tiyeleri (biiylime farklilagsma faktorleri, kemik morfogenetik
proteinleri, aktivinleri ve inhibitdrleri) biliylime, gelisme, doku homeostazi, hiicre
boliinmesi, embryogenezis, kan hiicrelerinin olusumu, immun ve inflamatuar yanitlar
gibi hiicrelerin diizenlenmesinde temel rol oynar (Fabre vd., 2006). Myostatin kas
gelisimini giiglii sekilde engeller. Nitekim farelerde myostatin geninin cesitli
sekillerde etkisizlestirilmesinin asir1 kas gelisimi ile sonug¢landigi gozlenmistir
(McPherron, 1997; Grobet vd., 2003; Whittemore vd., 2003). Kas hiicrelerinin
sayisal olarak ¢ogalmasi (hiperplazi) ve hacimlerinin artmasi (hipertrofi) nedeniyle
myostatin geni susturulmus 5 aylik homozigot farelerin canli agirliklar1 normal
farelere gore %260 oraninda daha yiiksek olarak bulunmustur (McPherron, 1997).
Ayrica follistatin gibi myostatin inhibitorlerinin asir1 ekspresyonu benzer bir

fenotipin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Lee ve McPherron, 2001).
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Iskelet kas1, omurgalilarin viicudundaki en bol dokudur. Metabolizmasi tiim
organizmanin metabolik dengesini etkiler ve viicudun ana protein rezervuaridir.
Kullanilma veya kullanilmama durumuna bagli olarak c¢esitli dis uyaranlara siirekli
bir sekilde uyum saglayabilen esnek bir dokudur. Kas kiitlesi, protein sentezi ve
bozunma arasindaki dinamik dengenin sonucudur. (Ruegg vd., 2011; Sandri vd.,
2008). Bu denge, AKT sinyal yollarinin iki ana Dali tarafindan isbirligi igerisinde
diizenlenir: Bu yolaklar protein sentezini kontrol eden AKT (protein kinaz B olarak
da bilinir)-mTOR yolu ve protein yikimlanmasini kontrol eden AKT/forkhead box O
(FOXO) yolaklaridir. Myostatin kas gelisimini durdurdugundan bu proteinin
engellenmesi iskelet kasinda asir1 gelisime (hiperplazi ve hipertrofi) neden olurken
asir1 diizeyde sentezlenmesi veya sistemik olarak uygulamasi kaslarda atrofiye neden
olmaktadir. Myostatin ayrica protein sentezi ve yikimlanmasi siireglerinde de
merkezi bir rol oynar. Myostatin, protein sentezini tesvik eden Akt yolunun
aktivitesini olumsuz olarak diizenler ve ubikuitin—proteazom sisteminin aktivitesini

arttirarak kas gelisimini durdurur. (Rodriguez vd., 2014).

Iskelet kas1 hiicre dongiisii geri ¢ekilmesi ve farklilasmanin her asamasi, siklin
bagimli kinazlarin (CDK), CDK inhibitorlerinin (CDKI) ve miyozin agir zincirleri
(MHC) gibi kas diizenleyici faktorlerin (MRF 'ler) aktivasyonu ile koordine edilir.
Proliferasyon fazi sirasinda, myostatin p21'i (CDKI) yukar1 dogru diizenleyebilir ve
sonug olarak CDK?2 ve CDK4 ve fosforile RB seviyeleri azalir ve hiicre dongiistiniin
durmasina neden olur. Myostatin, MRF 'leri (Miyod ve miyogenin gibi) ve
transkripsiyon faktdrii PAX3'U asag diizenleyerek farklilasmay1 daha da inhibe eder.
RAPTOR blokaji ayrica kas farklilagmasinin  myostatin  inhibisyonunu
kolaylastirir. Myostatin ayrica, transkripsiyon faktorii PAX7'yi asagi diizenleyerek
olgun kas hiicrelerinde uydu hiicre aktivasyonunun ve kendi kendini yenilemenin

engellenmesine katkida bulunur (Rodriguez vd., 2014).
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Sekil 2.3. Iskelet kas: gelisimi ve dogum sonrasi bilyiimenin myostatin kontroliiniin
sematik illiistrasyonu (Rodriguez ve ark. 2014).
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Sekil 2.4. Protein sentezi ve yikimlanmasinda myostatin rollerinin sematik gosterimi
(Rodriguez ve ark. 2014).

2.3.2. MSTN Geninin (GDF8) Yapis1

Koyun, sigir ve kegide yaklasik 6.7 kb biiytikliigiinde olan MSTN geni 375
aminoasit uzunlugunda bir proteini kodlamaktadir ve uzunluklar1 373, 374 ve 381 bg

olan {li¢ eksondan olugmaktadir (Boman vd., 2009).
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MOKRLQISVYIYLFMLIVAGPVDLNENSEQRKENVEKEGLCNACLWRENTTSSRLEAIKIQI
LSKLRLETAPNISKDAIRQLLPRAPPLLELIDQFDVQRDASSDGSLEDDDYHARTETVIT
MPTESDLLTQVEGKPKCCFFKFSSKIQYNKLVEKAQLWIYLRPVRKTPATVFVQILRL.IKPM
KDGTRYTGIRSLKLDMNPGTGIWQSIDVKTVLONWLKQPE SNLGIEIKATLDENGHDLAVT
FPEPGEDGLTPFLEVRKVIDTPEKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIA
PRRYKANYCSGECEFVFLOQKYPHTHLVHQANPRGSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGEGQII
YGKIPAMVVDRCGCS

6.86 kb Forward strand _gg.
MSTN-201 >
protein coding

Sekil 2.5. Sigir MSTN proteininin aminoasit dizisi ve MSTN geninin ekson intron
yapisinin sematik gdsterimi.

