T.C.
ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSO

KIZILIRMAK DELTASI’NDA YETISTIRILEN ANADOLU MANDALARININ
PRL, CSN3 VE PIT-1 GENLERI BAKIMINDAN GENOTIPLERININ PCR-RFLP
YONTEMI ILE BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi
Emine TOPARSLAN

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali

TEMMUZ 2015
SAMSUN






WAYIS Gy,
v Ve,

<.

T.C.

= 3 T ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI ¢ Z
“=—=¢  FENBILIMLERI ENSTITUSU >

%, —
& (9 o
Miggi e

TARIMSAL BiYOTEKNOLOJi ANABILiM DALI

KIZILIRMAK DELTASI’NDA _YETiSTiRiLEN ANADOLU MANDALARININ
PRL, CSN3 VE PIT-1 GENLERI BAKIMINDAN GENOTIPLERININ PCR-RFLP
YONTEMI iLE BELIRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZIi

Emine TOPARSLAN
(13210270)

Tezin Savuma Tarihi 1 30/07/2015

Tez Danismani : Yrd. Dog¢. Dr. Levent MERCAN






Ondokuz Mayis Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dalinda

Emine TOPARSLAN Tarafindan Hazirlanan

KIZILIRMAK DELTASI'NDA YETISTIRILEN ANADOLU
MANDALARININ PRL, CSN3 VE PIT-1 GENLERI BAKIMINDAN
GENOTIPLERININ PCR-RFLP YONTEMi ILE BELIRLENMESI

bashklh bu ¢alisma jiirimiz tarafindan 30/07/2015 tarihinde yapilan sinav ile
YUKSEK LISANS tezi olarak kabul edilmistir.

Baskan X Prof. Dr. Mehmet KURAN

Jiiri Uyeleri : Prof. Dr. Ahmet OKUMUS

Yrd. Do¢. Dr. Hiiseyin ERDEM

Yrd. Do¢. Dr. Levent MERCAN

Yrd. Dog¢. Dr. Ugur SEN

30/07/2015

Prof. Dr. Hiiseyin DEMIR

Enstiti Mudira






Aileme ve sevdiklerime,



Vi



ONSOZ

Universite hayatimin basladig1 ilk yildan yiiksek lisans ¢alismasinin bitimine kadar
gecen siirede benden bilgi, tecriibe ve destegini esirgemeyen ve bu zaman igerisinde
gosterdigi anlayistan dolayr minnettar oldugum danigsmanim, hocam, Yrd. Dog. Dr.
Levent MERCAN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Bu siirecte bana yol gosteren ve yardimci olan Prof. Dr. Ahmet OKUMUS’a,
Prof. Dr. Mehmet KURAN’a, Prof. Dr. M. Akif CAM’a, Dog¢. Dr. Deniz Ekinci’ye,
Doc. Dr. Unal KILIC’a, Do¢. Dr. E. Selim KOKSAL’a, Yrd. Do¢c. Dr. Musa
KAVAS’a, Yrd. Dog. Dr. Ugur SEN’e, Aras. Gor. Fatih BILGI’ye, Aras. Gor. A. Can
OLCAY’a, Aras. Gor. Zafer SECGIN’e ve destegini benden esirgemeyen Dr. Sevcan
MERCAN’a tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans yolunda her zaman yanimda olan ve bana gii¢ veren Yiik. Lis.
Ogr. Biisra ABANOZ, Yiik. Lis. Ogr. Omer TAS, Yiik. Lis. Ogr. Giirkan BILIR, Yiik.
Lis. Ogr. Cigdem OTUR basta olmak iizere tiim arkadaslarima tesekkiirii bir borg
bilirim.

Son olarak her zaman yanimda olan sevgili annem ve babam; Kevser-Oznur
TOPARSLAN’a, kardeslerim; Elif TOPARSLAN ve Fatma TOPARSLAN’a,
tiniversite hayatimin ilk giinlinden beri yiiriidiiglim bu yolda beni yalniz birakmayan
Hilal BEDIR ve Mehmet Emin GENCKURT’a minnet ve siikranlarimi sunuyorum.

Temmuz 2015 Emine TOPARSLAN

Ziraat Mithendisi

vii



viii



ICINDEKILER

Sayfa
ONSOZ.......oooieeeieie et vii
ICINDEKILER .......oooooioioeeeeeeeeeeeeeeeee ettt iX
CIZELGELER LISTESI ........cooiiiiiitoeeeeeeeeeee e, Xi
SEKILLER LISTESI.......cooiiiiiiieeeeeeeee e Xiii
KISALTMALAR ..o XV
KIZILIRMAK DELTASI’NDA YETISTIRILEN ANADOLU
MANDALARININ PRL, CSN3 VE PIT-1 GENLERI BAKIMINDAN
GENOTIPLERININ PCR-RFLP YONTEMI iLE BELIRLENMESI.............. XVii
(01 )t OO Xvii
GENOTYPING OF PRL, CSN3 AND PIT-1 GENES IN ANATOLIAN
WATER BUFFALOS REARED IN KIZILIRMAK DELTA BY
PCR-RFLPABSTRACT ..ottt XiX
ABSTRACT et XiX
O 123 15T 1
2. GENEL BILGILER .......ccooovviiiiiiiieessesiess s 3
2.1 Mandalarin Siniflandirtlmast ........c.oooveiiiiiiiiie e 3
2.2 Diinyada Manda Yetistiriciliginin Genel Yapist .......cccoovevivieiieninienieninenes 5
2.3 Tiirkiye’de Manda Yetistiriciliginin Genel Yapisi.......cocvvviviiiniiniiiiniicene, 6
2.4 Manda STHHNEN ONEM......c.oviviirceceeieiereececeeees et es et neeeesns 7
2.5 Siit Verimi Uzerine Etkili Olan Gen BOIEIEri .........cvcvvvevereiveriirereriseissieiennnes 9
2.5.1 PRL (Prolaktin) QeNi........ccccoiiirieieienie et 9
2.5.2 CSN3 (kappa-Kazein) geni ......c.ccveieeiieiieiicce e 10
2.5.3 PIT-1 (hipofiz 6zel transkripsiyon faktoril) Seni ........cccoevervriverveiiiinennns. 11
2.6 PRL, CSN3 ve PIT-1 Gen Bolgelerinde Yapilan Calismalar.............cccceeeeee. 11
2.7 Genetik Karakterizasyonda Molekiiler Markorler ...........ccoovvvviiieiiniiiiennnnn, 13
2.8 PCR (Polimerase Chain Reaction-Polimeraz Zincir Reaksiyonu)................... 14
2.9 Restriksiyon Endoniikleazlar ve PCR-RFLP YoOntemi .........ccocoevvvriiirnnnnn. 15
2.9.1 Restriksiyon endoniikleazlar.............ccccooeviiiiieiiiiinieee e 15
2.9.2 PCR-RFLP YONEMI ...uvivviiieiiiiiesieeie e 16
3. MATERYAL VE YONTEM .........ccocoooiiiiiiireieieieeee s 19
S LIMALEIYAL ... s 19
3.1.1 Hayvan Materyali .......cccecveieeiieiiiieee et 19
3.1.2 Arastirmada kullanilan cihazlar ve yardimer malzemeler......................... 20
3.1.3 Kimyasal maddeler ve primerler...........cccooovviieieeie i 20
R I 03 1115 1+ B TSP UPRTRPPROUPRRPORN 21
3.2.1 Orneklerin toplanmast...........cc.cevveeevererersiscuerssesssese e, 21
3.2.2 Genomik DNA’NIN OZUtIENMEST ...vevvvveriiiiiiiiie e 21
3.2.3 Calismada kullanilan primerlerin S€GIMI ..........ceevviriiiriiiiiiienie e 24
3.2.4 PCR 1eaksiyon KariSIMI .....c.cocvveiiiirieniiiieenee e 24
3.2.5 Agaroz jel elektroforezi yontemi ve dokiimantasyon ..........c.cccoeveevinennn. 25
3.2.6 Sodyum hidroksit — borik asit tamponu (SB)........cccceceverireninininieienn, 27
3.2.7 Agaroz jelin hazirlanmast ..........ccooveiiiiiiiiiii s 28



3.2.8 Jelin yiiklenmesi ve 6rneklerin yUrGitilmesi........ccoocvevvieeiiein e, 28

3.2.9 Restriksiyon enzimleri ile KESIM ... 28

3.2.10 Jellerin goriintiilenmesi ve degerlendirilmesi .......cccoovvvviiveeiiiieniiiennnnen. 29

4. SONUC VE TARTISMA .......cooivoiveeeeoeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s ees e 33

4.1 Arastirma Bul@Ulari.........ccccoiiiiiiiiii e 33
4.1.1 Anadolu mandasi popiilasyonunda PRL, CSN3 ve PIT-1 genlerinin PCR

amplikon BUYUKITKIETT......c.oiviiiiiiiiciie s 33

4.1.2 Anadolu mandasi popiilasyonunda PRL’nin allelik durumu..................... 34

4.1.3 Anadolu mandasi popiilasyonunda CSN3’iin allelik durumu ................... 35

4.1.4 Anadolu mandasi popiilasyonunda PIT-1’in allelik durumu..................... 36

T I 4 5 3 - SRS 37

5. KAYNAKLAR ..ottt sttt et et esbeesbeeneesneenteeneennes 41

L0 Y7€) 00317 | 15T 45



CIZELGELER LISTESI

Cizelge 2.1.
Cizelge 2.2.

Cizelge 2.3.

Cizelge 2.4.
Cizelge 3.1.

Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.

Cizelge 3.4.
Cizelge 3.5.
Cizelge 3.6.
Cizelge 3.7.
Cizelge 3.8.

Sayfa
Manda (Bubalus bubalis)’'nin bilimsel siniflandirilmast ...........ccccceeneeen 4
Diinyada manda varlig1 en yiiksek olan ilk yedi iilkede yillara gore
MAaNda SAYIST (DAS) ..vevverveeriiiiiiieiieee et 5
Tirkiye’de yillara gére manda varligi, sagilan ve kesilen hayvan sayilari
1le Trin MIKEATT .o s 6
Manda ve inek siitli kompozisyonu (9%6)..........cooiiiiiiiiiiiiii 8
Kan 6rneklerine ait ¢calisma kodlari, kiipe numaralari ve cinsiyet
DEIgIST. .o, 19
Arastirmada kullanilan cihazlar ve menseileri ...........ccoocovvevivniennennnn, 20
Calismada kullanilan primerlerin ¢alisma kodu, orjinal kodu, ileri ve
€T PriMEr AiZIIST ..oevveeiiiiiiicec s 24
PCR i¢in gerekli reaktiflerin yogunluk ve miktarlart ............cocovvennne. 24
PRL, PIT-1, CSN3 i¢in uygulanan PCR termal dongii diizenleri ......... 25
SB tamponu i¢in gerekli kimyasallar............ccoocveiiiiiieiiniicee 28
Kesim isleminde kullanilan reaktifler ve kullanim miktarlari............... 29
Restriksiyon enzimlerinin kesim noktasi ve ¢alistigi sicaklik............... 29

Xi


file:///C:/Users/kemalheo/Desktop/TezSablonu-08_05_2013.docx%23_Toc355787939

Xii



SEKILLER LISTESI

Sekil 2.1.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 3.4.
Sekil 3.5.
Sekil 3.6.
Sekil 3.7.

