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1. OZET

Bu calisma, Tiirkiye’de yetistirilen kiiltiir (Holstayn, Esmer ve Jersey) ve
yerli (Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizisi) siir irklarinda leptin geni
polimorfizmlerinin belirlenmesi, polimorfizmler yoniinden genotip ve allel
frekanslarinin tespit edilmesi ve polimorfizmlerin siit verimi ile bilesimi {izerine

etkilerinin ortaya c¢ikartilmasi amaciyla yapilmistir.

Bu amagla, Holstayn, Esmer, Jersey, Yerli Kara ve Dogu Anadolu
Kirmizist ki sigirlardan toplam 480 adet kan ve siit 6rnegi toplanmis, ayrica
kiltir 1rk sigirlarin  (Holstayn, Esmer ve Jersey) verim kayitlar1i da temin
edilmistir. Toplanan siit 6rneklerinden siitliin protein, yag, laktoz, mineral madde,
yagsiz kuru madde orani ve yogunlugu tespit edilmistir. Kan 6rneklerinden DNA
izole edildikten sonra leptin geni ekzon 2, intron 2 ve ekzon 3 bolgelerindeki
sirastyla C1180T, C2059T-A2584G ve C3100T polimorfizmleri PCR-RFLP
teknigi ile belirlenmistir. Hayvanlarin polimorfizmler yoniinden belirlenen
genotipleri ile siit verim kayitlar1 ve siit bilesimi degerleri arasindaki iliski

istatistiksel yontemlerle degerlendirilmistir.

Allel frekanslar;; C1180T polimorfizmi yoniinden Holstayn 1rkinda
C=0.625, T=0.375, Esmer wrkta C=0.625, T=0.375, Jersey irkinda C=0.539,
T=0.461, Yerli Kara wrkinda C=0.560, T=0.440 ve Dogu Anadolu Kirmizisi
irkinda C=0.600, T=0.400; C2059T/A2584G polimorfizmleri yoniinden Holstayn
irkinda A=0.822, B=0.084, C=0.094, Esmer irkta A=0.675, B=0.271, C=0.104,
Jersey wrkinda A=0.811, B=0.189, C=0.000, Yerli Kara irkinda A=0.720,
B=0.220, C=0.060 ve Dogu Anadolu Kirmizis1 irkinda A=0.714, B=0.271,

C=0.014; C3100T polimorfizmi ydniinden Holstayn irkinda C=0.653, T=0.347,



Esmer irkta C=0.908, T=0.092, Jersey irkinda C=0.654, T=0.346, Yerli Kara
irkinda C=0.880, T=0.120 ve Dogu Anadolu Kirmizisi irkinda C=0.900, T=0.100
olarak tespit edilmistir.

C1180T polimorfizminin Holstayn ve Jersey irklarinda 100 giinliik siit
verimine etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulunurken (P<0.05), 200 giinliik stit
verimine etkisi P<0.1 diizeyinde bulunmustur. Esmer irkta ise 100 giinliik siit
verimine etkisi P<0.1 diizeyinde bulunmustur. C1180T polimorfizmi T allelinin
stit bilesiminde onemli bir degisiklige neden olmaksizin laktasyonun erken
doneminde siit verimini arttirdig1 tespit edilmistir (P<0.05). C2059T/A2584G ve
C3100T polimorfizmlerinin siit verimi ve bilesimi ilizerine etkileri istatistiksel
olarak 6nemli bulunmazken, C3100T polimorfizmi T alleli ve C2059T/A2584G
polimorfizmleri C allelinin siit verimini ylikseltme egiliminde oldugu tespit
edilmistir.

Sonugta, leptin geni C1180T polimorfizminin laktasyonun erken
doneminde siit verimi {izerine etkisi istatistiksel olarak onemli bulunmustur
(P<0.05). C1180T polimorfizmi ile siit verimi arasindaki iliski C1180T
polimorfizminin marker destekli seleksiyon gibi genotipik seleksiyon
uygulamalarinda yararli bir marker olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur.
C1180T polimorfizmi yoniinden T allelinin seleksiyonu siit veriminin arttirilmasi

yoniinde dnemli bir ekonomik avantaj saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Sigir Irklari, Leptin Geni Polimorfizmleri, Siit

Verimi ve Bilesimi, Marker Destekli Seleksiyon, Genetik flerleme.



2. ABSTRACT

The objective of this study was to detect leptin gene polymorphisms, to
determine genotype and allele frequencies for the polymorphisms and to
investigate their effects on milk yield and composition in culture (Holstein, Brown
Swiss and Jersey) and native (Anatolian Black and East Anatolian Red) cattle
breeds raised in Turkey.

