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TURKCE OZET

Bu calisma, Yerli Kara (YK) ve Dogu Anadolu Kirmizisi (DAK) irki
sigirlarda Calpastatin (CAST), Leptin (LEP) ve Biiyiime Hormonu Reseptérii (GHR)
gen polimorfizmlerinin frekanslarinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Calismada
yas ve cinsiyet ayrimi yapilmaksizin 50 bas YK, 50 bas DAK 1rki sigir kullanilmistir.
Alinan kan oOrneklerinden PCR-RFLP yontemi ile genotiplendirme islemi
gerceklestirilmistir. CAST geni S20T polimorfizmi agisindan CC, GC ve GG
genotiplerine iliskin frekanslar sirasiyla YK’larda %56, %40 ve %4; DAK’da ise
sirastyla %26, %40 ve %34 olarak belirlenmistir. GHR geni S555G polimorfizmi
acisindan hem YK’da (%56) hem de DAK’da (%38) en yiiksek frekansin AG
genotipi oldugu tespit edilmistir. LEP geni A80V polimorfizmi agisindan ise
incelenen tiim 1rklarda sadece TT genotipi goriilmiistiir. Sonug olarak, incelenen YK
ve DAK ki sigirlarin hedeflenen CAST ve GHR polimorfizmleri agisindan
varyasyon gosterigi; ancak LEP-A80V polimorfizmi agisindan ise monomorfik
oldugu tespit edilmistir. Et verim ve kalitesine etkili oldugu diisiiniilen CAST ve
GHR genlerindeki polimorfik yapinin, YK ve DAK ki sigirlarda fenotipi ne
diizeyde etkiledigine iligkin gerceklestirilecek ¢alismalarin gerekliligi agiktir. Mevcut
calismanin yerli gen kaynaklarinin korunmasi agisindan literatiire katki saglayacagi
diisiiniiliirken; s6z konusu ¢alismalara da temel olusturacagi dngdriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Yerli Kara, Dogu Anadolu Kirmizisi, CAST, LEP, GHR.
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INGILIZCE OZET

This study was performed to determine the frequencies of Calpastatin
(CAST), Leptin (LEP), and Growth hormone receptor (GHR) gene polymorphisms
in Native Black (NB), and Eastern Anatolian Red (EAR) cattle. In the study, 50
heads of NB and 50 heads of EAR cattle were used, regardless of age and gender.
Genotyping was done from the blood samples by PCR-RFLP method. In terms of
CAST gene S20T polymorphism, the frequencies of CC, GC, and GG genotypes
were determined at 56%, 40%, and 4% in NBs, 26%, 40%, and 34% in EARS,
respectively. It was detected that the highest frequency in both NB (56%) and EAR
(38%) was the AG genotype for GHR gene S555G polymorphism. In terms of LEP
gene A80V polymorphism, only TT genotype was observed in all investigated
breeds. As a result, a variation was identified for targeted CAST and GHR
polymorphisms in the studied NB and EAR cattle; however, the flocks were found to
be monomorphic in terms of LEP-A80V polymorphism. It is clear that further
studies, which will determine the effects of the polymorphic structure in the CAST
and GHR genes, are thought to be effective on meat yield and quality, on the
phenotype in NB, and EAR cattle are necessary. While it is thought that the current
study will contribute to the literature in terms of the protection of local gene
resources, it will form the basis of these studies are predicted.

Key words: Anatolian Black, East Anatolian Red, CAST, LEP, GHR.
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1. GIRIS

Ciftlik hayvanlan yetistiriciliginde mevcut iiretim stratejileri, artan diinya
niifusunu doyurmak amaciyla yiginsal iiretime olanak saglayan yiiksek verimli kiiltiir
irklarinin tiim diinyaya yayilmasina neden olmustur. Bunun sonucu olarak da tiim
Diinya’da ¢iftlik hayvanlan yetistiriciliginde kullanilan yerel irklarin sayisi hizli bir
sekilde azalmaktadir. Bir¢ok yerli irk diisiik verimleri ve yiginsal iiretime uygun
olmamalar1 nedeniyle, soyu tiikenme tehlikesiyle kars1 karsiyadir. Son yirmi yilda
genetik alanindaki ilerlemeler ve molekiiler genetik yontemler; soyu tiikenme
tehlikesiyle karsi karsiya olan tlirlerin korunmasi ve genetik yapilarinin
belirlenmesinde 6nemli olanaklar sunmustur. Genetik tanimlama tiir ve 1irk koruma
programlarinda ilk basamagi olusturmaktadir. Bu ¢aligmalardan elde edilen bilgiler
gelecekteki yetistirme programlarinin  gelistirilmesine ve tiirin  devaminin

saglanmasinda yardimeci olabilir.

Anadolu yarim adasi ii¢ kitanin birlestigi bir bolgedir. Ayn1 zamanda insanlik
tarthinde ¢ok Onemli medeniyetlerin kuruldugu Mezopotamya’nin da bir kismini
olusturmaktadir. Bu bolge 6nemli bir evcillestirme merkezidir. Son yillarda yapilan
genetik ve arkeolojik c¢alismalardan elde edilen bulgular gostermektedir ki Anadolu

ciftlik hayvanlarindan sigir, koyun ve kecinin evcillestirilme yerlerinden biridir
(Zeder, 2008).

Anadolu yarim adasi Afrika, Asya ve Avrupa’dan go¢ yollarimin {izerinde
olmasi nedeniyle insanlik tarihi boyunca bir koprii olmustur. Insan hareketleri
sonucunda hem farkli insan irklar1 hem de farkli hayvan tir ve wrklart igin gegit
olmustur (Haak ve ark., 2010). Yakin zamanda ¢iftlik hayvanlarinin kokenleri
lizerine yapilan molekiiler calismalar gdstermistir ki evcil sigir, koyun ve kegi
Anadolu iizerinden Avrupa’ya yayimstir (Loftus ve ark., 1999). Sigirlarn M.O.
5000-6000 yillarinda Anadolu’da evcillestirildigi ve buradan diinyanin diger
bolgelerine yayildigi kabul edilmektedir. Bugiin diinyada yaklasik olarak 300 sigir
irkinin var oldugu ve bu wrklarin Bos taurus primigenius ve Bos taurus brachyceros
yabani formlarindan kdken aldigr bildirilmektedir (Ozbeyaz, Yildiz, & Camdeviren
1999). Avrupa, Bati Asya ve Kuzey Afrika’da yaygin olarak bulunan Bos taurus

primigenius formundan orijin alan sigir irklar1 arasinda Holstayn (Siyah Alaca) ve



Boz step irklar1 yer almaktadir. Jersey, Isvigre Esmeri ve Anadolu’nun yerli irklart
ise Avrupa’nin yerlesik sigir irklarinin kdken aldigi Bos taurus brachyceros grubuna
dahil edilmektedir (Ozbeyaz ve ark.,1999). Ayrica, Kafkas, Orta Asya ve Orta
Dogu’nun yerli irklar1 iki biiyiik alt grupta incelenmektedir. Bu alt gruplardan ilkinde
Mezopotamya’dan kdken alan sigir irklar1 yer almaktadir. Anadolu Yerli Kara (YK)
sigir1 bu grupta degerlendirilmektedir. Diger alt grupta ise, Giiney Anadolu Kirmizisi
(GAK) 1rkinin da iginde yer aldigi Damascus bulunmaktadir (Ozbeyaz ve ark.,
1999). Insanlar tarafindan yapilan melezleme ve seleksiyon islemleri sonucu
kaybolmus bir¢ok genetik bilgi bu yerli irklarda mevcuttur. Bu bilgiler kullanilmas,
halen kullanilmakta olan ya da olasi sartlara gore kullanilmay1 bekleyen genetik
bilgilerdir. Seleksiyon baskisi olmadigt i¢in bu wrklar ayni karakter yoniinden
varyasyon gosterirler. Artan insan niifusunun getirdigi asir1 gida ihtiyact ve sentetik
tiriinlerin giderek yayginlasmasi, diisiik verimli yerli irklari yok olma tehlikesi ile
kars1 karsiya birakmistir. Bu durum tiir i¢indeki genetik ¢esitliligin en Snemli
kaynag1 olan yerli irklarin sahip olduklari genomik bilgilerin kaybolmasi gibi ciddi
tehditler olusturmaktadir. Birlesmis Milletler Yiyecek ve Tarim Organizasyonu
(FAO) lokal wrklardaki yiliksek verim ve hastaliklara direng Ozellikleri nedeniyle
korunmalarinin, gelecekte insanlik igin artan ihtiyaclarin karsilanmasinda zorunlu
oldugunu bildirmistir (Pereira, Pereira, Van Asch, Bradley, & Amorim, 2005).
Mevcut hayvan yetistiriciligi ve bu amagla kullanilan tiir ve irklar, degisen ekonomi,
artan insan niifusu ve hizla biiyliyen diinyanin kiiresel bir kdy olmas1 gercekleri, tiim
diinyada yiiksek verim ozelliklerine sahip tiir ve irklar da bir 6rnek iliretime dogru

gitmektedir.

Mevcut entansif iiretimde kullanilan irklar, siirii idaresinde iscilik masrafi
diisiik ve yiiksek verim ozellikleri yoniinden seleksiyona tabi tutulan irklardir.
Kullanilan bu irklarda g¢evre kosullarina ve hastaliklara duyarhiliklar gbéz ardi
edilmistir. Biitiin bunlarin sonucunda Orta Avrupa orijinli bircok 1rk hayvancilik
sektoriinde bol yagis alan ve kuvvetli meraya sahip Orta ve Kuzey Avrupa’dan,
Tiirkiye gibi yillik yagis miktar1 ¢ok diisiik karasal iklimin hiikiim stirdiigii, gegit
bolgesi oldugu icin bir ¢ok paraziter ve mikrobiyolojik enfeksiyon kaynaginin
bulundugu boélgelere kadar yayilmistir. Bunun sonucu olarak bir¢ok yerel tiir ve irk

yok olma tehlikesi altindadir. Oysa genetik varyasyonu hala muhafaza eden yerli



evcil hayvanlar, genetik kaynak olma bakimindan gelecek i¢in 6nemlidir. Tiirkiye bu
yonden oldukca zengin bir iilkedir. Ancak yapilan 1slah ve melezleme caligmalar
sonucunda sahip olunan zenginlik tam tanimlanamadan ve ne gibi iistiin yanlara
sahip oldugu belirlenemeden kaybedilme tehlikesi ile karst karsiyadir. Fakat
yetistiriciligin devam etmesini saglayan ciftlik hayvanlarinda herhangi bir sekilde
varyasyonun azaldig1 durumlarda, genetik varyasyonu tekrar saglayabilmek amaciyla
yerli hayvan irklar1 kullanilabilecektir. Bu amagcla yerli irklar ve hatta bu irklar
icerisinde bulunan bolgesel ya da o6zel hatlar, sahip olduklar1 ©6zel genlerin
kaybolmamas1 amaciyla koruma altina alinmalidir. Her ne kadar ¢iftlik hayvanlari
yetistiriciliginde yerli irklarin durumu kotii ve ortadan kalkma tehlikesi ile karsi
karsiya kalsada bazi tiirlerde tiiriin gelecegi daha ok tehlike altindadir. Ornegin
Tiirkiye’de esek ve bazi ke¢i irklar1 artik birgok bolgede yetistirilmemektedir, YK ile

DAK sigir irklart ise nesli kaybolma tehdidi altindaki irklar olarak tanimlanmaktadir.

Ulkelerin niifusu arttikga, siit ve et ihtiyact da dogru orantili olarak
artmaktadir. Tirkiye’de de artan niifusa bagli olarak hayvansal protein acig1
yiikselmektedir. Bu sebeple Cumhuriyet’in ilk kuruldugu giinlerden bu giine yerli
irklarimiz iizerinde bircok bilimsel ve 1slah calismalar1 gergeklestirilmistir. 1988
yilina kadar yapilan ¢aligmalarla kiiltiir irk1 sigirlarin sayisi giderek artarak toplam
popiilasyonun %64’tine ulasmis; yerli 1rk sayis1 ise %36’ya kadar gerilemistir. Bu
caligmalarin ekonomik faydalar1 kesinlikle kiiclimsenemez fakat s6z konusu
caligmalar, yerli sigir kaynaklarimizin giderek azalmasma neden olmustur. Ulkemiz
yerli gen kaynaklari olan YK ve DAK 1rki sigirlar diisiik verimli olmalarina ragmen
bulunduklar1 ¢evre sartlarina ¢ok 1yi uyum saglamis sigir irklaridir. Yerli irklarin bu
genetik Ozelliklerinden melezleme calismalarinda yararlanmakla beraber sahip
oldugu gen kaynaginin tamamen yok olmamasi i¢in gereken koruma tedbirlerinin

alinmasi gerekmektedir (Ertugrul, 1993).

Tirkiye sigir yetistiriciliginde siit¢ii 6zelligi ile tercih edilen Siyah-Alaca
irkint Simmental, Esmer ve Jersey irklari takip etmekte olup son yillarda et¢i 6zelligi
ile on plana c¢ikan Hereford ve Angus 1wrklarinda da 6nemli artis oldugu
goriilmektedir. Yerli irklarin ise 6nemli bir kismin1 YK, Boz, DAK ve Giineydogu
Anadolu Kirmizisi1 (GAK) 1rklart olusturmaktadir. Melez genotipler ise genel



itibariyle, kiiltiir irklarinin yerli irklar ile melezlenmesi sonucu elde edilmektedir. Bu

melezlemeler cogunlukla kasaplik hayvan elde edilmesi i¢in yapilmaktadir.

Tiirkiye’nin 1991 yilinda toplam 11 milyon 973 bin bas olan sigir varliginin
%10’u kiltiir irklari, %341 melez bireyler, %56’sim1 da yerli irklar olusturur iken
2021 yilinda toplam 17 milyon 851 bin bas sigir varliginin %49’unu kiiltiir rklar
%43’{inii melez bireyler ve %8’ini yerli wklar olusturmaktadir (Tarim Isletmeleri

Genel Miidiirliigii [TIGEM] 2021).

Ulkemizde, Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore 1991 yilinda
toplam 8,6 milyon ton olan sigir siit iiretimi 2021 yilinda ise 21,4 milyon ton olarak
gerceklesmistir. Ulkemiz sigirlarinin 1slah1 konusunda yapilan ¢alismalarla birlikte,
hayvan besleme ve yetistirme alaninda saglanan gelismeler 1991 yilinda ortalama
143 kg/bas olan karkas agirhigini 2021 yilinda 285 kg/bas’a ulastrmustir (TUIK,
2021).

Ulkemizde hali hazirda 17 milyon 851 bin bas sigir bulunmasma ragmen
iilkemizin yillar igerisinde ithalat islemlerinin O6nemli derecede arttig1
gozlemlenmistir. 2000 yilinda 2.695 bas hayvanla yapilan damizlik sigir ithalat1 2021
yilinda 23.863 bas damizlik sigira ulagsmistir. 2010 yilindan itibaren ise 117.032 bas
olan kasaplik sigir ithalati 2018 yilinda 132.904 kasaplik sigira ulasmistir. 2000
yilinda 5 ton civarinda olan et ithalati ise 2018 yilina kadar yiikselerek 55.752 ton
civarmna ulasmis, 2021 yilinda ise 1.205 ton olarak gergeklesmistir (TIGEM,2021).

Ulkemizde hayvancilik sektorii giiniimiizde istenilen boyuta heniiz
gelmemistir. Geligmis tlilkelerde toplam tarimsal gelirin %60-80°1 hayvanciliktan elde
edilmektedir. Ancak {ilkemizin tarimsal iiretim degerinde hayvansal iiretimin pay1 bu

oraninin neredeyse yarisi kadardir (Kan, & Direk, 2006).

Et, yliksek biyolojik degeri, doyuruculugu ve igerdigi proteinler agisindan
beslenmede ¢ok 6nemli bir yere sahiptir. Diinya niifusunun hizla artis1 ve kentlerde
yogunlagmast sonucu et iiretimi diinyanin dnde gelen sanayileri arasina girmistir.
Gilinlimiiz et endiistrisinde hem et veriminin arttirilmas1 hem de daha kaliteli et ve et

tiriinlerinin elde edilmesi amaglanmaktadir (Fries, & Ruvinsky, 2004).



Et iiretimine iligkin 6zelliklerin gelistirilmesinde geleneksel yontem, fenotipik
verilerin istatistiksel analizlerinin yapilmasi esasina dayanmaktadir. Bu seleksiyon
metodu, yiikksek kalitima sahip Ozellikler icin etkilidir. Ancak et endiistrisinde
ozellikle de kaliteye iliskin veriler genellikle kesim sonrasi elde edilmektedir. Bu
nedenle bu ozelliklerin analizinin 6nceden yapilmasi zordur. Genetik isaretleyici
destekli seleksiyon ise bu ozellikler icin genetik ilerlemede cok yiiksek bir
potansiyele sahiptir (Gill, Bishop, Mccorquodale, Williams, & Wiener, 2008)

On dokuzuncu ylizyillin baslarindan itibaren sigirlarin genom analizlerine
iligkin calismalar devam etmektedir ve BowMap olarak da bilinen si§ir genom
haritas1 projesi ile de sigir genomunun anlasilmasina yonelik bir¢cok gelisme

saglanmigtir (“Bovine Genome Project”, 2022 ).

