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RFLP (RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISHM)
TEKNIGININ HAYVAN ISLAHINDA KULLANILMASI

Ragip TIGLI* M.Soner BALCIO&LU*®

8ZET

Genetik marker olarak c¢ok yeni bir teknik olan RFLP
(Restriction Fragmenth Length Polymorphism), rekombinant DNA
teknolojisiyle ortaya ¢ikmisg yeni bir kavramdair. RFLP,
restriksiyon enzimlerinin DNA da kesim yerlerinin dagiliminz
etkileyen nokta mutasyonlari veya kromozomda Kesim bdlgeleri
arasinda DNA fragmenti uzunlugunu etkileyen bilyiik kromozomal
degisimler sonucunda meydana gelir. RFLP, restriksiyon
enzimleriyle kesilen ve elektroforetik olarak biyiikliiklerine
gbére ayrilan genoma ait DNA fragmentlerinin ‘daha énce
radyoaktif olarak isaretlenmis sonda(probe)lar kullanilarak
autoradyografik olarak gdzlenmesidir.

RFLP nin diger genetik markerlere nazaran ¢ok sayida
avantajlari vardir. Herhangi bir sonda-enzim kombinasyonu
i¢in RFLP' yi tespit etme ihtimali oldukca yiiksektir. Ayrica
diger markerlere nazaran dnemli bir avantaji da informasyon
tagimayan (intron, regiilator) DNA siralarinda RFLP' yi
gbzlemektir. RFLP bugiin Thallassemia (Akdeniz Anemisi) gibi
kalitsal hastaliklarin teghisinde kullanilmaktadar. Benzer
gsekilde ¢iftlik hayvanlarina ait ekonomik karakterlerle
iligkileri ortaya konuldugunda 1slah programlarinda yaygin
olarak kullanilabilecektir. :

* Yrd.Dog¢.Dr., AK.Uni.Zir,Fak., Zootekni B®liimii, Antalya.
"* Ar.Gor., Ak.tni.Zir.Fak., Zootekni Boliimii, Antalya.
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1.GIRIS

Ekonomik dzellikler bakimindan hayvan populasyoenlarinin
genetik 1slahinda tek yol seleksiyondur. Islahg¢i bir sonraki
generasyonun ebeveynlerini secerken populasyonda mevcut
fenotipik varvasyonu kullanarak bu varvasyonda genotipik
varvasyonu tahmine varayan muhtelif modelleri gelistirmeye
¢alisir. Genel olarak 1slahta i{izerinde durulan Ozellikler
bakimindan populasvonda mevcut varyasyon, genotip ve cgevre
olmak lizere iki kaynagin denetimi altindadir ve Kantitatif
olan bu 6zelliklerin kalitima poligeniktir.

Kantitatif ozellikleri belirleyen poligen bloklarin
kromozomda lokalize olduklari bdlge QTL (Quantitative Trait
Loci) olarak belirtilmektedir (Beckmann ve Soller 1983;
Soller ve Beckmanh 1983:; Kashi vd. 1986: Soller ve Beckmann
1986: Beckmann ve Soller 1987). Uzerinde durulan herhangi
bir Bzellik i¢in yiliksek etkili allelleri, tasivan bireylerin
tespit edilmesi damizlik se¢iminin en zor vanidir. Bu yiizden,
son zamanlarda muhtelif kalitatif zellikler bakimindan
populasyonda mevcut morfolojik ve biyokimyasal varyasyvon ele
alinmakta ve kantitatif Ozelliklerle olan genetik 1iliskisi
iizerinde yogun olarak durulmaktadir,

Gerek hayvanlarda ve gerekse bitkilerde, fizerinde
durulan 6zellikler bakimindan yiiksek etkili genleri tasgiyan
bireyleri tanimlamada alternatif bir yaklasim., marker oclarak
restriksiyon fragment uzunlugu polimorfizminin
(RFLP=Restriction Fragmenth Length Polymorphism) kullanilma
potansiyelidir( Kashi vd 1986; Soller ve Beckmann 1986;
Beckmann ve Soller 1987). RFLP kullanilarak genomda
kantitatif Gzelliklere ait 1okuslarida belirlenebilecegi ve
vuksek ekili allelleri tasiyan bireyvlerx tespit edilerek
damizlikta etkili bir sekilde kullanilabilecegi
belirtilmektedir (Soller ve Beckmann 1986).