For this purpose, a total of 480 blood and milk samples were collected
from Holstein, Brown Swiss, Jersey, Anatolian Black and East Anatolian Red
cattle breeds. In addition, milk production records of culture (Holstein, Brown
Swiss and Jersey) cattle breeds were obtained. Protein, fat, lactose, solids, solids
non-fat (SNF) contents and density were determined in collected milk samples.
After DNA was extracted from the blood samples, C1180T, C2059T-A2584G and
C3100T polymorphisms in exon 2, intron 2 and exon 3 were detected,
respectively by PCR-RFLP technique. Association between genotypes for
polymorphisms and milk yield records and milk composition was analyzed by
statistical methods.

Allele frequencies for CI1180T polymorphism were determined as
C=0.625, T=0.375 for Holstein, C=0.625, T=0.375 for Brown Swiss, C=0.539,
T=0.461 for Jersey, C=0.560, T=0.440 for Anatolian Black and C=0.600, T=0.400
for East Anatolian Red. The corresponding numbers for C2059T/A2584G
polymorphisms were A=0.822, B=0.084, C=0.094 for Holstein, A=0.675,
B=0.271, C=0.104 for Brown Swiss, A=0.811, B=0.189, C=0.000 for Jersey,
A=0.720, B=0.220, C=0.060 for Anatolian Black and A=0.714, B=0.271,

C=0.014 for East Anatolian Red. The frequencies for C3100T polymorphism were



C=0.653, T=0.347 for Holstein, C=0.908, T=0.092 for Brown Swiss, C=0.654,
T=0.346 for Jersey, C=0.880, T=0.120 for Anatolian Black and C=0.900, T=0.100
for East Anatolian Red.

The effect of C1180T polymorphism on 100 days yield was found
significant in Holstein and Jersey Breeds (P<0.05). While significance level of the
effect of this polimorphism on 200 day milk yield was found as P<0.1 in these
breeds. Similarly, the effect of C1180T polymorphism on 100 days milk yield was
found as P<0.1 in Brown Swiss. T allele for C1180T polymorphism resulted in
increasing milk yield in early lactation period without causing a change in the
milk composition. The effects of C2059T/A2584G and C3100T polymorphisms
on milk yield and composition were not found significant but T allele for C3100T
polymorphisms and C allele for C2059T/A2584G polymorphisms appeared to
have a tendency in increasing milk yield.

In conclusion, the effect of C1180T polymorphism on milk yield was
found significant in early lactation period (P<0.05). The association between
C1180T polymorphism and milk yield suggests that C1180T polymorphism might
be a useful marker for genotypic selection such as marker assisted selection.
Selection of T allele for C1180T polymorphism could provide considerable

economic advantage for increasing milk yield.

Keywords: Cattle Breeds, Leptin Gene Polymorphisms, Milk Yield and

Composition, Marker Assisted Selection, Genetic Improvement.



3. GIRIS
3.1. Seleksiyon

Gectigimiz yiizyilda, ¢iftlik hayvanlarinin yetistiricilik degerlerinin
tahmininde geleneksel olarak fenotip ve ebeveynlerine ait bilgiler kullanilmus,
genetik ilerleme fenotipik seleksiyona dayandirilmistir (36, 83). Baz1 6zelliklerde
fenotipik performansa dayali 6nemli ilerlemeler elde edilmesine ragmen, kantitatif
karakterlerde fenotipin ¢ogu kez genotipi iyi bir sekilde yansitmamasi ve
seleksiyon i¢in her zaman iyi bir kriter olusturmamasi nedeniyle, fenotipik
performansa dayali seleksiyon metotlarinin bazi sinirlamalart zamanla daha
belirgin hale gelmistir. Kalitim derecesi diisiik, Ol¢iilmesi zor ya da maliyetli, tek
cinsiyette gozlenebilen, ileri yaslarda ya da kesim sonras1 dlgtilebilen 6zelliklerde
etkinlikleri diismiis ve seleksiyon ¢ok sayida hayvandan uygun sekilde dlciilebilen
ozelliklerle sinirli kalmistir. Geleneksel seleksiyon, yasama giicli gibi yararl bir
seleksiyon kriteri olarak hayatin ilerleyen donemlerinde ifade edilen, siit verimi ve
siitlin protein igerigi gibi popiilasyon i¢inde aralarinda negatif korelasyon bulunan
baz1 Ozellikler icin uygulandiginda yeterince etkili olamamistir. Dolayisiyla
herhangi bir kantitatif karakterle ilgili genetik degerin tahmininde dogruluk
derecesi daha yiiksek ve giivenilir metotlarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur
(45,78, 82).

