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Bu calismada PCR-RFLP yontemi kullamlarak bes Anadolu yerli sigir irki ve bir kiltir sigir
rkinin, bilyiime hormon geni polimorfizmi bakimindan gen ve genctipik frekandari belirlendi. Yerli
rklardan Boz Irk (BI), Yerli Kara (YK), Yerli Sar1 (YS), Dogu Anadolu Kirmizist (DAK) ve Kilis
(Ki) sigirlart ile egzotik bir irk olan Siyah Alaca (SA) sigirlarindan olmak Uizere toplam 125 genomik
DNA 0rnegi aindi ve biyime hormon geni polimorfizmi bakimindan incelendi. Analizde Msp |
enzimi kullamldi. RFLP islemi sonucunda U¢ genotip elde edildi. Alldler birbirlerine kodominant
olduklarindan elde edilen genctipler AA, AB ve BB olarak harflendirildi. TUm popilasyonlar
gendlinde AA genatipinin 0.31, AB genctipinin 0.63 ve BB genctipinin 0.06 frekandarina sship
oldugu bulundu. Irklar diizeyinde ise AB genotipinin frekansimin SA’da 0.95, Ki’de 0.85 ve DAK'da
0.72'da gorildu. Bes Anadolu yerli irkinda BB genctipinin varligina rastlandigi halde SA egzotik
rkinda hi¢ BB genotipine rastlanmach. Tum popilasyonlar genelinde A alldinin gen frekans 0.628, B
alelinin gen frekansi 0.372 bulundu. Polimorfik allel (B) bakinundan en yiksek frekansa (q) sirasiyla
Ki (0.525), SA (0.475) ve DAK(0.417) wrklarinin sahip oldugu gorildi. Tdm irklar icin hesaplanan
gbzlenen heterozigotluk (H,), beklenen heterozigotiuk (He) degerlerinden yiksek bulundu.
Populasyonlarin ortalama H, degerinin (% 63) He (%47) degerinden yiksek olusu popllasyonlarin
yuksek genetik cesitliligini gostermesi bakimindan énemli bulundu. Hardy-Weinberg dengesine gére
Ki ve SA poptilasyonlar disindaki diger poptilasyonlar dengede bulundu (p<0.01 ve p<0.05). Y apilan
istatistiksel analizde polimorfik allelin gorilme sikligimn tesadifi degil irklara gére degistigi bulundu
(p=0.0209). Irklarin polimorfik allel dagilimi bakimindan birbirleri ile karsilastiriimas: sonucunda Ki-
YS, Ki-Bl, SA-YS, SA-BI (p<0.01 ve p<0.05) ve DAK-BI (p<0.05) irklarinin birbirlerinden farkl:
olduklar gortldi. Ki ve SA 1rklar1 g dléd frekans bakinindan yiksek grupta yer ad.

Daha o6nce yapilan calismalarda g aldinin B. indicus dan koken aldigi ve yiksek siit
veriminden sorumlu oldugu bildirilmistir. SA’nin ve yerli irklarimizdan Ki ve DAK’1n diger irklara
gore daha yiksek oranda B. indicus genine sahip olduklar sdylenebilir. Ki ve SA’mn diger Anadolu
rklarina gore yiksek siit verimine sahip oldugu bilinmektedir. Bu ¢alisma bireysel verim kayitlari ile
bGH (sigir blytime hormonu) genindeki polimorfizmler arasindaki iliskinin incelenebilir oldugunu
gbsteren bir 6n calismaniteligindedir.

Bu c¢alisma Anadolu yerli sigir irklarinin ve egzotik bir 1rk olan SA irkimin bGH gen lokusu
bakimindan genetik gesitliligini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Buyime hormon gen polimorfizmi, Anadolu yerli sigir irklari, PCR-
RFLP.
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In the present study it was determined that genotype and allde frequencies for bovine growth
hormone gene polymorphisms of five Turkish indigenous breeds and one exctic breed by PCR-RFLP
methodology. A total of 125 genomic DNA isolated from five Anatolian breeds (Y K-Anatolian Black,
Bl-Anatolian Grey, Ki- Kilis, AS- Anatolian Y ellow, DAK- East Anatolian Red) and one exotic breed
(SA-Siyah Alaca) were genotyped for bGH gene pol ymorphism. Three genotypes were obtained to the
result of Msp | digestion. Both alles was codominant so genotypes were entitled as AA, AB and BB.
AB genotype was predominant when considered whole populations mean (0.63). Three breeds had
higher frequency with regard to AB genotype (SA (0.95), Ki (0.85) and DAK (0.72)). BB genotype
had the lowest frequency among populations (0.06). Although all the Anatolian breeds had BB
genotype, it was absent in SA population. Overall alele frequencies of A and B were 0.628 and 0.372,
respectively. The frequency of alele qin Ki (0.525), SA (0.475) and DAK (0.417) breeds was higher
than other breeds. The observed heterozygosity (H,) was higher than the expected heterozygosity (He)
for dl of the breeds and for the population as awhole, H, was above H, (with a mean of 63 versus 47
%), reflecting the elevated genetic variability in those populations. All of the populations were in
accordance with HWE, except Ki and SA (p<0.01 and p<0.05). Statigtical results showed that gene
frequency of allele B was depend on breeds (p=0.0209). There was a significant association between
polymorphic allele (B) frequency and breeds. There were differences between Ki-AS, Ki-Bl, SA-AS,
SA-Bl (p<0.01 and p<0.05) and DAK-BI (p<0.05) breeds when they were compared for
polymorphism. Ki and SA were differed from other breeds and took place in with high frequency
group according to comparison result.

In the previoudy studies, it was shown that B allele was orginated from B. indicus and
responsible for high milk production. It could be said that those three breeds (Ki, SA and DAK) had
higher proportion of B. indicus genes than others. It was known that Ki and SA breeds had higher
milk production than others, as well. That study showed that it was worth to research association
between milk traits and bGH locus polymorphism in another study.

The present study showed that genetic variations of five Anatolian indigenous breeds and one
exotic breed (SA) for bGH gene polymorphism.

Key Words: Bovine growth hormone gene polymorphism, Anatolian indigenous breeds, PCR-RFLP.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ADG : Ortalama Gunliuk Kazang (Avarage Daily Gain)

Al . Yapay Tohumlama (Artificial Insemination)
APS : Amonyum persiilfat (Amonium persulfat)
Bl : Boz Irk

bc : Baz cifti

bGH : Sigir Buylime Hormonu (Bovine Growth Hormone)

cDNA : Komplementer DNA (Complementary DNA)

cGH : Tavuk buytume hormonu (Chicken Growth Hormone)

cm  : Santimetre

C.U : Cukurova Universitesi

DAK : Dogu Anadolu Kirmizist

DNA : Deoksribonukleikasit

dNTP : Deoksinukleosit trifosfat

EDTA : Etilendiamintetraasetik asit (Ethylenediaminetetraacetic acid)

EtBr : Etidyum Bromid (Ethydium Bromide)

FAO : Dinya Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture Organization)

g : Gram

GH : Buyume Hormonu (Growth Hormone)

gGH : Kegi biylime hormonu (Goat Growth Hormone)

GHIH : Blytme Hormonu inhibe Edici Hormon (Growth Hormone Inhibiting
Hormone)

GHREF : Biytime Hormonunu Uyarici Faktor (Growth Hormone Releasing Factor)

GHRG: Bluyume Hormonu Reseptdr Geni (Growth Hormone Receptor Gene)

GSK : Giney Sar1 Kirmizisy, KilisIrki

HWE : Hardy-Weinberg Dengesi (Hardy-Weinberg Equilibrium)

hGH : insan Blylime Hormonu (Human Growth Hormone)

IGF-I : insiilin Benzeri Bulytime Faktorii (Insulin-Like Growth Factor)

U : Uluslararasi Birim (International Unit)

kb : Kilo baz



Ki > KilisIrki

M : Molar

mA  : MiliAmper

MAS : MarkiraDayal1 Seleksiyon (Marker Asisted Selection)

mg : Miligram

ug  : Mikrogram

ul : Mikrolitre

mi : Mililitre

mM  : Mili Molar

Msp | : Restriksiyon Endonukleaz Enzimi (Msp 1)

NaCl : Sodyum Klortr

NCBI :Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (National Center for Biotechnology
Information)

ng : Nanogram

NRR : Geri Donmeyenlerin Orant (Non return rate)

PAGE : Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Polyacrilamide Gel Electrophresis)

pGH : Domuz Biyime Hormonu (Porcine Growth Hormone)

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

pmol : Pikomol

QTL : Kantitatif Ozellik Lokuslar1 (Quantitative Trait Locus)

RE  :Restriksiyon Endonikleaz (Restriction Endonuclease)

rbGH :Rekombinant Sigir Blyime Hormonu (Recombinant Bovine Growth
Hormone)

RFLP : Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmleri(Restriction Fragment Lenght
Polymorphism)

rom : Bir dakikadaki rotor devir sayisi (Rotor Per Minute)

SCC : Somatik Hicre Sayimi (Somatic Cell Count)

SDS : Sodyum dedoksisiilfat

SNP : Tek Nukleotid Polimorfizmi (Single Nucleotid Polymorphism)

SSCP : Tek Zincir Y apisal Polimorfizm (Single Stranded Conformation

Polymorphism)



TEMED : N, N, N, N'-Tetrametiletilendiamin
(N, N, N’, N'-Tetramethylethylenediamine)

TRH : Tirotropin Uyarici Hormon (Thyrotropin-Releasing Hormone)
Tris : Tris (Tris(hydroxymetyl)aminomethane)

uv : UltraViyole (Ultraviolet)

\ > Volt

YK : Yerli Kara

YS : Yerli San

Xl



1. GiRIS Cihan (TABAK) BAKLACI

1.GIRIS
1.1. Sigir Buyiime Hormonu

Sigir biydme hormonu (bGH), bitin omurgal: tirlerde de oldugu gibi,
hipofizin 6n lobundan salgilanan ve 191 amino asitten olusan tek zincirli bir
proteindir (Woychick ve ark., 1982; Gordon ve ark., 1983) (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Sigir biytme hormonunun molekiler yapisi ( Secchi ve Borromeo,
1997).

bGH’nun salimimi iki hipotalamik peptid tarafindan dizenlenmektedir.
Bunlardan birincisi hormonun salintmim harekete gegiren “Blydme Hormonu
Uyarici Faktor” (GHRF) digeri ise salintmint engelleyen “ Somatostatin® (GHIH)' dir
(Etherton ve Bauman, 1998) (Sekil 1.2).
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IGF-1
(Somatomedin-C)

Sekil 1.2. Blyime hormonunun salinimi ve etki mekanizmasi (Los Gatos
Longevity Institute, 1998).

bGH farkli tirlerin blyime hormonlar: ile benzer yapisal, biyolojik ve
imminolojik 6zelliklere sahiptir. Ornegin sigir bilylime hormonunun amino asit
yapisi, keci (QGH) ve koyun biyume hormonlar: (0GH) ile %99 oraninda benzerlik
gosterirken domuz bilyiime hormonu (pGH) ile %90, insan biytime hormonu (hGH)
ile %65 oraminda benzerlik gostermektedir (Secchi ve Borromeo, 1997) Bu durumda
blytime hormonu aminoasit yapisi bakimindan sigir ile koyun ve kegi arasinda 2,
domuz arasinda 19, insan arasinda ise 71 aminoasit bakimindan fark mevcuttur
(Cizelge 1.1). Yine diger turlerde oldugu gibi, sigir blyime hormonu da pek cok
hiicre tipinin blytmesini, metabolizmasin ve farklilasmasini kontrol etmekle birlikte
dogrudan veya dolayl: olarak oldukca genis fizyolojik islevlere sahiptir. Metabolik
etkileri arasinda yag molekdllerinin trigliseridlere parcalanmasim saglayarak
dolasimda birikmesini baskilamak, protein anabolizmasim dizenleyerek protein
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sentezini ve aminoasit tutulumunu arttrmak (bGylece kas birikimini saglamak), anti-
insllin etkisi ile karacigerden glikoz salimmini diizenlemek ve kan sekerini normal
sinirlarda tutmak sayilabilir. Dolayli olarak karacigerden IGF-1 (Insilin Like Growth
Factor-1) salintmini kontrol ederek kemik gelisimi Uzerinde de etki gostermektedir
(Secchi ve Borromeo, 1997).

Cizelge 1.1. Sigir buylime hormonunun aminoasit yapisi bakimindan
farkli tarlerle karsilastiriimasi (Davies, 2002)

Aminoasit No: 10 30 50

Sigir AFPAMSLSGL.FANAVLRAQH.LHQLAADTFK.EFERTYIPEG.QRY SIQNTQV.AFCFSETIPA

Koyun/K eci

Domuz P—-S Y A A-A-----

Tavuk T---P--N L---E-Y D---T NK-S-A---Y-

Kopek  -—-P--S Y----A A-A

insan -TIP--R--D--M---HR----- F--Y Q---EA---KE-K FL-APATSL----S--------- T
70 90 110

Sigir PTGKNEAQQK.SDLELLRISL.LLIQSWLGPL.QFLSRVFTNS.LVFGTSDRVY .EKLKDLEEGI

Koyun/K egi D

Domuz  ---D----R—-V----F V Q----

Tavuk ---DD------M----F--V------T-V-Y --K----N R----

Kopek  --D----R--V----F Y, Q

insan -SNRE-T-RK-NL---FI EV----RS--A------------Y -A-.-SN--DL ---------- V-
130 150 170

Sigir LALMRELEDG.TPRAGQILKQ.TYDKFDTNMR.SDDALLKNY G.LLSCFRKDLH.KTETYLRVMK

Koyun/K egi V..

