HAYVAN ISLAHINDA BIiYOTEKNOLOJI

1. GIRIS

Havyan 1slah1 tanimi, klasik 1slah metotlarinin yan1 sira molekiiler genetik teknolojinin de
kullanilmaya baslamasiyla birlikte son yillarda olduk¢a degismistir. Hayvan islahi bugiin,
bilim ve teknolojideki giincel gelismelerden daha c¢ok etkilenmektedir. Cogu ¢iftlik hayvani
tirinde 1slah, biiylik sirketlerin tekeli altindadir ve bireysel c¢iftgi bazindaki 1slah
calismalarinda azalmalar goriilmektedir. Bu degisimin olast nedenlerinden biri {ireme
biyolojisi ve molekiiler genetik teknolojinin gelisimi ve yayginlagmasiyla birlikte gilincel
biyoteknolojilerin Islah endiistrisinde kullanimlarinin artmasinin hayvan islahindaki gelisme
hizin1 arttirmasidir. Bu sayede, izleme, dl¢glimleme ve sezgi de kismen hesaplama ve bilimsel
tahmin ile yer degistirmistir. Bununla birlikte, tabii ki bunlarin tamami da yeni teknolojiler
degildir. Bu teknolojilerden bazilar1 uzun zamandan beri uygulanmaktadir. Sigirlarda yapay
tohumlama yaklagik 50 yildan beri uygulanmaktadir (Akman ve ark., 2005). Siiphesiz, siit
sigirlarindaki genetik iyilesmenin {izerine en biiylik etkiyi yapay tohumlama yapmistir ve hala
hayvan 1slah1 programlarinin yapisi iizerine 6nemli etkisi vardir.

Yine son yillarda siiper oviilasyon, in vitro fertilizasyon, genetik kopyalama, gen
kopyalama ve seleksiyonda DNA markorlerinin kullanimi hayvan 1slahi ¢alismalarinda
kullanilmaktadir. Bu teknolojilerden bazilarinin uygulanmasi uzun yillardir stirmekte, bazilar
gelistirilme siirecinde, bazilar1 ise uygulama i¢in beklemektedir. Bunlara ilaveten, bilgisayar
ve bilgi teknolojisindeki hizli gelisim de ¢iftlik hayvanlarinda veri saklama ve genetik gelisim
islemlerinin takibinin kolaylasmasi ve genetik deger karsilastirmalarinin siirtiler, irklar ve
iilkeler arasinda yapilabilmesi lizerine 6nemli bir katki yapmustir.

En uygun 1slah programlamasinin yapilabilmesi i¢in; teknolojik bakis acgisiyla neyin
“miimkiin oldugu” ve {iretim sisteminin sosyo-ekonomik yapisi i¢inde yer alan karar vericiler

tarafindan neyin “kabul edilebilir” oldugu konusunda dogru ayarin bulunmasi gerekir. Eninde



sonunda, hangi teknolojinin cazip iiretim araci olacagina da karar verecek olan tiiketicidir.
Cogu bat1 toplumunda tiiketiciler artan bir sekilde saglik, ¢cevre ve hayvan refahi konularinda
hassasiyet gostermektedirler (Anonim, 2005). Gida giivenligi ve gida iretim yontemleri
tilketicilerin gida tliketimi davramiglarini etkileyen faktorlerdir. Bununla birlikte, fiyat ve
iiretim etkinligi hayvansal tiretimin siirdiiriilebilirligini etkileyen en 6nemli faktor olmaya
devam etmektedir. Basarili hayvan islah1 programlar1 rekabet siirecinde yardimci olacak

dogru diizeydeki teknoloji kullaniminin bulunmasiyla hazirlanabilir.

2. MARKOR DESTEKLIi SELEKSIYON

Molekiiler genetik teknoloji son yirmi yilda hizli bir sekilde gelismistir. Bu sayede,
genomda hastaliklara dayaniklilik gibi baz1 6nemli 6zellikler tizerine etkili kodlama bolgeleri
daha kolay tespit edilebilmistir. Bu 6zelliklerin bir ¢ogu kantitatif 6zelliklerdir ve bir¢ok
genin ortak etkisi ile ortaya ¢ikan ozelliklerdir. Hayvanlar arasindaki genetik farkliliklar bu
cok sayidaki genden kaynaklanmaktadir. Bununla birlikte, DNA teknolojisi genetik
markdrleri giindeme getirmistir. Bu sayede hayvanlarin sahip olduklar1 genetik varyasyonun
tam olarak ortaya konulmasiyla, potansiyel genetik degerlerinin dogru bir sekilde tahmini
mimkiin olmustur. Hayvanlarin molekiiler isaretgiler yardimiyla genotiplenmesi, gercek

genetik degerlerinin bulunmasi amaci giidiilen bir ¢esit yatirimdir (Kinghorn ve van der Werf,

2000).

Molekiiler markorlerin  gergek genotipin, gen lokusu diizeyinde tanimlanmasinda
kullanilmaya baglamasi ile birlikte tesadiifi ve tesadiifi olmayan g¢evresel etkilerden

kaynaklanan hatalar sorun olmaktan ¢ikmaya baslamistir (van der Werf ve Marshall, 2003).

Son yirmi yila kadar hayvancilik endiistrisinin ¢ogu en iyi damizlik hayvanin belirlenmesi

konusunda basaril1 bir sekilde gelistirilmis olan Damizlik Deger Tahmini (Estimated Breeding



Value)’ne dayanmaktaydi. Bu da en iyi BLUP (Best Linear Unbiased Prediction) yontemiyle
basarilmaktadir (Viklund ve ark., 2005). Yontem, aday damizligin kendinden ve onun
akrabalarindan alinan birka¢ oOzellige ait pedigri ve performans bilgilerine gereksinim
duymaktadir. BLUP yo6nteminden en dogru sonucun almmmasi igin fenotipik performans
kayitlarinin ¢ok iyi bir sekilde tutuluyor olmasi gerekir.