Genetik markerlerin dnemli kullanim alanlara bulunmak-
tadir (Beckmann ve Soller 1983; Soller ve Beckmann 1983).
Bitki ve hayvan 1slahi, c¢esit ve ebeveyn tespiti, kantitatif
6zelliklere ait l1okuslarin belirlenmesi ve genetik 1slah
programlarinda stz konusu lokuslarin manipulasyonu bunlar
arasinda sayilabilir. Bu yodntemin 6zellikle insanlarda &nemli
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uygulama imkanlari bulunmaktadir. Bu uygulamada dogum
8ncesinde kalitsal hastaliklarin teshisiyle 1ilgili olarak,
restriksiyon fragmentinin buyiikliigiinii modifive eden ve
anormal fenotiplere sebep olan genetik lezyonlarin
belirlenmesine ¢alisilmaktadir (Beckmann ve Soller 1987) .

2 .RESTRIKSIYON FRAGMENT UZUNLUGU POLIMORFiZMI

Bir DNA molekiiliindeki fosfodiester baglarini kesen
enzimlere niikleaz enzimleri denilmektedir. Bunlardan dzel bir

grubu olugturan restriksiyon endoniikleazlari ise " DNA
ekseninde belirli niikleotid siralarini taniyabilir ve sadece
bu noktalardan kesim yapabilirler. Bu yilizden aktiviteleri

son derece &Gzgiindiir. &rnegin E.Koliden izole edilen EcoRI
enziminin tanima sirasi sekil 2.1'de gdriildiigii gibi palindrom

EcoRI
—————GAATTC—MmM8M ———— G AATTC———owo
—————CTTAAG————— ——CTTAA G——m—

EcoRI

Sekil 2.1. EcoRI enziminin DNA molekiilinii kesmesi

clarak adlandirilan, her iki eksende de ters tekrarlanan bir
yapi gosterir. Enzim DNA nin her iki ekseninde A ve G niikleo-
tidleri arasindan kesim yapar. BGylece DNA molekiilli enzimin
kestigi vyerden iki fragmente ayrilir. Buna benzer vollarla
elde edilen fragmentlere restriksiyon fragmentleri denir.

EcoRI restriksiyon enzimiyle elde edilen restriksivon frag-
mentlerinin her iki ucu rDNA (rekombinant DNA) teknolojisinde
son derece Onemli olan ac¢ik u¢lu (yapiskan ug¢) bir dzellik
gdsterir (bazi restriksiyon endoniikleazlara ile kiit wucglu

fragmentler de elde edilebilir).
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Restriksiyon endoniikleazlari ile muamele edilen DNA
molekiilii; plazmid, virus, mitokondria, veya kloroplast DNA s1
biiylikliiglinde ise elde edilen restriksiyon fragmenti savisi,
restriksiyon b6lgelerinin sayisina ve kullanilan restriksivon
enzimi c¢esidine bagli olarak diger yiiksek canlilara nazaran
sinirli sayida. olmasi beklenir.

Farkli restriksiyon bdlgelerine sahip bir DNA molekiili,
muhtelif restriksiyon enzimleri ile muamele edildiginde,
restriksiyon bdigelerinin DNA iizerindeki lokasyonuna bagli
olarak farkKli uzunluklarda restriksiyon fragmentlerine par-
¢alanir. Daha sonra bu fragmentler uzunluklarina bagl: olarak
gel elektroforezde birbirlerinden ayrilabilir (Beckmann ve
Soller 1983; Soller ve Beckmann 1986: Beckmann ve Soller
1987). Sekil 2.2 de iki farkli DNA molekiiliinde restriksivon
bélgelerinin dagilimi ve restriksiyon enzimiyle kesildikten
sonra elde edilen fragmentlerin gel fizerindeki lokasvonunu
gdstermektedir. 1 nolu DNA molekiildi 3 nolu restriksiyon
bélgesinde ek olarak bir kesim bélgesine daha sahiptir.
Sonug¢ olarak 1 nolu- DNA molekiilii restriksiyon enzimiyle
muameleden sonra bes ayri restriksiyon fragmenti {iretirken, 2
nolu DNA molekiiliinden dért fragment olusur.