Sekil 3.8.
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sayfa
Manda 1rklarina ait genel gruplandirma ..........coccoovveiiiieniiiiic 5
0.M.U Ziraat Fakiiltesi Genetik-Biyoteknoloji Laboratuvari.................... 21
peqGOLD kandan DNA 6ziitleme kiti (peqlab) ........cccccvveriiiiiiiiniennenn 22
peqGOLD kandan DNA o6ziitlenmesi isleminin kisa bir 6zeti .................. 23
Biomatik 50 bg-500 bg standart markor ..........coceeeieiiieiieiiieee e 26
peglab 100 bg-1500 bg standart Markor..........cceevveeeiieneeie e, 26
Invitrogen 50 bg-2652 bg standart markor..........coceeviiiieiiiiiicniceee 27
Jelin elektroforetik ayrimlanmasi ile olusan bantlarin Syngene-Gene Tools
programi yardimiyla molekiiler biiytikliiklerinin belirlenmesi...............30

Standart markor bant piklerini gosteren grafik ve tanim ¢izelgesi 6rnegi 31

Anadolu mandasi popiilasyonunda PRL gen bdlgesinden elde edilen
AMPIKONIAT ... 33
Anadolu mandas1 popiilasyonunda CSN3 gen bdlgesinden elde edilen
amplikonlar....... ... 34
Anadolu mandasi popiilasyonunda PIT-1 gen bolgesinden elde edilen
amplikonlar....... ... 34
Anadolu mandasi popiilasyonunda PRL gen bolgesinin Rsal enzimi ile
kesim sonucu olugan fragmentler...........ccocveiiiniienii e 35
Anadolu mandas1 popiilasyonunda CSN3 gen bolgesinin HindIII enzimi
ile kesim sonucu olusan fragmentler...........ccocvviieiiiiiic i 35
Anadolu mandasi popiilasyonunda PIT-1 gen bolgesinin Hinfl enzimi ile
kesim sonucu olusan fragmentler............c.ocociviiiiiiiiiiici 36

Xiii



Xiv



KISALTMALAR

ul : Mikrolitre

A : Adenin

AFLP : Amplified fragment length polymorphism (Cogaltilmis Parga
Uzunluk Polimorfizmi)

Arg : Arjinin

b¢ : Baz gifti

bp : Base pair (Baz gifti)

C : Sitozin

CSN3 : Kappa-kazein geni

DNA - Deoksiriboniikleik asit

G : Guanin

Gly : Glisin

HapAA : Haplotip allel homozigot genotipi

HapAG : Haplotip allel heterozigot genotipi

Ile : [zol6sin

JAK : Janus kinaz ailesi

PCR : Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PIT-1 : Anterior pituitary-specific transcription factor-1 gene (Hipofiz 6zel
transkripsiyon faktorii-1 geni)

PRL : Prolaktin geni

PRLR . Prolaktin reseptorii

RAPD : Random Amplified Polymorphic DNA (Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA)

RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism (Restriksiyon Par¢a
Uzunluk Polimorfizmi)

Ser > Serin

SNP . Single Nucleotide Polymorphism (Tek Niikleotid Polimorfizmi)

SSR : Simple Sequence Repeat - Microsatellite (Basit Dizi Tekrarlart -
Mikrosatelit)

STAT - Transkripsiyon sinyal ileticileri ve aktivatorleri

T - Timin

Thr : Treonin

Val > Valin

XV



XVi



KIZILIRMAK DELTASI’NDA YETIiSTIRILEN ANADOLU
MANDALARININ PRL, CSN3 VE PIT-1 GENLERi BAKIMINDAN
GENOTIPLERININ PCR-RFLP YONTEMI iLE BELIRLENMESI

OZET

Manda siiti mandalardan elde edilen en Onemli verim karakterlerinin basinda
gelmektedir. Siit verimi ve kalitesi ile ilgili 6zellikleri kontrol eden genler poligenik
yapida olup, ¢ok sayida gen tarafindan kontrol edilmektedir. Bu genlerden PRL, CSN3
ve PIT-1; siit verimi, kalitesi ve siitlin liriine islenmesi iizerinde en etkili oldugu
bildirilen genlerdir. Bu ¢alismada Samsun ili Kizilirmak Deltasi’nda Anadolu mandasi
yetistiriciligi yapan isletmelerden alinan 35 Anadolu mandasi kan 6rnegi; PRL, CSN3
ve PIT-1 genlerinin belirli lokuslari bakimindan Polimeraz Zincir Reaksiyonu-
Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi ile genotiplenmistir.
Arastirma sonucunda 6rneklerde PRL GG homozigot, CSN3 BB homozigot, PIT-1 BB
homozigot olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar ¢alisilan genotiplerin PRL ve PIT-1
ilgili lokusu bakimindan diisiik, CSN3 lokusu bakimindan ise yiiksek verim
karakterine sahip alleller bakimindan homozigot oldugunu ortaya koymustur.
Bolgedeki manda popiilasyonunun genetik bir darbogaza siiriikklenmesini 6nlemek,
uygulanacak 1slah programlari i¢in gerekli genetik ¢esitliligi ortaya ¢ikarabilmek i¢in
daha genis c¢apli, daha fazla hayvanda ve derinlemesine bir popiilasyon tarama
calismasina ihtiya¢ bulundugu sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Anadolu mandasi, PRL, CSN3, PIT-1, PCR-RFLP.
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GENOTYPING OF PRL, CSN3 AND PIT-1 GENES IN ANATOLIAN WATER
BUFFALOS REARED IN KIZILIRMAK DELTA BY PCR-RFLP

ABSTRACT

Buffalo milk is one of the most important production characteristics of buffalo. The
genes that control milk yield and quality characteristics, are in polygenic structure and
controlled by many genes. Some of these genes; PRL, CSN3 and PIT-1 are reported to
be effective genes on milk yield, milk quality and have some advantages on processing
of milk products. In this study, 35 samples of Anatolian buffalo from the buffalo farms
in Kizilirmak Delta in Samsun province were genotyped using Polymerase Chain
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) method in terms
of PRL, CSN3 and PIT-1 genes specific loci. The results show that all the samples are
identified as in homozygous genotype in terms of PRL as GG, CSN3 as BB, and PIT-
1 as BB. These results revealed that the studied genotypes showed homozygous
structure for poor yield related alleles in PRL and PIT-1 loci but high yield related
allele in CSN3 locus. It was concluded that there is need for more extensive and in
depth population surveys to avoid drift of buffalo populations to a genetic bottleneck
and to reveal the genetic diversity necessary for the future breeding programs in the
region.

Key words: Anatolian water buffalo, PRL, CSN3, PIT-1, PCR-RFLP.
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1. GIRIS

Yerel rklar, yetistirildikleri bolgenin ekolojik sartlarina oldugu kadar yetistiricilerin
geleneksel iiretim kosullarina da uyum saglamis olan genotiplerdir. Bu 6zellikleri
belirli bir cografyada yasayan ve hayvancilik ile ugrasan ¢iftciler i¢in bu genotipleri
alternatifsiz kilmaktadir. Bununla birlikte ekonomik verim karakterleri bakimindan
yetersiz olmalar1 melezleme ile verimlerinin artirilmasi ¢abalarina maruz kalmalarina
neden olmaktadir. Bu genotiplerin yiizyillar boyunca kazandiklar: allelik zenginlikler
ve 0zgiin karakterleri bu melezlemeler yiiziinden bozulmakta, yerel popiilasyonlarin
yapisinda genetik erozyon ve genetik kirlenme meydana gelmektedir. Yerli wrklar
yasadiklar1 yorenin g¢evre kosullarina uyum saglamalarindan dolayr yerel besin
kaynaklariyla yetinerek iireyebilmekte, goreceli olarak az, ancak kendine 6zgii verim
verebilme yetenegine sahiptir. Yerel genetik kaynaklarin melezlemeler nedeniyle yok
olmasi bu niteliklerin de yok olmasi demektir. Kiiltiir irklarinin her yoreye adapte
olamamasi dolayisiyla yetistirilemedigi alanlarda yerli irklarin tercih edilmesi ve
ekonomik gelire katki saglamasi goz oniine alindiginda yerli irklarin yok olmasi 1slah
ve yetistiriciler basta olmak iizere lilke acisindan biiyiik kayip olacaktir. Gelecekte
sartlarin hangi karakterlere gereksinim duyacagimi tahmin etmek neredeyse
imkansizdir. Yerli irklarin bugiin bilinmeyen tistiin niteliklerinin yillar sonra ihtiyag
duyuldugunda kullanilabilmesi i¢in bu kaynaklarin korunmasi gerekmektedir
(Ertugrul ve dig., 2000).

Ulkemizde Anadolu mandasi yetistiriciligi Karadeniz Bélgesi’'nde Samsun ve
Sinop; Orta Anadolu’da Corum, Amasya; I¢ Bati Anadolu’da Afyonkarahisar,
Balikesir; Dogu Anadolu’da Sivas, Mus; Giliney Dogu Anadolu’da ise Diyarbakir’da
daha yogun sekilde bulunmaktadir (Atasever ve Erdem, 2008). Dogaya bagimli
yetistiriciligi, bulundugu bdlgeye adapte olmasi ve yorede bulunan yerel besin
kaynagiyla yetinebilmesi ac¢isindan manda ve manda lriinleri iiretici ile tiiketicilere
cok onemli imkanlar saglamaktadir. Manda siitiinden elde edilen yogurt, kaymak,
peynir, kaymakli lokum ve tereyagi, 6zellikle Afyonkarahisar ve Samsun illerimizin

kiiltiirel anlamda isimlerini duyurmus ve ydre halkina ekonomik kazan¢ imkani



sunmaktadir. Bununla birlikte bolgedeki mandalarin siit veriminin 1slahi ile ilgili
yapilan caligmalar pedigri kayitlarina dayali damizlik se¢imi seklindedir. Literatiirde
bolgedeki mandalarin belirli verim 6zelliklerini determine eden gen bdlgeleri
bakimindan genotipik durumlari ile ilgili molekiiler veri bulunmamakta dolayisiyla da
seleksiyon ¢aligmalarinda molekiiler verilerden faydalanilamamaktadir.

Bu baglamda ¢alismanin amaci bolgemizdeki mandalarda siit verimi (PRL, PIT-
1) ve siitiin iirline islenmesinde kolaylik saglayan (CSN3) bazi gen bdlgelerinin
polimorfizm durumlarinin tespit edilmesi olmustur. Bu sayede yorede yetistirilen
mandalarin ilgili genler bakimindan genetik yapisinin ortaya konulmasi, arastiricilara
halihazirda uygulanmakta olan ya da ileride uygulanacak 1slah ¢aligmalarina

molekiiler bakis agis1 saglayabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

Ulkemizde farkl1 ekolojik yapilarda zengin sulak alan habitatlar1 yer almakta olup ayni
zamanda Bati1 Palearktik bolgede 4 6nemli kus géz yolundan ikisi iilkemiz iizerinden
ge¢mektedir. Kizilirmak Deltast 1182 km uzunlugundadir ve 78000 km?*’lik havzaya
sahiptir. Tiirkiye’nin Karadeniz kiyilarindaki dogal 6zelliklerini kismen koruyabilmis
en biiyiik sulak alandir. Delta 56000 ha alana sahiptir ve bu alanin 6110 ha sulak
alandir. Kizilirmak’in Anadolu i¢inde yaptig1 uzun hareketin sonunda, binlerce yildan
beri tasiyip getirdigi aliivyonlar sonucunda bu delta olusmustur. 1979 yilinda Orman
Bakanlig1 tarafindan *’Yaban Hayat1 Koruma Sahas1’’ olarak koruma altina alinmistir.
Canl tiirleri acisindan zengin bir c¢esitlilige sahip olan delta mandalar i¢in de dogal
yasam alanidir. Ulkemizde manda populasyonunun en ¢ok bulundugu yerlerden biride
Kizilirmak Deltasi’dir. Yore halki deltada dogaya bagimli manda yetistiriciligi
yaparak gegimlerini saglamaktadirlar. Mandalar et ve siit veriminin yanisira sulak alan

ekosisteminin en 6nemli pargalarindan biridir (Can ve Tas, 2012).