Uygulanacak seleksiyon stratejisi, Oncelikle hangi ozelligi iyilestirmek istedigimize
baglidir. Aslinda, genetik seleksiyonun ana fikri; damizlik olarak kullanilacak hayvanlarda
istenilen gen frekanslarinin artirllmasidir. Ancak gergekte bu genleri tam olarak gozlemlemek,
belirlemek ¢ok zordur. Fenotipe dayali seleksiyon, hayvanin sahip oldugu biitiin genlerin
birlikte ¢alismasiyla elde edilmis sonuca dayanmaktadir. Ayrica hayvanin belirli bir verim
karakteri bakimindan bireysel performansi yalnizca genler tarafindan etkilenmez, o6zellikle
cevresel faktorden de 6nemli 6lgiide etkilenir. Bu yiizden en iyi genlerin se¢imi i¢in yalnizca
hayvanin performansina gore yapilan seleksiyonda %100’liik basar1 goriilemez. Genis ¢aph
dol kontrolii testleri miikemmel seleksiyon basarisina yaklassa da, 6rnegin, et kalitesi ile ilgili
karakterler gibi bazi Ozellikler i¢in ¢ok pahalidir, bunun yaninda dol kontrolii testlerinden
istenilen basarinin saglanmasi icin birka¢ yillik bekleme siiresine ihtiyag duyulmaktadir.
Etkili bir 1slah programi; hayvanlarin miimkiin olan en geng yasta damizlikta kullanilmasini,
generasyonlar arasi siirenin imkanlar oraninda kisaltilmasi ve bu sayede de yillik daha hizli
bir genetik ilerlemenin saglanmasina imkan tanimalidir. Erken yasta bir damizlik se¢imi igin
potansiyeli iyi olan genlerin varliginin bilinmesi seleksiyonda kolaylik saglayacagi gibi
isabeti de arttiracaktir (Kinghorn ve van der Werf, 2000).

Kantitatif genetik caligmalar, faydali genlere sahip hayvanlarin tanimlanmasi igin
fenotipik verilerden yararlanma ilkesine dayanir. Molekiiler genetik tekniklerden yararlanarak
elde edilen bilginin kullanim amaci ise kantitatif karakterler tizerine etkili olan major genlerin

yerlerinin tespiti ve 1slahta bunlardan yararlanilmasidir.



2.1. Genomun, Genetik ve Fiziksel Haritalanmasi

Genlerin yerlesim diizenleri (lokus) arasindaki mesafenin bilinmesine “genetik
haritalama” denir. Genetik haritalardaki mesafeler, iki lokus arasindaki rekombinasyon
frekansma gore belirlenir. iki lokus arasindaki rekombinasyon frekansini gdsteren lgii birimi
“Morgan (M)” ya da “Santimorgan (cM)”’dir. Bir c¢cM ortalama 100 mayozdaki 1
rekombinasyon olayidir. Bu yiizden, genomdaki iki bolge birbirinden 10 ¢cM uzaklikta ise, iki
bolge arasindaki beklenen rekombinasyon orani 100 mayozda 10’dur. Iki gen arasindaki
genetik harita mesafesi bu yiizden rekombinasyon gecirmesi beklenen genlerin frekansinin
belirlenmesinde  kullanilir. Bir genetik harita, kromozomun fiziksel haritas1 ile
karsilastirilabilir. Burada genler arasindaki mesafe baz ¢ifti (base pairs-bp) ya da kilo bazgifti
(kilo basepairs-kb) ile dlciiliir. Insanlarda, 1 cM genetik bir haritada yaklasik 1-2 Mb DNA’ya
karsilik gelmektedir (1-2 Milyon baz ¢iftine). Fiziksel bir harita yapmak icin Maya yapay
kromozomu gibi ya da diger uygun vektorler i¢inde yer alan klonlar, ¢ok biiyiik (1 milyon baz
cifti civarinda) DNA fragmentlerine sahiptirler. Bir takim klon, “gen kiitiiphanesi” olarak
bilinir. Tam bir kiitliphane, toplam genomu iceren on binlercesine klondan olusmaktadir
(Kinghorn ve van der Werf, 2000). Genom haritalamasinda; synteny haritalama, in situ
hibridizasyon, baglant1 haritalamas1 ve karsilastirmali haritalama gibi farkli haritalama
yontemleri mevcuttur (Kozanoglu ve Oguz, 2004).

Eger, ayn1 tiire ait iki birey arasindaki kromozom sekanslari arasindaki farkliligi
karsilastirmak istiyorsak, baz giftlerinin ¢ogu 06zdes olacaktir. Ornegin, insan DNA
dizilisindeki farklilik 1000 baz ciftinde 1 baz ¢ifti kadardir. Bunun yaninda, tek yumurta
ikizleri hari¢, memelilerde genetik materyali olusturan milyonlarca baz ¢iftinin her ikisinin
dizilisi tamamen aymi olan iki birey yoktur. Kesinlikle, kromozomlar boyunca bireyler
arasindaki dizilisler ¢ok biiyiik farkliliklar gosterir. DNA dizilisinde farklilik gosteren bu

bolgeler, “molekiiler isaretciler” olarak isimlendirilirler.



2.1.1. Molekiiler isaretciler

DNA’daki fakliliklar genlerde meydana geldiginde, bu farkliklar genin islevi ve
dolayisiyla da bireyin fenotipi ilizerine potansiyel bir etki olusturur. Genetik markorler
gegmiste cogunlukla kan gruplart ve enzim polimorfizmini i¢ermistir. Ardindan daha
polimorfik olan yeni markor tipleri ortaya konulmaya baslanmistir.