2.3.3. MSTN Geni Promotorii

Gen promotorleri, RNA polimeraz ve bazal transkripsiyon faktorlerinin gen
ifadesini yonlendirmek i¢in baglandigi spesifik DNA dizileridir (Wilt ve
Hake, 2004). Promotorler, etkileri altindaki genlerin 5’ bolgesinde bulunur ve
genellikle RNA polimeraz enziminin taniyarak baglandigi ve transkripsiyonun
baslamas1 i¢in gerekli bilgileri igeren c¢ekirdek promotér ve ¢ekirdek promotdriin
yukarisinda bulunan ve dokuya 0Ozgii transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini
saglayan kritik dizileri i¢eren proksimal promotdérden olusur (Heintzman ve Ren,
2007). Bu, MSTN promotdér bolgesinde tanmimlanan E-box motifleri bu genin
transkripsiyonunda kritik role sahiptir; Bu motifler temel sarmal-ilmek-sarmal

transkripsiyon faktdrleri i¢in baglanma bolgeleri olusturmaktadir(Hu vd., 2013).

MSTN aktivitesini bloke etmeye veya diizenlemeye yonelik planlamalarin
¢ogu proteinine veya reseptoriine odaklanmis olsa da, MSTN ifadesinin farkl
seviyelerde de diizenlendigi bildirilmistir. Ornegin, mikroRNA miR-27b, 3’
kodlanmayan bolgedeki varsayilan bir tanima dizisi araciligryla MSTN ifadesini
transkripsiyon sonrasinda zayiflatabilmektedir (Allen, 2011). Bu, gen promotorii gibi
unsurlar araciligityla transkripsiyonel diizenleme de dahil olmak {izere diger

diizenleme seviyelerinin de 6nemli oldugunu gostermektedir (Grade vd., 2019).

2.3.4. Koyun MSTN Geni Promotorii

Koyun 5" diizenleyici bdlgesinin yaklasik 1,5 kb'lik kismimnin analizi, bu
bolgenin ke¢i (%98,1), s1g1r (%95,8), domuz (%86,9), insan (%80,2) ve fare (%67,7)
ile yiiksek derecede korunmus oldugunu gostermistir (Du vd., 2005). Ug farklh
TATA kutusu ve bir CAAT kutusu tanimlanmigtir (sirasiyla - 139, - 163, - 523 ve -

10
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206 bp). TATA kutular 1, 2 ve CAAT kutular1 koyun, ke¢i, domuz ve sigir arasinda
hem pozisyon hem de sekans olarak korunurken, TATA kutusu 3 domuz MSTN
promotoriinde korunmamistir (Du vd., 2005). Song ve digerleri (2016) yaptiklar1 bir
calismada ¢ farkli yazilim kullanarak koyun MSTN ¢ekirdek promotoriiniin
baslangi¢ kodonunun 150 ila 220 bp yukarisindaki bolgeyle sinirli oldugu sonucuna
varmis ve bu bolgede TATA kutusunu (156-165 bp'den olusur) ve CAAT kutusunu
(baslangi¢ kodonundan 202-207 pozisyonunda) tanimlayabilmigler ve bu bolgede
birka¢ kasa 6zgii baglanma bolgesi de tahmin etmislerdir (Du vd., 2005; Song vd.,
2016).

Promotdriin yaklasik 1,2 kb'lik kisminda sekiz E-kutusu bulunmustur (Sekil
1.6); bunlardan yedisi (E5 hari¢) koyun ve ke¢i arasinda pozisyon ve sekans olarak
korunmustur ve domuz E-kutulariyla da ortiismektedir. Alt1 E-kutusu (E4 ve ES5
hari¢) s1gir promotoriiniin E1, E2, E3, E4, ES ve E7'si ile neredeyse ayni1 konumdadir
(Du vd., 2005). Silme deneyleri, E-kutusu 3, 4, 5 ve 7'deki degisikliklerin promotdr
aktivitesi lizerinde 6nemli etkileri oldugunu ve E-kutusu 7'nin tiim bolgeler arasinda
en Onemlisi oldugunu ortaya koymustur. E-kutusu 3, 4 ve 5, muhtemelen DNA-
protein baglanmasimnin daha iyi stabilitesi i¢in 6nemli olan bir kiime halinde
diizenlenmistir. E-kutusu 3, 5 ve 7 muhtemelen miyoblastlarin miyotiiplere
farklilasmasinda rol oynar, ¢iinkii bu ii¢ baglanma bdlgesinde mutasyon igeren bir
yapi1, hiicreler farklilagsmaya tabi tutuldugunda 1,2 kb 5’ diizenleyici bolgenin tamami

icin gézlemlenen artisin aksine promotor aktivitesini etkilememistir (Du vd., 2007).

2.3.5. MSTN Genindeki Polimorfizm ve Verimlerle liskisi

MSTN geninde mutasyon tasiyan ve artmis kas yapist gosteren bir insan
cocugunun da tespit edilmesi gegtigimiz yillarda bu genin incelenmesine olan ilgiyi
daha da artirmistir (Schuelke vd., 2004). MSTN, iskelet kasi olusumu sirasindaki
roliine ek olarak, dogumdan sonra bu dokunun homeostazinit da diizenler. Aslinda,
kaseksi, kas distrofileri ve diger kas bozukluklar1 gibi kas kaybi veya erimesi
stireclerinden muzdarip hastalarin kan akisinda veya kas liflerinde daha yiiksek
MSTN proteini seviyeleri gdézlenmektedir (Jespersen vd., 2006; Joulia-Ekaza ve
Cabello, 2007; Wojcik vd., 2005). Daha da onemlisi, spesifik antikorlarla MSTN
inhibisyonunun  distrofik farelerin kas kiitlesini O6nemli Olgiide artirdigi
goriilmektedir, bu da bu molekiilii kas erimesi hastaliklarinin potansiyel tedavileri
icin 0dnemli bir hedef haline getirmektedir (Bogdanovich vd., 2002). Aslinda, cesitli
yaklagimlar MSTN protein aktivitesini in vivo olarak azaltmaya calismistir. Ornegin,

bir DNA asisinin kan biyokimyasini degistirmeden veya belirgin yan etkilere neden

11



ONCEKIi CALISMALAR Burhan ATALAR

olmadan viicut agirligin1 ve iskelet kas1 kiitlesini artirdig1 gosterilmistir (Tang vd.,
2007). MSTN protein fonksiyonunu bloke etmek i¢in notralize edici bir antikor ve
dominant-negatif bir reseptdr de kullanmilmistir (Takata vd., 2007). Bu nedenle,
MSTN aktivitesini diizenleyebilecek teknolojilerin gelistirilmesi, hem insan sagligi
hem de ¢iftlik hayvanlarmin gelistirilmesinde uygulama icin biiyiik bir potansiyele

sahip olacaktir.