Siit sigirlarinda seleksiyon, genellikle ¢cok sayida gen tarafindan kontrol
edildigi bilinen siit verimi, siitiin protein ve yag icerigi gibi kantitatif karakterler
lizerine yogunlasmaktadir. Kantitatif karakterlerde genetik ilerleme; bazi verim
ozelliklerinin sadece tek cinsiyette dlciilebilmesi, pek ¢cok genin toplamali etkileri

sonucu ifade edilmesi ve gevre faktorlerinin bu genlerin ifadesi lizerinde 6nemli



etkilere sahip olmas1 nedeniyle nispeten yavastir. Bu durum genetik
degerlendirmenin  dogrulugunu kuskusuz diistirmektedir. Ayrica verim
Ozelliklerinin sadece ergin hayvanlarda dlctilebilmesi sonucu generasyon araligi
uzamakta ve yillik genetik ilerleme orani diismektedir (55). Bu nedenlerle
kantitatif karakterlerin degerlendirilmesinde kan gruplari, protein polimorfizmleri
(kan serum proteinleri ve siit proteinleri) ve DNA polimorfizmleri gibi genetik
degerin tahmininde dogrulugun arttirilmasin1 ve seleksiyonun erken yaslarda
uygulanabilmesini saglayacak olanaklarin arastirilmasmin gerekliligi ortaya
cikmustir (59).

Geride biraktigimiz 30 yillik siiregte molekiiler biyolojinin gelisimi ¢iftlik
hayvanlarmin seleksiyonu ve genetik ilerlemesi igin heyecan verici yeni
yaklagimlar olusturmustur. Farkli genotiplere ait DNA’lardaki niikleotid dizilim
farkliliklarini ¢esitli sekillerde ortaya koyan DNA markerleri; bireysel tanimlama,
ebeveyn tayini ve genetik hastaliklarin kontroliinde simdiden yaygin bir uygulama
alan1 bulmustur. Fakat asil kullanimlar1 kalitim derecesi diisiik, 6l¢iilmesi zor ya
da maliyetli, tek cinsiyette gozlenebilen, ileri yaslarda ya da kesim sonrasi
oOlgiilebilen ozellikler igin Marker Destekli Seleksiyon gibi genotipik seleksiyon
uygulamalar1 ve bu uygulamalarin gergeklestirilebilmesi i¢in kantitatif karakter
lokuslarmin belirlenmesi ve yiiksek yogunlukta genom haritalarinin olusturulmasi
icin olacaktir (38, 51, 63, 67). Molekiiler tekniklerin kullanilmasiyla birlikte
bugiin kullanilan klasik 1slah metotlariyla asilamayan bazi sinirlamalarin da 6niine

gecilebilecektir (46).



3.2. Siit Verim Ozellikleri

Siit verim Ozellikleri ¢ok sayida gen ve gevre faktorleri tarafindan kontrol
edilen kantitatif karakterlerdir. Bu karakterleri kontrol eden genlerin
dizilimlerinde meydana gelen degisiklikler hem hayvanin performansin1 hem de
damizlik degerini degistirebilmektedir (61).

Stit verimi yoniinde yetistirilen sigirlar tlizerinde yapilan molekiiler
caligsmalarda siit verimi, siitiin protein ve yag igeriginden sorumlu lokuslar hayli
fazla ilgi toplamistir (63). Oncelikle, Ron ve ark. (73), siit ve protein veriminden
sorumlu QTL’nin BTA 21. kromozom iizerinde oldugunu bildirmislerdir. Georges
ve ark. (33), siit ve protein verimini BTA 1. kromozom, siit verimi, yag ve protein
oranint BTA 6. kromozom, yag ve protein verimini BTA 9. kromozom, yag
verimini BTA 10. kromozom ve protein oranint BTA 20. kromozom iizerinde
muhtemel 5 bolgeyle iliskilendirmislerdir. Bu ¢alismalari, Lindersson ve ark. (60)
tarafindan siit verim 6zelliklerinin BTA 4. kromozomla, Coppieters ve ark. (25)
tarafindan siit veriminin BTA 14. kromozomla iliskilendirilmesi izlemistir. Son
yillarda, Ashwell ve ark. (11), yag verimi ve yag oranindan sorumlu QTL’nin
BTA 3. kromozom, Nielsen ve ark. (68), protein oranindan sorumlu QTL’nin
BTA 6. kromozom iizerinde oldugunu bildirmistir. Ayrica siit verimi ve siit¢ii
form ile iliskili yapisal 6zellikler BTA 27. kromozom {izerinde tespit edilmigtir
(10, 80).