Cogu molekiiler markor, fenotiple iliskili degildir. Temel molekiiler markor tipleri; Cesitli
sayidaki birlesik tekrarlar (Variable number tandem repeats-VNTR), Kesilmis par¢a uzunlugu
polimorfizmi (RFLP - Restriction fragment length polymorphism), Rasgele c¢ogaltilmis
polimorfik DNA (RAPD - Random amplified polymorphic DNA), Cogaltilmis parca
uzunlugu polimorfizmi (AFLP - Amplified fragment lenght polymorphism)’dir. Molekiiler
markdrler ¢ok farkli yontemlerle elde edilirler ve bu yontemlerin her birinin olumlu ve
olumsuz yanlar1 vardir. Farkli genetik markorlerin genomdaki dagilislarinin, genotipleme
zorluk ve maliyetlerinin, polimorfizm gosterme derecelerinin farkli olmasi bu markor
tiplerinin kullanilmasiyla elde edilen bilginin de cesitliligine yol acar. Ornegin, baz
yontemler (cDNA, RFLP ve EST gibi) dogrudan genom iizerinde bir noktayi
hedefleyebilirken, RFLP, RAPD ve SSR gibi yontemler ise genomik DNA’y1 isaretler. PZR
temelli yontemlerin (mikrosatellitler, RAPD ve AFLP) en 6nemli avantaji ¢ok diisiik miktarda
DNA’ya ihtiya¢ duymalar1 ve genotiplemede otomasyona uygun olamlaridir. RAPD ve AFLP
yontemlerinde calisilan tiir hakkinda 6zel bir sekans 6n bilgisine gereksinim duyulmadigi gibi
mikrosatellitlere gore gelistirilmeleri de daha kolay ve ucuzdur (Kinghorn ve van der Werf,
2000).

2.1.1.1. Cesitli sayidaki birlesik tekrarlar (Variable number tandem repeats-VNTR)

Genom tizerindeki farkli yerlerde dagimik sekilde bulunan ve ardisik dizi tekrarlarim
iceren ¢ok sayida bolge vardir. Bu bolgeler “Cesitli Sayidaki Birlesik Tekrarlar” adi verilen

DNA dizilerini igerirler. Birlesik tekrarlar, bastan sona kadar dizilisi belirlenmis baz



ciftlerinin ¢oklu kopyalaridir. Ornegin, siklikla bulunan bir ikili tekrar SA (sitozin ve
adenin)’dir, bir zincirde bu tip tekrar dizileri CACACA........ , seklinde okunur ve (CA),
seklinde not edilir. Bu ornekte tekrar baz ciftlerinin sayis1 ikidir, ancak fazla da olabilir.
VNTR’larin tekrarlanan tinitelerinin sayis1 4’den az oldugunda “mikrosatellitler”, daha fazla
oldugunda ise “minisatellit” olarak da adlandirilabilirler (Kinghorn ve van der Werf, 2000).

Mikrosatellitler, essiz bir sekansla ¢evrelenmis cesitli sayidaki kisa dizi tekrarlaridir.
Mikrosatellitler ¢cok iyi genetik markorlerdir, ¢iinkli her biri tekrar bolgelerinin uzunlugu
birbirinden farkli olan ¢ok fazla sayida allele sahiptir. Bir allel, ayn1 bdlgede tanimlanmig
tekrar sayisidir (Provan ve ark., 1999). Bircok allel varliindan dolayr c¢ogu birey
heterozigottur. Bu ise, yavrulara aktarilmak istenilen QTL’ler ile markor-allel-performans
bagintisinin kurulmasinda kolaylik saglar.

“Polimeraz Zincir Reaksiyonu” boyunca tekrar dizlerinin iki tarafindaki primer baglanma
bolgelerinin essiz sekanslart kullanilir ve mikrosatellit DNA 6zel bir sekilde c¢ogaltilir.
Bireylere ait 6zel bir mikrosatellit lokusundaki alleller, ¢ogaltilmis parca uzunluklarinin
agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmesi ile tespit edilir.

2.1.1.2. Kesilmis par¢a uzunlugu polimorfizmi (RFLP - Restriction fragment length
polymorphism)

DNA kesim enzimleri (restriction endonucleases), kendilerine 6zel kesim noktalarindan
DNA dizisini keserler. Ornegin, EcoR-I, tamima sekansi olan ‘GAATTC dizisine
rastladiginda DNA’y1 keser. Eger, bu sekansta bir mutasyon gerceklesmis ise kesim
ger¢eklesmez ve sonugta elde edilen DNA fragmenti uzun olur. Ayrica, mutasyon yeni bir
tanima sekansi ile daha kisa bir ¢ift fragment verir. Bu tip genetik farkliklar “kesilmis parca

uzunlugu polimorfizmi olarak™ bilinir (Kinghorn ve van der Werf, 2000).



2.1.1.3. Rasgele c¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD - Random amplified
polymorphic DNA)

RAPD markdrleri PZR reaksiyonlar1 sonucu elde edilen DNA fragmentleridir. Bunun i¢in
PZR reaksiyonunda olduk¢a kisa ve tek zincirli DNA fragmentleri kullanilir (genellikle
PZR’de iki primer kullanilir). Primer, az sayidaki baz ¢ifti i¢in (6rnegin 2000 bp) birbirine
karsilik gelen iki zincirde de tamamlayict olmalidir. Bu iki bolge arasindaki DNA zinciri PZR
ile cogaltilir. Bireylerin bu boélgelerinde goriillen mutasyonal farkliliklar, tirtinlerin jelde
gosterilmesi ile tespit edilebilir (Kinghorn ve van der Werf, 2000).