Domuz S L G K------ A

L S — R..S-GP-L-RP-.---—-|HL---NE K AV G—

K 6pek .S L G K A-mneee

insan T--GR T---F---S SHN A2 TV | JR VNS

190 Fark

Sigir CRRFGEASCA.F

K oyun/K egi-------=-====-=-=--- 2

Domuz = ------ V-S--mmmmeme - 19

Tavuk  -------- SN-TI-------- 43

Kopek ------ V-S-mmomoee e - 19

insan  Q---S-VGS--G------ 71
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1920°li yillarda kesfinden beri, laboratuar hayvanlart ve ekonomik Onemi
olan ciftlik hayvanlarinda yapilan arastirmalarda, biyime hormonunun laktasyon,
meme gelisimi, Ureme, et ve st verim Ozellikleri Gzerine etkisi oldugu gosterilmistir
(Marques ve ark., 2003). Bu sebeple 6zellikle sigir basta olmak Uzere ekonomik
Oneme sahip pek ¢ok hayvanda biyime hormonunun et ve sit verim 6zellikleri ile
iliskisi konusunda pek cok calisma yapilmistir. Yapilan galismalarda hormonun
yapisal Ozelliklerinin ve kandaki seviyesinin biyolojik etkileriyle iliskili oldugu
anlasilmistir. Ornegin Vasilatos ve Wangsness (1981), yiiksek siit verimli hayvanlar
ile distk st verimli hayvanlar1 farkli laktasyon donemlerinde, sit verimleri ve
blyime hormon seviyeleri bakimindan karsilastirmuglardir. Sonucta yuksek st
verimli hayvanlarin en iyi blyime hormon seviyesi ortalamasina sahip oldugunu
gogermislerdir. Eppard ve ark. (1993), 127. amino asit olan losin yerine valin
bulunmast durumunda dolasimdaki blylime hormon konsantrasyonunun ve sit

veriminin arttigimi géstermislerdir.

Hormonun kandaki yiksek konsantrasyonunun ve farkli varyantlarimn sit
verim ozellikleri ile iliskili olmasi, bu 6zellikleri arttirmak icin rekombinant blyime
hormonlarinin Uretimi ve kullammini giindeme getirmistir. Disaridan rekombinant
bGH (rbGH) uygulamalar1 ile %25-30 dizeyinde verim artislari saglanabildigi
bildirilmistir (Hodgson, 1989). Laktasyon donemindeki hayvanlara disaridan biyime
hormonu uygulamas: ile normal kompozisyona sahip st miktarinda artis, meme
hicrelerinde salgr artis1 ve st sentezinde kullanilmak Uzere yem tiketiminde artis
gibi etkiler gorilmustar (Baldi, 1999). Ancak insan ve hayvan sagligi agisindan
rekombinat bGH kullammi hala tartisma konusudur. Amerika ve Arjantin gibi
Ulkelerde hayvanlara bu uygulama yasal olmasina karsin tlkemizde yasal degildir.
Bu kaygilardan dolay: verimin hormon uygulamasi ile arttirilmast yerine hayvanin
blytime hormonu ile ilgili parametrelerin incelenerek bu yonde seleksiyon yapilmasi
yolu tercih edilmektedir (Marques ve ark., 2003). Buylime hormon seviyesi hayvanin
yasing, cinsiyetine, fizyolojik durumuna bagli olmakta hatta giin icerisinde degisiklik
gosterebilmektedir (Yao ve ark., 1996). Bu nedenle hormon seviyelerinin 6lgiimiine
gore yapilacak bir seleksiyon yaniltici olacagindan calismalar hormon 6zelliklerini
belirleyen biylime hormon geni Uzerinde yogunlasmistir. bGH dizeyindeki
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varyasyonlarin  gen  dizeyindeki  polimorfizmlerden  kaynaklandigi, bu
polimorfizmlerin sonucu olarak genin fonksiyonunun ve fenotipe katkida bulunacak
gen urunundn degisebildigi bildirilmistir (Choi ve ark. 1996). Bu sebeple biylime
hormonu gen polimorfizmleri verim 0Ozelliklerine gore yapilacak seleksiyon igin
Onemli bir kriter olabilecektir.

1.2.Sigr Buyime Hormon Geni ve Polimorfizmleri

bGH geni 19. kromozom Uzerinde yer alan prolaktin ve plasental laktojen
genleri ile birlikte aym multi-gen familyasinda yer almaktadir (Hediger ve ark.,
1990). 2856 b¢ uzunlugundaki bu gen, bes ekzon (kodlama yapan: 1-V) ve dort intron
(kodlama yapmayan: 1-4) bdlgelerinden olusmaktadir (Woychick et al., 1982;
Gordon ve ark., 1983)(Sekil 1.3).

| 1 | | | 1 | 1 1 1 1 |
0 500 1000 1500 2000 2500

Sekil 1.3. Blytime hormonu geninin yapisi (1: intron, E:Ekzon)

Blylme hormon geni yapisi incelenirken gen dizeyinde populasyondan
populasyona farklilik gosteren polimorfik bdlgeler belirlenmistir (Sekil 1.4). Bu
mutasyonlar biyume hormonunun farkl: yapilarda salgilanmasina neden olmaktadir.
Sigir biyume hormonunun simdiye kadar dort varyanta sahip oldugu gosterilmistir.
Bunlar 127. amino asit pozisyonunda I6sin ya da valin bulunan ve NH; terminal
bolgesinde alanin ya da fenilalanin bulunan cesitleridir (Wood ve ark.,1989). NH,
terminal bdlgesindeki bu varyasyon sinyal peptidinin ayrilmasindaki farkliliktan
kaynaklanmaktadhr.

Bugiine kadar bGH geninde birkag 6énemli mutasyon tanumlanmistir. Bunlar;
5. ekzonda l6sinden (CTG) valine (GTG) degisimi, 3. introndaMsp | (-) / Msp | (+)
polimorfizmi ve 3" bdlgesinde alaninden fenilalanine donlisime neden olan nokta
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mutasyonlaridir (Vucasinovic, 1998). Son zamanlarda yapilan calismalar bGH
lokusundaki polimorfizmlerin et ve sit verim o6zellikleri ile iliskili oldugunu
gostermistir (Reis ve ark., 2001). Ornegin Lagziel ve ark. (1995), bilylime hormonu
geninin Uguncl intron bolgesindeki Msp | kesim bdlgesindeki mutasyonun  siit
protein orant ile, Rocha ve ark. (1992) Taq I/RFLP polimorfizminin dogum
agirhgylailigkili oldugunu bulmusglardr.

Bliyime hormonu gen allellerinin frekanslari sirti icinde degisiklik
gosterebilmektedir. Ornegin 127. amino asit pozisyonundaki degisikligin sonucu
olusan iki genotipten biri olan I6sin genotipi siitcli sigirlarda, valin genotipi ise etgi
sigirlarda daha sik gorulmektedir (Lucy ve ark., 1993).
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Sekil 1.4. bGH geninde SSCP yontemi ile belirlenmis polimorfik bolgeler
(Mutasyon saptanan bolgeler beyaz oklarla gosterilmistir)(Y ao,
1996).

Bir hayvamin gergek verim kabiliyetinin ortaya cikabilmesi icin gevrenin
etkisinin ortadan kaldirilmas: ya da minimize edilmesi gerekir. Normal sartlarda
cevre baskisim etkisiz kabul etmek ya da tamamen kaldirmak miamkin degildir. Bu
sebeple seleksiyonda isabet derecesini artirmak icin kantitatif verim ozellikleri ile
iliskili oldugu dusunilen isaret (Markir) genler kullanilarak gevrenin etkisi elimine
edilebilmektedir. Bu nedenle hayvanlarin kantitatif o6zelliklerle iligkili isaret
genlerine gore secilmesi cevrenin etkisini elimine ederek seleksiyonda isabet
derecesini arttiracaktir (Gollapudi, 1999). bGH, laktasyon, meme gelisimi, blytme



1. GiRIS Cihan (TABAK) BAKLACI

ve metabolizmanin diizenlenmesi gibi pek c¢ok biyolojik islevlere sahip olmasi ve
gendeki polimorfizmlerin verim 6zellikleri ile iliskili olmasindan dolay: seleksiyonda

aday bir isaret gen durumundadir.

1.3. Calismanmin Amaa ve K apsam

Bu calismanin amaci maddeler halinde su sekilde siralanabilir:

a) Bes Anadolu yerli wrki ve bir kaltdr ki sigirin biyme hormonu geninin
dglincl intron bdlgesindeki Msp | polimorfizmi  yoninden genetik
karakterizasyonu.
b) Populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadiklarini
belirlemek.
c) Polimorfik allellerin irka 6zg olup olmadigini belirlemek.

Bu amaglar dogrultusunda ¢alismanin kapsami su sekilde belirlendi:
1) Bes Anadolu yerli sigir rki (Boz Irk, Yerli Kara, Anadolu Sarisi, Kilis,
Dogu Anadolu Kirmizisi) ile bir kdltdr ki sigirdan (Siyah Alaca) alinan
kanlardan genomik DNA izolasyonu yapmak.
2) Her oOrnek icin bGH geni Uzerinde belirlenen bolgenin (1181-2072.
nikleotidler aras)) PCR yontemi ile cogaltilmasi.
3) Cogaltilan bolgenin Msp | restriksiyon endontikleaz enzimiyle kesilmesi
(RFLP).
4) Kesim Uruninin % 8'lik PAGE’ de elektroforezi.
5) bGH/Msp | polimorfizmine gore genctiplerin ve allel frekanslarinin
belirlenmesi, polimorfik allel bakimindan popilasyonlarin karsilastiriimasi
icin istatistiksel analiz yapmak.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Buyume Hormon Geni Polimorfizmi ile Tlgili Sigirlarda Yapilan

Calhismalar

Choi ve ark. (1996), Kore yerli sigirlarinda, RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) teknigini kullanarak, biytme hormon geninde et kalitesi ve
blyime performanst ile iliskili olabilecek markirlar1 arastirmiglardir. Kastre edilmis
erkek hayvanlarin kanindan DNA izole edilmistir. Genomik DNA, restriksiyon
enzimlerle kesilmis ve blyime hormonu cDNA'’si kullanilarak Southern Blot analizi
yapilmistir. En gok bant veren restriksiyon enzimi olarak Taq | bulunmustur. Tagl
restriksiyon endoniikleaz enzimi kesim sonucunda sirasiyla 6.15, 5.2, 4.5, 4,3 2.6, 2.4,
1.6, 0.5, 0.3 ve 0.2 kb uzunluklarinda fragmentler elde edilmistir. Bu fragmentler
arasinda en sik goruleni, 15 hayvamn 11'inde gorilen 1.6 kb biyukligindeki bant
olmustur. GH-Taq | RFLP analizinde elde edilen 4.3 kb.’lik bandin, hayvanlarin
verim kayitlari ile karsilastirildiginda, ortalama gunlik kazang (p=0.021) ve karkas
agirhigr (p=0.035) ileiliskili oldugu bulunmustur. Et kalitesini etkiledigi distinilen bir
markir bulunamamustir.

Dybus (2002), Polonya Siyah-Beyaz sigirlarinda prolaktin ve blydme
hormonu genlerindeki polimorfizimlerin st verim ozellikleri ile iliskisi olup
olmadigini arastirmigtir. Buyime hormonu geninin Uglinct intron bolgesini PCR
teknolojisi ile cogaltmig ve PCR Urtninid Mspl enzimi ile kesmistir (RFLP). Dybus,
tum laktasyon donemlerinde en yuksek siit verimi ve protein oramina Mspl (+/+)
genotipinin, yine tim laktasyonlarda en yiksek sit yagi oranina (% olarak) ise Mspl
(+/-) genoctipinin sahip oldugunu gostermistir.

Falaki ve ark. (1996), italyan Holstein-Friesian bogalarinda siit verimi ile
bliyiime hormonu geni ve biyume hormon reseptér geni (GHRG) polimorfizleri
arasinda bir iliski olup olmadigint incelemiglerdir. Bunun igin PCR-RFLP metodunu
kullanmiglardir. Blydme hormonu geni icin Taq | ve Msp |, blyime hormonu
reseptor geni igin ise Taq | enzimini kullanmiglardir. Doksan bir hayvanda yapilan
analizde, btyume hormonu lokusu polimorfizmlerinin siit verim 6zellikleri Uzerine

etkisi olmadigint gormuslerdir. Reseptorin hicre ici C-terminal ucunun cDNA
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probu ile hibridizasyonu ve Taq | ile kesilmesi sonucu alt1 bant gézlemislerdir. Bu
polimorfizmin siit protein ylzdes Uzerinde etkisi oldugunu gormislerdir. Sonuclar
DNA polimorfizmlerinin sit verimi Uzerine etkisi konusunda daha fazla arastirmalar
yapilmas: gerektigini gostermistir.

Hoj ve ark. (1993), Danimarka Kirmizisi stit¢u rkina ait yiksek ve dusik siit
yag oranina sahip hayvanlardan 58 buzag: ile Norve¢ Kirmizisi siitcti irkindan 32
duvenin bGH geninin 3’ bdlgesinde insersiyon(l)/delesyon(D) polimorfizmi ile
Uglinc intron bolgesinde Msp I(+/-) polimorfizmi bakimindan genetik
karakterizasyonunu yapmiglardir. RFLP sonucunda yalmzca I-Mspl(+) ve D-Mspl (-)
haplotipleri oldugunu bulmuslardir. Danimarka Kirmizisi wrkinda yiksek sit yag
oranina sahip hayvanlarda D-Msp | haplotipinin frekansint 0.28, dustk sit yag
oranina sahip hayvanlarda ise 0.05 olarak hesaplamislardir (p< 0.01). Norveg
Kirmizist irkinda ise yiksek siit yag oranmina sahip hayvanlarda D-Msp | frekansi
0.09, dusuk st yag oranina sahip olanlarda ise 0.0 bulmuslardir. Sonug olarak 3’
bdlgesindeki delesyonun ve tglinct intron bolgesindeki Msp 1(-) polimorfizminin sit
yag orant ileiliskili oldugunu bildirmislerdir.

Ge ve ark. (2002), biyume hormonunun promotor ve kodlama yapan
bdlgelerindeki ve blytime hormonu reseptér genindeki (GHRG) polimorfizmler ile
IGF-1 konsantrasyonu arasindaki iliskiyi PCR-RFLP yontemini kullanarak
incelemiglerdir. GHR geninin promotor bdlgesindeki tek nikleotid polimorfizmi
(SNP) ile sitten kesilen buzagilarin IGF-I kan konsantrasyon degerleri arasinda bir
iliski bulunmustur. Sonug olarak bu isaretlerin (markirlarin) etkilerinin diger
populasyonlarda da denenerek verilerin dogrulanmasi onerilmistir.