3.3. Leptin
3.3.1. Leptin’in Kesfi
Leptinin kesfi, 1950 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Maine Eyaleti Bar

Harbor’da bulunan Jackson laboratuvarindaki arastirmacilarin obez, letarjik,



insiiline direngli ve siirekli a¢ bir fare tipini bildirmeleri ile baglamis ve bu fareler
ob/ob olarak adlandirilmigtir. 1970’li yillarda Jackson laboratuvarinda Douglas
Coleman’n yiiriittiigli bir dizi deneyler fareler arasinda obezite ve tip 2 diyabete
neden olan bir “tokluk faktdri” oldugunu ileri siirmesine neden olmustur.
Coleman’in “tokluk faktori” niin bilimsel agiklamasi 1994 yilinda New York
Rockefeller Universitesi'nden Jeffrey Friedman ve arkadaslarinin ob/ob farelerde
obeziteden sorumlu mutant ob genini bulmasi ile anlagilmistir. Bir sonraki yil
Friedman ve arkadaglart normal obez gen {iriiniinii izole etmisler ve protein
yapidaki bu hormonu Yunanca ince-zayif anlamina gelen “leptos” kelimesinden
yola ¢ikarak “leptin” olarak adlandirmiglardir (8, 9, 24, 32, 84).
3.3.2. Leptin’in Yapisi

Leptin, temel olarak yag dokudan sentezlenen protein yapida bir
hormondur (32, 84). Ayrica iskelet kaslari, mide, plasenta ve fotal dokulardan da
salgilanir (31). Obez (ob) geni tarafindan 167 aminoasitlik bir polipeptit olarak
sentezlenir, fakat 21 amino asitlik sinyal peptit kism1 ayrilarak 146 amino asit ve
16 kDA agirhiginda bir protein olarak kan dolasimina geger. Hipotalamusta
kendine 6zgii reseptorlere baglanarak, istah, enerji metabolizmasi, viicut agirhig
ve Ureme fonksiyonlarinin diizenlenmesinde énemli rol oynar (13, 17, 32, 40, 43,
84).

Leptin, hipotalamustaki reseptorleri araciligryla istah ve enerji tiiketimini
etkiler (2, 37). Leptin istah1 baskilarken, enerji tiiketimini arttirir ve viicut
agirligini azaltir. Hipotalamik norotransmiter NPY istahi ve enerji depolanmasini

arttiran giiclii bir uyaricidir (14, 39, 70). Leptin hipotalamusta NPY noéronlarinin



lokalize oldugu reseptorle baglanir, NPY salgilanmasini inhibe ederek istahi
baskilar ve enerji tiiketimini arttirir (1, 47, 62).

Plazma leptin seviyesini etkileyen baglica faktorler viicuttaki yag miktar
ve enerji dengesidir (16). Sigir ve koyunlarda plazma leptin seviyesi viicuttaki
yag miktar1 ve enerji dengesinin artisina paralel olarak artmaktadir (15, 27, 29).

Liefers ve ark. (57), siit ineklerinde gebeligin son ve laktasyonun ilk
donemlerindeki leptin konsantrasyonundaki dalgalanmanin yem tiiketimi, enerji
dengesi, canli agirlik, siit verimi ve bilesimi iizerine etkilerini belirlemek
amaciyla yaptiklar1 arastirmada, plazma leptin konsantrasyonunun gebeligin
son donemlerinde oldukca yiiksek oldugunu, doguma yaklastikca hizli bir
sekilde azalarak dogumda minimum seviyeye diistiiglinii, dogumdan kisa bir
siire sonra yiikkselme goriildiigiinii fakat ¢cok ge¢gmeden dogumdaki minimum
seviyesine tekrar diistiigiinii ve dogumdan en az 70 giin sonrasina kadar bu
diisiik seviyede kaldigini, laktasyon doneminde leptin konsantrasyonunun enerji
dengesini yansittigini, laktasyon doneminde negatif enerji dengesindeki
ineklerde plazma leptin konsantrasyonunun daha diisiik oldugunu, bu ineklerin
pozitif enerji dengesindeki ineklerle karsilastirildiginda genellikle daha fazla
siit verme, daha az yem tiiketme ve daha diisiik canli agirlikta olma egiliminde
olduklarini bildirmiglerdir.