2.1 Mandalarin Siniflandirilmasi

Manda, Bovidae ailesinde bulunan, et, siit, deri ve is giicinden yaralanmak i¢in Asya,
Avrupa, Afrika, Giiney Amerika ve Avustralya’da 38 tlilkede yaygin olarak yetistirilen
ve diinyada en ¢ok Asya kitasinda bulunan bir tiirdiir. Farkli ¢evre kosullarina uyum
saglayabilen, diisiik kaliteli ve ucuz kaba yemleri degerlendirebilen kanaatkar
hayvanlardir (Nanda ve Nakao, 2003). Manda, 6zellikle Kuzey Amerika ve Asya’da
Water Buffalo (su mandasi) soézciikleriyle tanimlanirken, Tiirk¢e’deki manda
kelimesinin Hindistan’dan geldigi diisiiniilmektedir (Atasever ve Erdem, 2008).
Ulkemiz mandalar;, nehir mandalarmin bir alt grubu olan Akdeniz
mandalarindan koken almakta ve Anadolu mandasi olarak adlandirilmaktadirlar.
Genel olarak Kuzey Anadolu sahilinde Samsun ve Sinop; Orta Anadolu’da Corum,

Amasya; I¢ Bat1 Anadolu’da Afyonkarahisar, Balikesir; Dogu Anadolu’da Sivas, Mus;



Glineydogu Anadolu’da ise Diyarbakir’da daha yogun sekilde bulunmaktadir
(Atasever ve Erdem, 2008).
Manda (Bubalus bubalis)’nin bilimsel siniflandirilmasi Cizelge 2.1°de, manda

irklarina ait gruplandirma ise Sekil 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Manda (Bubalus bubalis)’nin bilimsel siniflandirilmasi (Atasever ve
Erdem, 2008)

;’Iijksonomik Bilimsel ad1 Tiirkce

Alem Animalia Hayvanlar
Sube Chordata Kordalilar
Sinif Mammalia Memeliler
Takim Artiodactyla Cift toynaklilar
Familya Bovidae Boynuzgiller
Alt familya Bovinae Sigirlar

Cins Bubalus Antiloplar

Tiir B. bubalis Mandalar

Mandalarin 74 ayri irki bulunmakla birlikte bu irklar Bataklik mandalar1 ve Nehir
(irmak) mandalar1 olmak iizere 2 gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.1). Bataklik
mandalarininin ¢eki giiciinden, 1rmak mandalarmin et ve siit verimlerinden

faydalanilmaktadir (Atasever ve Erdem, 2008).



2.2 Diinyada Manda Yetistiriciliginin Genel Yapis1

MANDA

'

}

Afrika yabani Asgva mandas
mandas
v v
Tebani manda Evci
manda
v
v v v
Hindistan Yabam m.  Anoa m. Tamaroa
v v

Mehir mandas:

Batakhk mandaz

Sekil 2.1. Manda irklarina ait genel gruplandirma (Atasever ve Erdem, 2008).

Manda, tiim diinyaya yillik 80 milyon ton siit (toplam siit miktarindaki pay1 %10,7) ve

3.7 milyon ton et (toplam et miktarindaki pay1 %1.19) katkida bulunmaktadir. FAO

istatistiklerine gore diinyada 1970-2013 yillar1 arasinda yetistirilen manda sayisi

tilkelere gore Cizelge 2.2°de verilmistir. 2013 yilinda birinci siray1 en fazla manda

varligiyla Hindistan almaktadir. Sagilan manda sayisiyla diinyada ilk 3 siray1

Hindistan (38.9 milyon), Pakistan (12.5 milyon) ve Cin (5.5 milyon) almaktadir. En

fazla siit iiretimiyle (70 milyon ton) ve manda basina diisen siit miktariyla (1799 kg)

yine diinyada ilk siray1r Hindistan almaktadir (URL-1).

Cizelge 2.2. Diinyada manda varligi en yiiksek olan ilk yedi tilkede yillara gére manda

sayist (bag)*

Yil Hindistan Pakistan Cin Nepal Misir Vietnam italya
1970 56.118.000 9.345.000 15.713.063 1.020.000 2.009.000 2.270.700 48.600
1980 66.070.000 11.547.000 18.439.752 2.500.000 2.346.583 2.313.000 88.900
1990 80.570.000 17.373.008 21.421.975 3.012.565 2.897.467 2.854.100 112.400
2000 93.831.000 22.669.000 22.595.017 3.525.952 3.379.410 2.897.200 182.000
2013 109.400.000 33.680.000 23.253.300 5.241.873 4.200.000 2.559.539 402.659

*FAQ, 2015.

Misir, Asya ve Kafkas tilkeleri gibi diinyanin bazi bolgelerinde manda siitiinden dahi

(mayalanmis eksi siit), ghee (bir cesit tereyagi) ve yogurt iiretimi popiiler hale

gelmistir. Italya’da manda siitii endiistrisi mozarella peynirinin manda siitiinden elde



edilmesi nedeniyle oldukga gelismistir. Manda siitiine olan talebin artmasi siit
veriminin islahina yonelik c¢aligmalar1 ve entansif yetistiriciligi yayginlagtirmistir
(Thomas, 2008). italya’da 2013 yilinda sagilan hayvan sayisinin 241.164 bas, iiretilen
toplam siit miktarinin 194.893 ton, hayvan basina bir laktasyonda elde edilen siit
veriminin ise 8.081 kg oldugu bildirilmektedir (URL-1). Italya’da birim hayvandan
elde edilen siit veriminin yiiksek olmasinin nedeni genetik 1slah caligmalarinin

programli bir sekilde uygulanmasidir.

Brezilya ve Arjantin gibi Giiney Amerika tilkelerinde de hem siit hem de et i¢in
manda yetistiriciligi yapilmaktadir. Hindistan ve Pakistan’da, Mumbai, Kalkiita ve
Karagi gibi biiyiik sehirlere yakin bolgelerde cesitli biiytlikliiklerdeki siiriiler halinde
manda ciftligi bulunmaktadir. Sadece Mumbai’de bile 200.000’den fazla manda
bulundugu bildirilmektedir. Son yillarda Ingiltere’de ve ABD’de de manda
yetistiricilerinin sayisinin artmakta oldugu bildirilmistir. (Thomas, 2008).

2.3 Tiirkiye’de Manda Yetistiriciliginin Genel Yapis1

Ulkemizde yetistirelen mandalar Nehir mandalarmin bir alt grubu olan Akdeniz
mandalarindan koken almakta ve “Anadolu mandasi” olarak adlandirilmaktadir
(Atasever ve Erdem, 2008). Tirkiye’de 1991-2014 yillar1 arasinda manda
yetistiriciligindeki azalmaya bagli olarak ayni yillar igerisinde kesilen manda
sayisindaki azalma Cizelge 2.3’ de goriilmektedir. Ulkemizde manda varhigiyla ilk 3

siray1 Samsun, Diyarbakir ve Istanbul almaktadir (URL-2).

Cizelge 2.3. Tiirkiye’de yillara gére manda varligi, sagilan ve kesilen hayvan sayilari
ile tirtin miktar™

Sagilan TOp! am
. Hayvan Siit Kesilen  Toplam Topla_m
vil Yetiskin Geng Yavru Sayisi (Ton) Hayvan Et Deri
Toplam (Bas) Sayisi (Ton)  (Adet)
(Bas)

1991 260.604 105.546  366.150 171.082  161.348 59.913 8.803  65.904
1997 138.660 55.340 194.000 92.206 86.700 36.296 5.640  39.926
2005 80.344 24.621 104.965 38.205 38.058 8.920 1.577 9.812
2010 66.802 17.924 84.726 35.362 35.487 15.720 3.387 15.720

2014  96.757 25.069 121.826 54.795 54.687 2.176 526 2.176
*TUIK, 2015.

Ulkemizde genel olarak Samsun ve Sinop, Corum, Amasya, Afyonkarahisar,

Balikesir, Sivas, Mus, Diyarbakir illerinde daha yogun manda yetistiriciligi



yapilmaktadir. Manda yetistiriciligi lilkemizde siit ve et verimi agisindan daha biiyiik
onem tasimaktadir. Yerli manda irkimizin genel olarak fiziksel 6zellikleri arasinda yay
seklinde geriye kavisli boynuz ve siyah renk agir basmaktadir. Yillardir yasadiklari
yoreye adapte olmalar1 sayesinde hastaliklara karst dogal bir dayamklilik
saglamalarinin yanisira, ucuz yemleme olanagi ve ek isgiicii istememesi gibi

nedenlerle sigira tercih edilebilmektedir (Atasever ve Erdem, 2008).

Sindirim yeteneklerinin sigira gére daha iyi olmasi nedeniyle diisiik kalitedeki
kaba yemleri tiiketerek daha diisiik maliyetle canli agirlik kazanbilmektedir (Nanda ve
Nakao, 2003). Tiirkiye’de manda basina elde edilen siit ve et verimleri, diinyada bu
konuda oncii olan {ilkelerin ¢ok gerisinde kalmaktadir. Ancak lilkemizde en fazla
manda siitii tiretimi 8.147 ton ile Samsun’da yapilmaktadir. Diyarbakir’da 6.099 ton,
Istanbul’da 5.339 ton, Tokat’da 3.050, ton, Afyonkarahisar’da ise bu rakam 2.263
tondur. Samsun’da ise en fazla manda siitii tiretimi 2.237 ton ile Bafra ilgesindedir
(URL-2). Sagim genellikle elle yapilmakta olup, laktasyon siireleri 180-280 giin; siit
verimleri 800-1100 kg, ergin disi manda canli agirlig@i ise yaklagik 500 kg’dir
(Atasever ve Erdem, 2008).

Diinyadaki manda sayisinda yildan yila artis gdzlenirken Tiirkiye’de manda
sayisinda diizenli bir artis gbzlenememesinin nedeni manda yetistiriciliginin
iilkemizdeki geleneksel yapisindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Manda
yetistiriciliginin entansif yetistiricilik agisindan cazip olamamasinin nedenlerinden biri
eldeki hayvanlarin verim diizeylerinin diisik olmasidir. Bu durum manda
yetistiriciliginin karliligini azaltmakta ve sigira alternatif olmasini zorlastirmaktadir.
Diinyada manda yetistiriciligi bakimindan ileri iilkeler, Italya 6rneginde oldugu gibi,
mandalarda planli 1slah programlar1 ylriitmektedirler. Islah c¢alismalarinin
yayginlagtirilmas: ve desteklenmesi iilkemizde manda yetistiriciliginin gelecegi

acisindan faydali goriilmektedir.

2.4 Manda Siitiiniin Onemi

Yapisal olarak manda siitii Cizelge 2.4°de gosterildigi gibi, inek siitiine gore daha az
su, daha ¢ok kuru madde, yag ve protein igermektedir (Thomas, 2008; Barlowska ve
dig., 2011).



Cizelge 2.4. Manda ve inek siitii kompozisyonu (%)

Tiir Su Kuru Protein Yag Laktoz
madde
Manda 82,7 17,50 4,82 7,73 4,79
Sigir 87,9 12,40 3,42 4,09 4,82

Manda siitlinii tistiin kilan 6zellikleri; yiiksek kurumadde, yiiksek yag ve kaloridir. Bu
nedenle yogurt, peynir, tereyagi, kaymak, dondurma gibi pek cok iiriine islenmektedir.
Son yillarda organik iirlinlere olan talebin artmasiyla manda siitii ve tiriinlerine de ilgi
artmistir (Atasever ve Erdem, 2008). Ulkemizde bolgelere gore, bazi yérelerde
kaymak iiretimi on plandayken, bazi yorelerde ise peynir iiretimi 6n plandadir.
Ornegin Afyonkarahisar’da kaymak iiretimi, Bafra’da yogurt, peynir, kaymakli lokum
tiretimi 0n plandadir. Geleneksel olarak manda tiretiminin yapildig1 yorelerden biri de
Samsun’un Bafra ilgesinde bulunan Kizilirmak Deltas1’dir. Deltada yasayan insanlarin
yiizyillardir ana gecim kaynaklarinin basinda manda siitii ve bu siitten elde edilen
yogurt, peynir ve kaymak gibi iiriinler gelmektedir. Deltanin ekolojik kosullar1 dikkate
alindiginda bu sartlar i¢in en uygun tiir mandadir. Tiirkiye’nin, manda yetistiriciligi
yapilan diger yorelerinde oldugu gibi Kizilirmak Deltasi’'nda da iiretimin niteligi
cogunlukla dogaya bagimh bir yetistiricilik kiiltlirii seklindedir. Deltanin, mandalar
i¢cin uygun ekolojik sartlara sahip olmasi, bu mandalardan elde edilen siit, peynir,
yogurt, kaymak gibi tiriinlerle de adini kiiltlirel anlamda duyurmus olmasi Kizilirmak

Deltasi’ndaki manda yetistiricilerine ekonomik agidan dnemli katki saglamaktadir.