Plazmit veya virus gibi basit organizmalarin DNA lari
kigilik oldugundan sinirl:i savida restriksiyon bélgesine sahip
olmasi beklenir. Bu yiizden farkl:i uzunluktaki restriksivon
fragmentleri gel elektroforezde direkt olarak gbzlenebilir.
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Sekil 2.2. Iki farkli DNA molekiiliinde restriksivon bdlge-
lerinin dagilaimi ve enzimle muameleden sonra
fragmentlerin biiyiiklliklerine gore elektroforetik
olarak ayrilmasi :

Ancak viiksek organizmalarin sahip oldugu DNA miktari cok faz-
la oldugundan, basit organizmalara nazaran gok sayida ve
¢esitte restriksiyon bélgesine sahip olmasi yaninda (Soller
ve Beckmann 1986) bu organizmalarin genomlarinda tekrarianan
bhélgelerin sayisi oldukc¢a fazladir. Bu ylizden béyle bir orga-
nizmaya ait DNA, her hangi bir restriksiyon enzimi ile muame-
le edildiginde oldukga fazla sayida ve cesitlilikte restrik-

siyon fragmenti elde edilir. Bu Iragmentlerin gel elektrofo-
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rezdeki gdriintiistl strekli bir leke halinde olacagindan
uzunluklarina gdre ayird edilmesi gliiclesecektir. (Soller ve
Beckmann 1986). Bundan dolayi: yiiksek canlilarda biitiin genomu
incelemek yerine belirli bir DNA b6lgesindeki RFLP nin ince-
lenmesi yoluna gidilir. Bu vyiizden Snceden kKlonlanmis radyo-
aktif olarak isaretli belirli bir DNA segmentine homolog olan

bdlge civarindaki RFLP incelenebilir. Bu tip radyoaktif
etiketli niikleik asit molekillleri sonda (=probe) olarak
adlandirilir. Sautern transferi adi verilen viéntemde

(Sautern 1975) gel iizerinde siirekli 1lekeler halinde gb6ziiken
restriksiyon fragmentleri, iizerlerine daha dnce etiketli

DNA #zerinde Restriksiyon Bdlgelerinin Dagilim:

v
ONA | ————

R R R
; J sonda $
DNA 2 —
R R
e =)
Orijin 1 2
(+) -

Sekil 2.3, 1ki farkli DNA da ayni sonda civarinda bulunan her
: hangi bir restriksiyon enzimi i¢in tanima Sirala-
rinin dagilimi ve restriksiyon enzimiyle muamele-
den sonra restriksiyon fragmentlerinin autoradyo-.
grafik olarak gdriilmesi

sondalarin fikse edildigi nitroseliiloz filtrelerine transfer
edilir. Kullanilan sondaya homolog siralari tasiyan frag-
mentler, sondalarla hibrit olustururlar. Burada kullanilan
sondaya bagli olarak DNA/DNA veya DNA/RNA hibritlerinin
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meydana gelmesi sz konusudur. Hibrit olusturmayan frag-
mentlerin filtreden yikanmasindan sonra, molekiiller auto-

radyografik olarak belirlenirier. Sonug olarak genomda
belirli bir bblgedeki belirli bir  enzim i¢in RFLP ‘'yi
incelemek miimkiin hale gelir. (sekil 2.3). Burada dikkat
edilmesi gerekli olan bir nokta bulunmaktadir; genomda

sondaya homolog bélgeler eger tekrarlanan siralar halinde
bulunuyorsa, sondafragment hibritiesmesi bir ¢ok noktada
gerceklegseceginden sirekli bir autoradyografik leke
olugsacaktir,

3.RFLP NIN GENETiK VE METODOLOJiK 8ZELLiKLERt

Bir sondaya homolog bblge civarindaki RFLP, bir veyva iki
nikleotiddeki nokta mutasyonlari sonucunda olusabilecegi
gibi, bu bblgedeki insersiyon delesyon veya inversivon
benzeri daha biiyiik parcga degigimlerinin yol ag¢tiga fragment
uzunlugundaki degisimlerden de kKaynaklanabilirler(Soller ve
Backmann 1986). Sekil 3.1 de 3 farkli restriksivon enzimi

igin kesim bdlgesi bulunan bir DNA molekiiliinde, cesitli
mutasyonlarin sonucunda gel iizerinde olusan band dérnekleri
gOriilmektedir. Sekilden de goriilebilecegi gibi baza