Grochowska ve ark. (2001 a) sigir blylime hormonu proteininin 127. amino
asit pozisyonunda (Ekzon 5) valin yerine l6sin aminoasitinin bulunmasi durumunun
karkas Ozellikleri Uzerine etkili olup olmadigim incelemislerdir. 109 Polonya
Holstayn bogasinin karkas ¢zelliklerine ait veriler hayvanlar 15 aylik olduklarinda
kesilerek degerlendirilmistir. Canli agirlik kazanci, karkastaki et, kemik, kas ici ve
deri alt1 yag miktar1 ile kaburgadaki, filetodaki ve omuzlardaki kemik ve yag oram
Olculmustir. GH genotipleri PCR-RFLP yontemi ile belirlenmistir. Lésin ve Valin
alellerinin frekanslar1 sirasi ile 0.64 ve 0.36 bulunmustur. Canli agirlik igin kg
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basina damar ic¢i 0-15ug TRH uygulamasimin 15-135. dakikasina kadar her 15
dakikada bir kan serumunda biyime hormonu konsantrasyonunu olgmuslerdir.
Biiyime hormonu degisiklikleri soyle bulunmustur: Orneklerin toplandigi ilk 0-15
dakikada dusik oranda, TRH uygulamasindan 15 dakika sonra en Ust miktarda
bulunmustur ancak pik yaptiktan sonraki 60 dakikalik bolimde ise kaybolmaya
baslamustir. Istatistiksel analizde Losin/Losin (L/L) genotipleri ile Valin/Valin (V/V)
genotipleri arasinda karkasdaki et miktar: ile canli agirlik kazanci bakimindan fark
bulunmustur (P<0-05). Ayrica iki homozigot genotip arasinda (L/L ve V/V), GH nun
pik dizeyleri bakimindan da fark Onemli bulunmustur (P<0-10). Biyume
hormonunun salimim farkliliklar: Gzerine genotiplerin etkisinin disuk oldugu da
bulunmustur (<% 1.77). Sonug olarak arastirmacilar 6sin/valin polimorfizminin
Holstayn bogalarinda karkas 6zellikleri Gizerine etkisi oldugunu ama bu etkinin distk
oldugunu belirtmiglerdir.

Grochowska ve ark. (2001 b) gen¢ Polonya Friesian stitcl sigirlarinda (dive
ve bogalarda) IGF-I ve biyume hormonu salintmimin uyarilmas: ile blyime
hormonu geninde 127. amino asit pozisyonundaki Losin/Valin polimorfizminin st
verim Ozellikleri ile iliskisini arastirmiglardir. Besinci ekzon bdlgesindeki bu
mutasyonun tespiti igin PCR-RFLP metodunu kullanmiglardir. Damar igine biylime
hormonu salimmuni uyaran (Sekretagog) bir hormon olan TRH (Thyrotropin-
Releasing Hormone) verildikten sonra yapilan 6lgiimlerde Val/Val genotipinin diger
genotiplere gore (LOsin/LAsin, Losin /Valin) daha yuksek seviyede blytime hormonu
duzeyine sahip oldugunu gormuslerdir. En yiksek IGF-I seviyesi Losin/Losin
genotiplerinde bulunmustur. ilk laktasyon kayitlarina bakilarak Losin/Val
heterozigotlarimin en yiksek siit ve protein miktarina, Lésin/Lésin homozigotlarinin
ise en fazla sit yag oranina sahip olduklari bulunmustur. Arastirmacilar biytme
hormonu ve IGF-1'in kanda yuksek seviyede bulunmasimin blyidme hormonu
genindeki Lo6sin/Valin mutasyonundan etkilendigini ve bunun gen¢ sigirlarda
kalitilabilir 6zellikler oldugunu bildirmiglerdir.

Kim ve ark. (2003), Kore Hanwoo sigirlarinda biyltime hormonu geninin
promotor bdlgesinde daha once bildirilmemis Dral polimorfizimini ve biyume
ozellikleri ile iliskisini incelemislerdir. PCR-RFLP teknigi kullanilarak 108

10
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hayvandan (78 Hanwoo, 20 Holstein ve 10 Angus) izole edilen DNA’lari
mutasyonlar agisindan analiz edilmistir. Arastiricilar Dral polimorfizminin 3 aylik
yastaki hayvanlarda karkas agirliginin ve yetistirme degerinin tahmin edilmesinde
etkili oldugunu rapor etmislerdir. Sonug olarak bu polimorfizmin “DNA dizeyinde
seleksiyon” agisindan faydal1 olabilecegini belirtmislerdir.

Lagziel ve ark. (1995), SSCP metodunu kullanarak Israil siitcli sigirlarinda ve
Uluslararast Sigir Aile Panel’ine (international Bovine Reference Family Panel) ait
Bos taurus x Bos indicus melezi ebeveyn hayvanlarda bllyime hormon geninin
haplotiplerini tammlamuglardir. bGH geni dizeyinde B. Taurus ve B. indicus
haplotiplerinin kalitatif olarak farklilastiklar1 ortaya ¢ikmistir. Bunun da daha 6nce
One sUrdldigl gibi, bu sigirlarin alt wrklarimin uzun evrimsel ayrilmalarinin bir
sonucu oldugunu dustinmislerdir. Arastinicilar Israil Holstayn poptilasyonunda
yalmzca kigik bir miktar bGH haplotipinin bulundugunu saptamslardir. B. indicus
orijinli oldugu dustunulen bu haplotiplerden birinin, siit protein oram Uzerine pozitif
yonde onemli bir etkiye sahip oldugunu bulmuslardir. Indisin allelinin taurin
populasyonunda bdylesine glicll bir etkisinin olusu, diger kantitatif genler icin de,
taurin populasyonunun iyilestiriimesinde indisin allellerinin genetik bir kaynak
olarak kullanilabilecegini ortaya koymuslardir. Haplotip analizinin gen kaynaklarinin
korunmas: agisindan ve degerli wrklarin genetik uzakliklarim 6lgmede yardimci
olabilecek faydal1 bir yontem oldugunu ileri sirmislerdir.

Lagziel ve ark. (2000), biylime hormonu geninin Uglinct intron bolgesindeki
Msp | polimorfizmini (Msp I(-) aleli) farkli cografik bolgelerde yetistirilen pek gok
sigir wrkinda arastirmiglardir. Irklarin cografik orijinleri géz oniine alindiginda bu
alellin Kuzey Avrupa kokenli sigirlarda gorilme sikliginin diisiik, Dogu Avrupa ya
da Akdeniz kokenli sigirlarda orta, Hindistan kokenli sigirlarda ise yiuksek oldugu
gordlmistar. Y etistirme tipleri gbz 6niine alindiginda Msp | (-) allelinin hérgigsiz
sigirlarda (Bos taurus) gortulme sikhiginin horgicli sigirlara goére (Bos indicus) daha
az oldugu ortaya konmustur. Bu dagilim icin farkli agiklamalar yapilmaktadir.
Bunlardan en 6nemlisi Msp | (-) alelinin Hindistan yarimadasindaki Bos indicus

turuinden koken aldigi, daha sonra Dogu Avrupa, Akdeniz ve nihayetinde Dogu ve
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Kuzey Avrupa ile Bat1 Afrika daki horglcgsiiz sigirlara disuk frekanslarda yayildigi
yonundedir.

Lechniak ve ark. (1999), bogalarin sperm oOzellikleri ile bGH/RFLP
polimorfizmi arasindaki bir iliski olabilecegini dustnerek 113 Al (Artificial
insemination) bogasinin (Holstein x Polish Black& White) kanindan veya sperminden
izole edilen DNA’lar PCR yontemi ile gogaltmis, Alu | enzimi ile kesmislerdir. bGH
genotipleri %10 Poliakrilamid jelde gorintdlenmistir. Sit verim yonli bogalarda
l6sin (L) allel frekans: 0.86, et verim yonli bogalarda ise 0.38 bulunmustur (Valin
aleli (V) ise srasiyla 0.14 ve 0.62'dir). Sekiz sperm 6zelligi ve 60 gin NRR (non-
return-rate) oranlari analiz edilmistir. Sperm Ozellikleri Uzerine U¢ genotip
(LL,VV,LV) ve Uretim tipinin etkisi (Et verim yonli-Sut verim yonld) incelenmistir.
LL bogalarinda dusik ejekilat hacmi ve VV bogaarinda yiksek NNR olmasina
ragmen, hichir 6zellik bGH genotipleriyle iliskili olarak ©nemli bir farklilik
gbsermemistir. Bununla birlikte e verim yonli bogalar yiksek sperm
konsantrasyonuna sahipken siit verim yonli bogalar sperm hareketliligi bakimindan
Ustinlik gostermiglerdir.

Liron ve ark. (2002), st Uretimi ile iligkili proteinleri kodlayan bes lokusun
polimorfizmi ile ilgili verilerini, Argentine ve Bolivian Creole sigirlarinin genetik
farkliligim ve populasyon yapisini incelemek icin kullanmislardir. Alti Creole irkinin
(Argentine=230, Patagonian=25, Saavedreno=140, Chagueno Boliviano=30,
Yacumeno=27 ve Chusco=11) kanlarindan DNA izole edilmistir.x-kazein, -
laktoglobulin, blyime hormonu ve prolaktin genini PCR-RFLP metodu ile, og-
kazein genini PCR-ASO ile belirlemislerdir. Bu ¢alismanin sonucunda; (i) Calisilan
genlerde, Argentine ve Bolivian Creole wklarinda gozlenen gen frekanslar
profillerinin tarihi bir baglari bulunan Iberian ve Giney Amerika Creole sigir
rklarimin profillerine yakin oldugunu gostermistir;(ii) Zebu gen introgresyonunun
bildirilmis olmasina ragmen bu calismada bu lokuslar yontinden Zebu'dan farkl:
olduklar1 ortaya ¢ikmustir; (iii) Argentine ve Bolivian Creole sigirlarimin dnemli
dizeyde alt guruplara sahip oldugu fakat her populasyonun genetik cesitlilik

derecesini surdirdugt belirtilmistir.
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Reis ve ark. (2001), sekiz Portekiz sigir irkindan (Alentgjana, Arouquese,
Barrosa, Maronesa, Marinhoa, Mertolenga, Mirandesa ve Preta) toplam 195
boganmin, PCR-RFLP yontemi ile, GH-Alu | polimorfizmine gore genotiplemesini
yapmuslardir. Her wrkin genotipleri ve gen frekanslart bakimindan birbirlerinden
oldukga farkli olduklarint gbérmislerdir. Losin ve Valin gen frekanslari 0.759 ve
0.241 olarak bulunmustur. Analiz edilen 168 hayvanda blyime performansi ile
bGH-Alu | polimorfizmi arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir. Elde ettikleri
istatistiki sonuclara gore Alentgjana, Maringhoa ve Preta irklarinda bGH-LL ve
bGH-LV genctipleri ile ortalama vicut agirligi arasinda onemli  bir iliski
bulmuslardir.

Rocha ve ark. (1991), Angus, Brahman, Hereford, Holstein ve Jersey sigir
rklarinda RFLP yontemini kullanarak kantitatif 6zellik lokuslar1 (QTL-Quantitative
Trait Loci) icin isaret gen Ozelligindeki blytme hormonu geni, prolaktin geni,
osteonektin geni, paratiroid hormonu ve keratin genlerindeki polimorfik bolgelerin
verim Ozellikleri agisindan 6nemli olup olmadigint arastirmiglardir.  Blytume
hormonu geni i¢in Tagl, prolaktin geni, paratiroid hormonu geni ve keratin geni icin
Mspl, Osteonektin geni igin EcoRI enzimlerini kullanmuglardir. bGH/Taq | allelleri
(B, C, D) Brahmanlarda yuksek frekansta bulunmustur. Bu alleller dusik dogum
agirhig ( P<0.01) ve disuk omuz genisligiyle iliskili bulunmustur (P<0.05). Paratroid
hormon-Msp | isaret lokusu ile viicut 6lglst ve stitten kesme agirligi arasinda 6nemli
bir iliski bulunmustur (P=0.03). Diger isaret genleri igin (Keratin-Mspl, Osteonektin-
EcoRI, prolaktin-Msp 1) ile verim ozellikleri arasinda herhangi  bir iliski
bulunamamustir.

Unanian ve ark. (1994), bogalarda yaptiklar: bir calismada biyime hormonu
geninin 5. ekzonunu ve 3 bolgesini PCR yontemi ile cogaltmig ve Haelll
restriksiyon endoniikleaz enzimini kullanarak (RFLP) kesim bdlgelerinde mutasyon
olup olmadigimt arastirmiglardir. Sonugta tg farkli genotip oldugunu (EE, EF ve FF)
gbzlemlemislerdir. Sekiz irktan 184 bogada, FF genotipinin frekansim 0.03, EF
genotipinin frekansim 0.08 ve EE genotipinin frekansint 0.89 olarak bulmuslardir. F
alelini yalmzca Brahman, Holstayn ve Wagyu melezlerinde gorebilmislerdir.
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Unanian ve ark. (2000), Nellore saf rkindan 211 bogada, bilyime hormon
geni polimorfizmi ile agirhik kazanci arasindaki olasi iliskiyi arastirnuglardir.
Agrirlikla ilgili veriler dogum agirligi, sitten kesme agirligi ve 10-16 aylik yaslar
arasinda aylik canli agirlik artis1 olarak belirlenmistir. Ayrica dogum-siitten kesme,
siitten kesme-16 aylik yas donemleri arasi agirlik kazanci 6lgtilmustir. bGH genini
RFLP/Msp | (891 bg), RFLP/Hae 111 (441 bg) ve RFLP/Alu | (427 bg) polimorfik
bdlgelerine gore genotiplemislerdir. Her polimorfizm iki allel vermistir (Msp | igin C
ve D, Hae lll icin E ve F, Alu | icin A ve B). Esbaskin aleller D, F ve A olarak
bulunmustur. bGH/Alu 1 AA genotipinin sitten kesme ile 15 aylik yaslarda,
bGH/Msp | DD genotipinin 14-15 aylik yaslarda agirlik kazanci Gzerine etkisi
oldugu gozlenmistir. Sonuglar bGH/Alu | ve bGH/Msp | polimorfizmlerinin geng
bogalarda agirlik kazanci bakimindan potansiyel isaret lokuslari olabilecegini
gostermistir.