Myostatin geninde dogal olarak meydana gelen mutasyonlar sigir (Grobet
vd., 1997; Kambadur vd., 1997), koyun (Clop vd., 2006), kopek (Mosher vd., 2007),
fare (Szabo, 1998) ve insanda da (Schuelke vd., 2004) asir1 kas gelisimi ile
sonuglanmaktadir. Yiiksek et verimi ile karakterize Belgika Mavisi 1rki sigirlarda
myostatin geninin (MSTN) 3. eksonundaki 11 niikleotitlik bir delesyonun bu geni
tamamen etkisizlestiren bir ¢er¢ceve kaymasina neden oldugu bildirilmistir (Sharma
vd., 1999).

Birkag farkli tiirde, promotor bolgedeki SNP 'lerin viicut yapisiyla iligkili
oldugu gosterilmistir (Crisa vd., 2003; Sarti vd., 2014; Han vd., 2012; Guimaraes
vd., 2007; Jiang Y-L vd., 2002; Stinckens vd., 2008; Yu vd., 2007; Tu P-A vd.,
2014; Wang vd., 2016; Dall’Olio vd., 2010; Stefaniuk vd., 2014; Qiao vd.,
2014; Paswan vd., 2014; Lu vd., 2011; Pefialoza vd., 2013; Li vd., 2012; Fan vd.,
2017; Li wvd., 2016). Bu da bunun ozellikle 1slah amagli olas1 miidahale igin
potansiyel bir ilgi bolgesi oldugunu gostermektedir (Grade vd., 2019).

12
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gere¢

Bu calismanin hayan materyalini GAP Tarimsal Arastirma Enstitlisii
Midiirliigliniin Tektek daglar1 etegindeki istasyonda test projesi olarak yetistirilen
ivesi k1 kuzular (n=133) ile bu kuzularin babalarindan (n=7) alinan kan 6rnekleri
olusturmustur. Kan 6rnekleri toplanan kuzularin dogum ve siitten kesim agirliklarina

iligkin veriler isletme kayitlarindan temin edilmistir.

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Bu ¢alismada kullanilan sogutmali santriflij (Sanyo Harrier - 18/80), gradient
ozellikli termocycler (Takara — TP600), mikro-hacim spektrofotometre (Denovix),
buzdolab1 (BOSCH - KSU496221 NE), derin dondurucu (BOSCH —GSD30410NE),
distile su cihazi (GFL — 2004), hassas terazi (RADWAG — WAS220/X), manyetik
karistirict (VELP ARE), pH metre (THERMO Orion Star), horizontal elektroforez
tinitesi (ATTO — AE6110), UV. Transilluminatéor (UVP 3UV), vortex (VELP
10.0176), ETUV (NUVE) calismanin yiiriitiildiigii Harran Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Anabilim Dali Genetik Laboratuvarlari’nda hazir bulunmaktadir.

3.2. Yontem
Laboratuvar ¢alismalar1 Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Zootekni
Anabilim Dali‘nda bulunan Genetik Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

3.2.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Muhafazasi

Calisma kapsaminda yer alan Enstitiisii Miidiirliigiiniin  Tektek daglar
etegindeki istasyonda yetistiriciligi yapilan ivesi irki kuzularin ve babalarin Vena
jugularis’ten (boyun toplardamari) 3 ml kan Ornegi antikoagiilant olarak EDTA K3

iceren vakumlu tiiplere alinarak numaralandirilmislardir.

Alinan kan ornekleri kuru buz ile birlikte plastik termos i¢inde laboratuvara
taginmis soguk zincir bozulmamistir ve DNA izolasyonu basamagma kadar
buzdolabinda -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Kan orneklerinde Fenol Kloform ekstraksiyon yontemiyle Asagida belirtilen

protokol ile DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Steril eppendorf tiiplerine 600 pl
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kan 6rnegi, 900 pl Tris (20 milimolar 500 ul) eklenip homojenize edilerek karisim
10000 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Siire sonunda tiiplerin lizerindeki
kisim atilarak tizerine 900 pl % 2 NaCl igeren Tris ilave edilerek vortex islemi ile
homojenize edildikten sonra 5 dakika siireyle 10000 rpm‘de santrifiij edilmistir. Siire
sonunda tiiplerin iizerindeki kisim tlizerine 650 ul Lysis ¢ozeltisi, 20 ul Proteinaz K
eklenerek vortex islemi ile homojenize edilmistir. Karistm 56 °C’ye ayarh
Etiivde her yarim saatte bir kontrol edilmek suretiyle 6 saat silireyle bekletilmistir.
Stire sonunda etiivden c¢ikarilan karisimin tizerine 50 pul 1 Molar Tris, 400 pl
Fenol, ilavesinden sonra homojenize edilerek 10 dakika siireyle 12000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Siire sonunda tiiplerin {istiindeki kisim pipet yardimiyla 700 pl
alinarak steril eppendorf tiiplerine aktarilarak, iizerine 700 ul Kloroform ilave edip
homjenize edildikten sonra 5 dakika siireyle 12000 rpm’de santriflij edilmistir. Siire
sonunda santrifiijden ¢ikarilan tiiplerin tlizerinde kalan DNA igeren kisim pipet
yardimiyla 500 plalinarak steril eppendorf tiiplerine aktarildiktan sonra {izerine 500
ul 3 Molar Na Asetat, 500 ul Isopropanol ilave edildikten sonra homojenize edilerek
10 dakika siireyle 14000 rpm’de santrifiij edilmistir. Siire sonunda tiiplerin
lizerindeki kisim atilarak iizerine 750 pl %75°lik Etanol ilave edildikten sonra 2
dakika siireyle 14000 rpm’de santrifiij edilmistir. Siire sonunda tiipteki sivi kisim
atilarak bosaltildiktan sonra tiiplerin agz1 agik olacak sekilde 56 °C’ye ayarli Etiivde
yatay olarak 10 dk. siireyle kurumaya birakilmistir. Siire sonunda Etiivden alinan
tiiplerin tlizerine 100 pl TE Buffer ¢ozeltisi ilave edilerek elde edilen DNA
¢Ozdiiriilmiistiir. Eppendorf tipii i¢cinde elde edilen DNA oOrnegi daha sonra

kullanilmak tizere -20°C*“ye kaldirilarak muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.1. Izole edilen bir DNA &rneginin spektrofotometrik dlgiim goriintiisii.
3.2.3. PCR Calismalar1 ve Sekans Analizi

Koyun GDF8 geninin promotor bolgesinin analizi amaciyla kullanilan primer
ciftlerinin baz dizisi Cizelge 3.1°de gosterilmistir. Sekans analizi amaciyla GDF8
geninin promotor bolgesinin 1133 b¢ uzunlugundaki kismi OAMST-F ve OAMST-R
adli primerler kullanilarak PCR islemi ile gogaltilmigtir. Primerler internet tabanli

Primer3 programi kullanilarak dizayn edilmistir.