RAPD yoénteminin en Onemli avantaji calisilan tlirin DNA sekansinin bilinmesine
gereksinim duyulmamasidir. Bir primer, rasgele bir sekilde PZR {iriinii iretme sansina kesin
olarak sahiptir. Dolayisiyla, RAPD markorlerinin gelistirilmesi nispeten daha ucuzdur.
Dezavantajlarindan biri tekrarlanabilirliginin diisiikk olmasi, laboratuardan laboratuara hatta bir
termal cycler cihazindan digerine farklilik gosterebilmesidir. Bir digeri ise dominant markor
vermesi, homozigotlar ve heterozigotlarin karsilastirilmasinin miimkiin olmamasidir (Cushwa
ve ark., 1996).

2.1.1.4. Cogaltilmms parca uzunlugu polimorfizmi (AFLP - Amplified fragment
lenght polymorphism)

AFLP yontemi, secilmis kesim enzimi fragmentlerinin PZR ile g¢ogaltilmasi esasina
dayanir. Tipki RAPD gibi, AFLP’ler de DNA sekansi ile ilgili 6n bilgiye ihtiya¢ duymaz.
RAPD yoOntemine gore en Onemli avantaji daha giivenilir olmasi, DNA kalitesine ve
laboratuar sartlarina bagli olarak tekrarlanabilirliginin daha yiiksek olmasidir. Molekiiler
markdr olarak kullanilabilecek polimorfik lokus tanimlama bagaris1 mikrosatellitlerden ya da

RAPD markoérlerden 10 ila 100 kat daha fazladir (Kinghorn ve van der Werf, 2000).



2.1.1.5. Tek niikleotid polimorfizmi (SNP - Single Nucleotid Polymorphism)

Tek niikleotid polimorfizmi (SNP), genomun arastirilan bolgesi tizerindeki tez bir baz
ciftindeki farkliliga dayanir. Bir SNP, fark edilebilecek bir frekanstaki iki degisen bazin
goriilme durumudur. Insanlarda bu sayr bin baz ¢iftinde birden biiyiik olabilir. SNP ¢ok
degisik yontemlerle tespit edilebilir, bununla birlikte nispeten yeni bir teknoloji olan DNA
ciplerinin kullanim1 ¢ok sayida 6rnegi, miimkiin olan en kisa zamanda ve en genis tarama
Ol¢ceginde incelemeye olanak saglamis bir yontemdir (Kinghorn ve van der Werf, 2000).

2.1.1.6. Diger yontemler

Uzerinde 6nemle durulmasi gereken bir ¢ift terim de STS (sequnce tagged sites ve EST
(Expressed Sequence Tags)’ dir. STS sekansi etiketlenmis bolge demektir. Bir STS bilinen
kromozomal bolgenin kendine 6zgii sekansidir. Bunlar ¢ogunlukla farkli laboratuarlardan elde
edilen haritalama bilgilerinin birlikte yerlestirilmesinde kullanilirlar. Bir STS genellikle 200—
400 baz ¢ifti uzunlugundadir ve PZR ile ¢ogaltilabilir. Mikrosatellitler, STS’lere 6rnek olarak
verilebilirler.

Bir memeli sekansinda ¢ok fazla kodlama yetenegi olmayan bolge oldukga fazladir. Bu
ylizden essiz bir sekansa sahip olan STS’lerin de tanimlanmalar1 uzun zaman gerektirebilir.
Ifadelenmis sekans etiketlerinin (EST) kullanimi kendine 6zgii STS lerin izolasyonu sansini
artirmak i¢in uygulanan bir yontemdir. EST lerin {iretim semasi su sekildedir:

Oncelikle, mRNA’nin bir DNA kopyasi olan ¢cDNA iiretilir. Daha sonra 200 — 400 baz
ciftlik cDNA’nin sekansi belirlenir. Bunlar EST’lerdir. mRNA’lar tekrar dizilerinden biiytik
Olclide bagimsizdirlar ve muhtemelen de 6zgiindiirler (Kinghorn ve van der Werf, 2000).

2.1.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction - PCR)

“PZR” olarak bilinen “Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction - PCR)”
metodu Mullis ve ark. (1986) tarafindan gelistirilmistir. PZR bir dizi ardisik reaksiyon

sonucunda DNA’nin istenilen bdlgesinin binlerce defa kopyalanmasidir. Ayni islemlerin



tekrarlanmasiyla olugsan dongiiler boyunca uygulanan sicaklik degisimleriyle DNA zincirinin
ayrilmasi ve sentezi yapilmaktadir (Montaldo ve Herrera, 1998). PZR metodunun kesfi ile
DNA seviyesinde polimorfizmin tespiti konusunda daha bir ¢ok teknolojinin gelismesi

saglanmistir (Provan ve ark., 1999).

Polimeraz zincir reaksiyonu DNA’nin genellikle iki primer sekansiyla tanimlanan 6zel bir
bolgesinin ¢ogaltilmasi islemidir. Bu yilizden, genomun bir bdlgesinin incelenmesi i¢in
kullanilabilir.

Genetik materyale ait 6zel bir bolgenin bir¢ok kopyasi olusturuldugu i¢in bu yontemle ¢ok
diisiik miktardaki (6rnegin bir tek yapagi ornegi ya da bir damla kandan elde edilen) DNA
yeterli olur.

PZR islemi ii¢ asamali bir islemdir. Oncelikle DNA denatiire edilir ve tek zincirli hale
donitistlirtiliir, ikinci olarak, primerler komplementerleri olan sekansa sahip bdlgelere
yapisirlar, iiclincli agsamada ise primerler kalip DNA sekansi boyunca reaksiyon ortaminda
mevcut niikleotidleri ve uzamanin gerceklesmesini saglayan DNA polimeraz enzimini de
kullanarak uzamay1 gergeklestirirler. Bu iic asama yaklagsik olarak 20 — 40 defa tekrarlanir

(Sekil 1).