Unanian ve ark. (2002), Nellore saf rkindan 211 bogada, bilyime hormon
geni polimorfizmi ile Greme 6zellikleri arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. 10 ile 16
aylik yaslarda her ay dizenli olarak testis torbasi cevresi ve testosteron
yogunluklarim 6lcilmislerdir. Bunlara ek olarak tetislerin blyime oranini
hesaplamislardir. Kandan izole edilen DNA’'dan bGH genini (1181-2071.
nikleotidler arasi)) PCR teknigi ile ¢ogaltris ve Msp | ile Hae Il enzimlerini
kullanarak kesmislerdir. Her polimorfizm iki allel gostermistir. Esbaskin alleller
bGH/Msp | icin D (0.85) ve bGH/Hae Ill i¢cin F (0.98) olarak bulunmus, EE
genotipine rastlamlmamistir. Calismaya gore %5 Onem dizeyinde bGH/Msp |
polimorfizimi ile ergenlik donemi sonrasi igin testis torbasi gevresi ve testislerin
gelisimi arasinda onemli bir iliski bulunmustur. Aymi zamanda yine %5 6nem
dizeyinde bGH/Hae 11l polimorfizmi ile ergenlik donemindeki testosteron
konsantrasyonu arasindaki iliski 6nemli bulunmustur. Sonuclar Greme ile ilgili
ozellikler bakimindan yapilacak bir seleksiyonda bu iliskinin kullanilabilecegini
gostermektedir. Aym zamanda sonuclar bGH/Msp | ve bGH/Hae Il
polimorfizmlerinin ergenlik donemi ve ergenlik donemi sonrasi testis gelisimini

tahminde isaret gen olarak kullanlabilecegini de gostermektedir.
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Yao ve ark. (1996), bGH genini yedi bdlgeye ayirarak tamamina yakin bir
bdlgesini (2.7 kb) PCR yontemi ile gogaltmiglardir. SSCP yontemi ile 128 Holstayn
bogasinda yapilan analizde fragmentlerin dordinde toplam alti polimorfizm tespit
etmislerdir. Uglincli intron bolgesindeki (GH4.1 olarak belirtilmis), T—C'e gegis
polimorfizmi ve besinci ekzon bdlgesinde (GH6.2 olarak belirtilmis) A—C'e
degisim polimorfizmlerinin sit verim ozellikleri ile iligkili olduklar1 gosterilmistir.
GH4.1° /| GH4.1° Dbogalariin GH4.1° /| GH4.1' (P<0.005) ve GH4.1' / GH4.1'
(P<0.0022) bogaarina gére daha yuksek st verimine sahip olduklari bulunmustur.
GH4.1°/ GH4.1° bogalarinin GH4.1°/ GH4.1" bogalarina gore kilogram olarak daha
yuksek st yag (P<0.0076) ve sit protein (P<0.0018) miktarina sahip olduklar:
bulunmustur. St verim o6zellikleri Uzerine benzer etkileri olan GH6.2' deki
polimorfizmin GH6.2* alleli varligi durumunda siit verimi Gzerine etkisi oldugu
saptanmistir. GH4.1 ile GH6.2'nin ortalama etkisi her laktasyonda +300 kg sit
miktari, +8 kg yag icerigi ve + 7 kg protein igerigi ile birbirine benzerdir. GH4.1° ve
GH4.1% nin siit verim 6zellikleri ile olan pozitif iliskisi sit sigirlarinin performansim
iyilestirmede kullanilabilecektir.

Zhang ve ark. (1993), bGH geninde 891 bc¢'lik bir bolgeyi PCR-RFLP
yontemi ile incelemislerdir. Daha Once besinci ekzondaki polimorfizmlerden
kaynaklanan A ve B allellerine ek olarak taradiklar: bdlgede Msp | ile kesim yaparak
C ve D allellerini bulmuslardir. Aymi PCR Grinina Alu I, Pst I, EcoO1091,Ava Il ile
kestiklerinde ise herhangi bir polimorfizme rastlamamiglardir.

Zwierzchowski ve ark. (2002), %80 ve daha ylUksek oranda Holstayn geni
tasiyan 102 Polonya Siyah-Beyaz siit sigirlarinda biyime hormonu geni (GH), Pit-1
(PIT) ve Leptin (LEP) genlerindeki polimorfizimlerin siit miktar: ve kompozisyonu
Uzerine etkisini PCR-RFLP yontemini kullanarak arastirmiglardir. Hayvanlarin yasi,
laktasyon asamasi ve siit somatik hticre sayisi (SCC) degerleri gozoniine alinmustir.
GHda V, PIT'de A ve LEPte C adlleli tasiyan hayvanlar sit miktar1 ve
kompozisyonu acisindan daha iyi performans gosermislerdir. GH, LEP, PIT
genotiplerinin siit verim 6zelliklerine etkisi 6nemli bulunmustur. Ozellikle PIT ve

LEP lokuslarinin bulunmasimin bu etkiyi %25 dizeyine ¢gikardigim belirtilmistir. Sit
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Ozellikleri Uzerinde etkili olan faktorlerin hiyerarsik dagilimi sdyle gostermislerdir:
Inegin yas: (laktasyon paritesi), laktasyon safhasi, SCC, PIT, LEP, GH.

2.2. Buyuime Hormonu Geni Polimorfizmi ile Tlgili Diger Tiirlerde

Y apilan Calismalar

Bastos ve ark. (2001), bir Portekiz yerli koyunu olan “Churra da Terre
Quente’ye ait 40 hayvamn SSCP yontemi ile alt1 gen bakimindan genetik farkliligini
gostermislerdir: k-kazein geninin dordinct ekzonu, blyime hormonunun dort ve
besinci ekzonu, blyime hormonu reseptdr geninin altinct ekzonu, p-kasein geninin
yedinci ekzonu, a-laktalbumin geninin birinci ekzonu, ag-kazein geninin on ve
onbirinci ekzonlari olmak tizere toplam 7 gen pargasi PCR yontemi ile gogaltilmistir.
PCR drUnlerinin besinde polimorfizm saptanmustir. Yalmzca k-kazein ve biyime
hormon reseptér lokuslart monomorfik bulunmustur. a-laktalbumin ve ag-kazein
ekzonlar1 Ug¢ yamsal farklilik gostermislerdir. B-kasein ve biytme hormonunun
dordiinct ekzonu iki elektroforetik farklilik gosterirken biylime hormonunun besinci
ekzonu ise bes yapisal farklilik gostermistir. Bu veriler  “Churra da Terre
Quente”’ nin yiksek genetik gesitliligini ortaya koymustur.

Carillo ve ark. (1996), disi domuzlarda biyime hormonu ve |GF-I lokuslar:
ile sitten kesim dncesi ve sonrasi ortalama gunlik agirlik artisi (ADG), fileto bolgesi
ve kas pH’si degerleri arasinda bir baglant: olup olmadigini arastirmiglardir. Ama
yapilan baglant: (linkage) analizleri sonucunda 6lgllen degerlerle bilyime hormonu
genotipleri arasinda 6nemli bir iliski bulunamamustir.

Kang ve ark. (2001), dil baliginin biyime 6zelliklerinin blylime hormonu
genindeki varyasyonlarla baglantili olabilecegini distinmislerdir. Southern Blot
analizi sonrasinda PCR dranunin Sau3Al enzimi ile kesilmesiyle farkli uzunlukta
polimorfik bantlar elde etmislerdir. Ug farkli olgiideki (genis, orta ve kiigiik) 60
dolun biyume hormonlarimin tamam analiz edilmistir. Alt1 haplotip ve 15 genotip
gbzlemlenmistir. Farkli Olculerdeki gruplar arasinda haplotipler bakimindan ve
genotip frekanslari agisindan 6nemli bir farklilik oldugu bulunmustur. Blytme
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hormonu geninde DNA diizeyinde g6zlenen varyasyonun biuyume ile ilgili 6zellikleri
dogrudan ya da dolayl: olarak etkileyebilecegi disUntlmistr.

Kuhnlein ve ark. (1996), Beyaz Legorn tavuklarinin 12 varyetesinden toplam
219 hayvan, Uc farkli genetik Ozellik temel alinarak (Marek hastaligina direng,
Avian |0kozise direng ve yumurta verim Ozellikleri) segmis ve RFLP yontemi
kullanilarak buylme hormon genindeki polimorfizmleri incelemislerdir. Sac | ve
Msp | enzimleri ile yapilan kesim sonucunda Sac | kesim bolgesinde 1, Msp | kesim
bolgelerinde 3 polimorfizm saptanmistir. Toplam 16 allelin bes tanesi beklenen
frekansin tzerinde bulunmustur. Bu bes allelden A1 ve A5 alleli ile kuluckada kalma
ve yumurta sayisi arasinda pozitif bir iligski bulunmustur.

Lechniak ve ark. (2002), yaptiklari calisma ile 10 gunlik domuz
embriyolarinda domuz biyime hormonu geninin (pGH) genotip ve allel dagilimint
incelemiglerdir. Duroc semeni ile dollenmis alti melez (Danimarka Landrace X
Yorkshire) disi domuzun otops ile embriyolar: toplanmistir. DNA’lar1 izole edilip
PCR yontemi ile ¢ogaltilmistir. Msp | ve Hae Il enzimleri ile restriksiyon analizi
yapilmistir. Genotip frekanslar;; Msp | icin CD 0.17, DD 0.83; Hae Il icin AA 0.33,
AB 0.58 ve BB 0.09 bulunmustur. Analiz edilen embriyolar arasinda Msp | CC
genotipine rastlanmamustir.

Malveiro ve ark. (2001), Algarvia kegilerinde bilyime hormon geni
polimorfizmi ile sit verim Ozellikleri arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. 108
Algarvia kegisinden DNA izolasyonu yapmuslardir. SSCP yontemi ile kegi blytime
hormonu geninin bes ekzonu da incelenmistir. Ekzon 1 ve 2'nin her biri icin iki,
ekzon 3 icin dort, ekzon 4 icin alt1 ve ekzon 5 icin bes yapisal model bulmusglardr.
Bu modeller ile sit, sit yag ve sit protein verimi ile yag ve protein icerigi
karsilastirilmistir. Ekzon 4'Gn F/F modeli ve Ekzon 5'in A/A modeli ile siit verimi
arasinda pozitif bir iliski bulunmustur (P<0.05). Sonuglar gGH geninin markir
destekli seleksiyonda aday bir gen olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Marques ve ark. (2003), Portekiz yerli Serrana kecilerinde genetik
polimorfizimler ve sit verimleri arasinda bir iliski bulunup bulunmadigin
arastirmiglardir. Bu irkin her iki ekotipinden (Jamelista ve Ribategjano) 229 hayvanin
DNA’sini izole etmiglerdir. PCR-SSCP teknigi ile keci biiyiime hormon geninde
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(gGH) yuksek derecede genetik polimorfizm oldugunu saptamuslardir. Ekzon 1 ve
2'de 2, ekzon 3'de 6, ekzon 4'de 10 ve ekzon 5de 5 yamsal SSCP deseni
bulunmustur. Ribategjano ekotipi igin ekzon 4'Un A/B deseninin sit ve Sit yag
miktar1 ile st protein yizdesi bakimindan iliskili oldugu, Jarmelista ekotipi igin
ekzon 2" nin A/B deseninin siit miktari ile, ekzon 1'in A/B deseni ile ekzon 2'nin B/B
deseninin Ribatgjano protein yuzdesi ile pozitif etkili oldugu disUnUlmustir
(P<0.05). Sonuclar ©nceki calismalarda ©One sOrdldigl gibi markira dayali
seleksiyonda (MAS), gGH geninin aday bir gen olarak kullanilabilecegini ve
dordinct  ekzonun st miktarimt  etkileyen mutasyonlarin - arastirilmasinda
kullanlacak ayricalikl bir bdlge oldugunu desteklemektedir.

Stephen ve ark. (2000), segtikleri Cin yerli tavuk irklarinda buyime hormonu
geni polimorfizmini arastirmislardir. Sar1 Wai Chow biytime hormonu sekans analizi
sonucu 1 sessiz yerine gegme (substitusyon), 31 araya girme (insersiyon) ve diger yer
degistirme mutasyonlarimin intronlar arasinda yaygin olarak bulundugu gorulmaistur.
Ayrica birinci intronda daha ©Once belirlenmemis bir Msp | kesim bolgesi
tammmlanmustir.  Intron 1 polimorfizmi 28 vyerli Cin tavugu popllasyonunda
tammlanmistir. Bu sebeple cGH (Chicken Growth Hormone) geninin besleme
programlarinin dizayminda oldugu kadar filogenetik analizlerde de faydal1 olabilecegi
belirtilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. DNA Materyali

Arastirmada kullamlan DNA materyali, FAO'nun “Gen Kaynaklarinin
Korunmasi” program: kapsaminda koruma altinda tutulan yerli sigir irklarindan ve
Kilis rkindan genetik olarak farkl: oldugu mikrosatellit DNA analizi ile belirlenmis
(Ozcan ve Altinalan, 2005) Urfa mn Siverek ilgesinde yetistirilen koy sirilerindeki
Yerli Sar1 sigirlardan saglanmustir. Calismada kontrol irk olarak degerlendirilen
Siyah Alaca sigirlar ise C.U. Ziraat Fakiltesi'nin Arastrma ve Uygulama
Ciftligi’ nden saglanmustir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilacak sigir wrklart ile kanlarin toplandigi

merkezler
Irk K aynak 3R Or. Sayis
1) BI Marmara Tarimsal Ar. Enst./Balikesir 4/21 25
2) YK Lalahan Hayvan Aras. Enst./Anakara 7/14 21
3) Ki Cukurova Tar. Aras. Enst./Adana 5/16 21
4) DAK Dogu Anadolu Tar. Aras. Enst./Erzurum 14/12 26
5YS Urfa/Siverek Koy Suruleri 0/21 21
6) SA C.U. Bilyiikbas Hayv. Y et.Unitesi/Adana 0/20 20

3.1.2. Kullanilan Aletler ve Diger M alzemeler

Bu tez calisgmasinda kullanilan aletlerden santriflij Hettich’den, PCR cihazi
Techne ve Eppendorf'dan, yatay ve dikey elektroforez takimlar: ile giic kaynagi
ATTO’dan, otoklav Hirayama dan, inkibatér NUve den, hassas terazi Ohaus dan,
spektrofotometre Pharmasia’dan, UV lamba Vilbert Lourmat’dan, vorteks ve
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manyetik karigtirict CAT dan, steril kabin Bilser’den, pH metre Nel’den, otomatik
pipetler Gilson ve Biohit’den, ependorf tiupler Sigma'dan, jel gérintileme cihazi
UVP den satin alinci. Ayrica goruntileme islemi icin C.U.Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyoloji Bolumi'ne ait Uvitech marka goruntileme cihazi da kullamlmstir.