mutasyonlar belirli bir enzim bakimindan polimorfizme sebep
olmasina kargilik digerleri bakimindan monomorf bir vyap:
gosterir. Eger bir populasyon vogun olarak akrabala
yetigmemigse veya populasyon genisligi kiigilk degilse, genel
olarak herhangi bir sonda-enzim kombinasyonu i¢in RFLP
oldukg¢a yviiksek frekansta gézlenebilir (Soller ve Beckmann
1986). Gergektende yépllan ¢aligmalarda insanlarda yaklasik
1:100 b¢ nin polimorfik oldugu (Jeffreys, 1979) ve bunun
yaklasik 1:100 b¢ ~ nin RFLP metoduyla incelenebilecegi
belirtilmistir. Insan genomunun yaklasik %80 1 yiiksek dere-
cede tekrarlanan siralara sahiptir ve toplam haploid genomu
yaklagsik 3X10° b¢ oldugundan incelenebilir polimorfizm sayis:
cede tekrarlanan siralara sahiptir ve toplam haploid genomu
vaklagsik 3X10°9 b¢ oldugundan incelenebilir polimorfizm sayisi
yaklagik 60000 olarak tahmin edilmektedir (Soller ve Backmann
1986). Yapilan bir calismada insan genomunda 333 RFLP ince-
lenmis ve bunun bir kisminda bilinen genler sonda olarak
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Sekil 3.1. 3 Farkla restriksiyon enzimi icin Kesim bblgesi
bulunan bir DNA molekiililnde g¢esitli mutasyonlara
bagli olarak gel iizerinde olugan band drnekleri
(Seller ve Beckmann, 1986).

kullaniimistir. Ancak ¢ogunda rastgele, Dbilinen bir gene
homolog olmayan sondalar kullanilmigtir. Gergektende Kklon-
lanmis bir sondanin bilinen bir gene veya belirli bir sirava
tam olarak homolog olmasina gerek yoktur. Ayni1 zamanda
restriksivon bdlgesine ait polimorfizmin Kkodlama sirasinda
olmasina da gerek yoktur. Herhangi bir sonda Sirasi civarinda
restriksiyon bdlgesi bulunuyorsa, bu bdlgeler; intron, spacer
veya regulator bdlgelerinde bulunabilir ve iizerinde ¢aligi-
labilir.
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RFLP nin kalitim Szelliginin kodominant oldugu belirtil-
mektedir (Soller ve Beckmann 1986; Beckmann ve Soller 19287) .
Gergektende sekil 2.3. incelendiginde belirli bir enzim icin
heterozigot kesim yerine sahip olan diploid bir organizmanin
gel {lizerinde bandlarinin her ikiside fenotipik olarak gézle-
nebilir. BOylece tam dominanslik durumunda resesif allelin
dominant alleli tarafindan o&rtilmesi gibi bir durum ortaya
¢ikmaz RFLP genetik caligmalarda ve 1slah programlarinda
diger klasik, morfolojik veya biyokimyasal markerlerle
mukayese edildiginde Snemli avantajlara sahiptir.Bunlar tablo
3.1 de ozetlenmistir. Tablodan gériilebilecegi gibi DNA
Ornekleri organizmanin her hangi bir dokusundan, yasam
déngiisiinlin herhangi bir asamasinda alinabilir, Alinan DNA
6rnekleri saklanabilir ve muhtelif 1laboratuarlar arasinda
degisimi vapilarak ¢egitli enzim-sonda kombinasvonlari igin
izerinde ¢alisgabilir. Sekil 3.1.de gOrilecegi gibi herhangi
bir sondaya homolog DNA siras:i yakinindaki RFLP vi belirlemek
i¢in tek bir restriksivon enzimi yetmeyebilir. Bu yiizden .bir
bélgeyve ait RFLP vi incelemek icin 10-20 scnda-enzim
kombinasyonunun yveterl]i olabilecegi belirtilmektedir (Soller

ve Beckmann 1986). Bazi sondalar genomda cok degisken
bélgeleri incelemek i¢in kullanilmaktadir. Bu gibi sondalar
ayni zamanda bir kag RFLP yi birden ayni zamanda

inceleyebilmektedir. Buna benzer sekilde insan ' genomunda
mevcut olan ¢ok degigken bdlgeler tandem, tekrarlanam siralar
halinde, olarak bulunmakta ve minisatellit denilen boligeleri
meydana getirmektedir, Bu tekrarlanan bdigeler, Dbiitiin diger
tekrarlanan bdlgelere benzerlik goésterir. S6z kKonusu
bélgelerdeki RFLP tek bir sondayla bir defada incelenebilir.
Ornegin insan myoglobin geninin birinci intronunda tandem
olarak tekrarlanan 33 bg uzunlugunda bir sira bulunmaktadir.
Bu sira halen sonda olarak kullanilmaktadir (Jeffreys vd.
1985). Buna ek olarak mesela kanatli genomunda sayilari 22 ye
varabilen endogen virus ve cesitli mobil elementler
(Crittenden 1986) insersiyon bblgesinde RFLP olusturabilir.
Ayn1 zamanda bu bOlgelerdeki RFLP, . insersivon siralarinin
Kendilerinin sonda olarak kullanilmasiyla da incelenebilir.
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Tablo 3.1. Genetik Marker Olarak RFLP nin 6zellikleri.