PZR (POLIMERAZ ZINCIR REAKSIVONU)
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Sekil 1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

2.1.3. Molekiiler markoérlerin belirlenmesi

Molekiiler teknikler (PZR ya da kesim enzimi farkliligini takip eden jel elektroforez)
DNA polimorfizminden kaynaklanan allel farkliliklarinin tanimlanmasinda kullanilmaktadir.

VNTR’dan elde edilen farkli alleller farkli biiyiikliikkte ve benzerlikte olacaktir. RFLP’ler
de isimleriyle anilan farkli 6lgiilere sahiptirler.

2.1.3.1. Jel elektroforezi

Jel elektroforezi yontemiyle DNA fragmentleri biiyiikliiklerine gore ayrimlanir. Jel
aslinda, jelatinimsi bir tabakadir. DNA o6rnekleri tampon ¢dzelti igerisinde bulunan jelin {ist
kismindaki kuyucuklara yiiklenir ve elektriksel akim uygulanir. DNA negatif yiikliidiir ve
pozitif elektroda dogru hareket eder. Daha kiiciik DNA fragmentleri jelde daha hizli hareket
edeceklerdir. Sekildeki ornekle (Sekil 2) farkli biiytiikliikteki dolayisiyla da farkli allellere

sahip mikrosatellit DNA fragmentlerinin jelde yiiriitiilmesi gosterilmektedir.
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Sekil 2. Mikrosatellitlerin jel elektroforez yontemiyle ayrimlanmasi

Yukaridaki 6rnekte daha kiiciik olan fragmentler daha hizli hareket etmislerdir. Bu
ornekte 4 allel goriilmektedir. Tabii ki her bir birey, bir genin iki alleline sahiptir. Bu dort
hayvanin calisilan bolge bakimindan genotipinin bc, ad, ac, bb seklinde oldugu sonucuna
varilir (Kinghorn ve van der Werf, 2000).

2.1.3.2. Southern blot

Southern blot, bir jelde bulunan fragment biiyiikliigline gore ayrimlanmis DNA’nin 6zel
bir cesit zara aktarilmasidir. Zar iizerindeki tek zincirli ya da denatiire DNA ‘ya probla
muamele edilir. Prob, kisa bir DNA sekansina sahiptir ve ilgilenilen DNA fragmentine
tamamlayic1 olarak baglanir. Prob baglandiktan sonra DNA fragmenti zarda goriiniir hale
gelir bu da probun radyasyonla isaretlenmesi ve X 1511 altinda gézlenmesi ile miimkiindiir.

Southern blot yontemiyle, tiim kromozomlar iizerindeki VNTR allellerini gosterir ve bu

kompleks olgu DNA parmak izi olarak ifade edilir (Kinghorn ve van der Werf, 2000).



2.2. Karsilastirmal Haritalama

Bu ifade bilinen genlerin farkli tiirlerdeki genomik lokasyonlarinin yerlesim diizeninin
calisilmasidir. Genellikle bu bir tiirdeki haritalanmis genlerin farkli tiirlerdeki yerlerinin
karsilastirilmasiyla genom yapisinin ve evriminin arastirilmasina olanak tanir. Bir tiire ait
kromozomun homolog bolgeleri ile diger tiiriin genomunun tamami ikinci tiiriin genomu
boyunca ¢ogunlukla olduk¢a genis bir sekilde yayilmis halde bulunur.

2.2.1.Aday genler

Aday gen, biyolojik sistemlere olan iliskisi bilinen ve ilgilenilen karakter ya da karakterler
iizerine etki edebilecek bir gendir. Bu bilgi insan ve farelerdeki calismalardan elde edilmis bir
bilgidir.

2.2.1.1.Konumsal (Positional) aday gen

Bir genomun karsilastirmali haritalama ile taranmasi sonucu genomdaki yeri tanimlanmis
olan gene “konumsal aday gen” denir. QTL genomda bir bolgedir. Dolayisiyla da karakter
lokusu bir 6zelligi etkileyen bolgedir. Bu bolge, bir veya bir kaci ilgilenilen karakteri

etkileyen genler boyunca yayilmis olabilir. Her bir gen, gen lokusunda yerlesmistir.

3. CIFTLIK HAYVANLARINDA MARKOR DESTEKLI SELEKSIYON

UYGULAMASI

Hayvansal iiretimde genetik teknolojinin ve markor destekli seleksiyonun kullanimi 90’11
yillardan itibaren teorik bir kavram olmaktan ¢ikmis ve uygulamaya doniismiistiir.
Gilintimiizde hayvan 1slahi ¢alismalarinda DNA markdrlerinden yararlanma oldukca yaygin
bir uygulamadir. Belirleyici ya da markor destekli seleksiyon olarak ifade edilen bu islah
yonteminde iki ana hedef vardir. Bunlardan ilki genomun istenmeyen bdlgelerinin
uzaklastirilmasi (istenmeyen genlerin frekansinin azaltilmasi) digeri ise istenen allellerin

sikliginin  arttiridmasidir.  Her iki durumda da genetik ilerlemede Onemli artiglar



saptanmaktadir. Baglant1 analizleri ile incelenen Ozellikle iligkili bantlarin tanimlanmasi

seleksiyonda basariy1 arttirmaktadir.