Resm 3.1. Calismada kullanmilan cihazlardan; A: UVP marka gorintileme
cihazi, B: Eppendorf marka PCR cihazi

3.1.3. Kimyasal Maddeler

Jel elektroforezinde kullamlan LE agaroz, akrilamid, bisakrilamid, PCR
reaksiyonunda kullamlacak Tag polimeraz, dNTPler, tamponlar, MgCl, ve
primerler, elektroforezde kullamlacak tampon c¢ozeltiler icin gerekli kimyasallar,
RFLP yonteminde kullarmlacak Msp | restriksiyon endonikleaz enzimi ile yardimci
diger kimyasallar Merck, Sigma, MBI Fermentas, Boeringer Mannheim ve
Promega dan satin alinmustir.
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3.2.YOntem

Tarkiye yerli sigir wrklarinin  biydme hormonu geni  polimorfizimleri
yonunden incelenmesi c¢alismasi, sigir kanlarindan DNA izolasyonu, blyime
hormonu geninde incelenecek bolgenin (1181-2072. pozisyonlar aras) PCR ile
cogaltilmast ve Mspl restriksiyon endoniikleaz enzimi ile PCR Urininin kesilmesi
(PCR-RFLP), elektroforez ile jel goruntlerinin elde edilmesi ve istatistiksel analizle
verilerin degerlendirilmesi asamalarini kapsamaktadir.

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Degisik bolgelerdeki alti farkli yerli sigir wrkinin EDTA’|1 tuplere alinan
kanlarindan genomik DNA izolasyonu modifiye edilmis “ Salting Out” yontemine
(Miller et al., 1988) gore yapilmistir (Ek 2.1.).

3.22. bGH Gen Bdlgesinin Cogaltilmas igin Uygun Primerlerin
Secimi

bGH gen dizisi (Gordon ve ark. 1983) M57764 ulasim numarasi ile NCBI
gen bankasindan saglandi. Daha 6nce yapilan calismalar goz 6niinde tutularak en ¢ok
polimorfizmin goruldigi bolgeler icin Zhang ve arkadaslarinin (1993) dizayn ettigi
primerlerin kullaniimasina karar verildi. Buna gore 22'ser b¢’den olusan iki primer
sentezletildi:

Primer A: 5’—->ATC CAC ACC CCCTCCACA CAGT—-3
Primer B : 5—CAT TTT CCA CCC TCC CCT ACA G -3

Bu primerler kullanilarak bGH geninin, 1181. ve 2072. nukleotidler arasinda kalan 2.

intron (3’ bolgesi), 3. ekzon, 3. intron, 4. ekzon ve 4. intron (5' bolgesi)’u da igine
alan 891 bg'lik bdlgesinin ¢ogaltiimast hedeflendi (Cizelge 3.2.).
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Cizelge 3.2. bGH geninde primerlerin baglanacag: bolgeler.

Geni n yonu

bGH geni nin topl am buyukl Gg0

Cogal t 11 an bdl genin (koyu renkli) buyukl Ggu

5.3
2856 bg
891 bg
pﬂnf!bdges
-

N

1141 cgagggat gc gtcctagggg tggggaggca ggaaggggt g aATCCACACC COCTCCACAC

1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

ggagga
gcagaaacgg
caccagctta
gacagagat a
cccccacggg
gcaggggacc
cttctccccg
ggcaggaggt
ccgaccaccc
gt cgtggcett
cacct cggac
gcgggt gggg
cttagccagg
agcagt ccag
ttctccaagc

aact gaggag
gggt gt gt gg
gacct gggt g
ct ccat ccag
caagaat gag
tccttcatcc
aggt ggcgga
cct cgggcag
acct gccagc
gggcccct gc
cgtgtctatg
at ggcgt t gt
agaat gcacg
ccttgaccca

ttcagccgta

ggt ggggagg
ggt gt gt t ct
aacacccagg
gcccagcaga
t aagt aggct
ggttgttgga
aggccgacct
aggact t gga
agttcctcag
agaagct gaa
gggtcccttc

tgggcttggg
ggggaaacct

ttttatccaa
gttccgaata
tcccccagga
ttgccttctg
aat cagt gag
gccccagcetce
t ggcagt gga
t gcagggct g
gctgettcge
cagagtcttc
ggacct ggag
cat gt ggggg
gagacagat c
tttccecttt

A\

CLGTACCCGA COGTCAAAA Tdgagcgggce
/)

Nimer bolges

gt agggat gt
aggcggggag
gcgcacct ac
cttctctgaa
t ggcaacctc
ccgcaccggce
ggat gat ggt
ccccagaccc
at ct cact gc
accaacagct
gaaggcat cc
ccat gcccgce
cctgctctct
t gaaacct cc

aggagggagc

3.2.3. bGH Gen Bdlgesinin PCR ile Cogaltilmas

ggttagggga

gggaaccgcg
at cccggagg

accat cccgg
ggaccgagga
ct ggggeggce
gggcggt ggt
gcggcaccca
tcctcatcca
tggtgtttgg
t ggccct gat
cctctcctgg
ccctcetttct
ttcctcgecc
t gct cct gag

Bilindigi gibi PCR, laboratuar sartlarinda hedef DNA/RNA’ nin segici olarak
milyonlarca kopya halinde cogaltiimasina imkan veren bir test tlp sistemidir
(Tompkins, 1992).
PCR yonteminde Uc¢ temel asama mevcuttur. Bunlar; denatlirasyon, baglanma
ve sentez' dir ( Sekil 3.1.).
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100
Denatii
90 | NI
g Sentez
0 70
L N\/\
0T Baglanma Ka]%p DNA ve
401 yeni olugan DNA
Pl‘ilnEI‘_W\/—\
S0+ Kalip DNA /\./W
2071 M/\
101+
0 e L S e e
0 1 pA 3 4

Sekil 3.1. PCR asamalar:.

PCR calismalarina baslanmadan once, 0n calisma olarak, reaksiyonda

kullanmlacak tampon, dNTP, DNA, primer, Taq polimeraz enzimi ile MgCl, miktar

ve cesidi, farkli reaksiyonlarda, farkli oranlarda kullamlarak uygun miktarlar

belirlendi (Cizelge 3.3.). Buna gdre en iyi sonucu vermesinden dolay1 MgSO, yerine

MgCl,, Pfu yerine Taq polimeraz, MgCl,' 10 tampon yerine, MgCl, ’stiz (NH4)2SO4

tampon tercih edildi. Primerler 100 pmol/ul olacak sekilde steril su ile ¢ozildi.

Homojenitenin tam saglanmasi agisindan + 4 °C’ de 24 saat bekletildi. Daha sonra 25

pmol/ul olacak sekilde yeniden tuplere bolUsturdldi. Kullamlacak diger kimyasallar

da, etkinliklerinin devaminin saglanmasi ve steril sartlarin korunmasi agisindan bir

defada ¢6zUlUp kullanabilecek sekilde mikro tuplere paylastirildi.
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Cizelge 3.3. PCR bilesenleri ve reaksiyonda kullamilacak optimum miktarlar:.
Reaksiyon Bileseni  Bilesenlerin Ozellikleri Alinan Miktar ~ Son K onsantrasyon
10x Tris-HCI (pH:8.8)

Tampon (10x) (NH2)2S0: 2,5ul 1x
Primer A 25 pmol/ pl 0.1 pl 2.5 pmol
Primer B 25 pmol/ pl 0.1 pl 2.5 pmol
dNTP karigimu 10mM/200 pl 0.5l 25mM
MgCl, 25mM/ml 1.5l 0.75mM
Taq Polimeraz 51U/l 1.0l 51U
Kalip DNA 40 ng/ul 2.0l ~80 ng
Toplam Hacim - 25ul -

Ozellikle primer yapisma sicakligi, Uriinin  6zgilligli agisindan  gok
Oonemlidir. Primer  yapisma  sicaklhiklarimn  (annealing)  hesaplandigi
Tm=2(A+T)+4(G+C) formuli ile vyaklasik bir deger elde edilmektedir.
Laboratuarimizda bulunan Eppendorf’'un Mastercycler Gradient® cihazi ile bir
defada, hassas araliklarda, 12 farkli primer yapisma sicakligir uygulanabilmektedir.
Y ukaridaki forml ile ~62 °C olarak bulunan yapisma sicaklig: referans gosterilerek
cihaz programlanmistir. Bu sekilde her bir irk i¢in aym yontem ile primer baglanma
sicakliklar: belirlenmistir. Buna gore PCR sicakliklar1 Cizelge 3.4." de verilmistir.
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Cizelge 3.4. PCR sicakliklart

Asama Sicak ik Su Dongu sayis

Tam Denattirasyon 94°C

2-  Baglanma Sicaklig 62°C*

3- Sentez 72°C

4-  Tam Denatiirasyon

5- a)Denaturasyon

b)Primer Baglanma Sicakligi

c)Sentez Sicakligi
6- Son Sentez Sicakligi

*Her 1rk igin belirlenen primer baglanma sicakligina gore degismektedir.

3.2.4. PCR Uriininin Elektroforezi

891 bc'lik hedef DNA parcasinin PCR calismasinin basarili olup olmadigin
anlamak ve olusabilecek ekstra bantlar: gorebilmek igin %2’ lik Agaroz jel (Ek 1.2.)
elektroforezi yapildi. Her bir reaksiyon tipiunden 5 ul DNA alimp 1 pul 6X yiukleme
tamponu (Ek 1.4.) ile homojenize edildi. Daha sonra oOrnekler jel kuyularina
yuklenerek 100 V, 45 mA’de yaklasik 1.5 saat yurituldi. Sire sonundajel, UV 15181
altinda degerlendirildi.
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3.2.5. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP)

Restriksiyon enzimleri (RE) DNA’y1 ¢ok 6zgul olarak belirli bolgelerden
tamyip keserler (Durmaz, 2002). Genom boyunca, 0Ozellikle kodlayici olmayan
bolgelerde, her 200 nikleotidde 1 dizi farklhiligi gorilir. Bu farkliligi yaratan
nikleotid degisiklikleri; tek bir nikleotid ciftinde degisiklik, bir ya da birden fazla
nikleotid ciftinin ¢ikarilmas: (delesyon) veya araya sokulmasi (insersiyon) seklinde
olabilmektedir. Bu degisiklikler bir restriksiyon enziminin kesim noktasim ortadan
kaldirabilir ya da yeni bir kessm noktasi yaratabilirler. Restriksiyon enzimleriyle
kesim sonucu olusturulan bu parca uzunluklarindaki farkliliklar “restriksiyon parca
uzunluk polimorfizmleri” (RFLP) olarak adlandiriir (Klug ve Cummings,
2003)(Sekil 3.2.).

400 be % 500 be {00 be \ . RE kesim bolges
‘ \
— —— [l Mutasyona ugramis
kesim bolgesi

1200 b¢'lik DNA bolgesi

Sekil 3.2. RFLP metodu. Normal sartlarda 300, 400 ve 500 bc¢'lik 3 bant elde
edilmesi gerekirken, ikinci kesim bélgesinde olusan mutasyondan
dolay1 800 ve 400 b¢’lik 2 bant olusmustur.

Bu tez calismasinda restriksiyon enzimi olarak Msp | kullamldi. Msp | enzimi

DNA'y1 su baz dizilerini tamyarak kesmektedir:
5'- Cr"CGG -3
3'- GGCrC -5
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Restriksiyon enzimleri oldukga pahali Urinlerdir. Bu yizden enzimin en
dustk dozda etkili olabilecegi miktar 6n calismalar sonucu belirlendi. Buna gore
PCR ile ¢ogaltilan gen bdlgesinin kesim reaksiyonu su sekilde hazirland: (Cizelge
3.5).

Cizelge 3.5. Kesim reaksiyonunda kullanmlan bilesenler ve miktarlari.

Bilesenler Alinan Miktar
Kalip DNA 10 pl (1pg/ul)
Core Buffer (10x)* 2ul

Msp | (10 u/ pl) 0.25ul (2.5u)
Saf Su 7.75 l
Toplam Hacim 20 pl

*10mM Tris-HCI,10 mM MgCl, 1 mM Dithioerythritol (DTH), pH 7.5.

En son enzim eklenecek sekilde reaksiyon bilesenleri tiplere konulup igerigin
homojenizasyonu saglandiktan sonra 37 °C'de 1.5 saat bekletildi. Daha sonra
enzimin inaktivasyonu icin 65 °C’'de 15 dakika tutuldu. DNA elektroforezine kadar
ise 4 °C’ de saklandh.

3.2.6. bGH Geninde RFLP

Cogaltilan 891 bc’lik gen parcasinin biytme hormon genindeki yeri Sekil
3.3."de koyu renkle gosterilmistir. Msp | enzimi bu gen parcasin U¢ yerden taniyip
kesmektedir. Kesim bdlgeleri I, 1l ve Il olarak numaralandirildi ve oklarla
goserildi.
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2857 b

/ 891 bg \

193 b¢ 63 b¢ 109 bg 526 bg
Sekil 3.3. Blyume hormon geninde gogaltilan bolge ve kesim yerleri.