Damizlik adaylarinin gelecekteki verimlerinin dogru tahmin edilebilmesi,
ciftlik hayvanlar yetistiriciligindeki en 6nemli ve en karmasik konulardan biridir.
Tiim seleksiyon yontemlerinde asil amag, damizlik adayinin genetik degerini kolay
ve yiiksek bir dogrulukta tahmin edebilmektir (Bal, & Akyiiz, 2014). Jenerasyon
araliginin - uzunlugu nedeniyle, c¢iftlik hayvanlar1 yetistiriciliinde mevcut
konvansiyonel seleksiyon yontemleri ile hizli bir genetik ilerleme saglayabilmek
zordur. Ciftlik hayvanlar yetistiriciliginde, jenerasyon araligini kisaltmak ve
damizlik se¢iminde basar1 oranini artirmak zootekni biliminin O6nemli bir ugras
alanmidir. Arastiricilar klasik yetistirme yontemleri ile genotipik verileri birlikte
kullanarak daha dogru damizlik se¢imi iizerine yogunlagmiglardir. Doksanli yillara
kadar protein polimorfizmi ve verimler arasinda iliski kurulup kurulamayacagi
konusunda ¢aligmalar yapilmistir. Bu amagla siit protein polimorfizmi, kan gruplari
ve kan protein polimorfizmleri ile sigirlarda siit verimi (Sekerden, Dogrul, & Erdem,
1999), atlarda yaris performansi (Mullen, Hopes, & Sewell, 1979) arasinda iliskiler

arastirilmastir.

Molekiiler genetik yontemlerin  ¢iftlik  hayvanlart  yetistiriciliginde
kullanilmaya baslanmasi, bazi kantitatif 6zellik lokuslarinin (Quantitative Trait Loci,
QTL) diizenleyici ve yapisal bolgelerindeki veya bu genlerin komsu dizinlerindeki

varyasyonlar ile sigirlarda siit verimi ve et verimi arasinda iligki olabilecegi ve bu



genlerin damizlik se¢iminde belirteg (marker) gen olarak kullanilabilecegi

bildirilmistir (Bal, & Akyiiz, 2014).

Bireyin verimi ile iligkili oldugu diisiiniilen belirteg genlerin kesfedilmesi,
Isaretleyici Destekli Seleksiyon (Marker Assisted Selection, MAS) olarak
adlandirilan molekiiler 1slah yontemlerinin gelistirilmesine katki saglamistir. MAS
yardimiyla 1slah edilmesi istenilen 1rkta elde edilmesi hedeflenen genetik ilerleme,
klasik seleksiyon yontemlerine gore cok daha hizli olabilecektir (Reis, Navas,
Pereira, & Cravador, 2001). Diger yandan istenilen belirte¢ aleline sahip bireylerin
se¢im ile damizlik se¢iminde yiiksek dogruluk ve isabet saglanabilecektir (Unanian,
Barreto, Cordeiro, Freitas, & Josahkian, 2002). Ozellikle sig1r yetistiriciliginde MAS
ile birlikte suni tohumlama, embriyo transferi ve invitro fertilizasyon gibi yardimci
tireme tekniklerinin yayginlagsmasi, yontemin giivenilirligini dolayisiyla yayginlig
artiracaktir. MAS *1n yayginlagmasi, klasik 1slah ¢aligmalarinda kullanilacak hayvan
sayisini, is¢iligi, bakim maliyetini ve siireyi azaltacagi gibi maliyeti de diisiirecegi

i¢in igletmelerin ekstra kazang saglamasina olanak verecektir.

MAS yonteminde, farkli belirte¢ genleri kullanilarak yapilacak seleksiyon
sonucunda daha hizli bir genetik ilerleme saglamak ve birim hayvandan elde
edilmesi beklenen verim diizeyini artirmak hedeflenmektedir (Tambasco ve ark.,
2003). Bu yontem ile ¢iftlik hayvanlarinda elde edilecek genetik ilerleme hizinin
%15-30 oraninda artirabilecegi bildirilmistir (Litwinczuk, & Krol, 2002). Ciftlik
hayvanlan yetistiriciliginde, molekiiler belirteclerdeki polimorfizmler ile farkli verim
ozellikleri arasindaki iligkilerin arastirildigi calismalar da artik 6nem kazanmaya

baslamistir (Dybus, Grzesiak, Szatkowska, & Btaszczyk, 2004).

Sigir genom haritast projesi (BovMap) adiyla bilinen sigir gen diziliminin
belirlenmesi igin bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Gen markerlart ve mikrosatellit
caligmalar1 da kantitatif karakterlerin belirlenmesine imkan saglamaktadir. Molekiiler
boyuttaki c¢alismalar giiniimiizde et verim miktar ve kalitesinin belirlenmesinde
artarak onem kazanmaktadir (Switonski, 2002). Bu sebeple et verimi miktar1 ve etin
kalitesi gibi ayn1 irka mensup bireylerde bile farklilik i¢eren kantitatif karakterlerin

tespitinde; molekiiler c¢aligmalarla birlikte yiiriitiillen seleksiyon yontemlerinin



kullanim1 6n plana ¢ikmaktadir. Boylelikle fenotipik 6zelliklere istatistiksel olarak

anlamli etkisi bulunan pek ¢ok gen polimorfizmi tespit edilmistir.

Et verimine etki eden genlerden birisi olan Calpastatin geni (CAST) ise
spesifik bir calpain inhibitoriidiir. Calpain; protein doniisiimii metabolizmasi,
myoblastlarin fiizyonu ve migrasyonu, ve kas gelisimi regiilasyonunda rol
almaktadir. CAST geni hemen hemen tliim ¢iftlik hayvanlarinda biiyiime ve kas yapisi
olusumunda yiiksek etkiye sahiptir (Li, Ekerljung, Lundstrom, & Lunden, 2013).

Leptin (LEP), hipotalamustaki Ob—Rb reseptorlerini uyarmak ve metabolizma
diizenlenmesinde 6nemli paya sahip bir gendir. Yag doku; Leptinin viicuttaki sentezi

ve ekspresyonu ile iligkilendirilmistir (Friedman, & Halaas, 1998).

Growth Hormone Receptor Gene (GHR) yani Biiyiime Hormonu Reseptirii
geni, sigirlarda biliyiime metabolizmasi konularinda onemli oldugu igin besi
sigirciliginda karkas nitelikleri ve miktar1 yoniinden belirleyici bir gen oldugu tespit
edilmistir. (Blot ve ark., 2003; Di Stasio, Destefanis, Brugiapaglia, Albera, &
Rolando, 2005).

Bu arastirmada yerli sigir irklarindan YK ve DAK irklarinda et verimi
etkileyen onemli genler olan CAST, LEP ve GHR gen polimorfizm frekanslarinin

belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

YK ve DAK 1rki sigirlarda CAST, LEP ve GHR genlerinin frekanslarinin

belirlenmesi adl1 ¢aligmaya ait genel bilgiler asagida sunulmustur.
2.1. Tiirkiye ’deki Sigir Popiilasyonu

Tiirkiye sigir varligt bakimmdan diinyanin 6nde gelen {ilkeleri arasinda
bulunmaktadir fakat et ve siit iiretimi gibi degerlendirmelerde diger iilkelerin oldukca
gerisinde kalmistir. Tirkiye Cumhuriyeti ’nin kurulusunun ilk yillarindan beri et ve
slit verimlerini yiikseltmek amaciyla ¢ok cesitli 1slah ¢aligmalar1 yapilmistir fakat bu
calismalarla istenilen basariya ulasilamamistir. Ulkemizde isletme bazinda
bakildiginda ise daha c¢ok kiiciik Olgekli yerel isletme yapist hakim oldugu
bilinmektedir. Bu isletmelerde iiretim kayitlarinin tutulmadigi gibi pazara katki
yapacak biiyiik Olgekli liretimler yapilmamaktadir. Hayvan varliginin fazlaligina
ragmen olusan lretim dengesizligi lilkemizi yurt disindan et ithalati gibi olumsuz
durumlart dogurmustur (Bal, & Akyiiz, 2014).

Tiirkiye hayvan varligi, Cumbhuriyetin kurulusundan giliniimiize ©6nemli
degisim gostermistir. Cumhuriyetin ilk yillarindan ikinci Diinya Savasina kadar
onemli bir sayisal artis yasanmis, savas yillarinda artis hizi diismiis, hatta bazi
tirlerde azalma meydana gelmistir. Savasin bitmesini takip eden donemde sayisal
artig tekrar hizlanmis, tiirlere bagl olarak en yiiksek sayisal degerlere 1960-1980
yillart arasinda ulasilmistir. 1980’11 yillarda ise biitlin tiirlerde hayvan sayis1 hizla
azalmaya baslamistir (TIGEM,2021).

Ulkemiz cografi 6zellikleri bakimindan her tiirlii hayvan yetistiriciligi icin
uygun ortam ve potansiyele sahiptir. Ulkemizde, 1970’li yillara kadar hem biiyiikbas
ve hem de kiiclikbas hayvan yetistiricilifinin tamamina yakini, yerli irk hayvan
varliklart ile mera hayvanciligi seklinde siirdiiriilmiistiir. Hayvanlar, kis aylarinda
kuru ot, saman ve kisith kesif yem ile yasam payr oraninda beslenmis, diger
zamanlarda ise dogal meralarda otlatilmistir. 1980°li yillara kadar Tiirkiye bu
potansiyeli ¢ok iyi degerlendirmis ve hayvan varlig1 siirekli artis gostermistir. 2000
yilindan itibaren ise yapilan devlet desteklemeleri ve tesvikler sayesinde biiyiik

olgekli hayvancilik tesis sayilarinda énemli 6l¢iide artis olmustur (TIGEM,2021).



Tiirkiye’de cumhuriyetin ilk yillarindan itibaren sigircilik 6nemli bir tiretim
kolu olarak algilanmis ve hemen hemen her donemde diger hayvansal iiretim
kollarina gore daha fazla ilgi gérmiistiir. Oyle ki, 6zellikle son yillarda, hayvancilik
denildiginde sigir yetistiriciligi anlasilir hale gelmistir. Bunda sigirciligin sagladigi
avantajlar kadar sigir ticaretinin geligsmis iilkeler icin de daha onemli olmasinin
biiyiik pay1 olmustur (Akis Akad, Mengi, & Oztabak, 2012).

Bu durum sigirciligin biyolojik avantajlarindan kaynaklanmaktadir Genetik
1slah ve tiremenin denetimine yonelik uygulamalara olumlu reaksiyon géstermesi ve
farkli kosullara uyum saglayabilecek ¢ok sayida sigir irkinin bulunmasi sigir
yetistiriciligini 6n plana ¢ikaran avantajlar arasindadir.

Ulkemiz sigir yetistiriciligi 1980°li yillara kadar agirlikli olarak aile
isletmeciligi seklinde yiiriitiilmiis, 1980 yilindan itibaren ekonomik biiytikliige sahip
sigircilik isletmeleri kurulmaya baglamigtir. Son yillarda da saglanan devlet
desteklerinin artmasi sonucu biiyiik kapasiteli modern sigircilik isletmelerinin sayisi
hizla artmigtir. Ulkemiz sigir yetistiriciliginde siitcii 6zelligi ile tercih edilen Siyah-
Alaca rkin1 Simental, Esmer ve Jersey irklar1 takip etmekte olup son yillarda etci
ozelligi ile on plana ¢ikan Hereford ve Angus irklarinda da onemli artis oldugu
goriilmektedir (Akbulut, Yanar, Tiizemen, & Bayram, 2004).

Ulkemizde yillar igerisinde siit ve et iiretimini artrmay1 hedefleyen iilke
capindaki projelerde yerli irklarin verim potansiyellerinin belirlenmesinin ardindan
Boz Irk x Esmer, DAK x Esmer, DAK x Simental, YK x Jersey ve Holstayn x GAK
melezlerinin verim performansint belirlemek, et sektoriinde kullanim alanlarinin
incelenmesini saglayan bircok calisma gercgeklestirilmistir (Akbulut ve ark., 2004).
Ayrica ithalat1 yapilan kiiltiir irklarinin ve bunlarin melezlerinin tilkemiz kosullarinda
gosterdikleri besi performansi izlenerek kirmizi et iiretimindeki performanslari

belirlenmeye calisilmistir.



Tablo-1. Tirkiye’de 1991-2021 yillar1 arasinda kiiltiir, kiiltiir melezi ve yerli irklar olmak tizere sigir
varhg (TUIK 2021)

il Kiiltiir Sigir Irklart Kiiltiir Melezi Yerli Irklar T°p;2‘;‘lssl'g"
1991 1.253.865 4.033.375 6.685.683 11.972.923
1992 1.337.410 4.131.507 6.481.990 11.950.907
1993 1.442.000 4.342.000 6.126.000 11.910.000
1994 1.512.000 4.543.000 5.846.000 11.901.000
1995 1.702.000 4.776.000 5.311.000 11.789.000
1996 1.795.000 4.909.000 5.182.000 11.886.000
1997 1.715.000 4.690.000 4.780.000 11.185.000
1998 1.733.000 4.695.000 4.603.000 11.031.000
1999 1.782.000 4.826.000 4.446.000 11.054.000
2000 1.806.000 4.738.000 4.217.000 10.761.000
2001 1.854.000 4.620.000 4.074.000 10.548.000
2002 1.859.786 4.357.549 3.586.163 9.803.498
2003 1.940.506 4.284.890 3.562.706 9.788.102
2004 2.109.393 4.395.090 3.564.863 10.069.346
2005 2.354.957 4.537.998 3.633.485 10.526.440
2006 2.771.818 4.694.197 3.405.349 10.871.364
2007 3.295.678 4.465.350 3.275.125 11.036.753
2008 3.554.585 4.454.647 2.850.710 10.859.942
2009 3.723.583 4.406.041 2.594.334 10.723.958
2010 4.197.890 4.707.188 2.464.722 11.369.800
2011 4.836.547 5.120.621 2.429.169 12.386.337
2012 5.679.484 5776.028 2.459.400 13.914.912
2013 5.954.333 6.112.437 2.348.487 14.415.257
2014 6.139.810 6.005.089 1.977.948 14.122.847
2015 6.385.343 5.733.803 1.874.925 13.994.071
2016 6.588.527 5.758.336 1.733.292 14.080.155
2017 7.804.588 6.536.073 1.602.925 15.943.586
2018 8.419.204 7.030.297 1.593.005 17.042.506
2019 8.559.855 7.554.625 1.573.659 17.688.139
2020 8.838.498 7.594.127 1.530.274 17.962.899
2021 8.824.784 7.641.100 1.384.659 17.850.543

Ulkemizde, TUIK verilerine gére 1991 yilinda toplam 8,6 milyon ton olan
s1g1r siit {iretimi 2021 yilinda ise 21,4 milyon ton olarak gerceklesmistir. Ulkemiz
sigirlarinin 1slah1 konusunda yapilan g¢aligmalarin yaninda, hayvan besleme ve
isletmecilik alaninda saglanan gelismeler 1991 yilinda ortalama 143 kg/bas olan
karkas agirligin1 2021 yilinda 285 kg/bas’a ulastirmustir (TUIK 2021).

2.2. Yerli Kara Irk: Sigirlar

Bu kapsamda arastirmaya konu olan YK 1rki sigirlar Orta Anadolu’nun bir
wkidir (Batu, 1962). Bos taurus brachiceros yani kisa boynuzlu gruptan kéken alir
(Batu, 1962). Tiirkiye yerli sigir irklar1 arasinda gerek say1, gerekse yayilma alaninin
genisligi bakimindan birinci sirayr alir. Irk yayilma alaninin ¢ok genis olmasi ve bu
genis alanin ¢esitli bolgelerinde toprak ve diger ¢evre sartlarinin farklili§i nedeniyle
bu bolgelerdeki YK lar arasinda da farklar bulunmaktadir (Alpan, & Aksoy, 2009).

Orta Anadolu’nun toprak ve iklim yoniinden daha fakir olan Ankara-Cankiri
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yorelerinde yetisen sigirlar, Afyonkarahisar-Kiitahya yorelerindekilere gore daha
ufak yapilidirlar (TAGEM,2009). Bu fark ydreler arasindaki ¢ayir-mera sartlarinin
degisik olmasindan ileri gelmektedir (Alpan, & Aksoy, 2009).

Yerli karalarda ilk goze ¢arpan ortak 6zellik rengin siyah ve beden yapisinin
ufak olmasidir (Batu, 1962). Bas dar ve uzun, boynuzlar kisa, ince ve uglar1 6ne
yoneliktir. Boyun ince ve kas gelisimi zayiftir (Batu, 1962). Beslenme ve c¢evre
sartlarina gore farkliliklar yasansa da YK, Tiirkiye sigir irklar1 arasinda en ufak
yapiya sahip olan irktir (Alpan, & Aksoy, 2009). Cidago yiiksekligi 110 cm kadardir.
Cidago sivri, sagr1 dar ve meyilli bacaklar kisa ve kalin tirnaklar siyah renktedir
(Batu, 1962). Beden agirligi ergin disilerde ortalama 200 kg kadardir (Batu, 1962).
Deri ince ve yumusaktir (Batu, 1962). Killar yazin kisa ve ince olmasina karsilik
kisin tiiyler uzar ve rengi de donuklasir (Alpan, & Aksoy, 2009). Bu irk sigirlarda
kas gelismesi yetersizdir (Alpan, & Aksoy, 2009). Gogiis dar, butlar genellikle zayif
ve incedir (Alpan, & Aksoy, 2009). Meme kiigiik ve ciliz, meme baslar1 ufaktir
(Alpan, & Aksoy, 2009). Memeler ¢ogunlukla killarla ortiiliidiir (Alpan, & Aksoy,
2009).

Yerli karalar ge¢ gelisirken; diiveler ilk defa sifata iic yasinda alinirlar
(TAGEM, 2009). Bu sebeple disi sigirlar ilk yavrularini yaklagik olarak 4 yasinda
verirler. Buzagilarda dogum agirlig1 yaklasik olarak 15-20 kg arasindadir. ineklerinin
laktasyon siireleri yaklagik 200 giin olup yillik siit verimi %4 yaglh 700 kg’dir
(TAGEM, 2009). Irkin islah1 igin yapilan caligmalar ve ayni zamanda cevre
sartlariin  iyilestirilmesine karsilik siit verimi ancak 1200 kg’a kadar

yiikseltilebilmistir (TAGEM, 2009).