Ciftlik hayvanlarindan bir kismi i¢in (6zellikle; sigir, koyun ve domuz igin) genis ¢apli
genetik haritalar hazirlanmistir. Bunun yaninda gelistirilmekte olan markor destekli
seleksiyon programlar1 igin ¢alismalar devam etmektedir. Markor destekli seleksiyon
programlar ticari olarak hayata gegcirilene kadar {i¢ asama takip eder. Bunlardan birincisi
“tespit etme” asamasidir. Burada kantitatif karakter lokusunun yeri ve lizerinde durulan
ozellik iizerine olan etkisi olgiiliir. Ikincisi “degerlendirme” asamasidir. Bu asamada

3

markérler ticari siiriiler iizerinde degerlendirilirler. Ugiincii ve son asama ise “uygulama”
asamasidir. Bu asamada, fenotip ve pedigri bilgileriyle birlikte markorlerin kullanilmasiyla

poplilasyon icindeki bireyler i¢in genetik deger tahmini yapilmaktadir (Davis ve DeNise,

1998).

Markor destekli seleksiyonun ana fikri onemli etkilere sahip genlerin hedeflenerek

seleksiyonda kullanilmasidir.

Daha once de vurgulandigi gibi bazi 6zellikler tekli genlerle denetlenirken ekonomik
onemi olan ¢ogu Ozellik bir dizi genin ortak etkisi ile belirlenir ve popiilasyonda siirekli
varyasyon gosterir. Boynuzluluk ya da kuyruk sekli gibi kalitatif 6zellikler ise bir ya da birkag
gen tarafindan denetlenen 6zelliklerdir ve baz1 hastaliklar, ekspresyondaki ayrik degisimler de
bu gruba girer. Bununla birlikte bu genlerin bazilar1 digerlerine gore daha etkilidirler. Bunlar,

kantitatif karakter lokuslarinda yer alan major etkili genlerdir.

Kantitatif karakter lokusu ifadesi genel olarak etkisinin diizeyi ne olursa olsun ekonomik
onemi olan karakterlerle ilgili biitlin genleri kapsasa da tercihen major etkili genlerin

bulunduklar yeri ifade etmek igin kullanilir.



Seleksiyon o6l¢iitii olarak DNA markorlerinin kullanimi, 6zellikle kalitim derecesi diisiik,
Ol¢iimii ya da elde edilmesi gii¢, zaman ve para gereksinimi fazla olan (6rnegin hastaliklara
direng gibi), ya da tek eseyde (yumurta verimi, siit verimi gibi) veya ileri yaglarda belki de

oldiikten sonra (karkas 6zellikleri gibi) saptanan 6zellikler i¢in daha uygundur.

Sekil 3‘de farkli fenotiplere sahip 3 boga goriilmektedir. Ustteki resimde canli agirlig
etkileyen genlerin gercek allelik degerleri verilmistir. Alttaki resimde ise fenotip yerine QTL
bolgelerinin tanimlanmasi durumunda bunun gercek genotipik deger hakkinda dikkate deger
bilgi verebilecegi gosterilmistir. Bu Ornek {iizerinde kantitatif karakter lokuslarinin

seleksiyondaki 6nemi agikca goriilmektedir.
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Sekil 3. Farkli fenotiplere sahip 3 boga ve bunlarin genotipik ve fenotipik degerleri
arasindaki farkliliklar. Ustteki sekilde gergek genotipik durum, alttaki sekilde ise fenotipik
olarak gozlenebilen durum ifade edilmektedir (Kinghorn ve Van der Werf, 2000’den
alimmustir).



Sekil 3’de goriildiigii gibi kantitatif karakter lokuslar1 (QTL’ler), fenotipi etkileyen birgok
genden bir kisminmi icermektedir. Diger ilgili genler “poligenler” olarak ifade edilirler.
Poligenlerin varyasyonu ile QTL’lerdeki polimorfizm, birlikte toplam genetik varyasyonu
olusturur. Her ne kadar QTL hayvanlar arasindaki genetik farkliliklarin sadece bir kismini da
aciklasa QTL bolgelerindeki genlerin icerdigi bilgi bir hayvanin genotipinin dogru olarak
tahmininde faydali olacaktir. QTL’den ulagilabilen bilgi damizlik deger tahmininin de
dogrulugunu arttiracaktir.

3.1. Markor Tipleri

3.1.1. Dogrudan markorler

Dogrudan markdér tammmini agiklamak icin su durum &rnek verilebilir. Ornegin
tanimlanmig bir markor alleli olan “M” ile baglantili QTL allelinin genomlar boyunca daima
birlikte hareket etmesi durumudur. Bu yalnizca markdriin, etkiye neden olan gen i¢inde ya da
cok yakininda yer almast durumunda s6z konusudur.

Dogrudan markérler ¢ok kullanmighdir, ¢linkii markor genotip, QTL genotipi hakkinda
dogrudan bilgi verecektir. Bunun yaninda, ekonomik olarak énemli karakterler i¢in simdilik
yalnizca birka¢ dogrudan genetik markor tanimlanabilmistir. Bunlardan biri domuzlardaki
Haloten genidir. Bu gen, etteki kas/yag oranmnin artirilmasi ve bunun yaninda da strese
duyarlilik tizerine etkilidir. Bu genin ryanodin reseptor geni oldugu bulunmustur. Bir digeri,
sigirlardaki ¢ift kaslilik genidir ve kas kiitlesinin artigsina olanak verir. Bu genin de miyostatin
geni oldugu belirlenmistir (Williams, 2005).

Bahsedilen ornekler, haritalanmasi yapilmadan once varligi bilinen ve karakter iizerine
etki siddeti yiiksek olan genler i¢in tipik markdrlerdir.

Dogrudan markérler, eger major gen etkileri hakkinda gergcek belirtegler ise genellikle
baglh genlere gore daha fazla tercih edilirler. Bunlarin en 6nemli avantajlar1 karakterlerin

fenotipik Ol¢limlerine ya da pedigri kayitlarina ihtiyag duyulmadan kullanilabilmeleridir.