Gilinlimiizde talep edilen, deltaya 6zgii en 6nemli organik iiriinlerin basinda
manda siitii ve Uriinleri gelmektedir. Bu durum, bolgede yetistirilen mandalardan
yiksek miktarda ve {rline islemede kolaylik saglayan bir siit {retiminin
gerceklestirilebilmesini zorunlu kilmaktadir. Verimin artirilabilmesi, bu verim 6zelligi
tizerine etkili olan gen boélgelerinde allelik agidan en uygun genetik kompozisyona
sahip bireylerin elde edilmesine baglidir. Bunun yolu da en 1yi damizlik hayvanin

secilebilmesi ile miimkiindiir.



2.5 Siit Verimi Uzerine Etkili Olan Gen Bolgeleri

2.5.1 PRL (prolaktin) geni

Prolaktin laktasyon ve iireme iizerinde etkili olan, biiylikbas hayvanlarin ve
omurgalilarin 6n hipofiz bezinin laktotrop hiicreleri tarafindan sentezlenen ve
salgilanan pleiotropik bir polipeptid hormondur (Khaizaran ve Al-Razem, 2014).
Temel iglevi JAK / STAT sinyal yolag1 yoluyla memelilerde laktasyon ve iireme
ile ilgili bir¢ok endokrin faaliyetlere katilmaktir. Prolaktin islevinin baglangi¢ asamasi
spesifik bir membran reseptoriine (PRLR) baglanmasidir ve JAK kinazlarin
aktivasyonuna ve sonrasinda da fosforilasyon STATS transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonuna katkida bulunur. Buna ek olarak, Prolaktin siit tiretim siiregleri sirasinda
sinyal iletiminde 6nemli bir rol oynar ve PRLR dimerizasyonu yoluyla hareket ederek
emzirme uyarilmasi i¢in kendi fizyolojik fonksiyonlarini uygular (Lii ve dig., 2010).
Ayrica hiicre farklilagmasinda, gelismesinde ve bagisiklik fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde de gorev alir (Alfonso ve dig., 2012). Siit verimi ve kalitesindeki
Oonemi sebebiyle PRL 6nemli bir gen olarak kabul edilir. Cilinkii bu gen meme bezi
gelisiminde, siit iretiminin baslatilmasinda ve devaminin saglanmasinda ve siit protein
genlerinin ekspresyonunun korunmasinda ¢ok 6nemli rol oynar (Othman ve dig,
2011). Ancak bu gende meydana gelen SNP’ler siitiin kimyasal yapisini etkilemekte
olup bunlardanyliksek siit verim karakterine sahip hayvanlarin damizlik olarak
secilmesinde kullanigh birer ara¢ olarak faydalanilabilir. Sigir 23. kromozomda
PRL’nin haritast ¢ikarilmistir (NCBI AC 000180.1). Bu genin tamami 9388 bg
uzunlugundadir, 5 ekson ve 4 intron icermektedir ve 199 amino asit kodlamaktadir.
Bazi calismalarda si@ir PRL’nin genetik polimorfizmi taranmistir ve 20’den fazla
SNP’nin var oldugu bildirilmistir (Khaizaran ve Al-Razem, 2014). Belirlenen
SNP’lerin ¢gogunun sessiz mutasyon olmasi ve/veya intronlar iginde bulunmasina
ragmen, en onemli SNP 4. eksonu etkilemektedir ve 8398. niikleotid pozisyonunda
guanin bazinin adenin bazina doniismektedir. Bu polimorfizm Rsal kesim enzimiyle
tanimlanabilmektedir. Bu SNP, PRL ile siit verim performansi arasindaki iligkinin
genetik karakterizasyonu ve tanimlanmasi i¢in kullanilan genetik markoérdiir (L ve

dig., 2010).



2.5.2 CSN3 (kappa-kazein) geni

Kazein meme bezi hiicrelerinden salgilanan bir proteindir. Siit proteininin %80’ini
olusturmaktadir ve 4 gruba ayrilir; asi-casein (CSN1S1), aso-casein (CSN1S2), S-
casein (CSN2) ve kappa-casein (CSN3) (Kaminski ve dig., 2007; Gedik, 2009). Siit
kalitesi, peynirin ve tereyagimin pihtilasmasi ve kazein misellerinin formasyonu,
stabilizasyonu ve toplanmasindaki énemli rolleri sebebiyle en ¢ok iizerinde durulan
stit proteinlerindendir (Masina ve dig., 2007). Siitte bulunan miseller, minerallerin
¢ozinlrliglinii artirmakta ve ananin besin maddelerinin yavruya transferini
kolaylastirmaktadir. Siitiin kazein bilesenleri hayvan tiirleri arasinda Onemli
farkliliklar gostermesine ragmen (Gerencs ve dig., 2002), kappa-kazeinin biyolojik
rolic her yerde aymi goriilmiistiir (Martin ve Grosclaude, 1993). Kazein geninin
polimorfizmi, siitliin bilesenleri, islenmesi, kalitesi gibi verim karakterleri ile de
iliskilidir (Dayem ve dig., 2009).

Tiim kappa-kazein bilesenleri kimozin (chymosin) ile pargalanabilir. Kimozin
stitlin pithtilasmasindan ve olusan misellerin boyu ve fonksiyonundan sorumlu olan bir
proteindir. Bu siire¢ peynirin pihtilagsma siirecinin ilk asamasidir (Yahyaoui ve dig.,
2003; Gedik, 2009). CSN3’iin genetik varyantlar siitiin protein igerigi, peynir verimi
ve verim sikligr ile iligkilidir ve pihtilagma siiresinin iizerinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. CSN3’iin siit iiretimi {izerine olan biiyiik etkisi bu gen bolgesi ile ilgili sigir,
keci, koyun, manda gibi bir ¢ok tiirde ¢ok sayida ¢alismanin yapilmasma neden
olmustur (Othman ve dig., 2011; Feligini ve dig., 2005; Ren ve dig., 2011).

Bugiine kadar sigirlarda yapilan c¢alismalarda CSN3’in 6 varyanti tespit
edilmistir. Bunlar; A, B, C, E, F ve G varyantlaridir (Kaminski, 1996; Prinzenberg ve
dig.,1996; Barroso ve dig., 1998). Kappa-kazein proteininin en yaygin iki lokus tipi
CSN3 A ve CSN B tipidir. CSN3 lokusunun 148. kodonunda CSN3 A tipinde bulunan
aspartik asit (Asp) amino asidinin sentezinden sorumlu olan GAT kodonunda A—C
(GAT—GCT) seklinde bir mutasyon (transisyon tipinde) meydana gelmekte ve alanin
(Ala) amino asidinin sentezinden sorumlu olan GCT kodonunun bulundugu CSN3 B
alleli olugsmaktadir. Bu mutasyon sonucunda olusan CSN3 B alleline sahip DNA
molekiillerinde HindIII restriksiyon endoniikleazi i¢in bir tanima (AAGCTT) ve
dolayisiyla da bir kesim noktast meydana gelmektedir. Boylece, ¢alismalarda yontem

olarak HindlIII enziminden yararlanilarak PCR-RFLP yontemi kullanilacaksa CSN3 A
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allelinde herhangi bir kesim meydana gelmeyecek, buna kargilik CSN3 B allelinde ise
bir restriksiyon meydana gelecektir (Pinder ve dig., 1991).

Mandalarda CSN3 7. kromozom iizerinde tespit edilmistir ve mRNA sekansi
cikarilmis ve 4 SNP tespit edilmistir. ikinci eksonda 2 SNP tanimlanmuistir; dordiincii
kodonda guanin bazinin timin baziyla yer degistirmesi (Arjinin (AGG) yerine Serin
(AGT)) ve sekizinci kodonda timin bazinin guanin baziyla yer degistirmesi (Valin
(GTT) yerine Glisin (GGT)); dordiincii eksonda 2 SNP tanimlanmistir: yiiz otuz
besinci kodonda timin bazinin sitozin bazinin yer degistirmesi (1zoldsin (ATC) yerine
Treonin (ACC)) ve yiiz otuz alt1 kodonda timin bazinin sitozin baziyla yer

degistirmesiyle olusan sessiz mutasyondur (Mitra ve dig., 1998).

2.5.3 PIT-1 (hipofiz 6zel transkripsiyon faktorii) geni

Hipofiz-6zel transkripsiyon faktorii (P1T-1) geni memelilerde hipofiz gelisiminden ve
hormon iiretiminden sorumludur. Prolaktin hormon ftiretiminin diizenleyicisi olarak
bilinmektedir. On hipofizdeki prolaktin (PRL) geninin ve biiyiime hormonu (GH)
geninin ifadesini diizenler (Khaizaran ve Al-Razem, 2014). Kiitlesi yaklasik olarak 33
kDa’dur. PRL ve GH promotorlerinin yiiksek DNA baglanma afinitesine ihtiyaglari
vardir. Hidroksillenmis amino asit kalintilar1 olan PIT-1, N-terminal trans-aktivasyon
alani ile kismen aktiflesir. PIT-1 sentezindeki azalma, PRL ve GH ekspresyonundaki
azalma ve somatotropik ve laktotropik hiicre hatlarinin ¢ogalmasinda ki azalmayla
sonuglanmstir (Dybus ve dig., 2004; Tang ve dig., 2012).

PIT-1 biiylime, karkas ve siit verim 6zellikleri i¢in aday bir genetik markordiir.
PIT-1 polimorfizminin sigirda siit verimi ve siit konformasyon 6zellikleri ile iliskili
oldugu saptanmistir. PRL ve CSN3 genlerinde benzer olarak meydana gelen birkag
polimorfizm sigir PIT-1 lokusunda tespit edilmistir. ilk polimorfizm ekson 6 {izeride
Hinfl kesim bolgesinde adenin bazinin guanin bazi ile yer degistirmesi seklinde
karakterize edilmistir. Bu SNP, A ve B allellerini tespit etmek i¢in kullanilmistir

(Othman ve dig., 2011).

2.6 PRL, CSN3 ve PIT-1 Gen Bolgelerinde Yapilan Calismalar

PRL, CSN3 ve PIT-1 ile ilgili yapilan ¢aligmalar asagida kisaca 6zetlenmistir.
Brym ve dig. (2005) yaptiklari bir caligmada Siyah Alaca irki sigirlarda ve Jersey irki
sigirlarda PRL’nin 4. eksonu {izerinde bulunan SNP’yi tanimlamak i¢in PCR-RFLP
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yontemiyle allelik varyasyonu belirlemislerdir. 294 bg¢’lik bir gen bolgesini
cogaltmiglar ve kesim fragmenleri sonucunda Siyah Alaca irki sigirlarda A allel
frekansin1 0.113 ve G allel frekansini1 0.887, Jersey 1rki sigirlarda A allel frekansim
0.706 ve G alleli frekansini1 0.294 tespit etmiglerdir. Ayrica AG genotipinin yiiksek siit
verimi saglarken, GG genotipinin yiiksek oranda yag i¢erdigini bildirmislerdir.

Li ve dig. (2010) Holstein 1rki sigirlarda yaptiklar: bir ¢aligmada alti farkli
primer seti kullanarak PRL gen bolgesini ¢ogaltip SSCP (Tek Zincir Konformasyon
Polimorfizmi) yontemi ile SNP taramasi yapmislardir. P1 primeriyle ¢ogaltilan gen
bolgesinde GG genotipinde yiiksek siit verimi tespit ederken, AA genotipinde yiiksek
yag icerigi tespit etmislerdir. Ayrica promotor bolgede bulunan iki SNP i¢in yaptiklari
haplotip analizinde Hap-AG genotipinin yiiksek siit verimine, Hap-AA genotipinin
yiiksek yag igerigine sahip oldugunu bildirmislerdir.

Othman ve dig. (2011) Misir mandasi iizerinde yaptiklari bir ¢alismada PCR-
RFLP yontemi ile PRL’nin 4. eksonundaki SNP’yi Rsal enzimi ile, CSN37in 4.
eksonundaki SNP’yi HindIII, PIT geninin 6. eksonundaki SNP’yi Hinfl kesim enzimi
ile tammlamiglardir. Caligilan tiim genotiplerde PRL’nin GG homozigot tespit
etmiglerdir ve en yliksek yag oranina sahip oldugunu bildirmislerdir. Calisilan tiim
genotiplerde CSN3’ii BB homozigot tespit etmislerdir ve AA genotipine gore peynir
veriminin %10 daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Caligilan tiim genotiplerde PIT-1"i
BB homozigot olarak gozlemlemislerdir. Yiiksek siit verimi i¢in A allelinin
gozlenmesi gerektigini ve yag yiizdesinin diisiik oldugunu, siit ve siit protein verimi
i¢in iistiin oldugunu ifade etmislerdir.