Santos-Alvarez ve ark. (75), siit sigirlarinda buzagilamadan 6nce artan
viicut kondisyonunun laktasyon doneminde siit verimini desteklemek i¢in enerji
depolar1 olusturdugunu, fakat yine de siit sigirlarinin laktasyonun ilk

donemlerinde yiiksek siit verimine karsin gebeligin fiziksel ve hormonal



olumsuz etkileri sonucu diisiik diizeyde yem tiiketmeleri nedeniyle negatif
enerji dengesinde olduklarini bildirmislerdir.

Buchanan ve ark. (21), gebeligin olumsuz etkileri nedeniyle yem
altminin siirlandigi laktasyonun ilk donemlerinde yiiksek siit veriminin devam
ettirilebilmesi i¢in kuru déonemde viicutta yag depolanmasinin olduk¢a Snemli
oldugunu belirtmiglerdir.

3.3.3. Leptin Geni ve Polimorfizmleri

Si1g1ir genomu 29 ¢ift otozomal ve 2 adet cinsiyet kromozomu olmak iizere
toplam 60 kromozomdan meydana gelmektedir. X kromozomu hari¢ tiim
kromozomlar akrosentriktir (81).

Sigirlarda leptin geni 4. kromozom (4q32) iizerinde lokalize olmustur (71,
72). Gen 2 intron ve 3 ekzondan olugmaktadir. Genin sadece ekzon 2 ve ekzon 3
bolgeleri protein kodlamasina katilmaktadir. Ekzon 2 ve ekzon 3 bolgelerinden
olusan 501 niikleotid biiyiikliiglindeki bdlge leptin proteinini kodlamaktadir (41).

Sigirlarin leptin genine olan ilgi son yillarda oldukg¢a artmistir. Konfortov
ve ark. (49), geninin ekzon ve intron bdlgerinden olusan 1788 baz ciftlik
fragmentini sekanslamis ve toplamda 20 polimorfizm tespit etmiglerdir. Bu
polimorfizmler BovMap veri tabaninda da listelenmistir (7). Leptin geninin ekzon
2 bolgesinde 2 RFLP belirlenmistir: Clal (bir aminoasitin tirozinden fenilalanine
doniigmesine yol acan A/T baz degisikligi) (54) ve Kpn2l (bir aminoasitin
argininden sisteine donligmesine yol acan C/T baz degisikligi) (20). Genin ekzon
3 bolgesinde de 2 farkli RFLP tespit edilmistir: Nrul (bir aminoasitin valinden

alanine doniismesine yol acan C/T baz degisikligi) (54) ve Hphl (bir aminoasitin
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alaninden valine doniismesine yol agan C/T baz degisikligi) (35). Ayrica intron 2
bolgesinde BsaAl (58) ve Sau3 Al (72) polimorfizmleri tespit edilmistir.

Lindersson ve ark. (60), BTA 4. kromozom iizerinde leptin geni ve
serum amilaz-1 geni yerlesim bolgesinde siit verim 6zelliklerini etkileyen bir
QTL oldugunu bildirmislerdir. Leptin geni sigirlarda et verimi (20), siit
verimi (21, 79), dol verimi (34) gibi farkli verim 6zellikleri {izerine etkili
muhtemel bir QTL olarak da kabul edilmektedir. Genin, et sigirlarinda karkas
bilesimi, siit sigirlarinda siit ve protein verimleriyle iligkileri de tespit edilmigtir
(20, 21).

Choudhary ve ark. (23), Bos taurus (Holstayn ve Jersey), Bos indicus
(Hariana, Sahiwal, Gir ve Nimari) ve Bos taurus x Bos indicus (1/2 Holstyn x 1/2
Hariana) melezi toplam 403 sigir lizerinde yaptiklar1 ¢alismada leptin geni intron
2 bolgesindeki BsaAl polimorfizminin hem Bos taurus hem de Bos indicus
sigirlarda goriilmesine ragmen ekzon 2 boélgesindeki Kpn2l polimorfizminin
sadece Bos taurus sigirlarda goriildiigiinii 6ne siirmiisler ve Kpn2l polimorfizmi
allel frekanslarint Holstayn irkinda C=0.60, T=0.40, Jersey irkinda C=0.44,
T=0.56 ve Hosltayn x Hariana (Bos inducus) melezlerinde C=0.82, T=0.18 olarak
tespit etmislerdir. Holstayn irkina gore Hosltayn x Hariana melezlerinde C
allelinin frekansinin arttigin1 belirterek, Hariana irkinin melezlerde wild type C
allelinin frekansini arttirdigini bildirmislerdir.