I
-0lduk¢a yaygindir, ;
-Genomik RFLP, Mendel kalitimi gosterir, |
-Organel RFLP, Maternal kalitim gdsterir, |
-Kalitimi stabildir, |
-Kodominant 6zellik gdésterir, ;
-Coklu allelleri yaygaindir, ;
-Ekonomik Szellikler lzerine pleiotropik etkisi |
bulunmaz, : ]
-Cevre tarafindan etkilenmez, |
-Allelik varyasyonun OGzelligine bagli olarak |
informatiftir, ]
-Blitiin dokularda incelenebilir, |
-Biitiin yaslarda incelenebilir, |
-DNA 6rnekleri uzun siire saklanabilir, |
-Bir ¢ok lokus tek bir sondayla gdzlenebilir, [
-Sondalar kodlama siralari ile sinirli degildir, |
-Sondalarla ¢ok degisken bblgeler incelenebilir. |
|

4 ,HAYVAN ISLAHINDA RFLP TEKNIGININ KULLANILMASI

RFLP teknigi a¢isindan hayvanlarda damizlik degerinin
iyilestirilmesi siireci insanlarda kalitsal hastaliklarin do-
gum Bncesi teshisine Dbiiyik benzerlik gosterir, Bu nedenle
RFLP yénteminin ¢iftlik hayvanlarinda 1slah amag¢li Kullanim
potansiyeline gec¢meden &nce, RFLP nin kalitsal hastaliklarin
dogum dncesinde nasil kullanildigini anlamak gerekir.

RFLP teknigi ile hastaliklar dogrudan veya dolayli ola-
rak teshis edilebilmektedir (Soller ve Beckmann 1986). Direkt
teshisde, lizerinde durulan gende hastaliga yol agan nlikleotid
degigiminin, bu gen ig¢indeki bir kesim noktasini degistire-
bilme 8zeliginden yararlanilir. &rnek vermek gerekirse, orak
hiicre anemisine hemoglobin proteinini kodlayan bdlgedeki bir
nokta mutasyonu sebep olmaktadir. Bu nokta mutasyonu ayni
zamanda Ddel restriksiyon enzimi i¢in restriksiyon bolgesini



degistirmektedir. S6z konusu kalitsal hastaliga tasiyan
bireyler daha dogmadan dnce, klonlanmig hemoglobin geni
sondalari ve Ddel enzimi kullanilarak dogrudan tespit
edilebilirler. Benzer olarak bazi thallassemialarda (Akdeniz
anemisi) hemoglobin geni iginde delesyon bulunmaktadir. Bu
durumdaki hastalarda delesyonlu KkKisim RFLP teknigi ile bir
grup restriksiyon enzimi kullanilarak teshis edilebilir.

Kalitsal hastaliklarda mutant allel, delesyon inversiyon
veya insersiyon gibi degisimlere baglili ise, yabani allel
klonlanip sonda olarak kullanilarak hastalik teshisi kolayca
yvapilabilir. Ancak hastalik nokta mutasyonu gibi bir sebebe
bagli ise o zaman DNA {izerindeki bir veya bir ka¢ niikleo-
tidlik degisim belirli bir enzim i¢in kesim boblgesinde
degisime neden olmavabilir. Bunun sonucu plarak RFLP
teknigiyvle direkt tana herzaman miimkiin olmayabilir. Bu
durumda hastalik dolayli olarak teshis edilmeye ¢aligilar.
Dolayl: teshiste polimorfik restriksivon bdlgesi, hastaliga
neden olan hdlgede olmayip polimorfik bir bdlgevle siki bir
baglanti: halindedir. Bu durumda misal olarak bir aile ig¢inde
hastalik alleli ile belirli bir RFLP alleli arasinda, oldukg¢a
si1k1 bir baglanti iliskisi bulunmaya ¢aligsilir, Daha sonra
bu iligkiden anormal ve normal alleller tagiyan sahislar RFLP
teknigi ile incelenebilir. Burada 8Snemli bir preoblem, bagia
lokuslar arasindaki baglantinin derecesidir. Eger lokuslar
arasi a¢iklak fazlaysa parc¢a degigsimiyle meydana gelecek yeni
baglanti tipleri hastalik teshisinde yaniltici olabilecektir,