Alfonso ve dig. (2012) Amerikan isvigre Esmer sigirlarinda allelik varyasyonu
tespit etmek icin yaptiklart bir ¢aligmada PRL’nin 3. eksonu tlizerindeki SNP’yi Rsal
enzimi kullanarak PCR-RFLP yo6ntemi ile arastirmislardir. A allel frekansini 0.8765
ve B allel frekansin1 0.1235 olarak hesaplamislardir. AA, AB, ve BB genotip
freakansini ise sirasiyla 0.776, 0.174 ve 0.026 oldugunu bildirmislerdir. AA
genotipinin laktasyon boyunca yiiksek siit verimine sahip oldugunu ifade etmislerdir.

Javanmard ve dig. (2005) iran s1g1r ve manda popiilasyonlari iizerinde yaptiklart
bir ¢alismada PCR-RFLP yontemi ile PIT-1’in 6. eksonundaki SNP’yi Hinfl kesim
enzimi ile belirlemislerdir. Arastirma sonunda A allel frekansimi 0.766, B alle
frekansini 0.233 olarak tespit etmislerdir. AA genotip frekansin1 0.567, AB genotip
frekansin1 0.400, BB genotip frekansini 0.033 olarak hesaplamiglardir.
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Otoviano ve dig. (2005) Brezilya mandalarinda PCR-RFLP ve SSCP yontemini
kullanarak yaptiklar1 ¢alismada CSN3’iin 4. eksonunu c¢ogaltmislardir. Bu gen
bolgesindeki SNP’ye uygun olan Hinfl kesim enzimiyle kesip allelik varyasyonu
belirlemislerdir. Biitliin 6rneklerde BB homozigot genotipini tespit etmislerdir.

Dayem ve dig. (2009) Misir mandalarinda PCR-RFLP yontemini kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada CSN3’iin 1. ekson ile 5. ekson arasindaki gen bdlgesini 2 farkl
primer seti ile ¢ogaltmislardir. Amplikonlart HindIIl, Hinfl ve Taql kesim
enzimleriyle kesip allelik varyasyonu arastirmislardir. Kesim sonucunda biitiin
genotiplerin BB homozigot oldugunu bildirmislerdir.

Ren ve dig. (2011) Holstein ve Jersey 1rki sigirlarda ve Murrah ve Nili-Ravi 1rk1
mandalarda PCR-RFLP yontemi ile yaptiklari bir ¢alismada CSN3’iin 4. eksonunu
cogaltarak Hinfl kesim enzimiyle allelik varyasyonu incelemislerdir. Holstein 1rki
orneklerinde yiiksek oranda A allel frekansini tespit ederken, Jersey 1rki1 drneklerinde
yiikksek oranda B allel frekansini tespit etmislerdir ve hic AA genotipi tespit
etmemislerdir. Yiiksek peynir verimi ve yiiksek siit kalitesi igin biitin manda
orneklerinde ise BB genotipini gozlemlemislerdir. Daha 6nceki calismalarda siit
kalitesi ve peynir yapimi i¢in B alleli iizerinde ¢ok calisildig: ifade edilirken, Cin’de
Holstein wrkinda siit kalitesinin artirtlmasi ve peynir yapimi i¢in BB homozigot
genotiplerde calisildig: ifade edilmistir.

CSN3 B varyanti, peynir yapimi gibi siitlin iirline islenme oOzellikleri ile
iligkilidir (Lin ve dig., 1992; McLean, 1987). Yapilan calismalarda sigirlarda CSN3 B
allelinin frekansinin diger allellere gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Bunun
nedenlerinden biri de B allelinin frekansinin artirilmasi amaciyla suni tohumlamada
kullanilan bogalardan AB veya BB genotipinde olanlarin segilmesi seklinde

yorumlanmistir (Dayem ve dig., 2009).

2.7 Genetik Karakterizasyonda Molekiiler Markorler

DNA analizi i¢in kullanilan araglarin son yillarda gelismesiyle birlikte irklar i¢i ve
irklar arasi varyasyonu karakterize edebilme kapasitesi artmistir. Fenotipik ozellikler
ile yapilan sinirh karakterizasyonu, son zamanlarda molekiiler belirteclerin artan sayisi
ve diger analizlerin karmasik istatistiksel tekniklerinin  gelistirilmesiyle

tamamlanabilmektedir.
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Popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar aras1 genetik ¢esitlilik seviyesinin belirlenmesi,
koruma programlarinin gelistirilmesi, evcillestirilme ve go¢ yollarinin tespiti gibi
caligmalar i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu amagla yapilan genetik Kkarakterizasyon
calismalarinda alloenzimler, markor sistemleri, mitokondriyal DNA ve Y
kromozomuna 6zgiin markdrler kullanilmaktadir. PCR uygulamalarinda en ¢ok tercih
edilen markor sistemleri DNA markorleri ve polimorfik mikrosatellit markorleridir.
Son yillarda  molekiiler biyoloji tekniklerinin gelistirilmesiyle, tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP) analizinin daha kisa siirede ve daha ekonomik yapilabilmesi
saglanmustir (Ozsensoy ve Kurar, 2012) .

Molekiiler genetik ve bilgisayar uygulamalarindaki gelismelerle birlikte
kantitatif karakterlerde varyasyonda payi olan genlerin belirlenmesi miimkiin hale
gelmistir. Ayrica bu s6z konusu genomik bolgelerin erken yastaki erkek ve disi ¢iftlik
hayvanlarinda genotiplenmesi 1slah ve seleksiyon acgisindan biiyiik hiz ve avantaj
saglayacaktir. Ancak bu sekilde yapilan seleksiyon, farkli allelerin populasyondaki
dagilimlarina ve farkli allellerin ekonomik karakterler iizerindeki etkisine baglidir.
Tiirkiye’de yetistirilen yerli ve kiiltiir irklarinin s6z konusu gen bolgeleri bakimindan
genetik yapisinin ortaya ¢ikarilmasi yetistiricilik faaliyetlerinin planlanmasi ve
yiriitilmesi i¢in gerekli bir adim olmasi nedeniyle bu durum son derece umut
vericidir. Giiniimiizde ¢iftlik hayvanlarinda et ve siit verimi ve iireme faaliyetleri gibi
ekonomik karakterler ile iligkili oldugu bilinen ve seleksiyonda kullanilabilecek ¢ok

sayida aday gen bulunmaktadir (Sahin ve dig., 2013).

2.8 PCR (Polimerase Chain Reaction-Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR), DNA’nin sicaklik
farkliliklariyla dongiiler boyunca yapay olarak g¢ogaltilmasi islemidir. PCR’nin
dayanikliligr ve duyarliligi, ¢ok diisiik miktardaki baglangi¢ materyalinden ve diisiik
kaliteli materyalden ¢ok hizli bir sekilde DNA’nin cogaltilmasini saglamaktadir.
DNA’nin cogaltilmas: i¢in kalip DNA’ya (tDNA), DNA dizisini kusatan, 17-30
niikleotid uzunlugunda iki oligoniikleotid primerine, esit konsantrasyonlarda A, T, G,
C niikleotidlerine (dNTP-Deoksiriboniikleotid trifosfat), DNA polimeraz enzimine
(Taq polimeraz) , katalizér amagcli uygun katyonlara (Mg*?) ve tamponlara (Tris-Cl)

ithtiyag¢ vardir.
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PCR icin gerekli sicaklik kosullarinin saglandigi cihaza “’Termal dongii cihazt™’
(Thermal cycler) adi1 verilir. Uygulanan sicakliklarla DNA’nin ¢ogaltilmasi 3 asamada
gerceklesmektedir. Ik asamada DNA’nin ¢ift zincir yapisinin agilmasi i¢in 93-95°C
sicaklikta denatiirasyon gergeklestirir. Primerler denatiire olan DNA’nin zincirlerine
z1t olacak sekilde hibridlesir ve bu iki bdlge polimeraz yardimiyla DNA sentezini
yonlendirir. Ikinci asama primerlerin DNA’ya baglanabilmesi i¢in en uygun sicakliga
gelmesidir. Bu sicaklik Tm (annealing temperature-baglanma sicakligi) olarak

adlandirilir ve pratik olarak asagidaki formiille hesaplanir;
Tm2(A+T) + 4(G+C)

Saglanan uygun sicaklikla primerler baglandiktan sonra son asama olarak
kullanilan DNA polimerazin en aktif oldugu sicaklikla ortamdaki dNTP’leri
kullanarak kalip DNA sekansi boyunca (3’— 5’ yoniinde) uzamanin gerceklesmesidir.
Sicaklik degisimleriyle birlikte denatiirasyon, primer hibridizasyonu ve uzama
dongiileri tekrarlanir ve DNA’nin spesifik hedef bdlgesi hizli bir sekilde ¢ogalmaya
baslar. 22 dongii sonrasinda yaklasik 10° kat fazla bir ¢ogalma beklenmektedir ve
uygulama sonrasinda da bu ¢ogalma elde edilmektedir (Primrose ve Twyman, 2006;

Mercan, 2010).

2.9 Restriksiyon Endoniikleazlar ve PCR-RFLP Yontemi

Molekiiler temelli yontemlerin ¢ogu (AFLP, RAPD, SSR, SNP) PCR temelli
markdrlerdir. Farkli kullanim amaglarina yonelik olarak optimize edilmis olan bu

yontemler DNA seviyesinde polimorfizmin tespit edilmesine olanak saglamistir

(Mercan, 2010).

2.9.1 Restriksiyon endoniikleazlar

1970’11 yillarda bakterilerin, niikleazlar icerdigi ve bu niikleazlarin DNA ¢ift
zincirinde bulunan kisa niikleotid dizilerini taniyarak DNA ¢ift zincirinin her
ikisininde tizerinde bulunan spesifik bolgelerden DNA omurgasimi kestigi tespit
edilmistir. Bu enzimler Tip II restriksiyon endoniikleazlar olarak isimlendirilir. Bu
enzimlerin bakteri i¢indeki fonksiyonu hiicre igine giren viral DNA’lar1 yok etmektir,
bdylece viriislerin ¢ogalmasi engellenmis olur. Bakteri kendi DNA’sini1 niikleotik
saldirilardan korumak i¢in kimyasal bir modifikasyonla hassas bolgelerdeki bazlar

metiller ve enzim aktivitesini engeller. Enzimler c¢ok sayida prokaryoktik
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organizmadan izole edilmekte ve bunlar yine ¢ok farkli niikleotid dizisi tanimaktadir.
Bu enzimlerin ¢ogu 4-6 niikleotid uzunlugundaki dizileri tanir ve belirli bir tip i¢
simetri 6zelligiyle karakterize edilmektedir (Karp, 2008). Ornegin HindIl1 restriksiyon
enziminin kesim bolgesi asagidaki gibidir;

3-TTCGATA-5

5-A|AGCTT-3'

DNA’nin bir boliimiiniin ikili donme simetrisine sahip oldugu soéylenebilir.
Clinkii, esas dizi icerisinde bir degisiklik olmaksizin 180° dondiiriilebilmektedir. Her
iki zincirde de ayni yonde sekansi okur boylece bazlar1 ayni sirada gérmektedir.
DNA’y1 niikleotidleri birlestiren fosfodiester baglarin1 ayirarak keser . Baz1 enzimler
yapiskan serbest ug olustururken bazi enzimlerde kiit ug olusturmaktadir (Palladino ve
Thieman, 2013).

Restriksiyon enzimlerinin kesfi ve saflastirilmasi molekiiler biyologlar agisindan
rekombinant teknolojisine ve gen klonlamaya yarayan makaslarin kesfi anlamina
gelmektedir. Oldukga sik goriilen 4-6 niikleotid dizileri DNA’nin her tipini belirli
bolgelerden ayrimlamaktadir. Restriksiyon enzimlerinin kullanimi insan ve diger
oganizmalarin genomunda bulunan spesifik fragmenterin kesin olarak tanimlanmasina
imkan verir. Belli bir DNA dizisinin enzimlerle kesimi gergeklestirildikten sonra

iretilen fragmentler jel elektroforezi ile ayrimlanabilmektedir (Karp, 2008).