Sekans analizine gonderilecek olan ornekler i¢in 25 pl hacminde PCR
reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Reaksiyon karisimi 2.5 pl 10X reaksiyon buffer,
2.5 mM MgCl2, her bir primerden 0.8 puM, her bir ANTP 0.2 mM, 2.5 U Taq
Polimeraz ve 100 ng genomic DNA olacak sekilde olusturulmustur.

Hedef bolgenin ¢ogaltilmast amaciyla 5 dakika 94 °C’lik baslangig
denatiirasyon adimindan sonra 35 dongii olacak sekilde 30 saniye 94 °C, 30 saniye
56 °C ve 60 saniye 72 °C sicaklik uygulamasinin ardindan 72 °C de 7 dakikalik son
ekstensiyon adimi uygulanmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinin 5 pl’si %2’lik agaroz
jel elektroforezine tabi tutulmus ve agaroz jelde net bantlar veren drnekler sekans

analizine gonderilmistir.

Tespit edilen polimorfizme gore siiriiniin kuzularin genotiplemesi alel spesifik
PCR yontemi ile yapilmistir. Bu amagcla hedef bolgeyi igerecek sekilde yeniden
primer dizayn edilmistir. Alel spesifik PCR sonucu elde edilen iiriinlerin kontrolii

%?2-3 agaroz jel elektroforezi ile gerceklestirilmistir.

15



GEREC VE YONTEM Burhan ATALAR
Cizelge 3.1. Kullanilan Primerler
Primer Adi Baz dizisi (5°-3°)

Sekans Analizinde | OAMST-F ACCTTACCCCAAATCCCTGC

Kullanilan Primerler [y /o o p AGCCAAACGTTAATGCCTGC
Allel spesifik PCR icin | BAMST-Al: | GTAGTCAATCGAAACTGACATG

kullanilan primerler BAMST-A2: | GTAGTCAATCGAAACTGACATA

internal Kontrol | TLR1-890-F TCCAGTGTGCAGTCAATCAC
Primerleri TLR1-890-R | AGAACCTTGATCTGAGGAGGT

Sekans analizine gonderilen PCR iiriinleri spin kolon saflagtirma yontemiyle

diger reaksiyon bilesenlerinden temizlenmistir. PCR f{iriinlerinin baz dizileri ABI
PRISM 3130XL (Applied Biosystems) otomatik sekans analiz cihazi kullanilarak

belirlenmistir. Sekans analizi 6zel bir firmaya hizmet alim1 yoluyla yaptirtlmigtir.

Sekil 3.2. PCR sonucu elde edilen iiriinlerin %2-3 agaroz jelde kontrol edilmesi
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Sekil 3.3. Sekans analizine gonderilen PCR iirlinlerinin agaroz jeldeki goriiniimii

3.2.4. Allel Spesifik PCR islemi

GDF8 geninin promotor bolgesindeki -783G/A polimorfizmini tespit etmek
amaciyla BAMST-A1 ve BAMST-A2 adli primerler 3’ uglarinda sirasiyla G ve A
niikkleotidi bulunacak sekilde dizayn edilmistir. Primerlerin spesifikligini arttirmak
amaciyla 3’ ucundan itibaren dordiincii niikleotid olan A yerine C niikleotidi dejenere
niikloetid olarak belirenmistir (Cizelge 3.1). Allel spesifik PCR isleminde -783G
allelini tespit etmek amaciyla BAMST-A1 ve OAMST-R, -783A allelini tespit etmek
amactyla BAMST-A2 ve OAMST-R primerleri kullanilmistir. Her bir 6rnek igin iki
PCR reaksiyonu gercgeklestirilmistir. Her bir 6rnek i¢cin PCR reaksiyonunda ayrica
internal kontrol lokusu olarak TLR1 geninin 890 bg¢’lik kismini ¢ogaltmak amaciyla
TLR1-890-F ve TLR1-890-R primerleri kullanilmistir (Seabury vd., 2007). Koyun
GDFS8 geninin promotor bolgesinin analizi amactyla kullanilan primerlerin baglanma

bolgeleri Sekil 3.4’te gosterilmistir.

Allel spesifik PCR islemi amaciyla kullanilan PCR reaksiyon karisimi1 12.5 pl
olacak sekilde 1.25 ul 10X reaksiyon buffer, 2.5 mM MgCl2, her bir allel spesifik
PCR primerinden primerden 0.4 uM, her bir TLR1-890 primerinden 0.2 uM, her bir
dNTP 0.2 mM, 1.25 U Taq Polimeraz ve 100 ng genomic DNA olacak sekilde
olusturulmustur.

Allel spesifik PCR iglemi i¢in Touchdown uygulamasi yapilmistir. Bu amagla
5 dakika 94 °C’lik baslangi¢ denatiirasyon adimindan sonra 62 °C’den 56 °C’ye her
bir adimda 1 °C diisecek sekilde 20 saniye 6 dongii, daha sonra 25 dongii olacak
sekilde 15 saniye 94 °C, 20 saniye 56 °C ve 60 saniye 72 °C sicaklik uygulamasinin

17



GEREC VE YONTEM Burhan ATALAR

ardindan 72 °C de 5 dakikalik son ekstensiyon adimi uygulanmistir. Elde edilen PCR

driinlerinin 4 pl’si %2’lik agaroz jel elektroforezine tabi tutulmustur.