Msp | enzimi ile kesim sonucunda 3 tip bant deseni (genotip) elde edilmistir.
Bunlardan AA genotipi her iki alelin tam kesimi sonucu 197, 63, 109, 526 bg
uzunlugunda bantlar veren homozigot tam kesim Grintdar. Allellerden birinde, 111
numaral1 bolgede kesim gergeklesmediginde olusan AB genotipi 635, 526, 197, 109
ve 63 bg uzunlugundaki bantlardan olusmaktadir (Iki allel birbirine esbaskin oldugu
icin mutasyonun oldugu bant B olarak isimlendirildi). Son olarak her iki allelde de
Il numarali bélgede mutasyon olmasi durumunda olugsan BB genotipi 197, 63, 635
b¢ uzunlugundaki bantlardan olusan homozigot kesim Urintdur (Sekil 3.4.).
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AA AB BB
Ciel B ey
526 »
193 >
109 »
63 >

Sekil 3.4. Msp | enzimi ile kesim sonrasi olusan AA, AB ve BB genotipleri.

3.2.7. RFLP Elektroforez Calismalari

Kesim islemi sonucu ortaya ¢ikacak en kiigik parcgalarin gorilebilmesi igin
Agaroz jelden daha hassas sonuclar veren poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)
yapildi. Polimorfizmlerin izlenebilmesi igin uygun akrilamid jel konsantrasyonu Ek
1.1.’ deki tablodan yararlanilarak %8 olarak belirlendi (Cizelge 3.6.).

Cizelge 3.6. % 8'lik Akrilamid jel igin gerekli bilesenler
Madde icerik Alinan Miktar

%8 AB soltisyonu 3.3 ml %30 stok AB* sollisyonu, 20 ml
2ml 10X TBE**, 14.7 ml saf su)

TEMED

Tetramethylethylenediamine 10 4l
% 25 APS Amonyum per siilfat 150
900 ml H20 tampon olarak kullanildi.

*29:1 g Acrylamide-bisacrylamide saf suile ¢tzUlip 100 ml’ye H,O ile tamamlandh.
**1 Iticin 108 g Tris-HCI, 55 g Boric Asit, 0.5 M EDTA (pH:8.0)
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Jelin iyi polimerize olabilmesi icin elektroforez aletinin, Ozellikle cam
aparatlarinin, toz ve deterjan kalintilarindan arindirilmasi gerekmektedir. Bu sebeple
14x14x0.1 cm?® ebatlarindaki cam levhalar kullaniimadan énce etanol ile temizlendi.
Jel takimi hazirlandiktan sonra bir erlenin igerisine 20 ml %8 AB sollisyonu konuldu.
Uzerine 150 pl %25'lik APS eklendi ve 15 dakika kadar bekletildi. Daha sonra
karisimin Uzerine 10 ul TEMED eklenerek iyice karismasi saglandi. Zaman
kaybetmeden jel kalibina hava kabarcigi olusturmayacak sekilde bosaltildi. Jel
taraklar1 yerlestirildikten sonra, polimerizasyon icin 40 dakika kadar beklendi.
Polimerizasyon sirasinda jel takiminin sarsiimamasina dikkat edildi. Daha sonra cam
levhalar arasinda polimerize olmus jel elektrik akimimin verilecegi elektroforez
unitesine yerlestirildi. Unitenin icerisine akim telini kapatacak kadar ve jel kuyularim
gegecek sekilde 1X TBE konuldu. Tarak cikarildiktan sonra ilk ve son kuyuya 2 pl
markir (50 bp DNA Ladder, Fermentas®) kondu. Diger kuyulara, her 6rnegin hem
PCR Urdni hem de Msp | kesim 0riini yanyana gelecek sekilde yiklendi. Y Gkleme
bittikten sonra jel takiminin dengede olup olmadig: su terazisi ile kontrol edildi. Gl
kaynagi 120 V (5 V/cm) ve 45 mA’de 3 saat 45 dakika calisacak sekilde ayarlandi
(Resim 3.2.).

Resm 3.2. PAGE icin guc kaynag: ve dikey elektroforez Unitesi
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Sire sonunda jeller cam levhalardan ayirilarak bagka bir kapta son
konsantrasyonu 0.5 pl/ml olacak sekilde EtBr (Ek 1.3.) eklenen 1X TBE
tamponunun icerisine alindi. Boyama islemi icin yaklasik 5 dakika bekletildi. Sire
sonunda jel, fazla EtBr’ tin uzaklastiriimasi i¢in saf su igerisine alindi. Son olarak da
gorintlileme cihazinda jelin gorunttst alindi. Bu islemler her irk icin tekrar edildi.

3.2.8. Jel Dokiuimantasyon Calismalari

Alt1 yerli sigir irkindan toplam 134 6rnegin PCR drlnleri % 2’'lik Agaroz
jelde gorunttlendi. Dogu Anadolu Kirmizisi irkinin 8, Kilis wrkinin ise 1 6rneginin
DNA kalitesinin dusik olmasi dolayisiyla PCR'1 basarili olmadi. Bu sebeple 125
ornek degerlendirmeye alind.

PCR ve RFLP caligmalar1 sirasinda gen bolgesinin blyudkligi ve kesim
sonucu ortaya ¢ikacak bantlarin buyUklUkleri bilindiginden diger non-spesifik bantlar
g6z arch edildi (Resim 3.3). Tum rklara ait RFLP calismalari EK 2’ de verilmistir.

1031
900"
800,
700",
BO0L
500...
400--
300-
250-
200
160
100°
50

Resim 3.3. Agaroz jelde PCR Urtnlerinin gorintisi
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3.2.9. igtatistiksel Analiz

Calismanin istatistigi icin Popgene® 1.31v.(Yeh ve ark. 1999), MS Excel®
ve Minitab® 13v. paket programlar: kullanildh.

3.29.1. Populasyonlarin bGH Gen Lokusu Polimorfizmi
Bakimindan Genetik Parametreleri

Popllasyonlardaki genotip ve allel sayilari jel fotograflarina bakilarak
saptandi. Populasyonlarin genotip frekanslari (3.1) esitligine gore hesapland:.

f(AA)= p? = Z(AA)/n
f(Aa)=2pg= Z(Aa)/n (32
f(aa) = q°= Z(aa)/n

Esitlikteki,

n : Populasyondaki birey sayisini gostermektedir.

Poptlasyonlarin 6rnekteki genotip frekanslarina gore alel frekanslari (3.2) ve
(3.3) ssitliklerine gore hesaplandh.

F(A)=p= g0z(AA) +;/2902(AB) (3.2)

f(B)=q=1-p (33)
Esitliklerde,

gbz  : GOzlenen genotip degerlerini,

f(A)=p: A dlelinin frekansin,

f(B)= q: B alelinin frekansin

N . Populasyondaki 6rnek sayisint gostermektedir.

Bir populasyondaki genetik ¢esitliligi 6lgmek icin gozlenen ve beklenen
heterozigotluklar karsilastirilir (Marson ve ark. 2005). Tum wklarin genetik
cesitlilik (genetic variability) ortalamasim bulmak igin gozlenen heterozigotluk
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diizeyleri esitlik (3.4)'e gore, beklenen heterozigotluk diizeyi esitlik (3.5)'e gére
hesapland.

Ny,
Ho =3 " (34)

J

Esitlikteki;

Nij : 1. lokustaki heterozigot bireylerin sayis,
N : Analiz edilen toplam birey sayisidir.

Ho=1-&p,° 35)
i=1
Esitlikteki;
piu : llokustaki i allel frekans,
n 1. lokustaki allellerin sayisidir.
Genetik parametrelerin  hesaplanmast icin  Popgene® 1.31v. igtatistik
programi kullamldi.
3.2.9.2. Populasyonlarin Hardy-Weinberg Prensibine Gore Denge

Analizi

Hardy-Weinberg prensibi bazi basit varsayimlar altinda bir populasyondaki
genotip ve alel frekanslarimin ne olacagim gogerir. Bu varsayimlar gergek
populasyonlarin karsilastigi  bircok karmasik durumun bulunmadigi ideal bir
populasyonu belirlemektedir:

Bitin genotipler esit hayatta kalma oramna ve Ureme basarisina
sahiptir.Yani hi¢ bir segilim yoktur.

Yeni alel olusturacak ya da mevcut bir alleli digerine donistirecek
mutasyonlar bulunmaz.

Populasyonun icine veya iginden disina higbir go¢ yoktur.

Popllasyon sinirsiz bir genislige sahiptir. Bir baska deyisle, bu
populasyon ¢rnekleme hatalarinin ve diger rastgele etkilerin gozardi
edilebilecegi kadar biiytk bir poptilasyondur.

Hardy-Weinberg kanununa gore yukaridaki varsayimlara uygun populasyon
asagidaki Ozelliklere sahiptir:
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Bir Populasyondaki allel frekanslari nesilden nesile degismez; diger
bir deyisle poptilasyon evrimlesmez.

Bir nesil siiren rastgele eslesmenin ardindan genotip frekanslar: allel
frekanslarindan tahmin edilebilir.

Denge test edilirken oncelikle genotip frekanslari hesaplanmalidir. Daha
sonra genotip frekanslarindan allel frekanslar1 hesaplanir. Son olarak hesaplanan allel
frekanslar1 kullanmilarak genotip frekanslar: tahmin edilir. Hardy-Weinberg kanununa
gore genotip frekanslarimin p? + 2pg+ g° =1 denklemine uymasi beklenir. Aksi
takdirde varsayimlardan biri veya bir kagi bu populasyon igin gegersizdir (Klug ve
Cummings, 2003).

(3.6)’ya gore hesaplandh.

E(AA) = p°n (3.6)
E(Aa) = 2pgn
E(aa) = ¢n

Esitlikte,

p: A alelinin frekansi
g: B alelinin frekanst
n: O populasyondaki birey sayisim gostermektedir.

Genetikte gozlenen sapmalar1 degerlendirmek énemlidir. Olglilen degerler ile
beklenen degerler arasinda gercek bir fark olmadig: kabul edilerek “sifir hipotezi”
(Ho) kurulur. Bu hipotezi test etmek icin istatistiksel analizler kullamlir. Buna
dayanarak sifir hipotezi ya reddedilir ya da reddelimez. Eger reddedilmisse beklenen
orandan sapma sadece sansa baglanmaz. Dolayisiyla istatistiksel analizler, gézlenen
verilerin tahmin edilen ya da beklenene ne kadar iyi uydugunu, ondan ne kadar
farklilik gosterdigini incelememiz icin matematiksel bir temel olusturur. Bu teste
uyumun mukemmelligi (Goodness of fit) adi verilir. Sifir hipotezinin mikemmellik
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uyumuna karar vermek icin gelistirilen en basit istatistiksel testlerden biri Ki-kare
(%) analizidir. Bu sebeple gozlenen ve beklenen degerler arasindaki farkin dnemli
olup olmadigini test etmek icin (3.7) esitligindeki Ki-kare istatistik analiz yontemi
kullanld.

Ki-kare analizi esitligi;

o (G- B)?
c2=3 G BiB) (3.7)

Esitlikteki,
Gi: i kategorisi icin gozlenen degeri,
Bi: i kategorisi icin beklenen degeri gostermektedir.

3.2.9.3. Polimorfik Allel Frekansmin Irka/lrklara Ozgii  Olup
Olmadiginin Test Edilmes

Polimorfik allel frekansimin (g) wrka veya iwrklara bagli olarak degisip
degismedigini test etmek icin (3.7) esitligindeki Ki-kare istatistik analiz yontemi
kullanld.

3.29.4. Polimorfik Allel Dagihm Bakimindan Irklarin
Karsilastirnlmas

Populasyonlarin g alleli dagilimi bakimindan farklilik gosterip gostermedigini
anlamak Uzere birbirleri ile karsilastiriimasinda Kruskal-Wallis testi kullanildi.
Kruskal-Wallis testi bagimsiz k sayida degiskenin birbirleri ile karsilastiriimasina
olanak veren nonparametrik bir test olup Ki-kare dagilim gostermektedir.

12 §R.
" A 3(n+1) (3.9)
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Esitlikteki;
n: 6rnek blydklagind,
k: grup sayisin,
Ri: Sira numaralari toplamini,
ni: i. gruptaki 6rnek sayisini gostermektedir.
Bulunan H degeri Xz(k_l)‘a degeri ile karsilastirilarak H, hipotezi test edilir.
Bu calismada Kruskal-Wallis testi analizi icin Minitab® v.13 paket programi
kullanld.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Jel Dokumantasyon Calismalarina Y 6nelik Bulgular

Alti irka ait bGH Msp I/RFLP c¢alismasi sonucunda, taranan bolgenin
yalnizca 3. kesim boélgesinde (intron |11 bélgesinde) mutasyon oldugu goérildi. Buna
gore 3 genotip belirlendi. Bunlar AA, AB ve BB genotipleridir (Resim 4.1). Alleller
birbirlerine kodominant olduklari i¢in A ve B olarak adlandirildi.

Resm 4.1. Msp I/RFLP metodu ile belirlenen genotipler (M: Markir, AA:
Homozigot tam kesim Uriini, AB: Uciincli kesim bolgesinde
mutasyon olan heterozigot kesim Uriini, BB: Uclincii kesim
bolgesinde mutasyon olan homozigot kesim Urund, k: Kesilmemis
PCR Urund).

4.2. Populasyonlarin istatistiki Olarak Analizi
4.2.1. Genotip ve Allel Frekanslarimin Irklara Gore Dagilimi
Bes yerli ve bir kltdr sigir irkina ait toplam 125 genomik DNA 6rnegi PCR
yontemi ile cogaltilarak Msp | enzimi ile kesildi ve PAGE ile gorintilendi. Jel

fotograflarina bakilarak genotipler tespit edildi. Genotiplere bakilarak alleller sayildi.
MS Excel® programinda AA genotipi igin 11, AB genotipi igin 12 ve BB genotipi
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icin 22 rakamu verilerek tablo olusturuldu (Cizelge 3.7.). Bunagore A alleliigin 1, B
aleli icin 2 rakarmi verilmis oldu.
Cizelge 4.1. Irklara gore genotiplerin dagilimu.