4.1 .Ekonomik biellikler tzerine RFLP nin Dogrudan Etkisi

RFLP teknigi hayvan populasyonlarinda ekonomik Ozellik-
lerin 1slahinda da ayni volla kullanilabilir. Ancak herhangi
bir kalitatif 6zellik ig¢in mutant allelin varlig: fenotipten
anlasilabilmesine karsilik. QTL deki yiiksek ve diigiik etkili
allellerin varligi diger lokuslardaki genetik varyasyon ve
cevre tarafindan maskelenir. Bu yiizden ekonomik bir 0Ozellik
fizerine RFLP nin etkisini belirlerken genetik ve cevreye
bagli hata kaynaklarini azaltmak gerekir. Bunun ig¢in yapilan
denemelerin savisihi artirmak gerekmektedir (Saller ve

Beckmann 1986).
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Bir populasyonda RFLP lokusu bakimindan farkli allelleri
tagiyan gahislarin herhangi bir ekonomik Szellik bakimindan
ortalamalari arasinda &nemli bir farklilik varsa, bu durum
RFLP nin dogrudan etkisinin bir géstergesidir, Alternatif
olarak belirli bir 6zellik bakimindan populasyonda diigiik ve
yiiksek ortalamaya sahip gruplar arasinda, belirli bir RFLP ye
ait allelik frekanslar bakimindan farklilik, RFLP nin
izerinde durulan QTL ye dogrudan etkisini gésterir.

 Ekonomik bir 8zellige RFLP nin direkt etkisini arastirc-
mada esas problem, bu gekildeki bir etkiye sahip RFLP nin
tespit edilebilme ihtimalinin cok diiglik olmasidir. Misal
olarak kanatli genomundaki mevcut gen sayisinin 40000 in
izerinde oldugu tahmin edilmektedir (Soller ve Beckmann
1986). Ancak ticari amaglar ig¢in iizeripde durulan ekonomik
~6zelliklerin sayisi oldukcga sinirlidir., &8rnegin yumurtac:-
larda bu 6zellikler; viicut agirlagi, yumurta sayisi, yumurta
agirligi, yumurta kabugu kalinligi, vumurta kalitesi, vem
tilketimi ve cinsi olgunluk yasi vb. Tipik bir safhat kanatli
populasyonunda ele alinan biitiin ekonomik 8zellikler bakimin-
dan varyasyona sebep olan + ve - allelik varyasyonun en fazla
200 polimorfik QTL tarafindan meydana getirildigi ve her bir
lokusun buna olan katkisinin %1 oldugu varsayilmaktadir
(Soller ve Beckmann 1986). Bdylece rastgele secilen bir
sondanin, ekonomik bir Ozellige etkili olan polimorfik bir
Kromozomal b&lgeye hibritlenme ihtimali 200/40000=0,05 olarak
tahmin edilmektedir. Diger bir degigsle 200 rastgele sondadan
birisinin ekonomik ac¢idan Onemli bir zellige ait genetik
varyasyona sebep olan bir bdlgeye hibritlenmesi beklenir.

Herhangi bir sondanin QTL deki allelik varyasyonu ince-
leyebilme yetenegi, allelik varyasyona sebep olan molekiiler
degigimin tabiyatina baglidir (Soller ve Beckmann 1986),
Eger allelik varyasyona sebep olan degisim insersivyon,
~delesyon veya inversiyon gibi bir sebebe bagli ise, bdyle bir
varyasyonu bir sonda yardim: ile incelemek nispeten kolaydir.
Bu durumda rastgele bir sondanin QTL deki genetik varyasyonu
incelemedeki ihtimali 1/200 e esit olur Ancak QTL deki gene-
tik varyasyon, nokta mutasyonuna baglil ise RFLP ile incelene-
bilme ihtimali 1/100, ve rastgele bir sonda ile bu VATYasSyon-
un tespit edilebilme ihtimali 1/100 X 1/200 =1/20000 olarak
tahmin edilebilir. Dogaldirki bdyle bir ihtimal son derece
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kiigiktiir. Bu ihtimali artirmada muhtelif yollar Onerilmek-
tedir. Bunlar,; fenotip izerinde Onemli etkileri oldugu bili-
nen bliylime hormonu, MHC (Biiviik Doku Uyvusuriuk Kompleksi)
interferon gibi 6nemli proteinlere ait genlerin sonda olarak
kullanilabilme potansiyelidir (Soller ve Beckmann 1986;
Beckmann ve Soller 1987). Bu sgsekilde siit sigirlarinda biiyiime
hormonu geni sonda olarak Kullanilmis ve s62 konusu lokustaki
RFLP ¢esitli sigir irklari i¢in gdsterilmistir (Beckmann ve
Soller 1987). Diger bir alternatif, hareketli (mobil) genetik
elementler ve kanatlilarda vaygsn olarak bulunan endogen
viruslarin sonda olarak kKullanilmasaidir. Bahsi gegen
insersiyon elementleri genomun herhangi bir yerine, &rnegin,
kodlama hdlgeleri veva regulator bOlgelere entegre oclarak hem
RFLP hemde genetik varyasyona sebep olurlar. 86z konusu
hareketli elementler klonlanarak sonda olarak kullanilabilir
ve genomda bu elementlerin taramasi yapilabilir.