Dandapat ve ark. (26), 30 Bos indicus (Sahiwal) ve 70 Bos taurus x Bos
indicus (Jersey x Holstayn x Sahiwal) melezi sigirin leptin geni ekzon 3
bolgesindeki Hphl polimorfizmi ydniinden genotiplerini belirlemek amaciyla

gergeklestirdikleri ¢aligmalarinda, Bos indicus Sahiwal ki sigirlarda Hphl
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polimorfizmini testip edememisler ve Hphl polimorfizmi yoniinden Sahiwal
irkinin monomorfik oldugunu bildirmislerdir. Bos taurus x Bos indicus (Jersey x
Holstayn x Sahiwal) melezlerinde ise genotip frekansimi CC=0.57, CT=0.36,
TT=0.07 ve allel frekansin1 C=0.75 ve T=25 olarak tespit etmislerdir.

Jawasreh ve ark. (42), Urdiin’de 45 Holstayn ve 36 Yerli irktan olusan
toplam 81 sigir iizerinde leptin geni intron 2 bolgesindeki Sau3Al (BfuCl)
polimorfizmi yoniinden genotiplerini belirledikleri ¢aligmalarinda, genotip
frekansim1 Urdiin Holstaynlarinda AA=0.619, AB=0.309, BB=0.071, yerli rkta
AA=0.629, AB=0.296, BB=0.074 ve allel frekanslarini Urdiin Hostaynlarinda
A=0.774, B=0.226, yerli irkta A=0.777, B=0.223 olarak tespit etmislerdir.

Ozbatak ve ark. (69), Giiney Anadolu Kirmizisi, Dogu Anadolu Kirmizisi
ve Boz 1rk sigirlarda leptin geni polimorfizmlerini belirlemek amaciyla yaptiklar
calismada, her irktan 40 bas olmak iizere toplam 120 sigirin leptin geni ekzon 2,
intron 2 ve eckzon 3 bolgelerindeki sirasiyla Kpn2l, Sau3Al ve Hphl
polimorfizmleri yoniinden genotiplerini belirlemislerdir. Allel frekanslarini Kpn21
polimorfizmi yoniinden Giliney Anadolu Kirmizisinda C=42.50, T=57.50, Dogu
Anadolu Kirmizisinda C=48.75, T=51.25 ve Boz irkta C=55.00, T=45.00; Sau3Al
polimorfizmi yoniinden Giiney Anadolu Kirmizisinda A=72.50, B=18.75, C=8.75,
Dogu Anadolu Kirmizisinda A=71.25, B=26.25, C=2.50 ve Boz irkta A=67.50,
B=30.00, C=2.50; Hphl polimorfizmleri yoniinden Giiney Anadolu Kirmizisinda
C=11.25, T=88.75, Dogu Anadolu Kirmizisinda C=13.75, T=86.25 ve Boz irkta

C=11.25, T=88.75 olarak tespit etmislerdir.
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3.3.3.1. Leptin Geni Polimorfizmleri ve Verim Ozellikleri
3.3.3.1.1. Siit verimi ve Bilesimi

Buchanan ve ark. (21), et sigirlarinda artan yag depolanmasi ve yag
dokuda daha yiiksek seviyede leptin mRNA’s1 iligkili oldugu bilinen leptin geni
ekzon 2 bolgesindeki Kpn2l polimorfizminin, siit sigirlarinda siit verim
ozellikleri iizerine etkisini belirlemek amaciyla 416 Holstayn inegin genetik ve
laktasyon verilerini karsilastirarak yaptiklart ¢alismada, tiim laktasyon donemi
boyunca TT genotipli ineklerin CC genotiplilere gore giinliik 1.5 kg, TC
genotipli ineklerin CC genotiplilere gore giinliik 0.91 kg fazla siit verdigini
bildirmislerdir. Laktasyonun ilk 100 giinlik doneminde TT genotipli ineklerin
CC genotiplilere gore giinliik 2.44 kg, TC genotipli ineklerin CC genotiplilere
gore giinliik 1.74 kg fazla siit verdigi; laktasyonun 100-200. giinleri arast bu
farkin TT genotipli ineklerde 1.74 kg’a, TC genotipli ineklerde 1.38 kg’a ve
lakstasyonun 200. giintinden sonraki donemde TT genotipli ineklerde 0.24 kg’a,
TC genotipli ineklerde 0.22 kg’a kadar distiigiini tespit etmislerdir. TT
genotipli ineklerin tiim laktasyon boyunca siitiin yag ya da protein igerigini
onemli derecede degistirmeksizin, CC genotipli ineklere gore giinliikk ortalama
1.5 kg daha fazla siit verdiklerini, leptin genindeki SNP’nin siit verimine
etkisinin laktasyonun ozellikle ilk 100 giinliik doneminde daha belirgin
oldugunu ortaya koymuslardir. Laktasyon donemi boyunca TT genotipli
ineklerin silit protein miktarlarindaki artisi (43 g/giin) da Onemli diizeyde
bulmuslardir. Ozellikle laktasyonun ilk 100 giiniindeki artisi (TT=72 g/giin,
TC=50 g/giin, P<0.02), 100-200. giinlere (TT=47 g/giin, TC=37 g/giin, P<0.08)