Irkin besi performanst ve et verimi yoniinden de durum aynidir (Alpan &
Aksoy, 2009). Ufak yapili olmasi ve beden kapasitesinin kas gelisimine yeterince
uygun olmamasina bagl olarak et tutma kabiliyeti sinirlidir (Alpan, & Aksoy, 2009).
Halk elinde yapilan 90 giin civarindaki besi siirelerinde giinliik agirlik artiglar1 500-
600 g, kesim agirliklar1 ise ortalama 200 kg civarindadir (Alpan, & Aksoy, 2009).
Lalahan Zootekni arastirma Enstitiisiinde 6 ay siireli beside 1-2 yash erkek hayvanlar
giinde ortalama 600 g agirlik artis1 saglamiglardir (Alpan, & Aksoy, 2009).
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Her ne kadar yerli irklarin besi ve siit performanslart bahsedildigi gibi diisiik
olsa da; bu irklarin ortama adaptasyonu ve hastaliklara karsi genetik direnci, s6z
konusu lokal irklar1 degerli kilmaktadir. Yiksek verimli kiiltiir irklarinin adaptasyon
ve hastaliklara olan direncinin arttirllmasinda 6nemli rolii olan yerli irklarin genetik
yapilariin ortaya konulmasi, yerli gen kaynaklarimizin korunmasi agisindan énem
tagimaktadir. Tim bunlarin yami sira yerli irklarin genetik 1slahi i¢in de mevcut

genomik yapilariin bilinmesi iilke hayvanciligina biiyiik katki saglayacaktir.
2.3. Dogu Anadolu Kirmzsi Irki Sigirlar

Dogu Anadolu Kirmizisi ki sigirlar da Bos taurus brachiceros’dan koken
almaktadir (Batu, 1962). Dogu ve Kuzey Dogu Anadolu’ya ait bir sigir irkidir.
Bolgenin dogal yapisi, mera ve bitki floras1 sartlar1 sigir yetistiriciligi yoniinden orta
Anadolu’dan ¢ok daha elverislidir. Kars ili DAK’in en yogun yayilma bdolgesidir.
DAK sigirlarinin sayist yerli irklar arasinda ikinci siray1 almaktadir (TAGEM, 009).

Dogu Anadolu Kirmizisi wrkinin rengi agik kirmizidan koyu kestaneye
rengine kadar degisiklik gostermektedir. Bazi hayvanlarda arka bacagin ig
taraflarinda beyaza kadar degisen agik renkler goriilebilir. Boynuzlar kisa ve 6ne
yoneliktir (Batu, 1962). Viicut yapisi tipki renkte oldugu gibi biiyiikk farkliliklar
gosterebilir. Bazi hayvanlar siit¢li sigir tipinin inceligine sahip oldugu gibi diger
bazilar1 et¢i sigir tipine daha yakindir. Bu farkliliklara ragmen en ¢ok goze carpan

kusuru 6zellikle gogiis bolgesinin dar olmasidir (Alpan, & Aksoy, 2009).

DAK sigirlarda cidago ytiksekligi 115 cm, beden agirligi 250 kg civarindadir
(Batu, 1962). Irk i¢inde renk ve beden yapisi yoniinden goriinen biiyiikk varyasyon
diger wrklarla hayli karismis olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu karigmada batidan
YK, dogudan ise 19. Yiizyil sonlarinda Rusya’dan getirilen Isvigre Esmeri, Simental
ve Alman Kirmizilar1 nemli rol almistir. En fazli etkinin Isvigre Esmerinden geldigi
soylenebilir. Ozellikle Bursa, Balikesir bolgelerinden genis capta Isvigre ve
Karacabey Esmeri getirilerek bolgedeki sigirlarin melezlenmesinde kullanilmistir.
1982 yilindan itibaren uygulanmaya baslayan Dogu Anadolu Kirmizis1 Hayvancilik
Projesi bu caligmalar1 daha da yaygimlastirmistir (Alpan, & Aksoy, 2009).
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DAK sigirlar1 geg gelisen bir sigir wrkidir. Ik buzagilarini 3,5-4 yaslari
civarinda verirler (Batu, 1962). Dogumda buzagilar olduk¢a cilizdir. Beslenme
durumuna gore bazi yerlerde yillik 600 kg olan siit verimi baz1 yerlerde %4 yagl
1200 kg ortalamaya kadar ulasabilmektedir (Alpan, & Aksoy, 2009). Irkin besi
kabiliyeti yerli wrklar arasinda oldukga iyidir (Batu, 1962). Bir yasindaki geng
erkekler besiye alindiklarinda 5 aylik bir beside 700 g giinliik ortalama agirlik artist
saglarlar. Kesimde et randimani %53 civarindadir (Alpan, & Aksoy, 2009).

2.4. DNA’nin Yapasi ve ozellikleri

Nesiller arasinda aktarilan kalitim materyali olarak adlandirilan Deoksiribo
Niikleik Asit (DNA)’in ii¢ boyutlu yapisi 1953 yilinda James Watson ve Francis
Crick tarafindan kesfedilmistir. (Watson, & Crick, 1953). DNA fosfatlanmis seker
molekiilleri ile bagli 4 farkli niikleotidten olusmaktadir. Bunlardan ikisi pirimidin
(Sitozin ve Timin), diger ikisine ise iki piirin (Adenin ve Guanin) olarak
adlandirilmaktadir (Watson, & Crick, 1953). DNA yapisal olarak ¢ift sarmaldan
olusmakta, fosfat ve sekerden olusan mekanizma ile desteklenir. Sarmalin i¢
kisminda bulunan piirin ve primidinler hidrojen baglar ile birbirine tutunur. Bu
bazlar 6zgiin bir sekilde esleserek Timin bazi Adenin ile fakat Sitozin bazi ise daima
Guanin ile hidrojen bagi olusturur (Watson, 1968). DNA yapisinda bulunan baz
dizilimi tiirler hatta bireyler arasinda farkliliklar gostermektedir. DNA’nin A, B, C,
D, E ve Z gibi farkli tipleri vardir (Watson, 1968). Bireylere 6zgii olan fenotipik
farkliliklar DNA igerisindeki dizilim farkindan meydana gelmektedir.

2.5. Genin Molekiiler Ozellikleri ve Tanimlamasi

Gen; DNA ipliginde bulunan ekspresyonda gerekli olan regiilatér dizileri
tastyan boliimlere verilen addir (Carlson, 1987). Genler kalitatif yada kantitatif
karakterlerlerin kalittmin1 saglarlar. Genom ise bir organizmada bulunan kalitsal
bilginin tiimii anlamina gelir. Genomda bulunan ve polipepditleri kodlayan genler;
gen kontrol bolgeleri ve yapisal gen bolgeleri olarak iki boliimden olusur. (Carlson,
1987). Gen kontrol bolgeleri; Riboniikneik asitin (RNA) islenmesi ve protein
sentezinin meydana geldigi agsamalarda transkripsiyon i¢in gerek duyulan hizlandirict

(enhancer) ve susturucu (silencer) dizilimlerini igerir (Nelson, & Cox, 2000). 7-12

13



baz cifti (bg) biiyiikliigiinde hiicre gelisim asamasinda 6zel olarak aktive edici
proteinlerin veya transkripsiyon faktorlerinin baglanabildigi ve 6zel gen bolgelerinin
transkripsiyonunun artirildigi kiigiik kontrol bélgeleri “Enhancer” olarak tanimlanir.
Silencer ise enhancer dizilerinin tam tersi uygun diizenleyici proteinler baglandiginda
transkripsiyonal diizenleyici bolgesi icinde gen ekspresyonunu engelleyen

bolgelerdir (Nelson, & Cox, 2000)

Okaryot ve prokaryot canlilarda yapisal gen bolgeleri farklidirlar.
Prokaryotlarda genin yapisal kismi tek parcaya sahiptir. Okaryotlarda genlerin
yapisal boliimii parcali gen yapisina sahiptir (Stern, & Hota, 1973). Okaryot
canlilarda pargali gen yapisi ekzon ve intronlardan meydana gelir. Ekzonik ve
intronik bolgede yer alan DNA sekanslar1 RNA’ya birlikte aktarilir. Ekzonlar gen
icinde bulunan tgerli kodonlar1 (niikleotid birimleri) igerir (Alberts ve ark., 2002).
mRNA olgunlagmasi sirasinda intronlar kesilerek uzaklastirilir. Bu olguya RNA
splicing mekanizmas1 denmektedir. Genlere gore ekzon ve intron uzunluk ve sayilari
farkliliklar igerir. Fakat siklikla gen yapisinda ekzonlar intronlardan daha kiigiik
DNA bélgeleridir. Intronlar, translasyona ugramayan ve hem 5> hem de 3’ ucunda
bulunan gen bolgeleridir. Pre-mRNA’nin  kesilmesini intron tanima-kesme
bolgesinde bulunan mutasyonlar tarafindan etkilenir. Intronlarin kesim-tanima
kismindaki GT ve AG ikili niikleotidlerinde meydana gelen mutasyon en sik

gozlenen mRNA splicing mutasyonudur (Ekmekgi, 2014).

Okaryotik canlilarin genlerinde ayrica intronlarin her iki ug¢ kisminda bulunan
akseptor adi verilen kesme-¢ikarma ve tanima bdlgesi, mRNA’da kullanilan 3’ ucta
poliadenilasyon (PoliA) bolgesi ve ribozom baglanma ve tanima kismi gibi 6zel
diziler de bulunmaktadir (Ruddle, & Kucherlapati, 1974). Fenotipik o6zellikler
tizerinde bulunan gen etkisinin anlasilabilir olmasi i¢in ekzon-intron yapilar

incelenmelidir (Deutsch, & Long 1999).
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2.6. Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP)

Bir popiilasyonda yer alan bireylerin genomlar1 birbirinde biiylik miktarda
benzerlik gostermektedir. insan genomunun yaklasik %99 civarinda birbirine
benzedigi tespit edilmistir (Lander, Linton, & Birren 2001). Benzer genomlar
arasindaki kiiclik farkliliklar fenotipik olarak farkli goriiniimlere sebep olurken
genotipik cesitliligi olusturmaktadir. Mutasyon; DNA’nin baz diziliminde dis
etkilerle ya da kendiliginden olusan degisikliklerin genel adidir (Patterson, 1987).
Yiizde 1’den diisiik oranda goriilen varyasyonlar mutasyon kabul edilmistir.
(Patterson, 1987). DNA baz diziliminde tek niikleotid degisimi ile meydana gelen
dizilim degisikligine single nucleotide polimorphism (SNP) yani tek niikleotid
polimorfizmi denir (Schork, & Fallin, 2000). Popiilasyonda genetiginde tek
niikleotid polimorfizminin SNP olarak kabul edilebilmesi icin popiilasyona dahil
olan bireylerin en az % 1’inde gozlenmesi gerektigi bildirilmistir (Schork, & Fallin,
2000). Tespiti yapilmis olan 1,42 milyon SNP; genom {izerinde 500-1000 bg siklikta
bulunmaktadir (Wang ve ark., 1998). Gen bélgelerinin ekzon kisimlarinda 60.000
civarinda SNP yer almaktadir (Wang ve ark., 1998). SNP olusumunda piirin
bazlarinin kendi arasinda ya da primidin bazlarinin kendi arasinda olan degisimi
transisyon olarak adlandirilir. Adenin ile Guanin degisimi yada Sitozin ile Timin
degisimi birer transisyondur (Zakour, & Loeb, 1982). Bununla beraber bir primidin
bazinin piirin bazi ile olan degisimine ise transversiyon denmektedir. Adenin bazinin
Sitozin bazi ile yada Guanin bazinin Timin bazi ile degisimi birer transversiyondur
(Zakour, & Loeb, 1982). Popiilasyonlarin genetik yapilarinin belirlemek amagl
yapilan QTL ve MAS calismalarinda siklikla SNP ’lerden yararlanilmaktadir.
(Kwork, & Chen, 2003).

2.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) bir DNA pargasindan ya da bir genin
primer olarak adlandirilan kalip parcalari ile enzimler araciligi ile ¢ok sayida kopya
olusturulmasi iglemidir (Mullis, 1990). Cetus firmasi tarafindan 1980’li yillarda

gelistirilen PCR in vitro bir yontemdir. PCR’1n ¢alisma prensibinin temeli; ¢ift iplige
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sahip DNA sarmalindaki hedef bolgelere iki primerin baglanarak DNA diziliminin
uzatilmasina dayanmaktadir. PCR islemi 3 basamaktan olugmaktadir. Bu basamaklar
denatiirasyon, baglanma, uzama olarak adlandirilir ve birgok kez tekrarlanan
dongiiler seklindedir. DNA sarmali denaturasyon basamaginda yiliksek sicaklik
yardimiyla tek iplikli hale getirilir. ikinci asama olan baglanma asamasinda primerler
diisiik sicaklikta belirlenen DNA bolgesine baglanir. DNA polimeraz enziminin
etkisiyle iiglincii asamada ise primerler, iplik¢igin 3’ hidroksil ucundan dNTP ile
uzamaktadir. Bu islemler sonucunda elde edilmek istenilen DNA hedef bolgelerinin

kopya sayisi artmaktadir (Mullis, 1990).

PCR isleminin bilesenleri; kalip DNA, genellikle Thermus aquaticus’tan
yapilan Taq polimeraz, ticari olarak 20-30 baz ¢ifti uzunlugunda forward ve reverse
primerler, tampon (10X konsantrasyonda), MgCl, ya da MgSOs iyonlar1 ve dCTP,
dTTP, dGTP, dATP, karisimindan olusan dNTP *dir (Ar1, Temizkan, & Arda, 2008).

2.8. Elektroforez

Makromolekiilleri elektrik yiikii ve biyiikligi gibi fiziki 6zellekleri
araciligiyla ayirma teknigine elektroforez adi verilmektedir (Westermeier, 2005).
Elektroforez islemi negatif ya da pozitif elektrik yiikii olan parcaciklarin elektrik
akimmin var oldugu ortamda hareketlerinin gozlendigi teknik olarak da
isimlendirilmektedir (Bej, Mahbubani, Atlas, & Salkl, 1991). Coziinmiis
molekiillerin biiyiikliikleriyle orantili hizlarda sahip olduklar1 elekrtrik yiki
dogrultusunda elektrik akimi ile hareket etmeleri elektroforezin temel prensibidir.
Parcaciklarin hareket edebilmeleri i¢in ihtiya¢ duyduklari ortam genellikle jeller
yardimiyla saglanir. Agarozdan elde edilen jeller uygun bir tampon ¢6zeltisi bulunan
elektroforez tankina yerlestirilir. Jelin i¢inde bulunan yiikleme kuyucuklarina son
ornekler yiiklenerek elektrik akimi yardimiyla hareketleri saglanir (Bej ve ark.,
1991).

2.9. Agaroz Jel Elektroforez

Agaroz; galaktoz ve 3,6 anhidrogalaktoz’dan olusan tekrarlayan disakkarit

birimleriden olusan bir polimerdir (Bej ve ark., 1991).
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Parcacik agirligi 12.000 Da civarinda olan agaroz polisakkaritten; DNA ve
RNA molekiillerini tanimlamakta faydalanilmaktadir. (Temizkan, Temizkan & Arda,
2021). Agaroz jel Tris-borat-EDTA (TBE) veya Tris-asetat-EDTA (TAE) tampon
cozeltiler i¢inde yiiksek sicaklikta agarozun ¢ozdiiriilmesi ile elde edilir. Ultraviole
151k altinda goriiniir hale gelen DNA molekiillerinin goriintiilenmesi igin jel igine
interkalator boya olan etidyum bromiir/propidyum iodit veya daha kanserojenik
etkileri agisindan daha giivenilir SafeRed ilave edilmektedir (Unlii, & Saglar, 2012).
DNA orneklerin ayriminin yapilabilmesi i¢in, molekiiler kiitlesi bilinen bir marker
ilk kuyucuga yiiklenir. Yiikleme yapilmig olan jele ayrim tamamlanincaya kadar
elektrik akimi verilir. Agarozun yogunlugu ve orneklerin molekiiler agirliklari;
Incelenen DNA ya da RNA’larin jel igerisindeki hareketleri ile dogrudan iliskilidir.
Molekiiler kiitle artis1 ile agaroz jelin konsantrasyon miktar1 ters

orantilidir(Temizkan, Temizkan & Arda, 2021).
2.10. Restriksiyon Endoniikleaz Fragment Analizi (RFLP)

Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kullanilarak DNA iizerinde olusan bir
yada birden fazla baz degisimini tespit etmek i¢in kullanilan yonteme RFLP analizi
denmektedir. (Filiz, & Kog, 2011). En yaygin kullanilan molekiiler isaretleyici
teknigi RFLP analizidir (Filiz, & Kog, 2011). Restriksiyon endoniikleaz enzimleri
belirli sicakliklarda aktive olan, DNA hedef bolgesindeki her iki ipligi de kesebilen
ve DNA dizilimlerini taniyabilen enzimlerdir. RE enzimlerinden en sik kullanilan tip
IT endontikleazlar Hamilton ve arkadaslari tarafindan 1970 yilinda kesfedilmistir
(Smith, & Welcox, 1970). Restriksiyon enzimleri DNA iizerinde 4-6 baz ciftlik
bolgeyi taniyabilirken, enzim kesimi sonucunda yapigkan ya da kiit uglara sahip
DNA molekiilleri olugturmaktadir (Beckmann, & Soller, 1983). Popiilasyondaki
bireyler arasinda bulunan varyasyonlarin sonucu olarak bireylerin DNA dizilimleri
cesitlilik gosterir ve farkli kesim noktalar1 vardir. Bu dizilim noktalar1 ayni enzim
kullanilarak enzim kesimi islemi uygulandiginda bireyin sahip oldugu mutasyonlara
bagl ¢esitli miktar ve uzunlukta pargaciklar elde edilir. Enzim kesimi islemi sonucu
elde edilen son firlinlerin tespitinde jel elektroforez yonteminden faydalanilir. Bu
yontem 1ile bireyler arasindaki genotipik farkliliklarin tespiti yapilmis olur.