AqACCTTACCCCAALTCCCTGqCAGGAGTCTGCCCTCCGGTCAAATGAGAAACTTCAAAGGAAGTACTAGGAAGTGG
CACAGTATTAGAAAGGAGAARAATGTACCAGCACAGTAGTGAGAAGCAGARAAATGGAACATAAAGAACACCTTTATG
ACGGCGTTCCTTTCCTTTTCTGTGTTCACAATGT TTGGATATAATTTACAGAGAGTAGGTAACTACGTTTTTTCTTTT
ACCGCTGGARAGCTGAGGAAATGTTTGTTACCCATCATAAAATTCACTATCTTCTAAGTCATTCTAAGTTATTCTAAG
ATCARATTGCTGACAATATCCTCTTTGTAACARAACAATGAAARAACACATCCTCTAAGCCACATTAATCTGCAACTTT
GATAGGARGTAACTCAATAGTEGTCAATCGAAACTGﬂEhEG/ACAATTTTCATATGAATAAAGATATTATTTAAAAG
TAATTCCATGAGCAATTTAATATTAAAGTAGGATTTTCATTATGTGCTAAGAATTTATTCAGGGGAACAAGTTTCTCA
AATTATAGCAGAAAATCTTTTACTAGTATCACAATCTTTTCATTTAAGTCTTCCTGAATAAATCTGTATTTTCTAACT
ATACAAGACTAAAAATAATTTAATATAACGAATAAAACTCTTTTTATTTCAAATGCTTACT TAAATAGTATAAAATCA
TTTTATTTTCTGAGGGAAAAACATATCAACTTTT TAAGTATGAAGTGTAAGTTAAGATTTATTCACTTARAATTATAAT
TTTAAAGTTTCACATATAAGGATGAATAAGATCTAAGTGCATATGTTATTGTTACTAAAGTTTTTAATTTTTCARATG
TCACAGACAGCCTTTATTATTCATAGATTTATTCCTTTTAAGAAGTAGTCARATGAATCAGCTCACCCTTGACTGTAA
CAAAATACTGTTTGGTGACTTGT GACAGACAGGGTT TTAACCTCTGACAGTGAGATTCATTGTGGAGCAAGAGCCAAT
CACAGATCCCGACGACACTTGTCTCATCAAAGTTGGAATATAAAAAGCCACTTGGAATACAGTATAAAAGATTCACTG
GTGTGGCAAGTTGTCTCTCAGACTGGFEAGGCAITAACGTTTGGCTTFECGTTACTCAAAAGCAAAAGAAAAGTAAA
AGGAAGCAGTAAGAGCAAGGAAAAAGATTGTATTGATTTTAAAACCatgCAAARACTGCAAATCTTTGTTTATATTTA
CCTATTTATGCTGCTTGTTGCTGGCCCAGTGGAT CTGAATGAGAACAGCGAGCAGAAGGAARAATGTGGARARRAAGGG
GCTGTGTAATGCATGCTTGTGGAGACAARACAATAAATCCTCAAGACTAGAAGCCATARRAAATCCAAATCCTCAGTAA
GCTTCGCCTGGARAACAGCTCCTAACATCAGCARAAGATGCTATAAGACAACTTTTGCCCAAGGCTCCTCCACTCCGGGA
ACTGATTGATCAGTACGATGTCCAGAGAGATGACAGCAGC

Sekil 3.4. Koyun GDF8 geni promotor bolgesinin analizi i¢in kullanilan primerlerin
baglanma bolgeleri (Gen Bankasi kayit no: AY918121.1).

Sekans analizi i¢in kullanilan primerlerin baglanma bolgeleri kutu icerisinde
kalin harflerle gosterilmistir. Allel spesifik PCR icin kullanilan ileri primerlerin
baglanma bélgesi kalin harflerlealt: ¢izili olarak gosterilmistir. Allel spesifik PCR
icin kullamilan primerlerdeki dejenere niikleotid (A yerine C) kutu igerisine
alinmistir. Polimorfik niikleotidler “/” ile ayrilmistir. Baslangi¢ kodonu (atg)kalin
kiiciik harfle yazilmis ve alti ¢izilmigtir.

3.2.5. istatistiksel Analiz

Koyun MSTN geninde tespit edilen polimorfizm ile gelisme parametreleri
arasindaki iliski basit regresyon analizi ile degerlendirilmistir. Istatistiksel model
asagida belirtilmistir;

yljklmn = p + gi + ¢j + dk + pl + sm + byx Xijklmn + eijklmn

yijklmn = 1. geni tastyan, j. cinsiyetteki, k. dogum tipindeki, 1. laktasyon
sirasindaki anadan dogan, babasi m olan n. kuzunun tartim agirligi

u = populasyon ortalamasi
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gi = 1. Geninin etki miktar1

c¢j = . Cinsiyetin etki miktar1

dk = k. Dogum tipinin etki miktar1

pl = L. Laktasyon sirasinin etki miktari

sm = m. Babanin etki miktar1

byx = tartim agirliginin dogum agirligina gore regresyon katsayisi

Xijklmn = 1. Geni tasiyan, j. Cinsiyetteki, k. Dogum tipindeki, 1. Laktasyon

sirasindaki anadan dogan, babasi m olan, n. kuzunun dogum agirlig
eijklmn = Tesadiifi ¢evre faktorlerinin etki miktari

Istatistiksel analizler i¢in SAS 2000 istatistik paket programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

Sekans analizi yapilan alt1 kogtan dordii GG ikisi ise GA genotipine sahipti.
GA ve GG genotipine sahip bireylere ait sekans analiz goriintiisii  Sekil
4.1’de gosterilmistir. Sekans analizine gonderilen alti kogun kuzularinda (n:133)
yapilan allel spesifik PCR islemleri sonucunda GG, GA, AA olmak iizere li¢c farkl
genotip tespit edilmistir. Bu genotiplerin frekanslar1 sirasiyla 0.59, 0.35 ve 0.06
olarak bulunurken, G allelinin frekansi1 0.76, A allelininfrekans:1 ise 0.24 olarak
hesaplanmistir. Tespit edilen genotiplerin canli agirhiklart  Cizelge 4.1°de
gosterilmistir. Dogum agirhigi, canli agirlik artis1 ve siitten kesim agirliklar: ile 90.
giin canli agirhiklart bakimindan genotip gruplart arasindaki fark Onemsiz

bulunmustur.