Buna ragmen, farkli irklarda ya da tiplerdeki major etkili genin siddetinin Ol¢iilmesi, liretim
sistemleri hakkinda daha fazla bilgi sahibi olunmasi agisindan karakter dl¢timlerine ve pedigri
kayitlarina ihtiyag vardir.

Dogrudan markorlerin kullanilmasindan kaynaklanan muhtemel riskler ise sunlardir
(Kinghorn ve van der Werf, 2000):

e Istenen gen etkisinin goriilmesine neden olan birden fazla mutasyon olabilir. DNA
testi ile bunlardan yalmizca biri tespit edileceginden siiriide bulunan biitiin hayvanlarin
durumu hakkinda istenen bilgiye ulasmak oldukea gii¢ olacaktir. Bu duruma 6rnek olarak cift
kaslilik i¢in miyostatin geni verilebilir. Bu gen ic¢inde istenen genetik etkinin aynisina sahip
cok sayida mutasyon vardir. Bu durumda bireyler bazen genetik tani testlerinde tamamen
yanlis bir sekilde negatif tanimlanabilirler.

e Yalnizca ger¢ek gene yakin oldugundan dolayr aday geni yanlis bir sekilde ilgilenilen
karakterin major geni olarak tanimlama potansiyel riski tasinmaktadir. Bu durumda sorun
hatali pozitif birey tanimlamasidir. Dogru gen seg¢ilir, ancak dolayli markdre doniismiis
oldugundan rekombinasyon geni negatif allele baglamistir.

Bu vurgular, farkli ve tamamen ayri siiriilerde markorlerin generasyonlar boyunca
izlenmesi ve karakterlere ait performans verilerini kaydetme zorunlulugunu ortaya
koymaktadir.

3.1.2. Bagh markérler

Bagli markorler, genom iizerinde QTL bdlgelerinin yakinlarinda yer alirlar ve gen
iceriginde mutasyona neden olmazlar. Popiildsyondan rasgele segilen bir hayvan igin tercih
edilen QTL alleli ile ilgili bir ya da daha fazla markoér hakkinda bilgimiz yoktur. Bir boganin
dollerinde degisik allel markorleri arasindaki performans farkliliklarinin  gézlenmesi
durumunda istenilen QTL ile iligkili markdr allelinin hangisi oldugu tespit edilebilir. Bu bilgi

yalnizca bireysel olarak bu boga ve yakin akrabalart i¢in kullanilabilir. Linkage evresi



hakkinda sahip olunacak bilgi ile rekombinasyon oranina da bagli olarak bu boganin
yavrularinin tercih edilen QTL’leri dollerine aktarma olasilifi tespit edebilir. Linkage,
yalnizca heterozigot bogalarda tespit edilebilir. Bogalar farkli markdr genotipleri i¢in dollerde
farklilik gostermedigi zaman QTL’ler i¢in homozigot olabilirler. Bogalar markorler igin
heterozigot olmalidir bu disi bireyler i¢in de faydali olacaktir, zira aksi durumda hangi marker
allelinin hangi bogadan alindigi agik olmayabilir. Bunun yaninda, ¢ok fazla sayida markor
olmasi durumunda hayvanlar, bu markdr panelince genotiplenmelidir. Bu da disi partnerlere
ait genetik bilgi gereksinimini azaltir (Kinghorn ve van der Werf, 2000).

Bagli markorler ile birlikte hangi markor genotipinin aileye 6zgii pozitif QTL alleline
bagli oldugu hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Bu linkage asamasi en azindan iki generasyon
boyunca (6rnegin bir boga ve doliinde) yavrularin fenotipik verileri de kullanilarak tespit
edilmelidir. Ailelerin birkag¢inda linkage tespit edilemez g¢iinkii bogalar markor ya da
QTL’lerin ikisi i¢in de homozigottur (Kinghorn ve van der Werf, 2000).

Buraya kadar anlatilanlardan, bagli genetik markdrlerin kullanilabilmesi ve markor-QTL
arasinda linkage baglantisinin kurulabilmesi icin karakterlere ait verilerin pedigri bilgisinin
cok dikkatli bir sekilde tutulmasi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bunun yaninda ¢ogu damizlik
popiilasyonda zaten performans ve pedigri kayitlar1 tutulmaktadir. Ayrica, genis tivey akraba
aileler icin gereksinim duyulacak zaman da azalir ve markor ve karakter bilgisi daha
derinlemesine bir pedigri kaydini beraberinde getirir. Bu yiizden tiim akrabalardan gelen
bilgileri kullanarak hangi markor varyantinin her bir hayvandaki iistiin gen varyantina bagl
oldugunu tespit etmek i¢in de yontemler gelistirilmistir.

3.2. Hayvancilikta Bazi Markor Destekli Seleksiyon Uygulamalari

Ciftlik hayvanlarinin 1slahinda molekiiler genetik yontemlerin kullanimi uygulamalarinin
yayginlagmasiyla birlikte molekiiler markor diizeyinde tlizerinde galisilan karakterlerin sayisi

giin gegtikce artmaktadir. Gelisen biyoteknoloji ile birlikte farkli yontemler, verimle ilgili cok



sayida geni kontrol eden bolgenin tanimlanmasinda kullanilma olanagi bulmustur. Bunlardan
bazilar1 asagida verilmistir.