(Beckmann, & Soller, 1983). Popiilasyondaki genotipik ¢esitliligin belirlenmesi, gen
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haritalama islemleri, soy bagi tespiti, filogenetik ¢alismalarda RFLP yonteminden

yararlanilmaktadir (Beckmann, & Soller, 1983).

2.11. Isaretleyici Yardimei Seleksiyon

Marker Asisted Selection (MAS), isaretleyici yardimci seleksiyon anlamina
gelen ve geleneksel seleksiyon yontemlerinin genetik Ol¢iimler ile hizlandiran bir
tekniktir (Ellegren ve ark., 1997). Kantitatif verim 6zelliklerinin ¢ogunlugu g¢evre
kosullar1 ve genotipin ortak etkisiyle meydana ¢ikmaktadir. Fenotipik 6zellikler goz
oniinde bulundurularak yapilan seleksiyon geleneksel yetistirme yontemlerinde 6n
plana c¢ikmaktadir. Fakat dis bakiyla yapilan seleksiyon yontemlerinde daha ok
cevrenin etkisinde olan bireylerin genotipik 6zellikleri gozden kagmaktadir. Bagka
bir deyisle verimler arasinda negatif korelasyonun oldugu zaman; herhangi bir
Ozelligin genotip frekans: popiilasyonda artarken digerlerininki ise diismektedir
(Ellegren, ve ark., 1997). Geleneksel ya da yenilik¢i tiim seleksiyon yontemlerinde
hedef genetik ilerlemedir (Un, Wimmers, Ponsuksili, Schmoll, & Schellander, 2000).
Bir seleksiyondaki generasyon siiresi, seleksiyon yogunlugu, kalitim derecesi, siirii
icerisindeki varyasyon genetik ilerleme ile dogrudan iliskilidir. Geleneksel
seleksiyon yontemlerindeki diger bir dez avantaj ise generasyonlar arasindaki stirenin
uzunlugu nedeniyle genetik ilerleme konusunda uzun zamana ihtiya¢ duyulmasidir

(Sellier, 1994).

[lerleyen zamanda gen haritalarinin ¢ikarilmas isaretciler yardimiyla yapilan
seleksiyon yonteminin kullanimini oldukca arttirmistir. Nesilden nesile aktarilabilen
ve DNA {zerinde 06zgiin yerlerde bulunan isaretleyicilerin biyokimyasal ve
morfolojik gibi farkli ¢esitleri mevcuttur. (Rasmussen, & Magdeldin, 2012). RFLP,
Mitokondriyal DNA (mtDNA), SNP’ler, tek zincir konformasyon polimorfizmi
(SSCP), mikrosatellitler, DNA baz dizilimleri molekiiler isaretgilerin tespitinde
siklikla bagvurulan yéntemlerdendir (Ozdemir, & Dogru, 2008). Giiniimiizde genom
taranmas1 ve genetik isaretleyicilerin fenotipik 6zelliklerle iligkilendirilmesi ile bir
cok kantitatif karakter lokusu tespit edilmistir (Georges ve ark., 1995). Etkilenen

verim Ozelligi ile QTL ’lerin arasindaki etki tam olarak belirlenmesi bu seleksiyon
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lokuslarinin  seleksiyonda kullanilmast ve gelistirilmesine imkan saglamistir
(Williams, 2005). lsaret¢i yardimiyla (MAS) seleksiyonun ortaya cikist
seleksiyonlarda molekiiler isaretleyicilerin kullanilmaya baslamasiyla giindeme
gelmistir. Kalitim derecesi diisiik olan verim Ozellikleri, erkek ya da disi cinsiyetle
ortaya ¢ikan verim Ozellikleri, 6l¢iimii ileri yaslarda yapilabilen et ve siit verimi gibi
verim parametreleri icin MAS dengeli bir seleksiyon yapmaya olanak saglamaktadir.
(Giirses, & Bayraktar, 2014). Bununla beraber siiriide yeni diinyaya gelen bireylere
isaretleyici taramasi yapildiginda siirliye dahil olacak olan hayvanlarin fenotipleri ilk
giiniinden itibaren belirlenebilmektedir. Bu uygulama da generasyon siiresinde
onemli diislis saglamakta ve genetik ilerleme hizint 6nemli Ol¢lide artirmaktadir
(Ellegren, ve ark., 1997). MAS ile saglanan kazancin yaklasik %44,7-99,5 arasinda
olacag bildirilmistir (Edwards, & Sayfa, 1994). ilk elde edilen yavrularda kazancin
%8,8-38 arasinda olacagi bildirilmistir (Meuwissen, & Goddard, 1996).

2.12. incelenen Gen ve Polimorfizmlere Ait Bilgiler

Bu ¢alismada CAST, LEP, GHR genlerine ait sirasiyla S20T, A80V, S555G
polimorfizmlerinin frekanslar1 arastinlmis ve bu genlere ait bilgiler asagida

sunulmustur.

2.12.1. CAST Geni

Calpainlere 6zel bir inhibitor olan Calpastatin (CAST) geni; Myoblastlarin
migrasyonu, proteinlerin dongiisii, viicutta kas gelisimi tizerinde etkilidir ve
calpainlerin spesifik bir inhibitoriidiir (Ouali, & Talmant, 1990). Postmortem
donemde calpain aktivitesini baslatarak myofibrillerin proteolizisini CAST geni
saglamaktadir (Goll, Thompson, Taylor, & Christiansen, 1992). CAST geni; Sigir
genomunda kromozom 7°de 117,8 ¢cM konumunda haritalandirilmistir (Kappes ve
ark., 1997). Bu gen 98,44-98,58 Mb arasindaki lokasyona sahiptir (Sekil-1).
Postmortem zamanda yiikselen CAST aktivitesi etin gevrekliginin azalmasi ile yakin
iligki igerisindedir. Bu Sebeple CAST geni biiyiik bas hayvancilikta et kalitesi ve et
verimi iizerinde etkisi yiliksek bir gen olarak tanimlanmaktadir. (Schenkel ve ark.,
2006).

19



Calpastatin fenotip tizerinde genis etkilere sahiptir (Barendse ve ark., 2007).
Sozii gegen fenotipik cesitlilige ornek olarak ciftlik hayvanlarinda dol verimi
Ozellikleri ve kesim sonrasinda karkasta gelisen gevreklik diizeyindeki degisiklik

verilebilir (Betts, & Anagli, 2004).

Ulkemizde CAST geni ile ilgili calismlar koyunculuk alaninda da yapilmis olup,
yapilan bir ¢alismada Kivircik irkinin MN genotipi i¢in en yiiksek genotip frekansina
sahip olmasi; yerli koyun irklarmin yetistirildikleri bolgelerdeki seleksiyon
siirecinden kaynaklanmis olabilecegi bildirilmistir (Avanus, 2015). Tiiketici
acisindan o6n planda olan et kalite 6zelliklerinden biri de etin gevrekligidir. Etin
gevrekliginde kesim sonrasindaki saklama kosullart ve genotipik yapr en 6nemli
etkenlerdendir. Postmortem donemde karkasta meydan gelen sertlik ile sarkomer
uzunlugu dogrudan iliskilidir (Koohmaraie, 1996). Etteki sertligin artmas1 sarkomer
uzunlugunun azalmasinin bir isaretidir. Yukarida agiklanan sebeplerle kesim sonrasi
ve etin saklanmasi siireglerinde CAST aktivitesinin Onem kazanmaktadir
(Koohmaraie, 1996). Tiim bu nedenlerle CAST genininin MAS’da kullanimi 6nem

kazanmustr.

CAST calpastatin [ Bos taurus (cattle) ]

Gene ID: 281039, updated on 16-Aug-2022

Summary 2|7

Official Symbol CAST provide
Official Full Name calpastatin p
Primary source VGNC:VGNC 26790

See related BGD BT19504; EnsemblENSBTAG00000000874

Gene type protein coding
RefSeq status PROVISIONAL
Organism Bos taurus
Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata: Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Artiodactyla: Rumi ia; Pecora; Bovidae; Bovinae; Bos
Orthologs human mouse all

w Try the new Gene table
Try the new Transcript table

Genomic context x|[?

Location:  chromosome: 7 See CAST in Genome Data Viewer

Exon count: 39

Annotation release Status Assembly Chr Location
106 current ARS-UCD1.2 (GCF_002263795.1) 7 NC_037334.1 (96034228 96183530)
105 previous assembly Bos_taurus_UMD_3.1.1 (GCF_000003055 6) 7 AC_000164.1 (98444826. 98581260)
Chromosome 7 - NC_037334.1
[ 98746505 b [ 96452266 b
LocL4968793 CAST e} ERRF2

FeSHL ERAP1 LNPER
Lon11 2447494

Sekil 1. CAST geninin lokasyonu ve genel bilgileri (CAST calpastatin [ Bos taurus (cattle) ] 2022)

2.12.1.1. CAST- S20T Polimorfizmi
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CAST geninde 20. amino asit pozisyonunda Serin-Treonin (S/T)
degisikligine; ekzon 1C/1D ve kodlayan sekans pozisyonu 61°de yer alan
guanin/sitozin degisimi (G/C) sebep olmaktadir (Smith, & Casas, 2007). Sigir CAST
sekansi; koyun ile %89 ve insan ile %82 benzerlik gostermektedir (Allais ve ark.,
2011). Bu polimorfizm protein sentezinde olusturdugu farkliligi aminoasit
degisimine neden olarak gergeklestirmektedir. Bu durumun biiyiikbas hayvancilik
isletmelerindeki et verimine etkisi lizerine arastirmalar devam etmektedir. CAST-

S20T polimorfizmi CC, GG ve GC genotiplerini igermektedir.

CAST geni polimormizminin etin su tutma o6zelligi, gevrekligi, sululugu ve
rengi gibi parametrelerde etkin oldugu saptanmistir (Casas ve ark., 2006). Holstayn,
Limousin, Simmental, Charolaise, Angus ve Hereford irki sigir popiilasyonlari
izerinde yapilan bir g¢alisgmada CAST-S20T polimorfizminin total hemoglobin
pigmenti igeri8i, etin gevrekligi, renk parametreleri ve su kaybi gibi et kalitesini
etkileyen parametrelerde istatistiksel olarak anlamli diizeyde etkisi oldugu sonucuna

vartlmistir (Juszczuk-Kubiak, Rosochacki, Wicinska, Szreder, & Sakowski, 2004).

YK 1rki ve DAK 1rki sigirlarda CAST geni iizerine yapilmis yeterli miktarda
calisma bulunmazken; CAST geni, et verimi kalitesi iizerine yliksek etkisi sebebiyle
MAS uygulamalarinda yiiksek potansiyelli bir gen olarak bildirilmistir (Barendse,
2009).

2.12.2. LEP Geni

Memelilerde Leptin peptid yapisinda, 14-16 kDa agirliginda bir hormondur.
LEP 1994 yilinda bulunmus, LEP geni reseptorii 1995 yilinda tespit edilmigstir. LEP
geni metabolizmadaki etkisini Leptin resoptorlerinin yardimiyla gergeklestirmektedir
(Zhang ve ark., 1994). LEP geni domuz ve sigirlarda; insan LEP geni ile %89
benzerdir (Ji, Willis, Scott, & Spurlock, 1998). LEP geninde alt1 adet reseptor (Ra,
Rb, Rc, Rd, Re, Rf) tespit edilmistir (Tartaglia, ve ark., 1995). LEP geninin
ekspresyonu ve sentezlenmesi yag doku ile iligkili oldugu tespit edilmistir. Ayrica
LEP geni resoptorlerini arttiran diger bir etkenin de biiylime hormonu oldugu
belirlenmistir. LEP geni biiylime metbolizmasi, istah mekanizmas1 ve enerji

metabolizmasinda biiyiik pay1 oldugu bildirilmistir (Friedman, & Halaas 1998). LEP
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geni etkisini; istah1 azaltarak viicut agirlik artisini kisitlama yontemiyle ortaya

¢ikarmaktadir. (Friedman, & Halaas 1998).

Sigir LEP geni, kromozom 4’te; 93,24-93,26 Mb arasinda yer almaktadir
(Sekil-2). LEP geni sigirlarda; 3 ekzon ve 2 intron bulundurmaktadir (Konfortov,
Licence, & Miller 1999). LEP genine ait promotér bolge takribi 3kb’den
olusmaktadir. LEP genininin kodlama bdliimii 501 niikleotidden olusur ve ekson 2

ile 3 arasinda bulunmaktadir. (Konfortov ve ark., 1999).

LEP leptin [ Bos taurus (cattle) ]

Gene 1D: 280836, updated on 25-Jun-2022

“ Summary 2|7

Official Symbol LEP provided by VGHC
Official Full Name leptin proviced by YGHC
Primary source VGNC:VGNC:30842
See related BGD.BT11292; Ensembl. ENSBTAG00000014911
Gene type protein coding
RefSeq status PROVISIONAL
Organism Bos taurus
Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata: Vertebrata: Eutel i; ia; Eutheria; L. fatheria; Artiodactyla; Rumi ia; Pecora; Bovidae; Bovinae; Bos
Also known as  ob
Orthologs human mouse all

@ Try the new Gene table
Try the new Transcript table

“ Genomic context al[?
Location:  chromosome: 4 See LEP in Genome Data Viewer
Exon count: 3

Annotation release Status Assembly Chr Location

106 current ARS-UCD1.2 (GCF_002263795.1) 4 NC_037331.1 (92436837..92453660)

105 previous assembly Bos_taurus_UMD_3 1.1 (GCF_000003055 6} 4 AC_000161.1 (93249803 93266625)

Chromosome 4 - NC_037331.1
[zt Tz [ 92546735 I
HIRI29-1 [ — Ren2s

LG 244417 PRRT4

Sekil 2. LEP geninin lokasyonu ve genel bilgileri (LEP Leptine [ Bos taurus (cattle) ] 2022)

Insanlarda LEP geni etkisinde olan obezite probleminin engellenebilmesi ve
ciftik hayvanlarinda ekonomik yonden O©nem tasiyan verim oOzelliklerinin
gelistirilmesinde LEP geninin etkilerinin aragtirilmasinin yararl olacag: anlasilmistir
(Lagonigro, Wiener, Pilla, Woolliams, & Williams, 2003). LEP geninin siit verimi ve
stit bilesimini de etkiledigi bildirilmistir (Madeja ve ark., 2004). LEP geninde ¢ok
sayida SNP bildirilmis olup, C/T degisimi ile 6n plana ¢ikan SNP ekzon 2 pozisyon
305’te bulunmaktadir ve sistein-arjinin aminoasitlerinin degisimine yol agmaktadir
(Buchanan ve ark., 2002). Ayni bolgesinde pozisyon 252’de bulunan A/T degisimi
gozlenen SNP ise tirosin- fenilalanin degisimine yol agmaktadir (Lagonigro ve ark.,
2003).
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2.12.2.1. LEP- A80V Polimorfizmi

Ekzon 3’de pozisyon 239’da yer bulunan, timin/sitozin (C/T) degisimiyle
karakterize LEP-A80V polimorfizmi (Gen Bank No: AF536174.1); protein
pozisyonu 80’de alanin/valin seklinde olan bir aminoasit farklilasmasina sebep
olmaktadir (Haegeman, Van Zeveren, & Peelman 2000). A80V polimorfizmi

etkiledigi proteine gore yapilan adlandirmada ise AS9V olarak anilmaktadir.

LEP geni biiyiime metabolizmasi, yag depolanmas1 ve yag metabolizmasinda
onemli etkiye sahiptir (Doran, Berry, & Creevey 2014). LEP geninin; A1457G ve
A80V polimorfizmlerinin iskelet gelisimine, yalnizca A80V polimorfizminin et ve
stit verimi tizerine ve A1457G, USAMS2, UASMS1 polimorfizmlerinin ise fertilite
tizerine etkili oldugu belirtilmistir (Clempson ve ark., 2011). 2014 yilinda 100 bireye
sahip Nerole irki sigirlardan olusan bir deney grubunda yapilan ¢alismada; Lep
geninin A80V polimorfizminin kesim sonrasinda gozlenen et rengi iizerine etkili
oldugu ve but yagi kalinligi ile 6nemli diizeyde iliskili oldugu bulunmustur (Silva ve
ark., 2014). 40 adet GAK, 40 adet DAK ve 40 adet Boz Irk yerli sigir lizerinde
yapilmis olan bir ¢aligmada ise Tiirkiye’nin yerli sigir wrklarinda; LEP A80V
polimorfizmi siit verimi ve canli agirlik artigt ile iliskilendirilmis olup, TT genotip
frekans1 CC genotip frekansina oranla hayli yiiksek hesaplanmistir (Oztabak ve ark.,
2010). Angus, Hereford, Holstayn, Charolais ve Highland k1 sigirlardan olusan
popiilasyonda yapilan bir calismada ise LEP geninin ekzon 2 pozisyon 252°de
bulunan T/A alel degisimi ile karakterize polimorfizminde AA genotipinde olan
bireylerin yem tiikketiminin AT genotipinde olan bireylerin yem tiikketimine kiyasla
%19 daha diisiik oldugu bildirilmistir (Lagonigro ve ark., 2003). Simental 1rki
hayvanlardan olugsan baska bir popiilasyonda yapilan calismada ise LEP geni
polimorfizimlerinin et kalitesi ve karkas verimi {lizerine etkisinin 6énemli oldugu ve
isaretleyici yardimci seleksiyonda kullanilabilecegi bildirilmistir (Tian ve ark.,

2013).

Amerikada 2008 yilinda ¢esitli sigir irklarindan olusan 595 bireyin oldugu
popiilasyon iizerinde yapilan bir ¢aligmada LEP geni ekzon 2 pozisyon 305°te
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bulunan T/C polimorfizmi ile popiilasyondaki buzagilarin siitten kesilme viicut
agirligr arasinda dnemli bir etki oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada CC genotipine
sahip sigirlarin buzagilarinin TT ve CT genotipine sahip olanlara gore daha diisiik
agirliklarda siitten kesildikleri bildirilmistir. Fakat benzer sonuglar bu ¢alismada ele
alman A80V polimorfizminde tespit edilmemistir (Devuyst, Bauer, Cheng, Mitchell,
& Larson, 2008).