\
N {1 A
P I L iF f
\ \\—‘ l |
“I“I|‘I ‘.‘.
1 | |
RYRIRYE
1) |
LT
v ¥ M

Sekil 4.1. GG ve GA genotipine sahip bireylere ait sekans analiz goriintiisii.
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Sekil 4.2. Bazi kuzulara ait allel-spesifik PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiileri.
Bireylerin genotipleri jel izerinde gdsterilmigtir. M: 100 b¢ merdiven.
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GA GG GA
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GG GG GA GG GA
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Cizelge 4.1. Farkli genotip gruplarina ait canl agirliklar

-

GA

Olgiim Canli Agirliklar (Ortalama +standart hata) P
Zamant
Genel GG GA AA
Dogum 4.29+0.097 |4.499+0.05 [4.279+0.06 |4.082+0.16 |O.D.
Agirhig 6 8 8
30 GUN 11.99+0.42 |12.838+0.2 |12.952+0.2 [10.168+0.7 |O.D.
4 93 25
60 GUN 18.12+0.83 [20.038+0.4 |19.764+0.5 |14.563+1.4 |O.D.
7 79 85 48
90 GUN 25.56+1.15 |27.464+0.6 |27.036+£0.8 [22.171£1.9 |[O.D.
6 05 93

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; O.D. P>0.05

Farkli donemlerdeki canli agirlik {izerine laktasyon sirasinin etkisi dnemli

(P<0.05), otuzuncu, altmisinci ve doksaninci giinler arasindaki fark énemli degildir

(Cizelge 4.2.).
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Cizelge 4.2. Farkli donemlerdeki canli agirlik {izerine laktasyon sirasinin etkisi

Olciim zamani
Laktasyon Dogum | CA30Giin CA60Gin CA90Giin

Sirast agirhig

1 4,301+£0,100° | 11,846+0,431 | 18,388+0,861 | 25,909+1,185
2 4,201+0,078" | 12,752+0,338 | 19,538+0,674 | 26,557+0,928
3 4,731+0,096* | 12,730+0,413 | 18,926+0,824 | 26,322+1,134
4 4,27240,105° | 12,771+0,452 | 20,140+0,903 | 27,890+1,243
5 4,520+0,122° | 13,410+0,526 | 20,659+1,050 | 27,814+1,445
6 4,438+0,168" | 12,987+0,725 | 20,826+1,448 | 28,938+1,993
7 4,30040,319° | 15,032+1,376 | 24,114+2,748 | 30,754+3,782
P * O.D. O.D. O.D.

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; O.D. P>0.05

Farkli donemlerde canli agirlik iizerine dogum tipinin etkisine bakildiginda

dogum agirligi bakimindan fark 6nemli (P<0.05), otuzuncu ve altmisinct giinlerde

yiiksek diizeyde onemli (P<0.01) ve doksaninci giindeki fark ¢ok yiiksek diizeyde

onemlidir (P<0.001). Dogum tipi tek olan kuzular ikiz dogan kuzulara gére daha
agirdir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 4.3. Farkli donemlerdeki canli agirlik tizerine dogum tipinin etkisi

Olgiim zamani Tek Ikiz P
Dogum Agirlhigi 4,624+0,055 4,049+0,065 *
CA30Giin 14,204+0,236 10,638+0,279 *x
CA60Gin 21,747+0,471 16,582+0,557 ok
CA90Giin 29,406+0,648 23,552+0,767 otk

P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001

Farkli donemlerde canli agirlik {izerine cinsiyetin etkisi yiiksek diizeyde

onemli bulunmustur (P<0,01). Cinsiyeti erkek olan kuzular disi kuzulara gore daha

agirdir (Cizelge 4.4.).
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Cizelge 4.4. Farkli donemlerdeki canli agirlik lizerine cinsiyetin etkisi

Olgiim zamam Cinsiyet P
Erkek Disi

Dogum Agirlig 4,470+0,056 4,285+0,062 o

CA30Giin 13,209+0,243 12,148+0,269 *x

CA60Giin 20,512+0,485 18,519+0,536 *x

CA90Giin 28,649+0,668 24,968+0,738 *x

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001

Cizelge 4.5. Farkli donemlerdeki canli agirlik lizerine kogun etkisi

Kog¢ No Olgiim zamani
Dogum | CA30Giin CA60Gtun CA90Giin
agirhigt

B1 (GG) 4,468+0,101 13,1000,436 19,888+0,871 | 27,625+1,199
B2 (GG) 4,231+0,113 12,753+0,486 | 20,438+0,969 | 28,179+1,334
B3 (GA) 4,346+0,100 11,961+£0,433 | 18,060+0,864 | 25,266+1,188
B4 (GG) 4,429+0,113 13,066+0,488 | 20,029+0,975 | 27,276+1,342
B5 (GG) 4,807+0,137 13,880+0,592 | 21,764+1,183 | 29,513+1,627
B6 (GA) 4,427+0,106 12,282+0,455 | 18,892+0,909 | 25,929+1,251
B7 (GA) 4,341+0,143 12,537+0,616 | 19,173+£1,229 | 26,394+1,691
P O.D. O.D. O.D. O.D.