2.9.2 PCR-RFLP yontemi

Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP-Restriction Fragment Length
Polymorphism), dizisi bilenen genlerin allelik varyantlarinin varligini tespit etmek igin
niikleik asitleri incelemek amaciyla en sik kullanilan yontemlerden biridir. Gen
riinleri olan proteinler, genin farkli allelik yonlerini yansittig1 i¢in bu tiirden
polimorfizmlerin tespit edilmesi tiir i¢ci ya da tiirler aras1 varyasyonu molekiiler
diizeyde tanimlamak agisindan Onemlidir. Bu polimorfizmler DNA dizisinde
restriksiyon enzimlerinin kesim bolgelerini ortadan kaldirarak ya da yeni bir kesim
bolgesi olusturarak allelik varyasyonlara sebep olmaktadir. Hedef DNA dizisinin
uygun restriksiyon enzimleriyle kesimi sonucunda ortaya ¢ikan fragment biiytikliikleri
varyasyonlar hakkinda bilgi vermektedir. RFLP yonteminde fazla miktarda DNA
bulundurulmasi gerekliligi basta olmak {izere birgok dezavantajini ortadan kaldirmak
icin PCR-RFLP yontemi gelistirilmistir. RFLP yontemiyle PCR isleminin kombine
edilmis halidir. PCR-RFLP yontemi, DNA {izerinde polimorfik bdlgenin 6nce PCR ile
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cogaltilip sonra RFLP yontemi ve jel elektroforezi ile ayrimlanmasidir. Bu yontemde
cok miktarda DNA bulundurma zorunlulugu ortadan kaldirilmistir. Az miktarda
DNA‘y1 PCR ile ¢ogaltmak ve restriksiyon enzimleriyle kesmek RFLP yonteminin

dezavantajlarinin giderilmesine yardimci olmustur (Primrose ve Twyman, 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Hayvan materyali

Calismanin hayvan materyalini Samsun (Bafra) Kizilirmak Deltasi’ndaki isletmelerde
yetistiriciligi yapilan 6-7 aylik yastaki malaklar olusturmustur. Kan o6rnekleri

toplananan mandalarin kulak numarasi ve cinsiyeti Cizelge 3.1’de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Kan 6rneklerine ait ¢alisma kodlari, kiipe numaralar1 ve cinsiyet bilgisi

(k;géljma Kiipe No Cinsiyet
1 2087472 ERKEK
2 2076165 DIisi

3 2087472 ERKEK
4 2076937 ERKEK
5 2086624 ERKEK
6 2088410 ERKEK
7 2124450 ERKEK
8 2099752 Disi

9 2099751 ERKEK
10 2036168 ERKEK
11 2076166 Disi

12 KULAK KUPESI YOK (K1)  Disi

13 2125446 ERKEK
14 2124275 DIST

15 2124277 Disi

16 2125721 Disi

17 2125676 ERKEK
18 2125445 DIST

19 2125680 ERKEK
20 2124274 Disi

21 2124278 ERKEK
22 2006550 Disi

23 2048569 Disi

24 2125679 Disi

25 2048569 Disi

26 2132898 ERKEK
27 2132900 Disi
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28 2132984
29 2132985
30 2132899
31 2132982
32 KULAK KUPESI YOK (K2)
33 2132981
34 2132983
35 KULAK KUPESI YOK (K3)

ERKEK
ERKEK
ERKEK
DIisI
DISI
ERKEK
DISI
ERKEK

3.1.2 Arastirmada kullanilan cihazlar ve yardimci malzemeler

Aragtirmada kullanilan cihazlarin adi, markasi ve yapim yeri Cizelge 3.2’de

verilmigtir.

Cizelge 3.2. Arastirmada kullanilan cihazlar ve menseileri

Cihazin ad1 Markasi Yapim yeri
Sogutmali mikrosantrifiij Eppendorf Hamburg, Almanya
Biophotometer Eppendorf Hamburg, Almanya
Elektronik mikropipet Eppendorf Hamburg, Almanya
Hassas terazi KERN Balingen, Almanya
Ultra saf su cihazi SG Water Barsbiittel, Almanya
PCR cihazi BIORAD USA

PH metre Eutech Singapur
Isitic1 blok Echotherm USA

Jel dokiimantasyon sistemi Syngene Cambridge, Ingiltere
Yatay elektroforez sistemi Scie-Plas Cambridge, Ingiltere
Mikrodalga firin BEKO Tiirkiye

Derin dondurucu ve Bosch Almanya
sogutucular

3.1.3 Kimyasal maddeler ve primerler

Calismada kullanilan agaroz; Sigma-Aldrich (Taufkirchen, ALMANYA), DNA mastir
miks; TURGEN 5X PCR Master Mix (Samsun, TURKIYE), primer setleri; Glysen
(FRANSA) ve Axypet (POLONYA), DNA oziitleme kiti; peglab (peqgGOLD Blood
DNA Mini Kit, ALMANYA), standart markarler; peqlab (peqGOLD O’range 100 bp
ladder, ALMANYA), Biomatik (50 bp ladder, KANADA), Thermo Scientific
Invitrogen (50 bp ladder, New York, ABD), yiikleme tamponu (Loading buffer); Dr.
Zeydanli (Izmir, TURKIYE), diger tiim ¢ozeltiler igin gerekli kimyasallar; MERCK
(New Jersey, ABD), Sigma- Aldrich (Taufkirchen, Almanya) ve AMRESCO (Ohio,

ABD)’dan sagland.
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3.2 Yontem

3.2.1 Orneklerin toplanmasi

Kizilirmak Deltasi’nda yetistirilen mandalara ait &rnekler Bafra Ilge Tarmm
Miidiirliigii’niin ilgili biriminden yardim almarak toplandi. Igerisinde antikoagiilant
(pthtilasmay1 Onleyici) madde (EDTA: Etilendiamintetraasetikasit veya Lityum-
Heparin) bulunan, 3 ml’lik steril tiiplere konuldu. Kan tiipiiniin {izerine 6rnegin
alindig1 bolge, isletme sahibi ve 6rnegin cinsiyeti kodlanarak plastik buz akiileri igeren

strafor kutularda Sekil 3.1°de gosterilen Ondokuz May1s Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Genetik-Biyoteknoloji Laboratuvari’na ulastirildi.

Sekil 3.1. Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Genetik-Biyoteknoloji
Laboratuvari.

3.2.2 Genomik DNA’nin oziitlenmesi

Elde edilmek istenen DNA’nin yiiksek verim ve kalitede olmasi i¢in genomik
DNA’nin o6ziitlenmesinde ticari bir kit olan peqGOLD (peglab, ALMANYA)
kullanildi.

DNA o6ziitleme islemi i¢in gerekli olan ¢esitli hacimlerde (0,5-10 pl, 10-100 pl,
20-200 pl ve 100-1000 pl’lik) mikropipetler ve steril uglari, 1,5 ve 2 ml’lik

mikrosantrifiij tiipleri, santrifiij ve diger gerekli malzemeler hazirlandiktan sonra kan
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ornekleri derin dondurucudan ¢ikarildi ve oda sicakligina gelmesi beklendikten sonra
DNA o6ziitleme islemlerine gegildi.

Ticari peqGOLD DNA 6ziitleme kitinin temel ¢alisma prensibi santrifiij ve filtre
membranli tiiplerin kullanimi esasina dayanmakadir. peqGOLD kit igerigi Sekil 3.2°de

goriilmektedir.

Sekil 3.2. peqGOLD kandan DNA 6ziitleme kiti (peglab).

DNA 6ziitleme isleminin ilk adimi olarak hiicre par¢alanmasi gergeklestirildi.
Bunun i¢in oda sicakliginda ¢ozdiiriilen 50 pl kan 6rnegi 2ml’lik santrifiij tiiplerine
konuldu. Uzerine 40 pl Tris-HCI (10mM), 25 pl Proteinaz-K, 250 pl BL Buffer
eklenerek 10 saniye vortekslendi. 70°C’da 5 dakika inkiibe edilip 1 saniye
vortekslendikten sonra tekrar 70°C’da 5 dakika inkiibe edildi. Bu asamalardan sonra
mambranli kolon kullanilarak DNA’nin membrana tutulmasi saglandi. Bu amagla
cozeltiye 260 ul isopropanol eklendi. Membranli kolonlar toplama tiiplerinin igine
oturtulup biitlin ¢ézeltinin membranin tam ortasina gelmesine dikkat edilerek transfer
edilip, 8000g’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiiplinde biriken sivi kisim
uzaklastirildi. Membrana tutunan DNA’nin diger maddelerden arindirilmasi igin 3
adimda yikama iglemi gergeklestirildi. 1. yitkamada ¢ozeltiye 500 pl PW Blood Buffer
eklenerek 8000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve toplama tiipiinde biriken sivi kisim
uzaklastirildi. 2. yikama islemi i¢in ¢ozeltiye 600 ul DNA Wash Buffer eklenerek
10000 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken s1vi kisim uzaklagtirildi
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ve 2. yikama islemi tekrar edildi. Yikama sonunda kolonlarin altindaki toplama tiipleri
atilarak yerine temiz 2ml’lik mikrosantrifiij tiipleri yerlestirildi. Arindirilmis ve
membrana tutunmus olan DNA’nin membrandan bu tiiplere alinmasi i¢in membranin
tam ortasina gelecek sekilde 200 ul Elution Buffer eklendi ve 2 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra 5000 g’de 1 dakika santrifiij edilerek DNA’nin kolondan
tiiplere indirilmesi saglandi. Toplanan DNA’lar kisa siireli kullanim i¢in +4°C’da,
uzun siireli kullanimlar i¢in -20°C’da saklandi. Sekil 3.3 ‘de bu islemin kisa bir 6zeti

gosterilmektedir.

Lysis Buffer BL. ve proteinaz K ile kam kanstrm ve
60°C'de inkiibe edin.

|

Lizata Binding Solution BL eklevin ve birkag kez kanstmm.
Lizati filtre membramn fizerine aktarm ve DINA'mn
membrana baglanmasi icin santrifiij vapm.

DNA Wash Buffer ile 3 kez vikanr ve kurutmak icin
santrifiij edilir.

Membran iizerine Eluntion Buffer eklenerek DINA 'mn

membrandan ayrilmas: saglanr

O O O

:
T

Sekil 3.3. peqGOLD kandan DNA 6ziitlenmesi isleminin kisa bir 6zeti (URL-3).
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3.2.3 Caliymada kullanilan primerlerin secimi

Calismada Otman ve dig. (2011) tarafindan bildirilen primer ciftleri kullanildi. Bu
primerler ile PRL’nin 294 b¢’lik bir bolgesinin, CSN3’iin 530 b¢’lik bir bolgesinin,
PIT-1’in 451 bg’lik bir bélgesinin ¢ogaltilabilecegi bildirilmistir. Calismada kullanilan

primer ¢iftleri ve dizilisleri Cizelge 3.3 de verilmistir.

Cizelge 3.3. Calismada kullanilan primerlerin ¢alisma kodu, orjinal kodu, ileri ve geri
primer dizilisi

Orijinal
adi
PO1 PRL Tleri (Forward) CCAAATCCACTGAATTATGCTT
Tersine (Reverse) ACAGAAATCACCTCTCTCATTCA
P02 CSN3  Ileri (Forward) ATAGCCAAATATATCCCAATTCAGT
Tersine (Reverse) TTTATTAATAAGTCCATGAATCTTG
P03 PIT-1  Ileri (Forward) AAACCATCATCTCCCTTCTT
Tersine (Reverse) AATGTACAATGTGCCTTCTGAG

Kodu Primer dizilisi

3.2.4 PCR reaksiyon karisimi

Reaksiyonlar 4 ul kalip DNA (tDNA) ve 16 ul karigim (reaction mix) olacak sekilde
20 ul hacimde ince ¢eperli RNase ve DNase-free PCR tiiplerinde gergeklestirildi. PCR
uygulamalar1 Thermal Cycler (Biorad, ABD) cihazinda gergeklestirildi. Cihazin kapak
sicakligi 110 °C ve blok sicaklig1 94 °C olarak ayarlandi. PCR’da kullanilan molekiiler
biyoloji hassasiyetindeki reaktiflerin yogunluk ve miktarlari Cizelge 3.4’de
verilmistir. PRL, PIT-1, CSN3 genleri i¢in uygulanan PCR termal dongii diizenleri
Cizelge 3.5’de verilmistir.