Yapilan bircok arastirma LEP geninin yag depolama, et kalitesi, karkas
randiman Ozellikleri, canli agirlik artisinin diizenlenmesi gibi seleksiyonlarda goz
oniinde bulundurulan bir¢ok parametre yoniinden dnemli rol aldigini géstermektedir.
LEP geninin etkileri cografi bolgeler ve irk bazinda 6nemli degisiklik gosterdigi icin
etkilerinin tam olarak anlasilabilmesi ic¢in farkli sayilardaki farkli irklardan

popiilasyonlarda gbzlenmesi ortak kanidir.
2.12.3. GHR Geni

Memeli hayvanlarda gelisim ve biiyiime kontroliinde ve biiyiime hormonu
(GH) diizenlenmesinde etkili olan GHRH (biiytime hormonu salgilatict hormon)
somatotropik eksen reaksiyon zincirinin 6nemli bir unsurudur (Wojcik, & Postel-
Vinay, 1999). Biiyiime hormonunun hipofizden salgilanmasi; hipotalamus tarafindan
salgilanan iki farkli ndéropeptid tarafindan saglanmaktadir. Somatosistein biiylime
hormonu iizerinde baskilayici bir 6zellik gosterirken biiyiime hormonu salgilatici
hormon (GHRH) GH sentezini uyarmaktadir. Biiylime hormonu; hipopizden
salgilandiktan sonra hepatik biiyiime hormonu reseptoriiyle iliskili bir proteine
ardindan karaciger hiicre yiizeyinde yer alan biiylime hormonu reseptoriine (GHR)
baglanir. (Serensen, Chaudhuri, Louveau, Coleman, & Etherton, 1992). Adi lizerinde
biiylime hormonu; hiicredeki metabolik faaliyetler, hiicre cogalmasi, hiicresel protein
sentezi gibi reaksiyonlarda diizenleyici olarak yer almaktadir. Biiyiime hormonu
sigirlarda 191 aminoasit ve tek zincirli bir polipeptid yapisindadir (Wojcik, & Postel-
Vinay, 1999). Biiylime hormonunun kikirdak ve kemik doku, kalp kasi1 gelisimi,
stres ve bagisiklik sistemi lizerinde onemli etkisi oldugu tespit edilmistir (Madsen,

Friberg, Roos, Edén, & Isaksson, 1983).
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GHR hiicre membrani boyunca myogenetik stimiilasyon isaretlerinin
ilerlemesini saglar (Ge, Davis, Hines, Irvin, & Simmen, 2003). Sigirlarda GHR;
kromozom 20°de 33,90-34,20 Mb araliginda yer almaktadir (Moody, Pomp,
Barendse, & Womack, 1995) (Sekil-3). GHR 9 adet ekzon igermektedir. Fakat 5’
bolgesinde 1A-11 olmak iizere kodlama yapmayan 9 ekzon bulunmaktadir (Jiang, &
Lucy, 2001). Kodlama yapmayan bolimdeki ekzonlarin alternatif bir splicing
mekanizmalar1 vardir. Bu ekzonlarin hepsi kendilerine 6zgii transkripsiyon baslatma
kismina sahiptir (Lucy ve ark., 1998). Sigirlarda GHR’de e¢kzon 1A’nin tersi
istikametinde 1,2 kb uzunlugunda retrotranspozonal LINE-1 yer almaktadir. Avrupa
kokenli sigir irklarinda tipik olarak LINE-1 gozlenmekte iken, Bos indicus orjinli
irklarda benzer durum gériilmemistir (Lucy ve ark., 1998). GHR transkripsiyonu
sigir irklarinda ekzon 1A, 1B ve 1C’de bulunan 3 promotdr bolge ile baslamaktadir.
GHR’nin ekspresyonu basta karaciger ve tim viicutta ger¢eklesmektedir (Jiang, &
Lucy, 2001). GHR miktar1 beslenme, hormon salinim aktiviteleri, ve biiylime ile
iligkilendirilmektedir (Adams, Baker, Fiddes, & Brandon, 1990). Popiilasyon
icindeki bireylere olan GHR etkileri arastirildiginda viicut gelisiminde meydana
c¢ikan varyasyonlarda onemli etkisi oldugu gozlemlenmistir. Fertilite tizerine etkileri
de belirlenmistir. GHR etkinligi engellenmis olan farelerde, ciicelik ve biiyiime
geriligi izlenmistir (Kopchick, & Andry, 2000). GHR geninde meydana gelen
mutasyonlarin diger bir sonucu olarak ise insanlarda ortaya c¢ikan idiopatik kisa
boyluluk ve Laraon sendromu ornekleri gosterilmektedir (Blair, & Savage, 2002).
Tavuklarda bazit GHR mutasyonlarinin ciicelik ile sonug¢landigi bildirilmistir (Tixier-
Boichard. 2002). Tiim bu sonuglar dikkate alinarak GHR geni, ¢iftlik hayvanlarinda
et verimi, siit verimi, bliyime oranm1 yoniinden Onemli bir aday gen oldugu

soylenebilmektedir (Garrett ve ark., 2008).
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GHR growth hormone receptor [ Bos taurus (cattle) ] (

Gens |D: 280805, updated on 6-May-2021

(
* Summary al?)
i

Official Symbol GHR provided by VGNC
Official Full Name growth hormone receptor provided by VGNC !
(

Primary source VGNC:VGNC:50784
See related BGD-BT10760; Ensembl ENSBTAG00000001335
Gene type protein coding
RefSeq status  PROVISIONAL
Organism  Bos taurus 1
Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Eutelecstomi; Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria Artiodactyla; Ruminantia; Pecora; Bovidae; Bovinae; Bos I
Annotation information Annotation category: partial on reference assembly
Orthologs  human mouse all
@ Try the new Gene table
Try the new Transcript table

*' Genomic context 2|7
Location:  chremesome: 20 S2e GHR in Genome Data Viewer

Exon count: 9

Annotation release Status Assembly Chr Location
106 current ARS-UCD1.2 (GCF_002263795.1) 20 NC_037347.1 (31869704..32043372, complement)
105 previous assembly Bos_taurus_UMD_3.1.1 (GCF_000003055 6) 20 AC_000177.1(31890736.32064204, complement)

Chromosome 20 - NC_037347.1
[amszi2 e [s2634245

[ T )
RIMCCL

Sekil 3. GHR geninin lokasyonu ve genel bilgileri ( GHR Growth Hormone Receptor 2022)

2.12.3.1. GHR- S555G Polimorfizmi

Ekzon 10°da yer alan 555 protein pozisyonunda Serin/Glisin (S/G)
degisimine sebep olan GHR geninin S555G polimorfizminin pozisyon 257°de yer
aldig1 bildirilmistir (Di Stasio ve ark, 2005). Adenin/Guanin degismesi ile bilinen bu
polimorfizmin sekans pozisyonu 1663°diir. Bu polimorfizm kodlayan sekans
pozisyonu 1663’de Adenin/Guanin degisimi ile karakterizedir (GHR ¢.1663A>G).
Ayrica bu polimorfizm, ekzon 730’da bulunmaktadir (Ge, Davis, Hines, & Irvin
2000).

Sigirlarda GHR; kromozom 20’de 33,90-34,20 Mb araliginda yer almaktadir
(Moody ve ark., 1995) (Sekil-3). GHR 9 adet ekzon igermektedir. Fakat 5’
bolgesinde 1A-11 olmak iizere kodlama yapmayan 9 ekzon bulunmaktadir (Jiang, &

Lucy, 2001).

GHR geni S555G polimorfizminin daha once Sarole, Sarole x Angus melezi,
Angus (Sherman ve ark., 2008), Simental 1rk1 et¢i sigirlar (Ardigh, Dingel, Samli, &
Balci, 2017) ile Holstein (Ardigh ve ark., 2019) ki siitgli sigirlarda ¢alisildigi
goriilmiistiir. Yapilan bu ¢alismalarda GHR geni S555G polimorfizmi agisindan AA, AG
ve GG genotipli bireylerin varlig1 tespit edilerek; incelenen siiriilerin varyasyon

gosterdigi anlasilmstir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul izin Belgesi

“YK ve DAK ki sigirlarda CAST, LEP ve GHR gen polimorfizm
frekanslarinin  belirlenmesi” isimli bu tezin ¢alismalarina baslanmadan Once,
hayvanlar {iizerinde yapilacak islemler icin (alinacak kan Ornekleri) ‘Uludag
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu *ndan (HADYEK) onay alinmistir
(27.03.2012 tarih ve 2012-4/4 sayili yaz1).

3.2. Hayvan Materyali

Aragtirmanin hayvan materyalini Afyonkarahisar ilinde 0zel ciftliklerde
yetistirilen, rastgele secilmis 50 bas YK wki ve 50 bas DAK ki sigirlar
olusturmaktadir. Sigirlarin bakim besleme kosullar1 igletmelerin rutin programina
uygun olarak devam etmis olup herhangi 06zel bir bakim ve besleme

uygulanmamustir.
3.3. Kan Ornekleri

Arastirma kapsaminda bulunan 100 bas sigirm 4 ml kan numunesi;
genotipledirme asamasinda DNA izolasyonu isleminde kullanilmak iizere EDTA’I1

tiiplere vena jugularislerinden alinmistir.
3.4. Calismada Kullanilan Cihazlar

Hassas 0l¢lim terazisi
Santrifiij cihazi
Spektrofotometre
Isitict Blok

PCR cihaz1

Vortex

Isitmal1 karistirict
Saf su cihazi

Ceker ocak

Otoklav

V V.V V V V V V V VY
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Etiiv

Mikro Pipetler 1-10 ul, 10-100 pl, 20-200 pul ve 100-1000 pl
Giic kaynagi

Elektroforez

Agoroz Jel goriintiileme

Buzdolabi

Dondurucu dolabi ( -20°C )

Dondurucu (-80°C)

Mikrodalga

YV V.V V V V V V V

3.5. Cahismada Kullanilan Kimyasallar ve Sarf Malzemeler

- Sodyum dodesil siilfat (SDS)

-Tris-EDTA (TE) Buffer

- Tris-Borat-EDTA (TBE) Buffer

-Proteinaz — K

-NaCl

-Etil alkol

-Fenol-Kloroform-izoamil alkol (25:24:1)

3.6. GHR geni S555G polimorfizmi icin gerekli primerler (Alpha DNA)
F:5°- GCTAACTTCATCGTGGACAAC -3’

R: 5’- CTATGGCATGATTTTGTTCAG -3’

3.7. LEP- A80V geni polimorfizmi icin gerekli primerler (Alpha DNA)
F: 5’- GGGAAGGGCAGAAAGATAG -3’

R: 5’- CCAAGCTCTCCAAGCTCTC -3
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3.8. CAST- S20T geni polimorfizmi icin gerekli primerler (Alpha DNA)
F: 5’- TGGGGCCCAATGACGCCATCGATG - 3’

R: 5’- GGTGGAGCAGCACTTCTGATCACC -3’

Enzim 1: NEB-New England Biolabs Alul restriksiyon enzimi
Enzim 2: NEB-New England Biolabs Hphl restriksiyon enzimi
Biomatik Tag DNA polimeraz

Biomatik MgCl.

Biomatik termal cycler tamponu

NEB-New England Biolabs dNTP mix, 10 mM

Vivantis 50bp, 100bp DNA Ladder 50 ul DNA marker

Distile Su H20

Sigma Aldrich - Absolut etil alkol

Sigma Aldrich - Agaroz

Fisher Bioreagents - 10X TBE buffer

Fisher Bioreagents - Etidyum bromiir

NEB-New England Biolabs - Bromphenol blue

Eppendorf - Steril beyaz, mavi ve sar1 pipet uglari

Thermo Scientific Finnzymes - 1,5-0,5 m1’lik Ependorf tiipleri

Thermo Scientific Finnzymes - 0,2 pl lik PCR tiipleri)
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3.9. Tampon ve Soliisyonlarin Hazirlanisi
3.9.1. 1X TE Buffer:

2 ml 0,5M EDTA (pH:8), 10 ml 1M Tris-HCI’ye (pH:8), ve 988 ml distile su

kullanilarak hazirlanmustir.

3.9.2.1 M Tris (ph:7,5-8):

700 ml distile su ve 121,1 g Tris base kullanilarak hazirlanmistir.
3.9.3.0,5M EDTA (ph:8):

800 ml distile su ve 186,1 g EDTA kullanilarak hazirlanmistir.
3.9.4. SDS:

100 ml distile suya 10 g SDS eklenerek hazirlanmistir.
3.9.5.1 M NacCl:

100 ml distile suya 5,844 g NaCl eklenerek hazirlanmistir.
3.9.6. Proteinaz K:

4,5 ml dH20 suda Proteinaz K ¢6ziilerek hazirlanmistir.

3.9.7. Forward Primer CAST- S20T polimorfizmi i¢in:

10 pmol primer konsantrasyonu hazirlanmasi i¢in liyofilize igerige 1520 ul steril

distile su eklenmistir.
3.9.8. Reverse Primer CAST- S20T polimorfizmi i¢in:

10 pmol primer konsantrasyonu hazirlanmasi icin liyofilize icerige 1426 ul steril

distile su eklenmistir.
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3.9.9. Forward Primer LEP- A80V polimorfizmi icin:

10 pmol primer konsantrasyonu hazirlanmasi i¢in liyofilize igerige 1683 ul steril

distile su eklenmistir.
3.9.10. Reverse Primer LEP- A80V polimorfizmi icin:

10 pmol primer konsantrasyonu hazirlanmasi i¢in liyofilize icerige 1387 ul steril

distile su eklenmistir.
3.9.11. Forward Primer GHR- S555G polimorfizmi i¢in:

10 pmol primer konsantrasyonu hazirlanmasi i¢in liyofilize igerige 1545 ul steril

distile su eklenmistir.
3.9.12. Reverse Primer GHR- S555G polimorfizmi i¢in:

10 pmol primer konsantrasyonu hazirlanmasi icin liyofilize icerige 1785 pl steril

distile su eklenmistir.

3.10. %2’lik Agaroz Jel Hazirlama

PCR firiinlerinin kontroli icin %2’lik agaroz jel hazirlanmistir. 3 g agaroz,
150 ml 0,5X TBE i¢ine eklenerek mikrodalgada tamamen seffaflasana kadar
kaynatilip, 12 pl EtBr ¢eker ocak altinda igerisine eklenmis ve toplam karisim jel
dokme setine dokiilmiis ve yiikleme kuyulari i¢in tarak yerlestirilmistir. Jel tamamen
dondugunda tarak ¢ikarilarak, hazirlanmis olan %?2’lik agaroz jel; icerisinde 0,5X
TBE bulunan elektroforez tankina yerlestirilmistir. Taraginin meydana getirdigi
kuyularin birincisine 2 pul marker DNA, 1 pul 6X yiikleme boya soliisyonu, 3 pl distile
su karisimi; kalan tiim kuyulara ise 10ul PCR iiriinii ile 5 pl bromphenol blue
yiikleme tamponu yiiklenmistir. 1 saat siiresince 100 voltta yiiriitiiliip elde edilen

sonuglar jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmis ve kayit altina alinmustir.

3.11. %3’liik Agaroz Jelin Hazirlanmasi
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Enzim Kesimi (PCR-RFLP) islemi sonunda, kontrol islemi igin %3’liik
agaroz jel kullanilmistir. 4,5 g agaroz; 150 ml 0,5 X TBE igerisine ilave edilerek
mikrodalga firinda seffaflasincaya kadar isitilip, i¢ine ¢eker ocak altinda 12 pl
etidyum bromiir ilave edilerek tamami jel dokme setine dokiilmiis ve yiikleme
kuyulariin olugmasi i¢in tarak yerlestirilmistir. Jel katilagtiktan sonra kuyucuklardan
tarak cikarilarak, hazir olan agaroz jel, 0,5X TBE iceren elektroforez tankina
koyulmustur. Yiikleme kuyularindan ilkine 2 ul marker DNA, 1 pl 6X yiikleme boya
soliisyonu, 3 pl distile su karisimi; diger tiim kuyulara 10 pl amplifikasyon tiriinii ile
beraber 5 pl yiikleme tamponu bromphenol blue yiiklenmistir. 1,5 saat siireyle 80
voltta yiiriitiiliip elde edilen sonuglar jel goriintiileme sisteminde goriintiillenmis ve

kay1t altina alinmistir.
3.12. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Calismada kullanilan hayvanlardan alinan kanlardan fenol-kloroform yontemi
ile DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. 1,5’luk eppendorf tiiplere 750 pl kan
numunesi alinmistir. 750 pl TE buffer tiiplere eklendikten sonra 1 dakika boyunca
13000 rpm ’de santrifiijlenip slipernatan kism1 atilmistir. Elde edilen toplam volum 1
ml olacak sekilde TE buffer eklenmistir. Iml TE buffer ve numune karigimi vorteks
kullanilarak homojenize hale getirilmistir. Istenilen renk seviyesine elde edilene
kadar bu isle 3 kez tekrar edilmistir. En son yapilan yikama isleminden sonra ayrisan
ist kisim uzaklastirilmistir. Elde edilen iirtine 30 pl Proteinaz K, 80 ul SDS ve 90 ul
IM NacCl eklenmistir. Karisima TE buffer ilave edilerek son hacim 500 pl olarak
tamamlanmistir. Elde edilen izolasyon drnekleri 12 saat siire ile 56°C’de calkalamali
inkiibatorde bekletilmistir. 500 pl fenol-kloroform inkiibasyonun ardindan 6rneklere
ilave edilmis ve 2 dakika siire ile 500 rpm’de santrifiij islemi uygulanmistir. Bu
islemden sonra {iiste ¢gitkan DNA ipliginin bulundugu kisim temiz numune tiiplerine
aktarilmistir. Elde edilen DNA iceren kismin ¢okeltme islemi icin absolute etanol
ilave edilerek hacim 1,5 ml’ye tamamlanmistir. Bu karistm DNA go6riiniir hale
gelinceye kadar elde altiist edilmistir. Tekrar santrifiij islemi yapilip DNA
coktiirildiigiinde alkollii kisim tamamen geri almmistir. Tekrar 500 pl %70’lik
etanol eklenerek vorteks islemi yapilmistir. Sonrasinda 1 dakika siire ile 12000 rpm’

de 1 dakika santrifiij islemi yapilmis ve ihtiya¢ duyulmayan kisim atilmustir.
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Santrifiij islemi ile DNA ipligi ¢Okertilmistir. Etanolden arindirilarak kurutma
yapilmistir. 10 mM Tris tamponunda 500 pl ilave edilerek 1 saat siire ile 60°C ’de
beklenerek DNA izolasyonu islemi bitirilmistir (Powell, & Gannon 2002).
Spektrofotometre ile izolasyon islemi sonrasinda edilen DNA’larin saflik ve miktar
dlciimleri yapilmistir. Olgiim parametrelerinden miktar “ng/ul” olarak, saflik ise

“260/280 nm dalga boyundaki absorbans degeri” olarak degerlendirmeye alinmstir.