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; O.D. P>0.05

Farkli donemlerdeki canli agirlik {izerine kogun etkisi dogum agirhigi,

otuzuncu, altmisinct ve doksaninci giin canli agirliklart arasindaki farklar 6nemli
degildir (Cizelge 4.5.).
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5. TARTISMA

Biiyiime ve farklilagma faktorii 8 (GDFS8) olarak da bilinen miyostatin
(MSTN) geni, kas hiicrelerinin biiylimesini, iskelet kasi gelisiminin inhibisyonu
yoluyla kas gelisimini olumsuz yonde diizenleyen transforme edici biiylime faktorii 3
stiper ailesinin bir iiyesi olan miyostatin proteini yoluyla genetik olarak kontrol eder
(McPherron vd., 1997; Han vd., 2010; Sahu vd., 2017). MSTN geni, koyunlar da
dahil olmak tizere, birgok memeli tiiriinde “cift kasli” fenotip ile iliskilidir (Clop vd.,
2006; Han vd., 2010; Haren vd., 2020; Osman vd., 2021).Niceliksel 6zellik biiyiime
performanst poligenik oldugundan ve bunu etkileyen genlerden biri MSTN
oldugundan, bir hayvanin tiretim 6zellikleri tizerindeki bu tiir etkilerin genetik temeli
anlagilmalidir (Kolenda vd., 2019;0sman vd., 2021). Thepa ve Tyasi 2024 yilinda
yaptiklar1 bir calismada koyun MSTN geninin tek niikleotid polimorfizmlerinin
(SNP'ler) tiir biiylime parametreleri iizerindeki etkilerini degerlendirmis ve
koyunlarin biliyime o0zellikleriyle ©nemli bir iliski sergileyen SNP'lerden
kaynaklanan MSTN geninin varyasyonlari, hayvan yetistirme programlarinda
kullanilabilecek genetik belirtecler olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu
belirtmislerdir. Sahu ve arkadaslar1 2017 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, yerli hint
koyunlar1 olan Madras Red ve Mecheri koyunlarinda Miyostatin (MSTN) geninin 3.
ekzonundaki polimorfizm ve biiylime 6zellikleri ile iligkisini arastirmislar ve Madras
Red koyunlarinda MSTN geninin 3. ekzonundaki 5622 G > C mutasyonunun dokuz
ve on iki aylik agirliklar tizerindeki etkisini 6nemli oldugunu bulmuslar (P < 0.05) ve
Homozigot (MM) genotipe sahip hayvanlar dokuz ve on iki aylik agirlikta sirasiyla
1.162 kg ve 1.227 kg ile heterozigot (Mm) genotipe gore daha agir oldugunu
bildirmislerdir. Bununla birlikte, ayn1 irkta dogum, siitten kesim (ii¢ ay) ve alt1 aylik
agirlik icin bu mutasyonun etkisinin 6nemsiz oldugunu belirtmisler ve Mecheri
koyunlarinda farkli yaslarda, 5622 G > C polimorfizminin canhiagirlik {izerine
etkisinin 6nemsiz oldugunu bildirmislerdir. MSTN geninin 3. Ekzonunda yapilan
Dehnavi ve digerlerinin (2012) Zel koyunlarinda, Masoudi ve digerlerinin (2005)
Baluchi koyunlar1 iizerinde yaptiklar1 benzer calismalarda genetik varyantlarin
bliylime ozellikleri iizerindeki etkisinin énemsiz oldugunu bildirmislerdir. Han ve
digerleri c¢esitli koyun irklarinda 2013 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada koyun 3'd
MSTN geninin promotor bolgesinde, 3'i 5’UTR'de, 11'1 intron 1'de, 5'1 intron 2'de ve
5'1 3’°UTR'de bulunmak iizere toplam 28 niikleotid degisikligi tanimlamislar ve
c.-959C>T, c.-784A>G, c.373+563A>G, ¢.373+607A>G,c.374-654G>A,
c.374-54T>C, ¢.748-54T>C, c.*83A>G,c.*455A>G ve c.*709C>A degisimlerini ilk
kez rapor etmislerdir. Wang ve digerleri (2016) Yeni Zelanda Romney koyunlarinda
yaptiklar1 bir ¢caligmada SNP'ler 6223G>A ve 2449G>C polimorfizmleri ile dogum
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agirhigi ve biiyiime oraniyla iliskili oldugunu tespit etmislerdir. Bu tespit Bayraktar
ve Shoshin (2022) Irak’ta 6zel bir ciftlikte yetistirilen Ivesi koyunlar1 (n=129)
tizerinde MSTN 3. Ekson bolgesinde yaptiklar1 bir ¢alismada MM, mm olarak 2
Genotip tespit etmisler genotip frekanslar1 sirasiyla 0,10, 0,90 ve M allel frekansi
0,10 m allel frekans1 ise 0,90 olarak tespit etmisler ve MSTN/Haelll polimorfizmleri
ile bliyime oOzellikleri arasinda anlamli bir iliski bulamamislardir. Gan ve
digerleri (2008) Cin merinos (MPMF) koyunlar1 (n:127) {izerinde yaptiklar1 bir
calismada miyostatin genindeki SNP haplotiplerinin kas hipertrofisi ile iliskilerini
arastirmig ve MSTN promotor bolgesinde c¢.-781G>A degisimi ile GG, GA olmak
lizere 2 genotip tespit etmislerdir. Genotip frekanslar sirasiyla %78, %22 ve G allel
frekans1 %89 ve A allel frekansini ise %11 bulmuslar ve bu degisimin ortalama canli
agirhik iizerine etkisinin Onemsiz oldugunu vurgulamislardir. Trukhachev ve
digerleri (2015) Dzhalginsky merinos (n:30) koclarinda yaptiklar1 bir ¢alismada
MSTN geni promotor bolgesinde c.-783G>A degisimi tespit etmisler ve bu
calismada GG ve GA olmak iizere 2 genotip bulmuslardir. Genotip frekanslari
strastyla %90, %10 ve G allel frekans1 %95 ve A allel frekans1 %35 olarak tespit
etmigler ve bu degisimin canli agirlik {izerine etkisinin bulunmadigini belirtmislerdir.
Yerli ivesi kuzular iizerinde yapilan bu calismadaG>A polimorfizmi gdsteren
c.-783niikleotidinde GG, GA ve AA olmak lizere ii¢ genotip tespit edilmis,genotip
frekanslar1 sirasiyla %59, %35, %6 ve G allel frekans1 %76, A allel frekans1 %24
olarak bulunmus ve bu genotiplerin dogum agirligi, canli agirlik artis1 ve siitten
kesim agirliklart ile 90. giin canli agirliklar1 arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur.
Canli agirlik Ttzerine herhangi bir etkisinin bulunmamasit Trukhachev ve
digerleri (2015) ile Gan ve digerleri (2008) yaptig1 c¢alismalar ile benzerlik
gostermektedir. Bu c¢alisma allel frekanslar1 bakimindan Trukhachev ve
digerleri (2015), Gan ve digerleri (2008) arastirmalari ile kiyaslandiginda Gan ve
digerlerininki ~ (2008) ile yakinlik gostermekte iken  Trukhachev ve
digerlerinin (2015) calismasindan farkli olmasi 6rneklem biiyiikliigii ile ilgili olabilir.
Yapilan bu calisma ile Gan ve digerleri (2008) veTrukhachev ve digerleri (2015)
yaptig1 ¢aligsmalardan farkli olarak AA genotipi tespit edilmistir.