Cizelge 3.4. PCR i¢in gerekli reaktiflerin yogunluk ve miktarlar

Reaktif Yogunluk Miktar

tDNA (kalip DNA’lar) 10 ng/ pl 4 ul

Mleri (Forward) primer 2,5uM 0,5 ul

Geri (Reverse) primer 2,5 uM 0,5 ul

H204d 11l

PCR Master Mix 5X 4 ul
Toplam 20 pl
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Cizelge 3.5. PRL, PIT-1, CSN3 genleri i¢in uygulanan PCR termal dongii diizenleri

Islem Sicaklik (°C) Siire Déngii Sayisi
Onciil Denatiirasyon 94 5 dakika -
Denatiirasyon 94 1 dakika
Baglanma (Annealing) (PIT-1, £ .
CSN3, PRL) 56-57-58 2 dakika 30
Uzama (Extension) 72 2 dakika
Son uzama (Final extension) 72 10 dakika -
Reaksiyon sonrasi saklama 4

3.2.5 Agaroz jel elektroforezi yontemi ve dokiimantasyon

PCR isleminden sonra {iriinlerin bant goériintiilerinin elde edilebilmesi i¢in elektroforez
islemi uygulandi. Elektroforez islemi elektroforez tanki igerisinde gergeklestirildi ve
tank icine elektrolit ¢ozelti (Sodyum hidroksit borik asit tamponu-SB) konuldu.
Elektroforez uygulamasindan hemen 6nce hazirlanan ve tank igerisine konulan agaroz
jelin kuyucuklarina belirli oranlarla yiikleme boyast ile karistirilan PCR {irtinleri (her
kuyucuk i¢in 2ul yiikkleme tamponu ve 5 ul PCR iiriinii) yiiklenerek elektrik akimina

maruz birakildi.

PCR sonucu elde edilen replikonlarin molekiiler biiytikliiklerinin tespitinde Sekil
3.4’de gosterilen Biomatik 50 bg- 500 be standart markori, Sekil 3.5°de gosterilen
peqGOLD 100 bg-1500 bg standart markorii ve Sekil 3.6’da Invitrogen 50 bg-2652 bg

standart markora kullanilda.
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Sekil 3.4. Biomatik 50 b¢-500 bg standart markor.

1500 be

1000 bg

800 bg
700 bg

600 be
500 be
400 be

300 bg

200 bg

100 b

Sekil 3.5. peqGOLD O’range 100 bg-1500 bg standart markor.
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2632 be

300 be

600 be
450 bg
350 be
300 be
250 be
200 by
150 by

100 by

50 by

Sekil 3.6. Invitrogen 50 bg-2652 bg standart markér.

Jel iizerinden olusan bantlar Syngene (Cambridge, Ingiltere) marka jel dokiimantasyon
sistemi ile yukarida belirtilen standart markorler referans alinarak degerlendirmelerin

yapilabilmesi icin elektronik ortama aktarildi.

3.2.6 Sodyum hidroksit — borik asit tamponu (SB)

Bu ¢alismada elektrolit ¢ozeltisi olarak SB (sodyum hidroksit- borik asit) ¢ozeltisi
kullanildi. Cozelti hazirlaniginda kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.6.’da
verilmistir. Cozelti 1X yogunlukta ve pH 8.0-8.5 araliginda hazirlanarak son hacmi
distile su kullanilarak 1 litreye tamamlandi. Cozeltinin igerisinde bulunan
kimyasallarin daha i1yi ¢6ziinmesi i¢in 30 dakika manyetik karistiricida karistirildi.
Cozelti igerisinde ¢oziinmeyen madde kalmamasi igin yiiksek sicaklikta bekletildi.
Coziinmeyen tuz partikiillerinin jel elektroferezi islemi sirasinda DNA’y1 agaroz
jelden ayirip tank igerisindeki tampona karistirmasini 6nlemek igin ¢ozelti 2 kez filtre
membrandan gegirildi. Son olarak bu ¢ozelti hem elektroforez tankina konuldu hem

de agaroz jel hazirlanmasinda kullanilda.
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Cizelge 3.6. SB tamponu i¢in kullanilan kimyasallar

1X’lik SB Tampon ¢ozeltisi (1Litrelik) Miktar

Sodyum hidroksit 049

Borik asit 2209

Saf su 1 L’ye tamamlanir

3.2.7 Agaroz jelin hazirlanmasi

PCR isleminin hemen ardindan DNA fragmentlerinin ayrimi i¢in agaroz jel kullanildu.
Bu amagla %2’lik agaroz jel hazirlandi. Agaroz jelin hazirlanmasi igin 8 g agaroz bir
beher igerisine aktarilip SB tamponuyla iizeri 400 ml’ye tamamlandi. Bu karisim
mikrodalga firinda tamamen c¢oziinlip homojen bir goriintii elde edilene kadar
kaynatildi. Islem sirasinda 15-20 saniye araliklarla ¢ozelti ¢ikarilip yavasca karistirilda.
Kaynama iglemi tamamlandiktan sonra agaroz jel sogumaya birakildi. Jelin sicakligi
50-55°C oldugu sirada DNA’ya baglanarak UV 151k altinda bantlarin goriintiilenmesini
saglayan Etidyum bromiirden (EtBr) 16ul (10mg/l) eklendi. Agaroz jel yeterince
sogudugunda jel kasetine dokiiliip 2 adet 26 kuyucuklu tarak kasete yerlestirildi. Bu
asamada taraklara yakin kisimlarda bulunan hava kabarciklar1 kasetin kenarlarina
dogru ¢ekilip taraklardan uzaklastirildi. Agaroz jelin polimerizasyonu gergeklestikten
sonra taraklar dikkatli bir sekilde cikarilip jel kaseti elektroforez tankinin igine
yerlestirildi. Onceden hazirlanan 1X SB elektrolit ¢dzeltisi jelin iist kismin1 kapatana

kadar elektroforez tankina eklendi.

3.2.8 Jelin yiiklenmesi ve 6rneklerin yiiriitiilmesi

PCR isleminden sonra -20°C’da saklanan PCR iiriinlerinin her birinden sirasiyla 5 pl
almarak 0.5ml’lik mikrosantrifiij tiiplere konuldu. Uzerlerine 2 pl yiikleme tamponu
eklendi. Toplam 7 pl hacime ulasan bu karisim jel kasetindeki kuyucuklardan ilki ve
sonuncusu markorlerin yiiklenmesi i¢in bos birakilip bastan baslanarak sirasiyla
yiiklendi. Markorler i¢in ayrilan her kuyucuga 1 pl standart markoér yiiklendi ve
ornekler %2’lik jelde (20x30cm, 200 V, 40 dakika) yiiriitiildd.

3.2.9 Restriksiyon enzimleri ile kesim

Calismada Thermo Scientific (ABD) marka Hindlll, Rsal ve Hinfl restriksiyon
enzimleri kullanildi. Kesim islemi i¢in kullanilan kimyasallar ve kullanim miktarlari

Cizelge 3.7.°de verilmistir.
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Cizelge 3.7. Kesim igsleminde kullanilan reaktifler ve kullanim miktarlar

Reaktif Miktar

Su : 17l
10X FastDigest Green : 2 ul
Buffer

PCR iiriinii © 10l
FastDigest Enzyme 1ol

Biitiin bilesenler bir araya getirildikten sonra 37°C ‘da 20 dakika, sonrasinda 65°C ‘da
10 dakika inkiibe edildi. Kesim islemi tamamlandiktan sonra allelik polimorfizm
durumunu belirlemek i¢in kesim iiriinleri %3’liikk agaroz jelde yiiriitiildi. Elde edilen
sonuclar SYNGENE Jel Gériintiileme sistemi yardimiyla fotograflandi. Elde edilen jel
goriintlileri fragment biiytikliiklerinin tam olarak belirlenmesini saglayan goriintiileme
sisteminin yazilimi1 Syngene-GeneTools programi yardimiyla analiz edildi. Kullanilan
restriksiyon enzimleri, baz dizilisleri ve optimum calistiklar1 sicaklik degeri Cizelge

3.8 “da verilmistir.

Cizelge 3.8. Restriksiyon enzimlerinin kesim noktasi ve calistigi sicaklik.

Kullanilan . - Inaktif .
kesim Kesim noktasi Cabsug Inku"basyon edici InakE1ﬂe§me
. . sicaklik siiresi stiresi
enzimleri sicaklik
Rsal oAeY  37°C 20dakika  65°C 10 dakika
Hindill - S CGAIAS  37°C 20dakika  65°C 10 dakika
Hinfl S CHAee  37°C 20dakika  65°C 10 dakika

3.2.10 Jellerin goriintillenmesi ve degerlendirilmesi

Jellerin  goriintiilenmesi islemi Syngene (Cambridge, Ingiltere) marka jel
dokiimantasyon cihazinda yapildi. Jelin fotografinin ¢ekilmesini takiben bant
bliytikliiklerinin belirlenmesi islemine ge¢ildi. Bu asamada cihaz ile birlikte verilen
Syngene-GeneTools programi kullanildi. Bu program yardimiyla elde edilen PCR
tiriinlerinin baz ¢ifti (b¢) cinsinden molekiiler biiyiikliikleri ¢ikarild1. Jelin yiiriitiilmesi
sonucu elektroforetik olarak ayrimlanan bantlarin molekiiler biiytikliiklerine gore

degerlendirilmesi islemi Sekil 3.7°de gosterilmistir.
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e .7. Jelin elektrotoretik ayrimlanmasi ile olusan bantlarin ene-Genel00lIs
Sekil 3.7. Jelin elektroforetik ayriml ile ol bantl Syngene-GeneTool
programi yardimiyla molekiiler biiyiikliiklerine gore degerlendirilmesi.

Programin bant biiyiikliiklerini tanimlamasi igin dncelikle standart markorlere
ait bantlarin buyiiklikleri tanimlandi. Yiriitme sonucu elde edilen bantlarin
biiyiikliikleri program tarafindan standart markor piklerine gore hesaplandi. Sekil

3.8’de standart markdr bant piklerini gosteren grafik ve tanim ¢izelgesi verilmistir.
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Track 1

Number | Mol. weight | Height Raw vol. % Raw vol.
1(m) 1000.00 406.968 |147052.13 |6.723
2(m) 900.00 255.219 | 65578.05 2.998
3(m) 800.00 282.227 |84593.07 3.867
4(m) 700.00 361.026 |105186.10 |4.809
5(m) 600.00 444,771 |149795.78 |6.848
6(m) 500.00 1219.742 |505365.38 |23.104
7(m) 400.00 657.801 |282074.75 |12.896
8(m) 300.00 612.104 |289435.63 |13.232
9(m) 200.00 506.098 |277447.28 |12.684
10(m) 100.00 386.336 |280787.88 |12.837

Sekil 3.8. Standart markor bant piklerini gosteren grafik ve tanim ¢izelgesi 6rnegi.
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1 Arastirma Bulgulan

4.1.1 Anadolu mandasi popiilasyonunda PRL, CSN3 ve PIT-1 genlerinin PCR
amplikon biiyiikliikleri

PRL gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in primer tablosunda gosterilen PO1 kodlu
primer ¢ifti kullanildi. Elde edilen sonuglarda amplikon biiyiikliikleri 308 bg¢-332 bg
arasinda hesaplandi. Sekil 4.1°de manda kan Orneklerini temsilen kullanilan ¢alisma

kodlart ile kodlanan 1-35 arasindaki PCR amplikonlar1 gosterilmistir.

R B o8 9 10l 12 1314 15 16..17. 18

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

Sekil 4.1. Anadolu mandas: popiilasyonunda PRL gen bolgesinden elde edilen
amplikonlar.

CSN3 gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in primer tablosunda gosterilen P02 kodlu
primer ¢ifti kullanildi. Elde edilen sonuglarda amplikon biiytikliikleri 519 bg¢-556 bg
arasinda hesaplandi. Sekil 4.2°de manda kan 6rneklerini temsilen kullanilan ¢calisma

kodlari ile kodlanan 1-35 arasindaki PCR amplikonlar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Anadolu mandas1 popiilasyonunda CSN3 gen bolgesinden elde edilen
amplikonlar.