3.13. CAST geni S20T Polimorfizmi i¢in PCR Kosullar

50 pl’lik PCR karigimi1 hazirlanarak CAST geni ekzon 1C/D’de bulunan S20T
SNP’sini RFLP yontemiyle belirlemek i¢in PCR islemi yapilmaistir.

3.14. CAST geni S20T Polimorfizmi i¢in Olusturulan 50 pl PCR Karisim

> MgClz (25mM) 5ul

» 10x PCR Buffer 5ul

» Taq DNA polimeraz 0,5 ul
» F Primer (10 pmol) 1 ul

» R Primer (10 pmol) 1 ul

» dNTP mix (25mM) 1 ul

» Kalip DNA 3ul

» Distile su 33,5 ul

2

Eppendorf numune tiiplerine hazirlanan karistm Thermal Cycler ’a

yerlestirilmistir. Termal Cycler 1s1 dongiisii asagidaki sekildedir.

3.15. CAST geni S20T Polimorfizmi icin Hazirlanan PCR Is1 Dongiisii

> 94°0C 5dk

> 94°0C 30 sn

> 62°C 45sn | 32 Dongii
> 72°C 45 sn

> 72°C 5dk

> 4°0C Saklama
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3.16. CAST geni S20T Polimorfizmi Alul Restriksiyon RFLP islemi

PCR ile amplifiye olan 6rneklere jel goriintiileme islemi yapildiktan sonra

enzim kesimi islemi i¢in asagida sunulan mix hazirlanmistir.

» PCR iirlinii 10 pl
» Distile su 15 ul
> Alul 1l
» 10XBuffer R 5ul

Yukarida icerigi sunulan enzim karisimi Eppendorf numune tiipli icerisinde
hazirlananmistir. Karigimi bir siire vortekslenerek mikropipet yardimiyla 0,2’lik strip
tiiplere dagitilmistir. PCR iirlinlinden tizerine 10 pl ilave edilmistir. 16 saat siire ile
37°C’de inkiibasyon islemi yapilmistir. Enzim kesimi isleminden elde edilen son
tirtinler %3’liik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve goriintiileme islemi yapilmistir. Yiikleme
islemi i¢in jel icine tarak yerlestirilmistir. Olusan ylikleme kuyularidan birincisine 2
ul marker DNA, 1 pl 6X boya soliisyonu ve 3 pl distile sudan olusan karisim
yiiklenmistir. Kalan diger yiikleme kuyularina ise 10 pl amplifikasyon tirlinti ve 5 pl
bromphenol blue karistirilarak yiiklenmistir. 1,5 saat siiresince 80 voltta elektroforez
tankinda yiiriitiilmiistiir. Elde edilen sonuglar goriintiileme sisteminde izlenmistir.
Enzim kesimi islemi ile elde edilen bantlar dogrultusunda genotiplendirme

yapilmugtir.
3.17. LEP geni A80V Polimorfizmi icin PCR Kosullari

50 ul’lik PCR karisimi hazirlanarak LEP geninin 3. ekzonunda yer alan
A80V SNP’sini RFLP yontemiyle belirlemek i¢in PCR islemi yapilmistir.

3.18. LEP Geni A80V Polimorfizmi i¢in Olusturulan 50 pl PCR Karisim

> MgClz (25mM) 5ul
» 10x PCR Buffer Sul
» Taq DNA polimeraz 0,5 ul
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» F Primer (10 pmol) 1 ul
> R Primer (10 pmol) 1 ul
» dNTP mix (25mM) 1 ul
» Kalip DNA S5ul
» Distile su 31,5 ul

Eppendorf numune tiiplerine hazirlanan karisim  Thermal Cycler’a

yerlestirilmistir. Termal Cycler 1s1 dongiisii asagidaki sekildedir.

3.19. LEP Geni A80V Polimorfizmi I¢in Hazirlanan Thermal Cycler Ist

Dongiisii
> 940C 2 dk
> 94°C 30 sn
> 57°C 1dk |35 Dongii
> 72°C 30 sn
> 72°C 15 dk
> 4°C Saklama

3.20. LEP Geni A80V Polimorfizmi I¢in HphI Restriksiyon RFLP islemi

PCR ile amplifiye olan 6rneklere jel goriintiileme islemi yapildiktan sonra

enzim kesimi islemi i¢in asagida sunulan mix hazirlanmistir.

» PCR iiriinii 12 ul
> Distile su 15 pl
> Hphl 0,7 ul
» 10X Buffer R 2,5 ul

Yukarida icerigi sunulan enzim karisimi Eppendorf numune tiipii icerisinde
hazirlananmistir. Karisimi bir siire vortekslenerek mikropipet yardimiyla 0,2’lik strip
tiiplere dagitilmistir. PCR iirlinlinden {izerine 10 pl ilave edilmistir. 16 saat siire ile
37°C’de inkiibasyon islemi yapilmistir. Enzim kesimi isleminden elde edilen son
tirtinler %3’liik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve goriintiileme islemi yapilmistir. Yiikleme
islemi i¢in jel icine tarak yerlestirilmistir. Olusan ylikleme kuyularidan birincisine 2
pul marker DNA, 1 pl 6X boya soliisyonu ve 3 pl distile sudan olusan karisim
yiiklenmistir. Kalan diger yiikleme kuyularina ise 10 pl amplifikasyon tirlinti ve 5 pl
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bromphenol blue karistirilarak yiiklenmistir. 1,5 saat siiresince 80 voltta elektroforez
tankinda yiiriitiilmiistiir. Elde edilen sonuglar goriintiileme sisteminde izlenmistir.
Enzim kesimi islemi ile elde edilen bantlar dogrultusunda genotiplendirme

yapilmustir.
3.21. GHR geni S555G Polimorfizmi i¢cin PCR Kosullari

GHR geninin 10. ekzonunda bulunan S555G SNP’sini RFLP yontemiyle
belirlemek i¢in PCR islemi yapilmustir.

3.22. GHR Geni S555G Polimorfizmi icin Hazirlanan 50 ul’lik PCR Mixi

> MgClz (25mM) 5ul

> 10x PCR Buffer Sul

» Taq DNA polimeraz 0,7 ul
» F Primer (10 pmol) 1 ul

» R Primer (10 pmol) 1 ul

» dNTP mix (25mM) 1 pl

» Kalip DNA 3ul

> Distile su 33,3 ul

Eppendorf numune tiiplerine hazirlanan karistim Thermal Cycler’a

yerlestirilmistir. Termal Cycler 1s1 dongiisii asagidaki sekildedir.

3.23. GHR geni S555G Polimorfizmi PCR Protokolii

> 950C 5dk

> 94°C 45 sn

> 530C 30sn | 35 Déngii
> 72°C 50 sn

> 72°C 5dk

> 4°C Saklama

3.24. GHR Geni S555G Polimorfizmi icin Alul Restriksiyon RFLP Islemi
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PCR ile amplifiye olan &rneklere jel goriintiileme islemi yapildiktan sonra

enzim kesimi islemi i¢in asagida sunulan mix hazirlanmistir.

» PCR iiriinii 10 pl
> Distile su 7,5 ul
> Alul 0,5 pl
> 10X Buffer 2 ul

Yukarida igerigi sunulan enzim karisimi Eppendorf numune tiipii igerisinde
hazirlanmistir. Karigimi bir siire vortekslenerek mikropipet yardimiyla 0,2’lik strip
tiiplere dagitilmistir. PCR iirlinlinden {izerine 10 pl ilave edilmistir. 16 saat siire ile
37°C’de inkiibasyon islemi yapilmistir. Enzim kesimi isleminden elde edilen son
tirtinler %3’liik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve goriintiileme islemi yapilmistir. Yiikleme
islemi igin jel igine tarak yerlestirilmistir. Olusan yiikleme kuyularindan birincisine 2
ul marker DNA, 1 pl 6X boya soliisyonu ve 3 pl distile sudan olusan karigim
yiiklenmistir. Kalan diger yiikleme kuyularina ise 10 pl amplifikasyon tiriinti ve 5 pl
bromphenol blue karistirilarak yiiklenmistir. 1,5 saat siiresince 80 voltta elektroforez
tankinda yiiriitiilmiistiir. Elde edilen sonucglar goriintiileme sisteminde izlenmistir.
Enzim kesimi islemi ile elde edilen bantlar dogrultusunda genotiplendirme

yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Laboratuvar Bulgulari

4.2. DNA lzolasyonu

YK 1rk1 50 bas ve DAK 50 bas sigirdan EDTA ’11 tiiplere alinan 5 ’er ml kan
numunelerinden DNA izolasyon islemi yapilmistir. Izolasyonu sonucunda elde
edilen DNA oOrneklerinin saflik ve miktarlar1 spektrofotometre (NanoDrop) ile
Olcimii  yapilmistir. Elde edilen sonuglarda; DNA’larin  safliklart  1,72-1,87
(260/280), miktari ise; 92-272 ng/ml, araliginda ol¢tilmiistiir.

4.3. CAST- S20T Polimorfizmi

CAST geni S20T polimorfizmini belirlemek amaciyla dncelikle PCR islemi
uygulanmistir. PCR sonucu elde edilen 624 bg’lik iirlinler agaroz jelde (%2)
gorlintiillemeye alinmistir. Elde edilen bazi sonuclara ait agaroz jel goriintiisii
asagida verilmistir (Sekil 4). PCR’dan elde edilen son iiriinlere RFLP islemi ile Alul
enzim kesimi islemi uygulanmistir. Genotiplendirme enzim kesimi islemi sonuglar
ile yapilmistir. Enzim kesimi islemini takiben elde edilen orneklerin agaroz jelde
(%3) gorintiileri alinmistir (Sekil 5). Elektroforez sonrasi agaroz jelde beklenilen

bantlarin degerlendirilmesi sonucu elde edilecek genotipler su sekildedir;

CC: 474 baz cifti biiyiikliigiinde 1 bant

GG: 324 baz ¢ifti biiyiikliigiinde 1 bant

GC: 474 baz ¢ifti, 324 baz ¢ifti bilyiikliiginde 2 bant
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Sekil-4. CAST geni S20T polimorfizmine ait 624 baz ¢ift’lik PCR {iriiniiniin agaroz jel (%2)
gorintiisii. M: Marker, Siitun 1-10: YK sigirlara ait PCR goriintiisii, Siitun 11-18: DAK sigirlara ait
PCR gortintiisii.

12 13 14 15 16 17
el N o .

474 bg 474 bg 474 bg

w05

300 bg 324 bg 324 by
200 bg
100 bg

Sekil-5. CAST genine ait S20T polimorfizminin RFLP yontemiyle Alul enzim kesimi islemi
sonucunda agaroz jelde (%3) elde edilen goriintii. M: Marker, Siitun 1-3, 7-10, 12-17: YK k1 bireyler
CC homozigot 474 bg biiyiikliigiinde 1 bant. Siitun 4, 5, 6: YK wrki bireyler heterozigot GC: 474 bg,
324 bg biiyiikligiinde 2 bant. Stitun 18, 19, 22: DAK bireyler heterozigot GC: 474 bg, 324 be
biiyiikliigiinde 2 bant. Siitun 20: DAK birey homozigot CC 474 bg biiyiikligiinde tek bant. Stitun 21:

DAK birey homozigot GG: 324 bg biiyiikliigiinde tek bant gdzlenmistir.
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4.4. GHR- S555G Polimorfizmi

GHR geni S555G polimorfizmini belirlemek amaciyla oncelikle PCR islemi
uygulanmistir. PCR sonucu elde edilen 342 baz ciftlik iirlinler agaroz jelde (%2)
goriintiilemeye alinmistir. Elde edilen bazi sonuglara ait agaroz jel goriintiisii asagida
verilmistir (Sekil 6). PCR’dan elde edilen son iiriinlere RFLP islemi ile Alul enzim
kesimi iglemi uygulanmistir. Genotiplendirme enzim kesimi islemi sonuglar ile
yapilmustir. Enzim kesimi islemini takiben elde edilen 6rneklerin agaroz jelde (%3)
goriintlileri elde edilmistir (Sekil 7). Elde edilen bantlarin degerlendirilmesinde su

kriterler dikkate alinmistir;

GA: 191 bg, 151 bg, 101 bg, 50 bg biiytikliigiinde 4 bant
GG: 191 baz ¢ifti, 151 baz ¢ifti biliyiikligiinde 2 bant

AA: 191 baz cifti, 101 baz cifti, 50 baz ¢ifti biiyiikliigiinde 3 bant

9 10 441 42 43 14 15 16 _NC

- ——— - -——

400 bg
300 bg
200 bg

100 bg

Sekil-6. GHR geni S555G polimorfizmine ait 342 baz ¢ift’lik PCR iirliniiniin agaroz jel (%2)
gorintiisii. M: Marker, Siitun 1-8: YK sigirlara ait PCR goriintiisii, Stitun 9-16: DAK sigirlara ait PCR

gorlntist.
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300 bg 191 bg 191 bg 191 bg 191 bg . 191bc 191 be

11’05‘33% " 151bg 151 bg 151 bg 151bg
100 bg 101 bg 101 bg 101 bg 101 bg

50 bg 50 bg 50 bg 50 bg 50 bg

Sekil-7. GHR genine ait S555G polimorfizminin RFLP yontemiyle Alul enzim kesimi iglemi
sonucunda agaroz jelde (%3) elde edilen goriintii. M: Marker, Siitun 1-5: YK 1rki bireyler homozigot
GG: 191 bg, 151 bg biiyiikliigiinde 2 bant. Siitun 2-4-6: YK 1rk1 bireyler heterozigot AG: 191 bg, 151
be, 101 bg, 50 be biiytikliigiinde 4 bant. Siitun 3: YK irki bireyler homozigot AA: 191 bg, 101 bg, 50
b¢ biiyiikliiginde 3 bant. Siitun 7-9-10-11-12: Dogu Anadolu Kirmuzisi irki bireyler bireyler
heterozigot AG: 191 bg, 151 bg, 101 bg, 50 bg biiyiikliigiinde 4 bant. Siitun 8: DAK birey heterozigot
GG: 191 bg, 151 be biiyiikliigiinde 2 bant. Siitun 11: DAK birey homozigot homozigot AA: 191 bg,

101 bg, 50 be biiyiikliigiinde 3 bant gézlenmistir.

4.5. LEP- A80V Polimorfizmi

LEP geni 140-C/T polimorfizmini belirlemek amaciyla 6ncelikle PCR iglemi
uygulanmistir. PCR sonucu elde edilen 458 bg’lik iiriinler agaroz jelde (%2)
goriintillemeye alinmistir. Elde edilen bazi sonuclara ait agaroz jel goriintiisi
asagida verilmistir (Sekil 8). PCR’dan elde edilen son iiriinlere RFLP islemi ile Hphl
enzim kesimi iglemi uygulanmistir. Genotiplendirme enzim kesimi iglemi ile elde
edilen DNA parcalarinin goriintiileri ile yapilmistir. Enzim kesimi islemini takiben
elde edilen 6rneklerin agaroz jelde (%3) goriintiileri alinmistir (Sekil 9). Jel sonuglar

su sekilde degerlendirilmistir;
CC: 458 baz ¢ifti biiyiikliiglinde 1 bant
TT: 311 baz cifti, 147 baz cifti biiyiikliigiinde 2 bant

CG: 458 baz cifti, 311 baz ¢ifti, 147 baz ¢ifti biiyiikliiglinde 3 bant
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500 bg
400 bg

300 bg
200 bg

100 bg

Sekil-8. LEP geni A80V polimorfizmine ait 458 baz ¢ift’lik PCR {irliniiniin agaroz jel (%2)
gorintiisii. M: Marker, Siitun 1-7: YK sigirlara ait PCR goriintiisii, Stitun 8-13: DAK sigirlara ait PCR

goruntisii.

400 bg
300 bg
200 bg

100 bg

Sekil-9. LEP genine ait A80V polimorfizminin RFLP yontemiyle Hphl enzim kesimi islemi
sonucunda agaroz jelde (%3) elde edilen goriintii. M: Marker, Siitun 1-5 YK ve DAK 1rk1 bireyler TT
homozigot 311 baz ¢ifti,147 baz cifti bilyiikliigiinde 2 bant olarak goriintiilenmistir.

4.6. Genotip ve Alel Frekanslari

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, 50 bag YK ve 50 bag DAK 1rkindan olmak
iizere toplam 100 bas sigir CAST, GHR ve LEP genlerine ait ii¢ polimorfizm i¢in
PCR-RFLP yontemi ile genotiplendirilerek belirlenen genotipik varyasyon irka 6zgii
ve toplam popiilasyon diizeyinde degerlendirilmistir. Gozlenen genotip ve alel

frekanslari, Tablo 2 ve 4 ’te sunulmustur.

Genotiplendirme sonucunda CAST geni S20T polimorfizmi ve GHR geni

S555G polimorfizmi igin her ii¢ genotipin de incelenen popiilasyonda mevcut oldugu
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belirlenmistir. LEP geni A80V polimorfizminde ise CC ve heterozigot genotip

gozlenmemistir.