Bl YK YS SA Ki DAK
11 22 11 12 12 11
11 11 11 12 12 12
12 12 11 12 12 11
22 11 12 12 12 22
11 11 11 12 12 12
11 12 12 12 22 12
12 11 11 12 12 12
12 12 11 12 12 12
12 12 12 12 12 11
11 11 11 11 12 12
11 12 22 12 12 11
11 22 12 12 12 12
11 12 12 12 22 12
12 12 12 12 12 12
11 12 11 12 12 12
12 12 12 12 12 12
12 11 11 12 12 12
12 11 11 12 12 12
11 12 12 12 11
11 12 11 12 12
12 12 12
11
11
11
11
BI YK YS SA Ki DAK
AA 15 7 11 1 1 4
AB 9 12 9 19 17 13
BB 1 2 1 0 2 1
Toplam| 25 21 21 20 20 18

Y dntem 3.2.9.1'de verilen (3.1) ssitliginden genotip frekanslar: hesaplandh.
Buna gore Bl icin genotip frekanslar: s6yle belirlendi:

f(AA)=p°=15/25=0.6

f(AB)= 2pq = 9/25 = 0.36

f(BB)= g° = 1/25 = 0.04

TUm populasyonlar genelinde toplam genotip frekanslari aym yontemle
hesaplandi(Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Tum poptlasyonlar genelindeki genotip frekanslar.
Genotip N Frekans
AA (p9) 39 0.31
AB (2pq) 79 0.63
BB (g9 7 0.06

Her bir populasyon icin hesaplanan genotip frekanslar1 ve irklara gore
dagilimi Sekil 4.1.”de gbsterilmistir.

25

20 0.95
0.85
0.6
15
0,72
0,57
0,52
10 A D 36
0,3
5 0,2
0,1 0,1
,04 ,05 0,0 0,0 ,06
0
Bl YK YS SA Ki DAK
OAA 15 7 11 1 1 4
B AB 12 19 17 13
OBB 2 0 2 1

Sekil 4.1. Genotip frekanslari ve rklara gore dagilim.

TUm poptlasyonlar dizeyinde AA genotipinin frekanst 0.31 iken AB
genotipinin frekanst 0.63 ve BB genotipinin frekansi 0.06 bulundu (Cizelge 4.2).
Irklara bakildiginda ise en yiksek AA genotip frekansina 0.6 ile Boz Irk sahipken
onu 0.52 ile Anadolu Sarisi 1rki izledi. Bu iki irk digindaki diger wrklarda ise AB
genotipinin diger genotiplere gore daha yuksek frekansta oldugu goruldid. AB
genotipinin en sik gordldigt irk 0.95 ile kdlttr irki olan Siyah Alaca irki oldu. Bu
genotip bakimindan Siyah Alaca irkim 0.85 ile Kilis ve 0.72 ile Dogu Anadolu
Kirmizist takip etti. Diger irklarin AB genotipinin frekanslar: ise Yerli Kara da 0.57,
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Yerli Sar'da 0.43 ve Boz Irk’ta ise 0.36 idi. BB genotipinin frekansi, goruldig
rklar icerisinde en diistik frekansa sahip genotiptir: BB genotipi sirasiyla Bl’ da 0.04,
YK’da0.10, YS da0.05, Ki'de 0.10 ve DAK’da 0.06 olarak bulundu.

BB genotipi tum Anadolu rklarinda mevcutken Siyah Alaca irki sigirlarda
g6zlenmedi.

Yontem 3.2.9.1'deki (3.2) ve (3.3) esitlikleri kullamlarak tim wklar icin allel
frekanslar1 bulundu. Buna gore Bl igin p ve g degeri sdyle hesapland:

p=(15+9)/25=0.78

p+g=1 esitliginden g=1-0.78=0.22"dir. Diger wrklar igin p ve q degerleri aym
sekilde hesaplanarak Cizelge 4.3." de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. Irklara gore ve populasyon genelinde allel frekanslarinin

dagilim.
Bl YK YS SA Ki  DAK Pop. Geneli Anadolu Irklar:
p 0.780 0.619 0.738 0.525 0.475 0.583 0.620 0.639
g 0220 0.381 0.262 0.475 0.525 0.417 0.380 0.361

Allel frekanslarimin irklara gore dagilimi Sekil 4.2'de verilmistir.
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Sekil 4.2. Irklara gore allel frekanslari.
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Tum populasyonlar genelinde A allelinin frekansi (p), polimorfik B allelinin
frekansindan (q) yuksek bulundu (p degeri 0.620 iken g degeri 0.380'dir). SA g6z
arch edildiginde Anadolu irklar1 genelinde ortalama p allel frekans: 0.639 ve q allel
frekanst 0.361 bulundu. Bu durum q alleli ortalamasinda bir miktar dismeye neden
olsa da fazla bir degisiklige yol agmadi. Irklar arasinda en yiksek p degerine
srasiyla0.780 ile Bl, 0.738 ile YS ve 0.619 ile Y K’ nin sahip oldugu gordldi. Ki, SA
ve DAK’1n populasyon ortalamasinin Uzerinde g degerlerine sahip olduklar: bulundu
(Srasiyla 0.525, 0.475, 0.417). Tum Anadolu rklart genelinde (SA ortalamadan
cikarildiginda) ise p allel frekansi 0.639 ve g allel frekansi 0.361 olarak bulundu.

Daha 6nce Anadolu irklar Gzerine yapilmis boyle bir ¢aligsma bulunmamakla
birlikte Siyah Alaca (Holstayn) icin farkl: Glkelerde benzer calismalar yapilmistir. Bu
calismada SA icin bulunan g frekans: Zhang ve ark. (1993)' nin, Kuzey Amerika’ daki
Holstaynlar Uzerinde yaptig1 benzer bir calismada bulduklar: 0.26 degerinden yiksek
bulundu. Ayrica Lagziel ve ark. (2000), farkli bolgelerde yetistirilen horgucli ve
horgucsiiz 20 ayri irki, benzer bir calisma ile, q allel frekanslarina gore
karsilastirmiglardir. Bu tez ¢alismasinda kullamilan Holstayn (SA) popilasyonunun g
alel frekans (0.475), Lagziel ve arkadaslarinin italya (g=0.17), Israil (g=0.00),
Kanada (g=0.14) ve Irlanda (g=0.22)'da yetistirilen Holstayn sigirlarinda
hesapladiklar1 g allel frekanslarindan yuksek c¢ikmustir. Unanian ve ark. (2002),
Hindistan orijinli (Bos indicus) bir irk olan ve st verim yonlu yetistirilen Nellore
sigirlarinda benzer bir calisma yapmislar ve q allelinin frekansim 0.85 olarak
bulmugslardir. Yine Vukasinovic ve ark. (1998)'mn Holstaynlarda yaptiklar
calismada bulduklari g allel frekansi (0.095) bu calismada bulunan degerden (0.475)
distktdr.

Popllasyonlarin gozlenen ve beklenen heterozigotluklari, esitlik (3.4) ve
(3.5)’ e gore hesaplanarak Cizelge 4.4’ de verildi.
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Cizelge 4.4. Irklarin gbzlenen ve beklenen heterozigotluk diizeyleri.

Irklar Ho He
BI 0.36 0.34
YK 0.57 0.48
YS 0.43 0.39
SA 0.95 0.51
Ki 0.85 0.51
DAK 0.72 0.50
Pop. Ort. 0.63 0.47

. Poptilasyon ortalamasina bakildiginda da durumun ayni oldugu goraldi. Bu
degerler Altinalan (2005)’in 26 mikrosatelit markir kullanarak bes irkin (BI, YK, Ki,
DAK, SA) genetik analizini yaptig: calismada elde ettigi sonuclardan farkli olarak
tum wklarin ortalama gozlenen heterozigotluk degerlerinin beklenen heterozigotluk
degerlerinden daha yuksek oldugunu gostermektedir.

4.2.2. Taranan Lokus Bakimindan Populasyonlarin Hardy-Weinberg
Denge Testi

Yontem 3.2.9.2'deki (3.6) esitligine gore genotiplerin beklenen degerleri
hesaplandi. Daha sonra gozlenen ve beklenen degerler kullanilarak Ki-Kare yontemi

ile Ho hipotezi test edildi (H,: Popllasyon dengededir).

Bl icin dengenin test edilmesi:

Beklenen genotip frekanslars; Gozlenen genotip frekanslars;
E(AA) = (0.78)*25=15.21 O(AA) = 15
E(AB) = 2*0.78+0.22* 25 = 8.58 O(AB) =9
E(BB) = (0.22)*25 = 1.21'drr. O(BB) = 1'dir.

Esitlik (3.7)’de degerler yerine kondugu zaman Ki Kare degeri elde
edilmektedir. Popgene® program ile hesaplanan Ki-kare degerleri igin bulunan
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olasilik degerleri p<0.01 ve p<0.01 O6nem duizeylerinde karsilastirilarak Cizelge
4.5 de verildi.

Cizelge 4.5. Populasyonlarin HWE' ye gore test edilmesi.

y?icin p degerleri | HW Dengesine Gore Popilasyonlar
<0.05 igin: Dengede
B 0.88424 P _g_ J
p<0.01 icin: Dengede
<0.05 igin: Dengede
YK 0.38949 P -(;- J
p<0.01 icin: Dengede
<0.05i¢in: Dengede degil
SA 0.00001 P ¢ J =
p<0.01igin: Dengede degil
<0.05i¢in: Dengede degil
Ki 0.00239 P -(;- J eg-
p<0.01igin: Dengede degil
<0.05 igin: Dengede
DAK 0.05193 P -(;- J
p<0.01 icin: Dengede
<0.05 igin Dengede
AS 0.69542 P -(;- J
p<0.05 igin:Dengede

SA ve Ki populasyonlarinin %1 ve %5 6nem dizeylerinde test edildiginde
dengede olmadiklar1 gordldi. Diger popllasyonlarda ise durum degismedi.
Mutasyon, seleksiyon, populasyonlarin altbolimlere ayrilmasi (subdivision),
populasyon ici ciftlestirme (endogami), seleksiyon ve populasyonda bazi genotipler
bakimindan  yigilma olmasi gibi  durumlar  populasyonda dengesizlik
yaratabilmektedir (Marson ve ark, 2005). GoOzlenen heterozigotluk degerlerinin
beklenenden yiksek olmast Ki ve SA popilasyonlarinda belirgin sekilde heterozigot
yigilmasinin (heterozygote excess) oldugu gostermektedir (Cizelge 4.1). Bu durum
bu popullasyonlarin dengede olmayisimt agiklamaktadir. Ayrica Universitemiz
uygulama ciftligindeki SA populasyonu icin dengeyi bozan diger etkenlerin yapay
tohumlama calismalar1 ve suni seleksiyon uygulamalari oldugu sdylenebilir.
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4.2.3. Polimorfik Allel ve Irklarla iliskisinin Analizi

Polimorfik allelin wrka/irklara 6zgi olup olmadiginin test edilmesi icin Ki-
kare analizi yapildi. Tum wrklar icin gozlenen ve beklenen degerler Yontem
bolumindeki esitlik (3.7)'ye gore hesaplandi. Alt1 rk karsilastirildig: igin serbestlik
derecesi (6-1 = 5) olarak alindi. Hipotezler su sekilde kuruldu:

Ho: Polimorfik allelin gorulme siklig tesaddfidir.

H1: Polimorfik allelin goriulme siklig: irka bagimlidr.

Elde edilen 13.27 Ki-Kare degeri %5 ©6nem dizeyinde cetvel degeri ile
karsilastirildiginda (x%o0s, s = 11.07) H, hipotezi reddedildi. Yani g alleli ile irk/irklar
arasinda bir iliski s6z konusudur. Allel frekanslarina bakildigi zaman Ki, SA ve
DAK poptlasyonlarinin g allel frekansi bakimindan poptlasyon ortalamasindan ve
diger populasyonlardan farkli oldugu gorulmuistld. Bu ¢ populasyonun g alleli
bakimindan diger irklardan ayrilip ayrilmadigim test etmek icin Kruskal-Wallis testi

uygulandi. Buna gore tim populasyonlar birbirleri ile karsilastirildh.

4.2.4. Polimorfik Allel Bakimindan Irklarin Karsilastiriimas

Yontem 3.2.9.4'deki (3.8) esitliginde degerler yerine kondugu zaman elde
edilen olasilik degerleri (p) % 5 diizeyinde test edildi (p<0.05).
Tdm wrklar igin Kruskal-Wallis testinde elde edilen olasilik degerleri Cizelge

4.1. de verilmistir.
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Cizelge 4.6. Irklarin polimorfizm agisindan Kruskal-Wallis Testi ile
karsilastirilmasi.

Karsilastirilan Irklar Kruskal-Wallisp Degeri
Ki-YK p=0.075
Ki-DAK p=0.144
Ki-YS p=0.002**
Ki-SA p=0.323
Ki-BlI p=0.000* *
SA-YK p=0.158
SA-DAK p=0.321
SA-YS p=0.004**
SA-BI p=0.001**
DAK-YK p=0.641
DAK-YS p=0.076
DAK-BI p=0.021*
YK-YS p=0.205

*p<0.05 diizeyinde 6nemli bulunan degerler.
**n<0.01 dizeyinde 6nemli bulunan degerler.

Y ukaridaki verilere gore g alel dagilim bakimindan Ki ile YS, Ki ile Bl, SA
ile YS ve SA ile Bl populasyonlari arasindaki fark %5 ve %1 dizeylerinde, DAK ile
Bl populasyonlar1 arasindaki fark ise %5 dizeyinde 6nemli bulundu. En ytksek
polimorfik allel frekansina sahip olan Ki, SA ve DAK populasyonlar1 ve diger
populasyonlarin polimorfizm bakimindan karsilastirilmasinda ise 6nemli bir farklilik
bulunmag: (p<0.01 ve p<0.05).

Kruskal-Wallis testinin sonuglarina gore bGH gen lokusundaki polimorfizm

yonunden rklar su sekilde siralandi:

Bl AS YK DAK SA Ki
a
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Polimorfik allel frekansina gore yukaridaki yapilan karsilastirmada “a” en
distk, “b” orta, “bc” orta-yiksek ve “c” ise en yuksek frekans: temsil etmektedir.
Bunagore Bl “a’, YS“b”, YK ve DAK “bc”, SA ve Ki “c” grubunda yer almaktadr.
Istatistik sonuclarina gore siralanan bu rklardan Kilis ve Siyah Alaca sigirlar: siit
verimi yuksek sigirlardir. Kilis sigirmin siit verimi bir laktasyonda 1500-3000 kg
arasinda, Siyah Alacalarin ise 4.500-9000 kg civarindadir (Sekerden ve Ozkiitik,
1990). Bu durumda “c” ile harflendirilen rklarin yiksek st verimine sahip olduklari
gorilmektedir.