PIT-1 gen bolgesinin ¢ogaltilmasi igin primer tablosunda gosterilen P03 kodlu
primer ¢ifti kullanildi. Elde edilen sonuglarda amplikon biiyiikliikleri 451 bg¢-482 bg
arasinda hesaplandi. Sekil 4.3’de manda kan Orneklerini temsilen kullanilan ¢alisma

kodlart ile kodlanan 1-35 arasindaki PCR amplikonlar1 gosterilmistir.

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

ME=2 48 405882 68 8278238899830, 31" 32 33 34 35

Sekil 4.3. Anadolu mandas1 popiilasyonunda PIT-1 gen bolgesinden elde edilen
amplikonlar.

4.1.2 Anadolu mandasi popiilasyonunda PRL ’nin allelik durumu

Anadolu mandast 6rneklerinin PRL PCR amplikonlar1 Rsal kesim enzimi ile
kesildikten sonra jel elektroforez sisteminde yiiriitiildii. Elde edilen jel goriintiileri
Sekil 4.4°de verilmistir.
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Sekil 4.4. Anadolu mandasi popiilasyonunda PRL gen bolgesinin Rsal enzimi ile
kesim sonucu olusan fragmentler.

Othman ve dig. (2011) ‘nin ve Khaizaran ve dig. (2009) ‘nin yaptiklar1 ¢aligmalar
sonucunda; PRL gen bolgesinde herhangi bir kesim gergeklesmemesinin GG
genotipini yansittigini belirtmiglerdir. Bu ¢aligmada da PRL gen bdolgesinde kesim
gerceklesmemistir ve bu popiilasyon i¢in PRL’nin GG genotipine sahip oldugu

belirlenmistir.

4.1.3 Anadolu mandasi popiilasyonunda CSN3 geninin allelik durumu

Anadolu mandasi 6rneklerinin CSN3 PCR amplikonlar1 HindIIl kesim enzimi ile
kesilerek jel elektroforez sisteminde yiiriitiildii. Elde edilen jel goriintiileri Sekil 4.5°de

verilmigtir.

2652 be
350 bg

50 bg

Sekil 4.5. Anadolu mandas1 popiilasyonunda CSN3 gen bolgesinin HindIII enzimi ile
kesim sonucu olusan fragmentler.

Calisilan genotiplerin CSN3 gen bolgelerinde bir kesim gergeklesti ve fragment
biiyiikliikleri 1. allel icin 373 bg-405 bg, 2. allel icin 142 bg-162 bg arasinda
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hesaplanmistir. Othman ve dig. (2011) ‘nin ve Khaizaran ve dig. (2009) ‘nin yaptiklar
calismalar sonucunda; CSN3 gen bolgesinde bir kesim sonucunda iki bant olusmasinin
BB genotipini yansittigini belirtmislerdir. Bu ¢alismada da CSN3 gen bdlgesinde bir
kesim sonucu iki bant meydana gelmistir ve bu popiilasyon i¢in CSN3’iin BB

genotipine sahip oldugu belirlenmistir.

4.1.4 Anadolu mandasi popiilasyonunda PIT-1 geninin allelik durumu

Anadolu mandasi 6rneklerinin PIT-1 PCR amplikonlar1 Hinfl kesim enzimi ile
kesilerek jel elektroforez sisteminde yiiriitiildii. Elde edilen jel goriintiileri Sekil

4.6’da verilmistir.

M1 23 4 56 7 8 9 1011 1213 14158165 8A81990221 22 23 24 M

2652 bg

350 bg

50 be

Sekil 4. 6. Anadolu mandas1 popiilasyonunda PIT-1 gen bolgesinin Hinfl enzimi ile
kesim sonucu olugan fragmentler.

Caligilan orneklerin PIT-1 gen bolgelerinde bir kesim gergeklesmistir ve fragment
biiyiikliikleri 1. allel i¢in 245 bg-265 bg, 2. allel i¢in 214 bg-233 bg hesaplanmastir.
Othman ve dig. (2011) ‘nin ve Khaizaran ve dig. (2009) ‘nin yaptiklar1 ¢aligmalar
sonucunda; PIT-1 gen bolgesinde bir kesim sonucunda iki bant olusmasinin BB
genotipini yansittigini belirtmislerdir. Bu ¢alismada da PIT-1 gen bolgesinde bir kesim
sonucu iki bant meydana gelmistir ve bu popiilasyon i¢in PIT-1’in BB genotipine

sahip oldugu belirlenmistir.
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4.2 Tartisma

Siit¢ti irklarda PRL tizerinde 8398. niikleotid pozisyonunda sessiz mutasyon ile guanin
bazinin adenin baziyla yer degistirmesi sonucunda meydana gelen SNP Rsal kesim
enzimi ile tespit edilebilmektedir. Yapilan calismalarda 294 bg’lik kesilmemis
fragmentler GG homozigot genotipini, 162 bg ve 132 bg¢°lik iki fragment AA
homozigot genotipini, kesilmemis 294 bg ile kesilmis olan 162 bg-132 bg’lik iic
fragment AG heterozigot genotipini gosterdigini ifade etmislerdir ( Othman ve dig.,
2011, Khaizaran ve Al-Razem, 2014). Bu bulgular sonucunda AA allelinin en yiiksek
stit verimine sahip oldugunu ve G allelinin siit ve siit proteini verimi igin yetersiz
oldugunu bildirmislerdir (Othman ve dig., 2011; Khaizaran ve Al-Razem, 2014). Misir
mandalarinda yapilan ¢alismada yiiksek frekansta GG homozigot genotipini tespit
etmisler ve bu genotiplerde yag oraninin en yiiksek degere sahip oldugunu
bildirmislerdir (Othman ve dig., 2011). Bu ¢alismada incelenen 6rneklerde PRL igin
kesim gerceklesmemesi sonucunda PO1 primer seti ile ¢ogaltilan gen bolgesi i¢in
Rsal’in tanimlayabilecegi bir SNP’nin olmadigini bu yiizden caligilan tim 6rneklerin
GG homozigot genotipte oldugunu gostermektedir.

CSN3 tiplerinden CSN3 A tipi 148. niikleotid pozisyonunda bulunan adenin
bazinin sitozin bazi ile yer degistirmesi sonucunda CSN3 B tipi meydana gelmekte ve
bu SNP HindIIl kesim enzimi i¢in bir kesim bolgesi olusturmaktadir. Daha once
yapilan c¢alismalarda 530 bg’lik kesilmemis bantlar AA homozigot genotipini, 370 bg
ve 160 bg‘lik iki bant BB homozigot genotipini, kesilmemis 530 bg ile kesilmis olan
370 bg-160 bg’lik ti¢ bant AB heterozigot genotipini gosterdigini ifade etmislerdir
(Othman ve dig., 2011; Khaizaran ve Al-Razem, 2014). Bu gen igin tiim Misir
mandalarinda BB homozigot genotipini tespit etmislerdir ve BB genotipinin peynir
veriminin AA genotipinden %10 daha fazla oldugunu belirtilerek 1slah agisindan B
allelinin Onciil tercih olmasmin 6nemli oldugunu bildirmislerdir (Othman ve dig.,
2011). Yapilan baska bir ¢alismada ise BB genotipinin diisiik yag ve diisiik siit proteini
icerdigini tespit ederek AA genotipinin bunun aksine bir 6zellige sahip oldugunu
bildirmislerdir (Beata ve dig., 2008).

Calisilan 6rneklerde CSN3 P02 primer seti ile ¢ogaltilip HindIll kesim
enzimiyle kesilmistir ve tiim manda 6rneklerinde tek bir kesim bolgesi tanimlanmustir.
Elde edilen bulgular literatiir bulgulariyla ortiismekte olup tiim Orneklerin BB

homozigot genotipine sahip oldugu tespit edilmistir.
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PIT-1 tizerinde bulunan polimorfizmlerden biri de 6. ekson {izerinde bulunan
guanin bazinin adenin bazi ile yerdegistirmesi sonucunda olugan SNP’dir. Bu
polimorfizm Hinfl kesim enzimi i¢in uygun bir bolge olusturmaktadir. Yapilan
caligmalarda 451 bg¢’lik kesilmemis bantlar AA homozigot genotipini, 244 bg ve 207
be¢ lik iki bant BB homozigot genotipini, kesilmemis 451bg ile kesilmis olan 244 bg-
207 bg’lik ti¢ bant AB heterozigot genotipini ifade ettigi belirtilmektedir (Othman ve
dig., 2011, Khaizaran ve Al-Razem, 2014). Yapilan bir ¢alismada PIT-1 i¢in Hinfl
kesim enzimi kullanarak Misir mandalarinda allelik polimorfizme bakmuislardir.
Calisilan orneklerde BB genotipini tespit etmislerdir. Yiiksek siit verimi igin AA
allelinin goriilmesinin gerekli oldugunu bildirmislerdir. AA genotipinin yag
yiizdesinin diisiik olmasi ve siit ve siit proteinlerinin yiiksek olmasi nedeniyle iistiin
oldugunu belirtmiglerdir. BB genotipinin ise siit verimi ve protein i¢eriginin diisiik
oldugunu ve yag yiizdesinin yiiksek oldugunu bildirmislerdir (Othman ve dig., 2011).

Bu ¢alismada PIT-1 P03 primer seti ile ¢cogaltilip Hinfl kesim enzimiyle kesilen
orneklerin sonucunda tiim 6rneklerde tek bir kesim bolgesi tespit edilmis, bu nedenle
caligilan tiim 6rneklerin BB genotipinde oldugu belirlenmistir.

Bu ¢alismada siit verimi ve liriine islemede 6nemli olan 6zellikler tizerine etkili
oldugu bildirilen genlerin ilgili lokuslari incelenmistir. Elde edilen bulgular
poplilasyonun incelenen gen bdlgeleri bakimindan homozigotluk derecesinin ¢ok
yiiksek oldugunu gostermektedir. Calisilan lokuslar, ifade edildigi gibi, polimorfizm
diizeyi yliksek, popiilasyondaki genel genetik cesitliligi degerlendirmek i¢in uygun
lokuslar degildir. Sadece siit verimi ve siitiin kalitesi ile ilgili baz1 gen bolgelerindeki
genetik polimorfizm diizeylerinin ortaya c¢ikarilmasinda kullanilan lokuslardir.
Calistigimiz popiilasyonda bu genler bakimindan homozigotlugun bu kadar ytiksek
¢ikmasun nedeni incelenen hayvan sayisinin sinirli olmasindan kaynaklanabildigi
diisliniilmiistiir. Yine de bu calismada elde edilen bulgular bolgedeki manda
popiilasyonunun {izerinde durulan genler bakimindan homozigotlastigina dair bir ilk
uyar1 olarak degerlendirilmelidir.

Yapilan molekiiler analizler agisindan bakildiginda allellerin fragment
bliytikliiklerinin tam ve dogru olarak belirlenebilmesi i¢cin DNA dizileme islemlerinin
yapilmasi allelik yapmin kesin olarak ortaya konulabilmesi agisindan gereklidir.
Bolgedeki manda popiilasyonunun genetik bir darbogaza siiriikklenmesini 6nlemek,

uygulanacak 1slah programlari i¢in gerekli genetik ¢esitliligi ortaya ¢ikarabilmek i¢in
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daha genis capli, daha fazla hayvan ve markor kullanilarak derinlemesine bir
poplilasyon tarama c¢aligsmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.

Elde edilen bulgular, calisilan manda popiilasyonunun PRL ve PIT-1
bakimindan sadece istenmeyen allellere sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu durum
ilgili genlerin istenen allellerinin bolgedeki mandalarda tespit edilerek bu allelleri
tagtyanlarin damizlik olarak secilmesi gerekliligini isaret etmektedir. Diger yandan
calisilan popiilasyonun siitiin iiriine islenmesi ile ilgili CSN3 bakimindan ise ideal alleli
tasidig1 belirlenmistir. Bu durum da siitiin {iriine islenmesi bakimindan yapilacak 1slah
calismast acisindan damizlik secimi noktasinda bu hayvanlarin  dogrudan

kullanilabilecegini gostermektedir.
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