CAST geni S20T polimorfizminde, YK sigirlarda genotipik frekanslar CC,
GC ve GG genotipleri i¢in sirastyla %56, %40ve %4 olarak hesaplanmistir. Yerli
Kara rkinda GG genotipi tasiyan hayvan sayisi sadece 2’dir. Bu frekanslar, DAK
irkinda i1se CC, GC ve GG genotipleri icin sirastyla %26, %40 ve %34 olarak
belirlenmistir. Tiim popiilasyondaki genotipik frekanslar géz oniine alindiginda CC,
GC ve GG frekanslar sirastyla %41, %40 ve %19’dur. Alelik frekanslar bakimindan
daha yaygin alelin YK wkinda C (0,76); DAK sigirlarda ise G (0,56) oldugu

belirlenmistir. Tiim popiilasyonda ise baskin alel C (0,61) olarak belirlenmistir.

Tablo 2. CAST- S20T polimorfizmine ait genotip ve alellerin frekanslar:.

CAST
Genotip frekansi, % * Alel frekansi
Irk cc GC GG C G
Yerli Kara 56 (28) 40 (20) 4(2) 0,76 0,24
Dogu Anadolu Kirmizist 26 (13) 40 (20) 34 (17) 0,44 0,56
Toplam 41 (41) 40 (40) 19 (19) 0,61 0,39

GHR geni S555G polimorfizminde, YK sigirlar igin AA, AG ve GG
genotiplerine ait frekanslar sirasiyla %38, %56 ve %6 olarak hesaplanmistir. Bu irkta
GG genotipi tagiyan sadece 3 hayvan bulunmaktadir. DAK 1rkinda genotipik frekans
dagiliminin daha dengeli oldugu goriilmiis ve AA, AG ve GG genotip frekanslarinin
sirastyla %36, %38 ve %26 oldugu belirlenmistir. Tiim popiilasyonda ise frekanslar,
AA, AG ve GG genotipleri icin %37, %47, ve %32’dir. Alelik frekanslar géz 6niine
alindiginda A alelinin hem 1rka 6zgii degerlendirmede hem de tiim popiilasyonda
daha baskin oldugu goriilmiistiir. Bu baglamda A alel frekansi, YK ve DAK 1rki
sigirlarda sirasiyla 0,66 ve 0,55°tir. Tiim popiilasyonda ise bu frekans 0,61 olarak

hesaplanmastir.
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Tablo 3. GHR - S555G polimorfizmine ait genotip ve alellerin frekanslari.

GHR
irk Genotip frekansi, % * Alel frekansi
AA GA GG A G
Yerli Kara 38 (19) 56 (28) 6 (3) 0,66 0,34
Dogu Anadolu Kirmizist 36 (18) 38 (19) 26 (13) 0,55 0,45
Toplam 37 (37) 47 (47) 32 (16) 0,61 0,39

LEP geni A80V polimorfizmi igin tez kapsaminda genotiplendirilen tiim
hayvanlarin TT genotpini tasidig1 belirlenmistir. Dolayisiyla incelenen popiilasyonda

T alelinin sabit oldugu gézlenmistir.

Tablo 4. LEP — A80V polimorfizmine ait genotip ve alellerin frekanslari

LEP
Genotip frekansi, % * Alel frekansi
Irk TT CT cC T C
Yerli Kara 100 (50) 0 0 100 0
Dogu Anadolu Kirmizist 100 (50) 0 0 100 0
Toplam 100 (100) 0 0 100 0

4.7. Popiilasyon Genetigi Parametreleri

Calismada CAST, GHR ve LEP gen polimorfizmlerine ait genotip ve alel
frekanslarinin ~ belirlenmesini takiben veriler popiilasyon genetigi acisindan
degerlendirilmistir. Bu baglamda Hardy-Weinberg dengesine uyumluluk ve He, Ho,
Ne, PIC ve Fi parametreleri YK ve DAK 1rklarina 6zgii ve ayrica tim popiilasyon

bakimindan incelenmistir (Tablo 5 ve 6).

Calismada degerlendirilen CAST -S20T ve GHR -S555G polimorfizmleri i¢in
YK ve DAK ki sigirlarda genotipik dagilimin HWE’ye uyumlu oldugu
belirlenmistir. Benzer sekilde tiim popiilasyonda her iki polimorfizm i¢in de HWE’ye
uyum goriilmiistiir. Popiilasyon genetigi parametrelerinin, YK sigirlarda hem CAST
hem de GHR genleri i¢cin DAK 1irkina gore daha disiik seviyede oldugu
belirlenmistir. Bu baglamda CAST geni i¢in Yerli Kara sigirlarda hesaplanan He, Ne,
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PIC, Fi parametreleri sirasiyla 0,3648, 1,5743, 0,2983 ve 0,4517°dir. Bu parametreler
DAK 1rkinda ise 0,4928, 1,9716, 0,3714 ve 0,5941 olarak hesaplanmistir. GHR
geninde He, Ne, PIC ve Fi parametreleri YK sigirlarda sirasiyla 0,4488, 1,8142,
0,3481 ve 0,3761; DAK 1rkinda ise sirasiyla 0,4950, 1,9842, 0,3725 ve 0,6161 olarak
hesaplanmistir. Dolayisiyla, GHR S555G polimorfizmi i¢in DAK 1rkinda hesaplanan
popiilasyon genetigi parametrelerinin YK sigirlara gore daha yiiksek seviyede oldugu
belirlenmistir. Tiim popiilasyon agisindan degerlendirildiginde segilen genetik
belirtegclerde kabul edilebilir diizeyde bir varyasyonun oldugu goriilmiistiir. Bu
baglamda CAST geni icin He, Ne, PIC, Fi parametreleri sirastyla 0,4758, 1,9077,
0,3626 ve 0,1593; GHR geni igin ise bu parametreler 0,4758, 1,9077, 0,3626 ve
0,0121 olarak hesaplanmistir. Arastirma kapsamindaki YK ve DAK 1irki sigirlarda
LEP A80V polimorfizmininin monomorfik olmasi nedeniyle poiilasyon genetigi

parametreleri hesaplanamamustir.

Tablo 5. CAST- S20T polimorfizmine ait genotip ve alellerin frekanslari ile Hardy-Weinberg
dengesine uyumlulugu.

CAST

Irk He Ho Ne PIC Fi Lokus HWE testi
Yerli Kara 0,3648 0,6352 1,5743 0,2983 0,4517 P>0.05
Dogu Anadolu 0,4928 0,5072 1,9716 0,3714 0,5941 P>0.05
Kirmizist
Toplam 0,4758 0,5242 1,9077 0,3626 0,1593 P>0.05

He: Heterozigotluk; Ho: Homozigotluk, Ne: Efektif alel sayisi; PIC: Polimorfizm bilgi i¢cerigi; Fi: Fiksasyon indeksi; HWE:
Hardy-Weinberg esitligi

Tablo 6. GHR- S555G polimorfizmine ait genotip ve alellerin frekanslari ile Hardy-Weinberg
dengesine uyumlulugu.

GHR

Irk He Ho Ne PIC F Lokus HWE testi
Yerli Kara 0,4488 0,5512 1,8142 0,3481 0,3761 P>0.05
Dogu Anadolu 0,4950 0,5050 1,9842 0,3725 0,6161 P>0.05
Kirmizisi
Toplam 0,4758 0,5242 1,9077 0,3626 0,0121 P>0.05

He: Heterozigotluk; Ho: Homozigotluk; Ne: Efektif alel sayisi; PIC: Polimorfizm bilgi icerigi; Fi: Fiksasyon indeksi; HWE:
Hardy-Weinberg esitligi
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5. TARTISMA ve SONUC
5.1. CAST- S20T Polimorfizmi

YK 1irkinda yapilan bu ¢alismada ekzon 39°da bulunan CAST geni S20T
polimorfizminde bulunan CC, GC ve GG genotipleri sirasiyla %56, %40 ve %4
olarak tespit edilmistir. DAK 1rkinda ise CC, GC ve GG genotiplari sirasiyla %26,
%40 ve % 34 olarak tespit edilmistir. GG genotipi YK ’larda en diisiik frekansa sahip
oldugu belirlenmis ve bu genotipi tasiyan hayvan sayist 4 olarak tespit edilmistir.
DAK’ta ise GG genotipini tasiyan hayvan sayist 34 olarak belirlenmistir. YK’larda
en yliksek frekansa CC genotipi sahip olurken DAK’ta en yiiksek frekans %40 ile
GC genotipine sahip bireyler oldugu tespit edilmistir. Bu popiilasyonda C ve G alel
frekanslarmin YK’da 0,76 ve 0,24 oldugu DAK’ta ise 0,44 ve 0,56 oldugu
belirlenmigtir. YK’larda bu polimorfizmde homozigot hayvanlar en yiiksek frekansa
sahip olurken, DAK’larda heterozigot hayvanlar en yiiksek frekansa sahip
bulunmusglardir. 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada Holstayn, Polish Red, Angus,
Sarole ki sigirlarda CC genotipinin en yiiksek frekansta oldugu saptanmistir
(Juszczuk-Kubiak ve ark., 2004). Holstayn irk1 sigirlarda yapilan diger bir ¢alismada
ise CAST- S20T polimorfizminde GG genotipinin tespit edilmedigi bildirilmistir
(Yousefi, & Azari, 2012). Fakat s6zii gegen bu ¢alismalarda popiilasyondaki birey
sayist oldukg¢a diisiik olup, genotiplendirmedeki frekans farkliliginin bu nedenle
meydana geldigini diisiindliirmektedir. Birbirinden farkli caligmalarda farkli sigir
irklarindan olusan popiilasyonlarda yapilan c¢aligmalarda elde edilen sonuglar ile
yukarida sozii gegen ¢aligsmalar arasinda birbirine benzer sonuglar elde edilmis ve C
alel frekansi yiiksek saptanmistir. 2006 yilinda Simental 1rk1 sigirlar iizerinde yapilan
bir ¢alismada tiim bunlardan farkli olarak G alel frekans1 C alel frekansina oranla
daha yiiksek tespit edilmistir (Schenkel ve ark., 2006). 81 adet biiyiik bas Simental
k1 s1gir bulundugu bir popiilasyonda yapilan ¢alismada CC, GC ve GG genotip
frekanslar1 sirasiyla 0,222, 0,654 ve 0,123 olarak hesaplanmistir (Ardigli, Dingel,
Samli, & Balci, 2017a). Yine ayn1 yil ayn1 arastirmacilar tarafindan Holstayn 1rki 400
hayvandan olusan popiilasyonda yapilan bir ¢aligmada ise CC, GC ve GG genotip
frekanslar1 sirasiyla 0,312, 0,520 ve 0,167 olarak hesaplanmistir (Ardighi, Samls,
Dingel, Soyudal, & Balci, 2017b). Yine 296 bas Holstayn irki sigirlardan olusan bir
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popiilasyonda yapilan arastirmada ise CC, GC ve GG genotiplerine ait frekanslar
strastyla 0,304, 0,527 ve 0,169 olarak hesaplanmis olup, C alel frekans1 0,57, G alel
frekanst ise 0,43 hesaplanmustir (Ardigh ve ark., 2019) (Tablo-7). Tiim bu verilerden
yola ¢ikilarak daha giivenilir sonuglarin, ancak ¢alisma yapilan popiilasyonlardaki

birey sayis1 arttig1 zaman elde edilebilecegi sonucuna varilmistir.

Tablo 7. Bu tez ¢alismasinda tespit edilen CAST- S20T polimorfizminin genotip ve alel frekanslarinin

benzer ¢aligmalar ile karsilastiriimast.

Calismadaki
Genotip frekanslari Alel frekanslari
N Referans
Irklar
CcC GC GG C G
Yerli Kara 50 0,56 0,40 0,04 0,76 0,24 Bu tez ¢aligmasi
DAK 50 0,26 0,40 0,34 0,44 0,56 Bu tez galigmasi
Holstayn 296 0,304 0,527 0,169 0,57 0,43 Ardigh ve ark., 2019
Holstayn 50 0,46 0,54 0 0,77 0,23 Yousefi ve Azari 2008
Holstayn 400 0,312 0,520 0,167 - - Ardigh ve ark., 2017b
Simental 81 0,222 0,654 0,123 - - Ardigh ve ark., 2017a
Holstayn 84 0,37 0,42 0,21 0,58 0,42
Angus 9 0,89 0,11 - 0,93 0,07
Hereford 8 0,50 0,50 - 0,75 0,25 Juszezuk-Kubiak ve
Limuzin 10 0,60 0,30 0,10 0,75 025 R
Polish Red 7 0,57 0,14 0,29 0,64 0,36 b
Simental 9 0,33 0,56 0,11 0,61 0,39
Sarole 12 0,83 0,13 - 0,58 0,42
Sarole 8 - - - 0,69 0,31
Limuzin 28 - - - 0,73 0,27
Simantai 33 - - - 0.36 0.64 Schenkel ve ark., 2006
Angus 12 - - - 0,62 0,38
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5.2. GHR- S555G Polimorfizmi

Bu c¢alismada kullanilan irklardan YK’da GHR geni ekzon 10’da bulunan
S555G polimorfizmi AA, GA, GG genotiplerine ait frekanslar1 AA: 0,38, Ga:0,56 ve
GG:0,06 olarak tespit edilmistir. DAK’ta ise AA: 0,36, GA:0,38 ve GG:0,26 olarak
tespit edilmistir. Calismadaki YK 1rk1 sigirlarda GG genotipinde yalnizca 3 birey
tespit edilmistir. Buna karsilik DAK bireyler arasinda 13 tanesinin GG genotipinde
oldugu tespit edilmistir. Yine YK 1rki sigirlarda 19 birey AA genotipi tasirken DAK
’da ise bu say1 18 olarak tespit edilmistir. GHR geni S555G polimorfizmine ait A ve
G alel frekanslan Yerli Kara irkinda 0,66 ve 0,34 hesaplanmis olup, DAK 1rkinda ise
0,55 ve 0,45 olarak hesaplanmistir. Bu sonuc¢lardan goriildiigii tizere YK’larda A alel
frekansinin hayli yiiksek oldugu fakat DAK’ta A alel frekansi ile G alel frekansi
arasinda 0,10’luk bir fark oldugu tespit edilmistir. Hem YK’larda hem de DAK’larda
heterozigot olan GA genotipindeki bireyler homozigot bireylerden sayisal olarak
istiinliilk gostermistir. Ayrshire wrkinda yapilan bir ¢alismada bu tez ¢aligmasi
bulgularinin aksine A alel frekansinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Viitala ve
ark., 2006). Yine Piemontose irki sigirlarda yapilan bir ¢alismada A alel frekans1 G
alel frekansina oranla diisiik tespit edildigi bildirilmistir (Ribeca ve ark., 2010).
Piemontese 1rkinda gergeklestirdikleri ¢alismada ise bu g¢alismadan elde edilen
sonuclarin aksine A alel frekansinin daha diisiik frekansa sahip oldugu bildirilmistir.
GHR geni S555G polimorfizmi frekanslarda gozlenen bu farkliliklarin yetistirme
etkileri ve 1k faktoriinden kaynaklanmaktadir. Yine GHR geni S555G polimorfizmi
tizerine Sarole ve Angus 1rki sigirlarda yapilan bir calismada; A alel frekansi, Sarole
X Angus melezlerinde ve saf Sarole irki bireylerde 0,65 Angus bireylerde ise 0,80
hesaplanmis olup bu calismada A alel frekansi yiiksek bulunmustur (Sherman ve
ark., 2008). 81 adet Simental irki sigirin bulundugu bir popiilasyonda yapilan
calismada AA, AG ve GG genotip frekanslan sirasiyla 0,641, 0,148, ve 0,299
olarak hesaplanmistir (Ardigli ve ark., 2017a). Yine ayni yil ayni arastirmacilar
tarafindan Holstayn 1rk1 400 hayvandan olusan popiilasyonda yapilan bir ¢alismada
ise AA, AG ve GG genotip frekanslar1 sirasiyla 0,635, 0,250 ve 0,115 olarak
hesaplanmistir (Ardigli ve ark., 2017b). Yine 296 bas Holstayn 1rk1 sigirlardan olusan
bir popiilasyonda yapilan arastirmada ise AA, AG ve GG genotiplerine ait frekanslar
sirastyla 0,662, 0,229 ve 0,109 olarak hesaplanmis olup, G alel frekans1 0,22, A alel
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frekanst ise 0,78 hesaplanmistir (Ardich ve ark., 2019). Tablo 8’de farkli sigir

popiilasyonlarinda yapilan GHR-S555G  polimorfizmine ait

verilmistir.