Direkt etkinin belirlenmesinde diger bir yol haplotip
etkisidir. Haplotip, sinirli bir bdlgede lokalize olmus 2 ila
3 RFLP lokusundaki allellerin &zgiin kombinasyonuyla karakte-
rize edilen kii¢lik bir kromozomal bélgedir (Soller ve Beckmann
1886; Beckmann ve Soller 1987). Béyle bir bdligede rekom-
binasyon olayi nadir oldugundan rastgele g¢iftlegmeden sapma
ve seleksivon, farkli allel kombinasyonlarinin populasyondaki
nispi miktarini artiracaktir. Sonug¢ta sinirli - sayidaki RFLP
haplotipleri iginde belirlenmis bir QTL varsa, bu durum 1S8lah
programlarinda gdz Oniine alinip kullanilabilecektir.

4.2 .Ekonomik 8zellikler Ozerine RFLP nin Dolayli Etkisi

RFLP nin ekonomik bir tzelligi determine eden QTL lokusu
lizerine dolayli etkisini tespit etmek i¢in, RFLP ve QTL ara-
sindaki baglant1 iliskisini belirlemek gerekir. RFLP nin QTL
ﬁzerine dolayli etkisinin incelenebilmesi i¢in baglantinan
15-20 cM (santiMorgan) oldugu zaman miimkiin olacagi belir-

tilmektedir (Soller ve Beckmann 1986). Kanatli populas-
vonlarinda biitiin ekonomik &zelliklerde potansiyel olarak
mevcut polimorfik QTL sayi1sinin 50-100 oldugu tahmin
edilmigtir. Bir kanatli tiiriinde ekonomik ©&zellikler ig¢in

toplam genom biiyiik1igii 1500 cM olarak alindiginda (Soller ve
Beckmann), polimorfik QTL yogunlugu ic¢in, yaklagik 15-30 cHM
1ik bir mesafede 1 QTL hesaplanabilir. Boéylece iizerinde
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durulan bir RFLP nin tanimlayabildigi belirli bir aralikta
1-2 polimorfik QTL bulunabilir (Soller ve Beckmann). Belirli
bir RFLP alleli ve QTL alleli arasindaki baglanti ~ iliskisini
Kullanirken lokuslar arasindaki baglantinin rekombinasyon
oranini azaltacak sikilikta olmasi gerekmektedir. Bir
baglangi¢ populasyonunda belirli bir RFLP alleli belirli bir
QTL alleli ile coupling fazinda baglanti halinde oldugu
farzedilirse, (Herhangi bir A geni B geninin ayni kromozomda
olmasi hali) RFLP allellerini M ve m, QTL allellerini A ve a
ile gbsterirsek, populasyonda mevcut genotipler; MA, Ma, mA
ve ma seklinde olacaktir. Burada RFLP ve QTL allelleri
arasindaki iliskinin kodominans oldﬁgunu kabul etmek gerekir
(Soller ve Beckmann 1986),

Uzerindg durulan bir RFLP lokusu bakimindan farkli al-
lellere sahip sahislarin, ekonomik bir 6zellik bakimindan
genotipik degerleri arasinda bir farklilik oldugunda RFLP-QTL

baglant: iliskisinin varligina hiikmedilir. Benzer sekilde
bir populasyonda diisiik ve vyiiksek ortalamaya sahip gruplar
arasinda belirli bir RFLP lokusu bakimindan allelik

frekanslari arasindaki farklilik da RFLP-QTL arasi baglanta
iligkisini belirler,.