Daha once yapilan calismalarda polimorfik allel ile sit verim 6zellikleri
(Lagziel ve ark, 2000, Dybus, 2002), canl1 agirlik kazanci (Rocha ve ark., 1992) ve
treme ile ilgili 6zellikler (Unanian ve ark., 2002) arasinda pozitif bir iliski oldugu
bulunmustur. Yine Yao ve ark. (1996), SSCP teknigi ile bGH geninin tglinct intron
bolgesinde T'den Ce gecis polimorfizmine sahip heterozigot GH.19GH.1'
genotiplerin yuksek siit verimine sahip olduklarim gostermislerdir. Lagziel ve ark.
(1995), SSCP yontemini kullanarak Holstayn sigirlarinin bGH geninin 3. intron
bolgesindeki aymi polimorfizmin siit protein orant ile iliskili oldugunu géstermisledir.

Unanian ve ark. (2002), yaptiklar1 ¢calismada B. indicus kokenli olan Nellore
irk1 sigirlarda polimorfik allelin yiiksek frekansta (0.80) bulunmasini bu allelin Bos
indicusdan koken aldigina ve buradan Bos taurus'a yayilmis olabilecegine
baglamislardir. Anadolu sigir irklarindan Boz Irk’ in Ukrayna, Macaristan, Romanya,
Italya ve bazi1 Balkan Ulkelerinde cok eskiden beri yetistirilmekte olan Bos taurus
Primigenious dan koken alan bir irk oldugu bilinmektedir. Bu durum q allelinin
Bl’da diusuk frekansta olusunu agiklamaktadir. Yine Loftus ve ark. (1999) nin
mikrosatellit markirlar ile wklarin orijinlerini belirledikleri calismada Boz Irk’in
Zebu (B. indicus) alel orammin %10.4, Yerli Karamn %17.2, Guney Anadolu
Kirmizist mn (YS ve Ki) %15.6 ve Dogu Anadolu Kirmizisi' mn %20.9 oldugu
gogerilmistir. Bu tez calismasi, Loftus ve arkadaslarimin calismast ile
karsilastirildiginda, q allelinin Anadolu rklarindaki dagilim oran ile uyumlu oldugu
gordlmustar. Ancak calismamizda Kilis ve Anadolu Sarist 1rki iki ayr1 irk olarak
degerlendirildiginden allel frekanslar1 Giiney Anadolu Kirmizisi olarak ifade edilen
rkin frekanslar1 ile uyumlu degildir.
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Lagziel ve ark., (2000)'nin cografik bolgelere gore q alelinin (Msp 1(-))
dagilimint inceledikleri bir baska calismada Kuzey Avrupa ve Bat1 Afrika kdkenli
wrklarin g alleli bakimindan diisuk, Dogu Avrupa ve Akdeniz tlkelerinden koken alan
rklarin orta, Hindistan yarimadasindan koken alanlarin ise yiksek frekansa sahip
olduklar1 gosterilmistir. Bu calismada kullamlan populasyonlarin g allel frekansi
ortalamast 0.380 bulunmustur. Bu deger arastirmacilarin Akdeniz Ulkelerindeki
rklarda hesapladiklar1 q allel frekanslar: gibi orta diizeydedir. Arastirmacilar bunun
sebebini Akdeniz Bolgesi'nin gen gegis bolgesi olmasina ve buradaki irklarda B.
taurus ile B.indicus genlerinin degisik oranlarda karismasinin bir sonucu olarak

yorumlamuglardir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bes Anadolu yerli wrkin ve bir kdltdr wrkimn bGH/Msp |
bakimindan genotipleri ve allel frekanslari belirlendi. Tdm
populasyonlar genelinde heterozigot AB genotipi (2pg) 0.63 degeri
ile en yiksek frekansa sahipken, en distik frekansa 0.06 degeri ile
homozigot BB (g°) genotipinin sahip oldugu gériildi. AA (p%)
genotipinin frekans: ise 0.31 bulundu. Anadolu yerli irklarinda az
da olsa BB genotipinin varligina rastlanmasina ragmen SA 1rki
sigirlarda rastlanmadh. Heterozigot genotip en ¢cok SA (0.95) ve Ki
(0.85) ki sigirlarda goruldi. Tum populasyonlar genelinde
polimorfik allelin (g) ortalamas:i 0.380 olarak bulundu. Ayrica q
aleli bakimindan en yiksek frekanslara sirasiyla Kilis (0.525),
Siyah Alaca (0.475) ve Dogu Anadolu Kirmizist (0.417) ki
sigirlarin sahip oldugu goruldi. En disuk g alleli frekanst ise 0.220
ile Boz Irk ve 0.262 ile Anadolu Sarisi irkinda gordldu.

Her bir populasyon %1 ve %5 dnem diizeylerinde Hardy-Weinberg
dengesi bakimindan test edildi. Ki ve SA populasyonlarinin disinda
diger populasyonlarin dengede oldugu goriuldi. Bunun nedeninin
bu iki 1rkta heterozigot genotiplerin baskin olusu (SA icin %95, Ki
icin %85) oldugu dustunuldd. Ayrica SA popilasyonunun st verim
yonll yetistirilen ve bu yonde yapay tohumlama ve seleksiyon
calisgmalarina tabi tutulan bir populasyon olusu da dengenin
bozulmasinin diger bir sebebi olarak dusunuldid. Ayrica Kilis
koruma sliriisiinde zaman zaman kan tazeleme amaci ile disaridan
siriiye hayvan katilmasi da (go¢) dengenin bozulmasina etkili bir
diger faktordr.

Polimorfik allelin gorilme sikliginin tesadiifi olmadsigi, irklara gore
degistigi goruldu. Polimorfik g alleli dagilimi agisindan wrklar
arasinda fark olup olmadigi Kruskal-Wallis karsilastirma testi ile
analiz edildi. Karsilastirma sonucunda Ki ve SA'nin diger
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populasyonlardan énemli diizeyde farklilasarak en yiksek frekansa
sahip rklar grubuna dahil oldugu goruldu.

Baz1 arastirmacilar tarafindan q allelinin orijini olarak B. indicus
kokenli sigirlar gosterilmistir ( Lagziel ve ark., 2000, Unanian ve
ark., 2002). Bu tez calismasinda, her bir populasyon q alleli
frekansina bakildiginda Ki (0.525), SA (0.475) ve DAK (0.417)
wrklarinin, populasyon ortalamasindan yiksek olmakla birlikte, orta
frekansta olduklar1 goruldi. Bu da calisilan populasyonlarin B.
taurus X B. indicus genlerinin her ikisini de tasidigin
gostermektedir. Boz Irk B. indicus genini en az tasiyan irk olarak
gorulurken Kilis wrki ise en gok tasiyan irk olarak kabul edildi.
Arastirmada  kullanilan  Kilis ki Cukurova bdlgesinde SA
populasyonunun  siit  veriminin iyilestirilmesi icin  ¢evirme
melezlemesi calismalarinda kullanilmis olup muhtemelen bu
nedenle B. indicus kam tasimaktadr.

Yapilan bazi calismalarda Uglincli intron bdlgesinde Msp I(-)
polimorfizminin goruldigu hayvanlarin sit ve canli agirlikla ilgili
verim oOzellikleri arasinda pozitif bir iliski oldugu gorulmustir
(Dybus, 2002, Lagziel ve ark.,2000, Rocha ve ark. 1992, Unanian
ve ark. 2002, Yao ve ark., 1996). Calismada, q allel frekansi
bakimindan yuksek grupta yer alan Ki ve SA 1rklart yiksek st
verim yonla wrklar olarak bilinmektedir. Ancak st verim ozellikleri
ile q alelinin iliskisini net bir sekilde ortaya koyabilmek igin
yuksek q allel frekansina sahip bireyler ile populasyondaki diger
bireylerin verim kayitlarimn karsilastiriimas: gerekmektedir. Bu
calisma Tuorkiye'deki sigir wrklarinda st verim ozellikleri ile
polimorfik allel arasindaki iliskinin arastirilmaya deger oldugunu
gogtermistir. Anadolu wrklar: igin verim 6zellikleri ile polimorfizm
iliskisinin belirlenmesi durumunda, bGH geni yapilacak 1slah
calismalarinda bir isaret gen olarak kullanilabilecektir.
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EKLER

EK-1KULLANILAN KIMYASALLAR

1.1. Agaroz ve Akrilamid Jel Konsantrasyonlari

Agarozjel DNA Ayirim | Akrilamid Jel | DNA Ayirnim
% Arahgi % Arahgi

2.0 2-0.1
15 3-0.2 20 6-100
1.2 6-0.4 15 25-150
0.9 7-0.5 12 40-200
0.7 10-0.8 8.0 60-400
0.6 20-1.0 5.0 80-500
0.3 60-5.0 35 1000-2000

1.2. % 2'lik Agaroz Jel Hazirlanmas

50 ml’lik jel tank: icin 1 gr. Agaroz tartilir ve erlen igerisine alinir. Uzerine
50 ml. 1X TBE tamponu eklenir. Ates Uzerine alinarak 3-5 saniye kaynamasi
saglanir. El yakmayan sicakliga geldiginde igerisine son konsantrasyon 0.5 pl olacak
sekilde stok EtBr soliisyonundan eklenir. Iyice homojenize edildikten sonra jel
kalibina hava kabarcigi olusturmayacak sekilde dikkatlice dokudlir. Yaklagik 40
dakika beklenerek jelin polimerize olmasi saglanir. Jel elektroforez tankina alinarak
Uzeri Ortulecek sekilde 1X TBE eklenir ve taraklar yavasca gikarilir.

1.3. EtBr K onsantrasyonu

Istenilen hacim icin gerekli EtBr miktar: dikkatli bir sekilde tartilir. Saf suile
vorteksenerek ¢ozillr. Isiga hassas oldugu icin aliminyum folyo ile sarillarak + 4

°C’ de saklanir. Jele son konsantrasyon 0.5ug/ml olacak sekilde ilave edilir.

1.4.Y tkleme Tamponu (6X)
%40 sukroz (w/v), (suda ¢ozultr)

900.25 bromfenol mavisi

Istenilen hacim icin gereken miktarda sukroz ve boya tartilir, vorteksenir ve

+ 4 °C’ de saklanir. DNA ile 1/5 oramnda karistirilir.
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EK-2PROTOKOLLER
2.1. Salting Out Y ontemi
Bu yontemde kullanmlacak kimyasallar sunlardir.

Tampon Adh Kiyasal icerigi

1) Eritrosit Lizis 0.32 M Sukroz, 10mM EDTA(pH:8.0), 5 mM
MgCl;, %1 Triton X-100

2) Fizyolojik Tampon 75 mM NaCl, 25 mM EDTA

3) TE-Tamponu(Lizis 500 mM Tris-Cl (pH:9.0), 20mM EDTA, 10mM

tamponu) NaCl

4) %10'luk SDS 10 g SDS, 100 ml saf su

5) Proteinaz K 100 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl (pH:8.0), %1 SDS
2 mg/ml Proteinaz K

6) Doymus Tuz Cozeltis 6 M NaCl

7) %99 luk Etanal

8) % 70’lik Etanol

9) TE tamponu 10 mM Tris-HCI(pH:8.0), 1 mM EDTA (pH:8.0)

Genomik DNA izolasyonu icin 2 ml’lik ependorf tlplerine alinan 500 pl
hacimdeki kan ©rnegi Uzerine eritrogtleri parcalayici islevi olan eritrosit lizis
tamponundan ilave edilerek oda sicakliginda 5 dakika kadar bekletildi. 1500 rpm’ de
5 dk santriflij edilerek Ustteki stipernatant pipet ile dikkatli bir sekilde alindi. Coken
I6kosit kiimesi beyaz renge donene kadar aymi islem tekrarlandi. Cokturtlmus I6kosit
kumesi agagidaki islemlerden gegirilerek hiicresel bilesenlerine ayrildr:

-Kimyasal kalintilarin temizlenmesi i¢cinl ml fizyolojik tampon ilaves ile 1500
rpm’de 5 dakika santrif)j edilir. HUcre peleti beyaz degilse yikama islemine devam
edilir.

-Hucre kiimesi Uzerine, eritrositleri temizlemek icgin, 300 pl TE-tamponu (Lizis
tampon) ilave edilir. Hicre kimesi hafif parmak darbeleri ile ¢ozulur.

-Cozllen hiicre kimesi Uzerine hiicre zarint eritip proteinleri denatiire etmesi igin
100 pl %10'luk SDS (Filtre edilmis) ve 20 ul proteinaz K ilave edilir. Hafifce

vortekdenir.
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-Su banyosunda 65 °C’ de en az 45 dakika inkube edilir.

- Proteinlerin ¢okmesi icin 200 ml doymus tuz ¢ozeltisi eklenir ve vortekslenir.
-14.000 rpm’ de 10 dakika santrifiijlendikten sonra siipernatant temiz bir tipe alinir.

- Tekrar aym hizda 5 dakika santrifdj edilir.

- SUpernatant bir tipe alinarak Uzerine DNA’nin yogunlagmasim saglamast igin 1 ml
saf etanol (%99’ luk) eklenir.

- Bes dakika kadar santrifllj yapilarak DNA’ nin tipin dibinde birikmesi saglanir.
-Slpernatant dikkatli bir sekilde bosaltilarak tipin dibindeki DNA , tuzu
uzaklastirmak igin, %70’ lik etanol ile yikanr.

-TUp temiz bir kurutma kagidimn Gzerine ters cevrilerek 10 dakika kadar alkoliin
ucmasi beklenir.

-Sire sonunda DNA'nin ¢gozulmesi igin tipe 50-100 ul TE tampon eklenir. DNAz
kontaminasyonunu énlemek icin, tp 6nce 65-70 °C’ de 15-20 dakika bekletilir daha

sonra DNA’ nin yavasca ¢ozilmesi icin +4 °C’ ye konur.
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EK-3bGH/Msp | PAGE GORUNTULERI
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EK-3bGH/Mspl PAGE GORUNTULERI
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EK-3bGH/Mspl PAGE GORUNTULERI

Kilis-1 Kilis-2
Dogu Anadolu Kirmizisi-1 Dogu Anadolu Kirmizisi-2
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