Tablo 8.

frekanslarinin benzer ¢alismalar ile karsilastirilmasi.

alel frekanslari

Bu tez caligmasinda tespit edilen GHR- S555G  polimorfizminin genotip ve alel

incelenen wrklar Genotip frekanslari Alel frekanslari
N Referans
AA AG GG A G
Yerli Kara 50 0,38 0,56 0,06 0,66 0,34 Bu tez ¢aligmasi
DAK 50 0,36 0,38 0,26 0,55 0,45 Bu tez galigmasi
Holstayn 296 0,662 0,229 0,109 0,78 0,22 Ardich ve ark., 2019
Holstayn 315 0,92 0,07 0,01 0,95 0,05  [EEEEE VB EILS,
2008
Holstayn 848 0,78 0,21 0,01 - - Waters ve ark., 2011
Holstayn 400 0,635 0,250 0,115 - - Ardigh ve ark., 2017b
Bos taurus melezleri 130 - - - 0,58 0,42 Reardon ve ark., 2010
Simental 477 - - - 0,58 0,42 Chessa ve ark., 2015
Piemontese 1208 - - - 0,38 0,62 Ribeca ve ark., 2010
Simental 81 0,641 0,148 0,209 - - Ardigh ve ark., 2017a
. Di Stasio ve ark.,
Piemontese 213 - - - 0,49 0,51 2005
Sarole - - - 0,65 0,35
Sarole x Angus 464 - - - 0,65 0,35 Sherman ve ark., 2008
Angus - - - 0,80 0,20
Ayrshire 1528 - - - 0,13 0,87 Viitala ve ark., 2006
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5.3. LEP- A80V Polimorfizmi

Yapilan bu tez calismasinda LEP geni ekzon 3’te bulunan A80V
polimorfizminde TT, CT, CC genotiplerine ait frekanslar incelenmistir. Calisma
sonucunda hem YK 1rki sigirlarda hem de DAK 1rki sigirlarda TT genotipi frekansi
%100 hesaplanmis olup CT ve CC genotipinde birey saptanmamistir. LEP geni
A80V polimorfizminde bireylerin tamaminin TT genotipinde olmas1 dikkat ¢ekicidir.
LEP geni A80V polimorfizmine ait T ve C alellerinin frekanlar1t %100 ve %0
hesaplanmistir. Calisgma yapilan YK ve DAK wklarda T alel frekansinin %100
olmasi ilgi ¢ekicidir. 100 adet Nellore irki sigirinda yapilan bir calismada, bu
polimorfizmde T alel frekansi %85 C alel frekanst %15 hesaplanmistir. Ayni
calismada CC genotipine sahip birey gozlenmemis olup TT genotipindeki bireylerin
frekans1 0,70 hesaplanmistir (Silva ve ark., 2014). Ulkemizde Giiney GAK ve Boz
irkta T alel frekanst 0,89 DAK’ta ise 0,86 olarak hesaplanmistir. CC fenotipindeki
bireylerin frekansi Gak, Boz Irk ve DAK’ta sirasiyla 0,05, 0,03, 0,05 olarak
hesaplanmistir. Bu calismada da TT genotipindeki bireylerin sayisal iistiinliigii s6z
konusudur (Oztabak ve ark., 2010) Ote yandan bu tez ¢alismasinda elde edilen
sonuclarin aksine; 255 bireyin bulundugu Holstayn 1rki sigirlarda yapilmis olan bir
calismada TT genotipinin frekanst 0,02 hesaplanirken T alel frekanst 0,22
hesaplanmistir (Giblin ve ark., 2010). Ayn1 sekilde 255 bireyli Holstayn k1 sigir
poplilasyonunda gergeklestirilen diger bir ¢alismada da TT genotip frekansi 0,02
hesaplanirken T alel frekansi 0,22 olarak hesaplanmistir (Yazdani, Rahmani, Edris,
& Dirandeh, 2013). 81 adet Simmental irk1 sigirin bulundugu bir popiilasyonda
yapilan ¢alismada CC, CT ve TT genotip frekanslari sirasiyla 0,086, 0,382 ve 0,53
olarak hesaplanmistir (Ardigh ve ark., 2017a). Yine ayni yil ayni arastirmacilar
tarafindan Holstayn irk1 400 hayvandan olusan popiilasyonda yapilan bir ¢alismada
ise CC, CT ve TT genotip frekanslar1 sirasiyla 0,148, 0,202 ve 0,650 olarak
hesaplanmistir (Ardigh ve ark., 2017b). Yine 296 bas Holstayn 1rk1 sigirlardan olusan
bir popiilasyonda yapilan arastirmada ise CC, CT ve TT genotiplerine ait frekanslar
strastyla 0,145, 0,152 ve 0,703 olarak hesaplanmis olup, C alel frekans1 0,22, A alel
frekansi ise 0,78 hesaplanmistir (Ardigh ve ark., 2019). (Tablo 9) Bu polimorfizmin
frekanslarinda olusan farkliliklarin ik farliliklarinin yaninda yetistirme metotlar1 ve

cografi bolgeden etkilendigini diisiindlirmektedir.
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Tablo 9. Bu tez ¢alismasinda tespit edilen LEP- A80V polimorfizminin genotip ve alel frekanslariin

benzer ¢alismalar ile karsilastirilmasi.

incelenen irklar Genotip frekanslari Alel frekanslar:
N Referans
cC CT TT C T
Yerli Kara 50 0 0 100 0 100 Bu tez Calismasi
DAK 50 0 0 100 0 100 Bu tez Calismast
Holstayn 400 0,148 0,202 0,650 - - Ardigh ve ark., 2017b
Holstayn 296 0,145 0,152 0,703 0,22 0,78 Ardigli ve ark., 2019
Holstayn 323 0,58 0,34 0,08 - - Liefers ve ark., 2003
Holstayn 860 - - - 0,76 0,24 Kulig 2005
Holstayn 845 0,49 0,44 0,07 - - Giblin ve ark., 2010
Holstayn 255 0,59 0,39 0,02 0,78 0,22 Yazdani ve ark., 2013
Holstayn x Sarole 169 022 0,59 0,19 0,53 0,47 Lago”'gégg’ Bk,
Limousin 129 0,54 0,39 0,07 - - Kulig ve Kmiec 2009
Simental 81 0,086 0,382 0,53 - - Ardigh ve ark., 2017a
Jersey 181 0,52 0,40 0,08 0.73 0,27 MBS,
2010
< Cheong ve ark.,
Kore Sigir1 434 - - - 0,94 0,06 2006
Da Silva ve ark.,
Nellore 2162 - - - 0,999 0,001 2012
Nellore 100 0 0,30 0,70 015 085 IR ES
’ ' ’ ! 2014
GAK" 40 0,05 0,12 0,83 0,11 0,89 Oztabak ve ark.,
Boz Irk 40 0,03 0,17 0,80 0,11 0,89 2010
DAK" 40 0,05 0,17 0,78 0,14 0,86
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5.4. Sonug

Genetik c¢esitlilik bir iilkenin zenginligi acgisindan en 6nemli unsurlardan
biridir (Cobanoglu, & Ardigh, 2022). Tirkiye YK, DAK, GAK, Boz Irk, Zavot,
Yerli Gliney Sarist olmak iizere 6 farkli yerli irk ile diinya sigir irklar1 genetik
kaynaklarina katkida bulunur (Demir, Karsli, & Balcioglu, 2021). Bu irklar arasinda
DAK vyetistiriciligi Erzurum ve Kars illerinde sinirli kalmistir (Demir ve ark., 2021).
YK 1rki ise Orta Anadolu’dan koken almakta olup, iilkenin geneline yayilmistir
(Demir ve ark., 2021). Son yillarda uygulanan ithalat politikalarmnin, yerli irklar
tizerinde dnemli derecede olumsuz etkileri olmustur. Yerli sigir irklarindaki major
genlerdeki molekiiler yap1 irklarin hastaliklara karsi dirence ve ¢evre kosullarina
direncinde énemli etkisi vardir. Diger yandan Anadolu’nun yerli irklari; evciltilen ilk
sigirlar ile birincil derecede akrabaliklarinin olmasi sebebiyle gen kaynaklarinin
korunmasi agisindan &nem arz etmektedir (Ozsensoy, Kurar, Dogan, Bulut, &
Nizamlioglu, 2019). Ozellikle ¢iftlik hayvanlarinda fenotipik degerlendirmeye
dayandirilan, tamamen verim odakli ¢aligmalar verim yoniinden diisiik olan yerli
wklarin g6z ardi edilmesine sebep olmustur. Ancak yerli irklar genetik
biyogesitliligin en Onemli bilesenlerindendir. Bu durum bir¢cok irkin diinyaya
gelmesine fakat yerli gen kaynaklarmmin da yok olma tehlikesiyle karsi karsiya
kalmasma sebep olmustur (Cobanoglu, & Ardigh, 2022). Son yillarda pek g¢ok
konuda oldugu gibi diinyada bazi arastirma proje ve c¢alismalarinda yerli irklarin
korunmasi ele alinmistir fakat bu calismalar iilkemizde istikrarli bir sekilde
yuriitilememistir (Cobanoglu, & Ardigli, 2022). Bu nedenle Tiirkiye yerli irklarinin
gen kaynaklarinin korunmasi i¢in daha ¢ok c¢alisma yapilmalhidir. Ulkemizde yerli
irklar tizerinde yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda sinirli sayida genetik marker kullanilmig
ve caligmalarda kullanilan popiilasyonlardaki birey sayisi yetersiz oldugu
gozlenmistir (Cobanoglu, & Ardigli, 2022).

YK 1irkinda yapilan bu ¢alismada ekzon 39°da bulunan CAST geni S20T
polimorfizminde bulunan CC, GC ve GG genotipleri sirasiyla %56, %40 ve %4
olarak tespit edilmistir. DAK 1rkinda ise CC, GC ve GG genotiplari sirasiyla %26,
%40 ve % 34 olarak tespit edilmistir. GG genotipi YK ’larda en diisiik frekansa sahip
oldugu belirlenmis ve bu genotipi tasiyan hayvan sayist 4 olarak tespit edilmistir.

DAK ’ta ise GG genotipini tagtyan hayvan sayis1 34 olarak belirlenmistir. YK ’larda
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en yiiksek frekansa CC genotipi sahip olurken DAK’ta en yiiksek frekans %40 ile
GC genotipine sahip bireyler oldugu tespit edilmistir. Bu popiilasyonda C ve G alel
frekanslarinin YK’larde 0,76 ve 0,24 oldugu DAK’ta ise 0,44 ve 0,56 oldugu
belirlenmistir. YK’lardr bu polimorfizmde homozigot hayvanlar en yiiksek frekansa
sahip olurken, DAK’larda heterozigot hayvanlar en yiiksek frekansa sahip

bulunmuslardir.

Bu calismada Yerli Kara irkinda GHR geni ekzon 10’da bulunan S555G
polimorfizmi AA, GA, GG genotiplerine ait frekanslar1 AA: 0,38, GA:0,56 ve
GG:0,06 olarak tespit edilmistir. DAK’larda ise AA: 0,36, GA:0,38 ve GG:0,26
olarak tespit edilmistir. Calismadaki YK 1rki sigirlarda GG genotipinde yalnizca 3
birey tespit edilmistir. Buna karsilik DAK bireyler arasinda 13 tanesinin GG
genotipinde oldugu tespit edilmistir. Yine YK k1 sigirlarda 19 birey AA genotipi
tasirken DAK ’inda ise bu sayr 18 olarak tespit edilmistir. GHR geni S555G
polimorfizmine ait A ve G alel frekanslar1 YK irkinda 0,66 ve 0,34 hesaplanmis
olup, DAK 1rkinda ise 0,55 ve 0,45 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglardan goriildiigi
tizere YK’larda A alel frekansinin hayli yiiksek oldugu fakat DAK’larda A alel
frekansi ile G alel frekans: arasinda 0,10’luk bir fark oldugu tespit edilmistir. Hem
YK’larda hem de DAK’larda heterozigotluk olan GA genotipindeki bireyler

homozigot bireylerden sayisal olarak iistiinliik gostermistir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda LEP geni ekzon 3’te bulunan A80V
polimorfizminde TT, CT, CC genotiplerine ait frekanslar incelenmistir. Calisma
sonucunda hem YK 1rki sigirlarda hem de Dogu Anadolu Kirmizisi irki sigirlarda TT
genotipi  frekanst %100 hesaplanmis olup CT ve CC genotipinde birey
saptanmamustir. LEP geni A80V polimorfizminde bireylerin tamaminin TT
genotipinde olmasi dikkat ¢ekicidir. LEP geni A80V polimorfizmine ait T ve C
alellerinin frekanlar1 %100 ve %0 hesaplanmistir. Calisma yapilan YK ve DAK

irklarda T alel frekansinin %100 olmasi ilgi ¢ekicidir.

YK ve DAK 1rki yerli sigirlarda gergeklestirilen bu ¢alismada CAST, LEP ve
GHR gen poliforfizmlerine iliskin 6zgiin verilere ulagilmig ve seleksiyon amaglt
kullanim i¢in Onemli verilere ulasilmistir. Son giinlerde molekiiler yardimci

seleksiyon giderek onem kazanmakta fakat iilkemiz bunun gerisinde kalmaktadir.
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Kirmiz1 et agigini kapatmak amaci ile ithalata bagimli kalmmaktadir. Ulkemizdeki
gerek kiiclikbas gerekse biiyiik bas hayvan yetistiriciliginde hayvan sayisinda artig
oldugu gozlense de hayvancilik sektoriindeki uygulama hatalar1 sebebiyle arz - talep
arasinda dengesizlikler olusmaktadir. Giiniimiizde molekiiler diizeyde yapilan
caligmalar ile siiriilerdeki bireylerin genotipik yapilarmin belirlenmesi et ve siit
verimi gibi Onemli verim parametrelerinde bu c¢aligmalarin Onemini ortaya
¢ikarmistir. Bu nedenle iilkemizde hastaliklara karsi direnclilik, ¢evre kosullarina
dayaniklilik agisindan degerlendirildiginde ve ayrica gen kaynaklarimin korunmasi
acisindan ele alindiginda bu calismada kullanilan YK ve DAK 1rki biiyiik dnem
tagimaktadir. Ayrica iilkemizde yiiriitiilecek olan molekiiler genetik temelli bilimsel
projelerin desteklenmesi ve elde edilecek olan genotipik veri setlerinin yetistirme ve

1slah programlarina entegre edilmesi gerekmektedir.

Yapilan bu tez ¢aligmasinda; iilkemiz gen kaynaklar1 igerisinde 6nemli yeri
olan YK ve DAK 1rki sigirlarda CAST, LEP ve GHR gen polimorfizm frekanslarinin
belirlenmesi ile gelecekte ortaya cikabilecek adaptasyon yetenegi yiiksek irklarda
durum tespiti ve iklim degisimlerine uyumlu 1rklara bazinda kullanim olanaklar
degerlendirilmistir. Pandemi sonrasinda ortaya ¢ikan gida arzlarinin yerli irklara
yonelimi; organik iiretimde onemli yere sahip bu irklarda bundan sonra yapilacak

arastirmalara 151k tutacagi diisiintilmektedir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

A : Adenin

ATP : Adenozin trifosfat

B¢ : Baz gifti

C : Sitozin

CAST : Calpastatin

cm : Santimetre

CO2 : Karbondioksit

DAK : Dogu Anadolu Kirmizisi

dH20 : Distile su

dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik asit

dNTP : Deoksi Niikleotit Trifosfat

EtBr : Etidyum Bromiir

F primer : Forward primer

G : Guanin

g : Gram

GAK :Gliney Anadolu Kirmizisi

GH : Biiylime hormonu (Growth hormone)

GHR : Biiylime hormonu reseptorii (Growth hormone receptor)
GHRH : Bliylime hormonu salgilatict hormon (Growth hormone releasing
hormone)

HWE : Hardy-Weinberg dengesi (Hardy-Weinberg equilibrium)
kg : Kilogram

kPa : Kilopascal

LEP . Leptin

MAS : Markir yardimli seleksiyon (Marker Assisted Selection)
MgCl: : Magnezyum Kloriir

ml . Mililitre

mM : Mikromolar

NaCl : Sodyum Kloriir

ng : Nanogram

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction)
pmol : Pikomol

QTL : Kantitatif 6zellik lokuslar1 (Quantitive trait loci)

R primer : Reverse primer

RFLP : Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (Restriction fragment
length polymorphism)

SDS : Sodyum Dodesil Siilfat

sn . Saniye

SNP : Tek niikleotid polimorfizmi (Single nucleotide polymorphism)
T : Timin

TE : TrisEDTA

YK - Yerli Kara

ul : Mikrolitre
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ARDICLI’ya katkilardan dolay1 sonsuz minnetimi sunarim.

Desteklerinden dolayr basta Prof.Dr. Abdiilkadir ORMAN olmak {izere
Zootekni Anabilim Dal1 6gretim iiye ve elemanlarina, Tez ¢aligmamin uygulamalari
esnasinda bilgi ve materyal destegini benden esirgemeyen Genetik Anabilim Dali
ogretim iiyesi Prof. Dr. Ozden COBANOGLU’na, Doktora ¢alismam siirecinde is
yerinde yokluguma katlanip tiim is yiikiimii omuzlayan birim arkadaslarim Veteriner
Hekim Mahmut KAYAR ve Veteriner Hekim Merve ARDIC AVGAN ‘a, tiim
anlayis1 ile destegini hissettiren kurum amirim Veteriner Hekim Ilker BEKTAS a
tesekkiir ederim.

Bugiinlere gelmemde maddi ve manevi destegini hi¢ eksik etmeyen; en iyi
kosullarda yetismem i¢in ¢aba gosteren, her firsatta iyi ki varsiniz dedirten annem ve
babama, doktora egitimim siiresince, her an beni destekleyerek yiireklendiren, her
yildigimda yola devam etmemi saglayan ¢ok sevgili esime, en 6nemlisi de egitimim
stiresince ondan ¢aldigim zamana anlayis gosteren, kizzim ASYA’ya cok tesekkiir
ederim.
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9. OZGECMIS

[kogretimi, Mehmetcik ilk Okulu’nda tamamladi. Orta ve lise dgretimini 1999-
2003 egitim-0gretim yillar1 arasinda Usak Orhan Dengiz Anadolu Lisesi’nde
tamamladi.

Lise oOgrenimini bitirdigi 2003 yilinda; Uludag Universitesi Veteriner
Fakiiltesi’'ne girmeye hak kazanarak lisan egitimime basladi. 2009 yilinda bdliim
lisans egitimimi tamamlayarak veteriner hekim unvani aldi. Aym yil Uludag
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Zootekni Anabilim Dali doktora programinda
lisanstistii egitimime bagladi.

2011 yilinda KPSS simav sonucu ile alim yapan Tarim ve Orman Bakanligi
Tasra Teskilatna atanarak Afyonkarahisar ili Hocalar ilcesinde kamu veteriner
hekimi olarak goreve basladi. Giiniimiizde ise Bursa il Tarim ve Orman Miidiirliig,
Hayvan Sagligi ve Yetistiriciligi Sube Midiirliigiinde veteriner hekim olarak is
hayatina devam etmektedir. Evli ve bir kiz ¢ocuk annesidir.
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