Siit sigirciliginda ¢ok dnemi bir sorun olan mastitis birgok patojen tarafindan olusturulan
ve Ozellikle siit verimi yliksek olan hayvanlarda yaygin goriilen bir hastaliktir. Hastaligin
ortaya ¢ikmasinda ¢ok fazla patojenin rol oynamasi mastitise karsi direnclilik geninin ortaya
konulmasint zorlastirmistir. Bununla birlikte, bu konuda etkin rol oynadig: diistiniilen bir
lokus major doku uyumlulugu kompleksi (MHC- major histocompatibility complex)’dir.
MHC bolgesi, hiicre yiizeyindeki baglayict peptidlere (6rnegin patojenlerden gelenlere) karsi
bagisiklik sisteminin tepki vermeye baslatilmasini uyaran genlerini kodlayan bdlgedir. Bu
bolge tizerinde bulunan baz1 genlerin mastitise duyarlilik ve direnci meydana getirdigi farkh
calismalarla ortaya konulmustur (Williams, 2005).

Ciftlik hayvanlarinda tizerinde ¢alisilan karakterlerden bircogu verim ile ilgilidir. Bunlarin
bir kismina ait QTL lokuslari, haritalama g¢alismalar ile ortaya konulmustur. Sigirlarda
belirlenen ¢ift kaslilik geni de bunlardan biridir (Grobet ve ark., 1997). Temel olarak fare
iskelet kaslarinda eksprese edildigi belirlenen GDF-8 (Gelisim farklilastirma faktér 8 —
Growth differentiation factor 8) geni bir diger Ornektir. Myostatin geninin kodlama
bolgesinde meydana gelen 11 bp’lik bir delesyon sonucu ortaya ¢ikan aleni tagiyan bireylerde
goriilmektedir (Grobet ve ark., 1997).

Son yillarda tizerinde calisilan bir diger konu siit sigirlarinda ekonomik 6nem tasiyan olan
stitteki yag miktaridir. Ticari siit sigir1 damizlik siiriileri iizerinde yapilan ¢alismalarda siit
verimi ve kompozisyonu konusunda QTL lokuslar1 tespit edilmistir Bu bolgelerden biri 14
numarali sigir kromozomunda bulunan, siitteki yag orani iizerine etkili bir lokustur (Georges

ve ark., 1995).



4. SONUC

Ekonomik 6nemi olan canlilar uzun siiredir genetik ¢alismalarin hedefi konumundadir.
Yapilan tiim ¢alismalarda hedef, insan gereksinimlerinin daha hizli, kolay ve ucuz bir sekilde

karsilanmasidir.

Son yillarda biyoteknolojik gelismelerin en yogun goriildiigi alanlardan birisi de tarimdir.
Tarimm en Onemli hedeflerinden biri olan 1slah, markor destekli seleksiyonla ivme
kazanmistir. Ciftlik hayvanlar1 da “tarim” tanimi igerisinde gosterdigi yiiksek ekonomik

degeri ile en son gelistirilen biyoteknolojilerin uygulanma alanlarinin baginda gelmektedir.

Buraya kadar verilmeye calisilan Orneklerden de anlasilacagi lizere markdr destekli
seleksiyon uygulamalar klasik 1slah yontemlerinin yerini almak i¢in degil onlarla isbirligi

yaparak karsilasilan sorunlarin ¢éziimiine katki saglamak amaciyla gelistirilmistir.

Markor destekli seleksiyon uygulamalarinin ticari olarak en 6nemi avantaji elde edilmesi
giic, pahali ve zaman alic1 verilerin kullanimina gerek kalmadan hayvanlarin se¢imine olanak
vermesidir. Bununla birlikte bu konu hali hazirda diger 1slah yontemleri ile kiyaslandiginda
oldukca yeni bir alandir. Markor tanimlama ve bunlarin seleksiyon Olgiitli olarak
uygulanabilirlikleri {izerindeki ¢alismalar araliksiz devam etmektedir. Her gecen giin tizerinde
calisilan karakterlerle ilgili tanimli markdr sayisi arttirllmaya calisilmaktadir. Yapilan
calismalar, markor destekli seleksiyonun etkinliginin en yiliksek oldugu donemin 1slah
programlarinin baslangi¢c donemi oldugunu gdstermektedir. Normal seleksiyona gore ilk bes

yilda % 2 ila % 60 arasinda avantaj sagladig goriilmiistiir (Kinghorn ve van der Werf, 2000).

Bunlarin yaninda MAS’1n etkin bir sekilde siiriilere uygulanmasi i¢in her seyden once
kurucu ebeveyn hatlarinin, ¢iftlestirme yontemleri ve diizenlerinin ¢ok iyi belirlenmesi
gerekir. Ancak F2 bireylerinin soy agaci kayitlarina dayali bilgilerden yola ¢ikilarak fenotip-

genotip iliskisi kurulabilir. MAS’ta kullanilacak ¢ekirdek stiriilerin olusturulmasi uzun bir



stiregle birlikte hayvanlara uygulanacak bakim-besleme gere¢ ve yontemleri isletme ici girdi

masraflarinin artmasina neden olacaktir (Koyun ve Okut, 2007).

Ulkemiz hayvancihginda markdr destekli  seleksiyon isleminin uygulanabilirligi,
biyoteknolojik alt yapt ve bilgi birikimi agisindan yeterli aragtirma gruplarinin uygun
projelerinin desteklenmesi ile miimkiin olabilecek, tiim 1slah programlarinda oldugu gibi uzun
soluklu ve dirayetli ulusal politikalarla desteklendiginde sonug alinabilecek bir konudur.
Hayvan 1slahinin hi¢ bitmeyen bir siire¢ oldugu akildan g¢ikarilmamalidir. Markor destekli
seleksiyon yonteminin, saglikli temeller tlizerine kurulmus ve siireklilik arz eden 1slah

programlariyla yerli hayvan irklarimizin 1slahinda faydali olabilecegi diisiiniilmektedir.