Iki farkli populasyonun melezlenmesgiyvle de RFLP-QTL

baglanti iliskisi belirlenebilir. Eger populasyonlardan
birinde genotip MA/MA, digerinde ma/ma ise bu populasyonlarin
- melezlenmesiyle, elde edilen F, generasvyonu, MA/ma genoti-

pinde olacaktir. RFLP-QTL baglantisi cok siki olmas: halinde
rekombinasyon olayi nadir olacagindan F, d&llerinin hemen
hemen tamaminin genotipi; MA/MA, MA/ma ve ma/ma seklinde
olacaktir. Diger genotipler ise nadir olarak meydana
gelecektir. F2 Populasyonundaki MA/MA ve ma/ma genotipindeki
sahislar arasinda lizerinde durulan herhangi bir Hzellik
bakimindan farklilik RFLP nin 88z konusu &zellik iizerine
dolayli etkisini gdsterir. MA/ma heterozigot sahislarindan
heterozis etkisini de arastirmak mimkiindiir (iki homozigot
gruplarin ortalamalarindan sapma olarak). Yukarida belirtilen
melezlemeleri farkli irklar arasinda veya ayni 1rk iginde,
tavukguluk sektdriinde yaygin olarak uygulandigi gibi akrabali
yetismig hatlar arasinda da gerg¢eklestirilebilir. Bu arada
¢evre ve genetik unsurlardan ileri gelen varyasyonunun
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etkisinin giderilmesi i¢in denemenin ¢ok tekerriirie yapil-
masina ayrica dikkat edilmelidir (§ol]er ve Beckmann 1986).

Ebeveyn ve d&l gruplarinin incelenmesiyle de RFLP-QTL
baglant: iligkisi tespit edilebilir. Rastgele ¢iftlesen bir
populasyondan alinan bir gahis, F; dbéllerine benzer sekilde
MA/ma genotipinde olabilir. Bbyle bir erkek ebeveyn ¢ok sayi-
da digiyle ¢iftlegtirildiginde (6zellikle yapay tohumlamanin
yaygin olarak kKullanildiga bogalar) dollerin yarisi MA
kromozomuna diger yarisi da ma kromozomuna sahip olacaktair.

Farkli kromozom tasiyan bu dollerin fizerinde durulan
6zellikler bakimindan mukayesesi, marker olarak RFLP nin
etkisini gosterecektir. Burada rekombinasyon ihtimalinin

azaltilmasi i¢in, RFLP Ve QTL lokuslarinin cok vakin
olmalarina dikkat etmek gerekmektedir.

RFLP-QTL baglanti iliskisine ait bilgiler ¢iftlik hay-
vanlarinin 1slah programlarinda iki yoldan vararli olacaktir.
Ilk olarak belirli bir populasyonda veya belirii bir gahista
+ QTL ailelleri 1cin ve ikinci olarak belirli bir RFLP ve QTL
baglantisi ig¢in informasyon saglar. Bu sekilde bir iliski
Kuruldugunda, 1slah programlarinda + QTL allellerinin
izlenerek populasyonda yayginlasmasi saglanabilir.

Sonu¢ olarak rDNA teknikleri ve klasik biyometrik yakla-
simlarin birlikte kullanimi ¢iftlik hayvanlarinin genetigi ve
1slahi {izerine c¢alisanlara beraberinde 6nemli firsatlar:
beraberinde getirecektir. Ozellikle 1slah populasyonlarinda,
ekonomik &zelliklere ait genetik yapinin ortaya konmasinda ve
bunlarin manipulasyonunda olduk¢a yararli olacaktar,

SUMMARY

THE USE OF RFLP(RESTRICTON FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISHM)
IN ANIMAL BREEDING

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) which is
very new method of genetic marker appeared with recombinant
DNA technology. RFLP occur due to point mutations which
effect restriction sites of enzymes within effect the lenght

of DNA fragment between restriction sites. DNA fragments
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within genome cut with restriction enzymes and separated with
electrophoresis followed by hybridizaiton.

RFLP has wmany advantages over other genetic markers, It
is lekely to determine RFLP for any probe-restriction enzyme
combination. Also it is possible to observe RFLP from DNA
sequences which do not carry information (intron, regulator).
To day RFLP is used to determine genetical disases like
Thallassemia (Akdeniz Anemisi). In addition, it might be used
for breeding programs of economic characters of farm animals,
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