gore daha belirgin bulmusglar ve yag icerigindeki azalmanin ise 6nemli diizeyde
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olmadigini bildirmislerdir. Arastirmalarinda leptin geninin sadece Holstayn 1rk1
inekler iizerindeki etkilerini dlgmelerine ragmen tiim siit¢ii irklarda arzu edilen
T allelinin degisik frekanslarda (Holstayn irkinda T=0.46 C=0.54; Ayrshire
irkinda T= 0.62 C=0.38; Esmer irkta T=0.45 C=0.55; Canadienne 1rkinda
T=0.11 C=0.89; Guernsey irkinda T=0.06 C=0.94; Jersey irkinda T=0.53
C=0.47) bulunduguna da isaret etmislerdir. Sonugta, TT genotipinin siitiin yag
miktarint degistirmeksizin siit verimi ve protein verimindeki artisla iligkili
oldugunu ve T alleli bakimindan homozigot hayvanlarin gostermis oldugu siit
verimi  Ustlinliigiiniin  ekonomik yonden biiylikk Onem tasidigint  One
siirmislerdir.

Sadeghi ve ark. (74), 134 Iran Holstaym: bogada leptin geni ekzon 2
bolgesindeki Kpn2l polimorfizminin siit verim oOzellikleri tiizerine etkisini
aragtirmak amaciyla yaptiklar1 c¢alismada, genotip frekansim1 CC=0.366,
CT=0.418, TT=0.216 ve allel frekansimi C=0.575 ve T=0.425 olarak tespit
etmislerdir. TT genotipinin CT ve CC genotiplilere gore daha yiiksek siit, protein
ve yag verimine sahip oldugunu, CC genotipinin ise CT ve TT genotiplerine gore
slit protein oraninin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (P<0.05). Leptin geni
ekzon 2 bolgesindeki Kpn2l polimorfizmi ile siit verim Ozellikleri arasindaki
iliskinin genotipik seleksiyon uygulamalarinda marker olarak kullanilabilecegini
One stirmiislerdir.

Alashawkany ve ark. (3), leptin geni ekzon 2 bolgesindeki Kpn2I (Bsp131)
polimorfizmini siit verimi ve reprodiiktif 6zellikler iizerine etkilerini belirlemek
amaciyla 161 Iran Holstayni inek iizerinde yaptiklar1 calismada, T allelinin siit

verimini Onemli derecede etkiledigini, bu etkinin 6zellikle laktasyonun 60-100
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glinlilk doneminde belirgin oldugunu (P<0.028), TT genotipli hayvanlarin
laktasyonun 60-100 giinliikk donemde CC genotipli hayvanlara gore giinliik 1.6 kg
fazla siit vermesine karsin T allelinin 305 giinlik siit verimine -etkisinin
istatistiksel olarak onemli olmadigini bildirmislerdir.

Leptin geninin ekzon 2 bolgesindeki Kpn2l polimorfizmi sonucu bir
aminoasitin argininden sisteine doniismesi bazi fonksiyonel degisikliklere yol
acmaktadir. Bu durumun leptin molekiiliiniin alfa heliks yapisinda sistein
bulunmasinin, hormonun reseptorlerine baglanmasini olumsuz etkilemesinden
ya da leptin molekiilinde fazladan eslesmemis bir sistein bulunmasinin
hormonun biyolojik fonksiyonlari agisindan kritik 6neme sahip 2 sistein
arasindaki disiilfid bagin dengesini bozma ihtimalinden kaynaklandig
varsayllmaktadir. Sonug itibariyle C alelli bakimindan homozigot hayvanlarda,
yapisinda arginin bulunan leptin hipotalamustaki reseptorler tarafindan rahatlikla
taninabilmekte ve kandaki konsantrasyonunun yiiksek olmasi durumunda istahi
baskilayip, metabolizmay1 hizlandirmaktadir. T alelli bakimindan homozigot
hayvanlarda yapisinda arginin yerine sistein bulunan leptin hipoptalamustaki
reseptorler tarafindan daha zor taninmakta ve istah sinirh olarak baskilanmaktadir.
TC genotipli heterozigot hayvanlar normal ve taninmasi zor her iki tipteki leptini
de salgilayabilmektedir (6, 20). Sigirlarda leptin konsantrasyonunun yiiksek
oldugu gebeligin son donemlerinde viicut kondisyonu ve yag depolanmasinin
yliksek seviyede olmasi, 6zellikle laktasyonun erken donemlerindeki yiiksek siit
veriminin devam ettirilmesi agisindan 6nemlidir (6, 20, 21, 75).