Pozzi ve digerleri (2009) italyan Piodmentese sigirlarinin et orneklerini
inceleyerek (n:104) yaptiklari bir ¢alismada bir MSTN nokta mutasyonu olan C313Y
tespit etmek amaciyla; allel spesifik PCR, SNP-PCR ve Realtime PCR olmak iizere
tic farkli yontemi karsilastirmiglar ve benzer sonuglar elde etmisler ayrica
numunelerin hazirlanma stireleri sirasiyla 3 saat (AS-PCR), 5 saat (SNP-PCR), 2 saat
(Realtime-PCR) tespit edilerek Realtime-PCR isleminin hem numunelerin

hazirlanmast hem de sonuglarin erken bulunmasi agisindan 6n plana ¢iktigini
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vurgulamiglardir. Allel spesifik PCR iglemleri diger genotip belirleme teknolojilerine
gore nispeten etkili ve ekonomik bir yontemdir. Son yillarda floresan gen algilama
(v.b.) teknolojilerinin AS-PCR yoOntemine entegre edilerek gercek zamanli PCR
caligmalarinda kullanilmaktadir (Chubarov vd., 2020; He vd., 2020; Jiang vd., 2021;
Devyatkin, 2024).

Yapilan bu tez calismasinda kuzularin dogum, 30. giin, 60. giin, 90. giin
agirhik ortalamalarn sirasiyla 4,29 kg, 11,99 kg, 18,12 kg ve 25,56 kg olarak
hesaplanmistir. Ustiiner (2007) ivesi kuzular iizerinde yaptig1 bir ¢calismada dogum,
30., 60. (siitten kesim) ve 90. giin diizeltilmis agirlik ortalamalarini sirasiyla 4.52 kg,
9.94 kg, 17.34 kg ve 23.26 kg olarak tespit etmistir. Sunulan ¢alismada tespit edilen

canli agirlik degerleri Ustiiner’in bildirdigi degerlerle benzerdir.

Sunulan ¢alismada ivesi kuzularin dogum agirligina, cinsiyet, dogum tipi ve
laktasyon sirasmin etkileri dnemli 6nemli bulunmustur. Benzer sekilde Ustiiner
(2007) cinsiyet ve dogum tipinin ivesi kuzularin dogum agirligimi énemli diizeyde
etkiledigini (P<0.01, P<0.001) ancak sunulan ¢alismadan farkli olarak ana yasinin
etkisinin 6nemsiz oldugunu belirtmislerdir. Sunulan ¢alismada elde edilen verilerle
uyumlu olarak Ustiiner (2007) 30. giin hari¢ diger giinlerde &lgiilen canli agirlik
degerleri iizerine; dogum tipi ve cinsiyetin etkisinin 6nemli (P<0.001), ana yasi,
cinsiyet ve verim yiliin etkileri ise 6nemsiz bulundugunu bildirmistir. Otuzuncu giin
Olciilen canli agirlik iizerine cinsiyetin etkisini 6nemsiz bulmustur (P>0.05). Sunulan
calismada ise kuzularin dogum agirliklarina; cinsiyet, dogum tipi ve ana laktasyon
sirasinin etkileri onemli (P<0.01,P<0.05, P<0.05), kogun (Baba) etkisi ise dnemsiz
bulunmustur. Otuzuncu giin agirligina; dogum tipi ve cinsiyetin etkisi onemli
(P<0.01), ana laktasyon siiresi ve baba etkisi 6nemli bulunmamistir. Altmisinct giin
agirhigina; dogum tipi ve cinsiyetin etkisi onemli (P<0.01), laktasyon siiresi ve baba
etkisi 6nemli bulunmamistir. Doksaninci giin agirliklarina; dogum tipi ve cinsiyetin
etkisi 6nemli (P<0.01,P<0.001), laktasyon siras1 ve baba etkisi 6nemsiz bulunmustur.
Bu iki ¢alismada da farkli donemlerdeki canli agirlik iizerine dogum tipi ve
cinsiyetin etkileri énemli bulunmustur. Yapilan iki ¢alismada da etki faktorlerine

gore dogum agirliklar1 ve canli agirlik artiglar1 benzer sonuglar gostermektedir.
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6. SONUCLAR

Sonug¢ olarak Ivesi koyunularminn GDF8 geni promotor bdlgesi -783.
niikleotidde bir G>A polimorfizmi tespit edilmistir. Bu polimorfizmin kuzularin
dogum, 30., 60., ve 90. giin canl1 agirliklar1 {izerine 6nemli bir etkisinin bulunmadig,
cinsiyet ve dogum tipinin ise incelenen parametreler lizerine énemli bir etkisinin
oldugu tespit edilmistir. MSTN (GDFS8) geninde goriilen polimorfizmlerin ¢iftlik
hayvanlarimi fenotipik olarak etkileri tespit edilerek hayvan yetistiriciligine ciddi
manada ekonomik katk1 sagladigi goriilmektedir. Yerli Ivesi koyunlarinda yapilan bu
calisma ile MSTN geni promotor bolgesinde 3 genotipin ilk kez tespit edilmesi

yapilacak diger ¢aligmalar i¢in umut vericidir.
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7. ONERILER

Ozellikle yerli koyun irklarimizda daha fazla hayvan materyali ile yapilacak
bu ve benzeri calismalar neticesinde farkli polimorfizmlerin tespit edilerek dogum
agirhigl, ginlik canhi agirlik artisi, biiylime performansi gibi verim kriterleri ile
iliskilendirilmesi belirte¢ destekli seleksiyon programlarinda rahatlikla uygulanarak

hayvan yetistiriciliginde ciddi ekonomik katkilar elde edilebilir.
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