Moussavi ve ark. (65), leptin geni intron 2 bolgesindeki Sau3Al

polimorfizminin (A ve B allelleri yoniinden) siit verimi, dol verimi, viicut
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kondisyon skoru ve plazma glukoz seviyesi iizerine etkilerini arastirmak amaciyla
238 Iran Holstaym iizerinde yaptiklar1 calismada, genotip frekansmi AA=0.89,
AB=0.11 ve allel frekansint A=0.947, B=0.053 olarak tespit etmisler, AA ve AB
genotiplerinin 60 giinliik siit verimi benzer bulmalarina karsin AB genotipinin 305
giinliik siit veriminin yiiksek oldugunu (P<0.05), B allelinin yiiksek siit verimi ile
birlikte dol verimi Ozellikleri yoniinden daha iyi olma egiliminde oldugunu
bildirmislerdir.

Zwierzchowski ve ark. (85), 102 Polonya Alacasi inek iizerinde yaptiklari
calismada, leptin geni intron 2 bolgesindeki Sau3Al polimorfizmi yoniinden
genotip frekansini AA=0.61, AB=0.14, BB=0.04, BC=0.01, AC=0.20 ve allel
frekansin1 A=0.79, B=0.11, C=0.10 olarak tespit etmisler, polimorfizmlerin siit
verimine etkisini dnemsiz bulurken, siitiin yag, protein, laktoz oranina etkisinin
onemli oldugunu bildirmislerdir. Siitiin yag, protein ve laktoz orani yoniinden
genotiplerin AC>AA>AB seklinde siralandigini, AC genotipli hayvanlarin giinliik
stit yagi, protein ve laktoz veriminin AA ve AB genotipli hayvanlardan yiiksek
oldugunu 6ne stirmiiglerdir.

Liefers ve ark. (56), iki farkli siiriiden toplam 595 Holstayn inegin leptin
geni intron 2 bolgesindeki Sau3Al ve ekzon 3 bolgesindeki Hphl
polimorfizmlerinin laktasyonun ilk 15 haftasinda siit verim 6zellikleri, canli
agirlik ve yem tiikketimi lizerine etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklari
arastirmada, Sau3Al polimorfizmi agisindan AA ve AB genotipleri arasinda siit
verimi, protein verimi, laktoz verimi ve yem tiiketimi arasindaki farkliliklari
onemli bulmuslar, AB genotipli hayvanlarin AA genotiplilere gore giinliik 1.23 ila

1.32 kg arasinda daha fazla siit verdiklerini, giinliik 0.73 kg daha fazla yem
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tiikkettiklerini, glinliik 0.39 kg daha fazla kuru madde alma egiliminde olduklarini
ve laktasyonun 15. haftasinda ortalama 9.1 kg daha agir olduklarini ortaya
koymuslardir. AB genotipinin siit verimi tistiinliiglinii kuru madde alim1 yoniinden
degerlendirdiklerinde, AA genotipine gore 0.39 kg/giin fazla kuru madde aliminin
0.36 kg/giin’lik siit verimi artisina karsilik gelmesi gerekirken AB genotipinin
0.96 (1.32-0.36) kg/giinliik fazla siit veriminin negatif enerji dengesi, daha diisiik
canli agirlik ve yemden daha iyi yararlanma gibi diger kaynaklardan karsilanmasi
gerektigini, fakat yiiksek siit verimine karsin AB genotipinin sasirtict sekilde daha
agir ve daha az negatif enerji dengesinde oldugunu bildirmislerdir. Bu durumun,
AB genotipli hayvanlarin daha fazla yem tiiketmesi ve daha az bazal enerji
kullanmasina neden olan diisiik leptin konsantrasyonuna sahip olmalarindan ya da
yemi daha iyi degerlendirmelerinden kaynaklanabilecegini one siirmislerdir.
Sonugta Sau3Al polimorfizminin siit verimiyle iligkili oldugunu, fakat aym
zamanda yem tiikketimi ve canli agirhig1 da etkiledigini, Hphl polimorfizminin ise
stitiin yag oranini etkiledigini ve Sau3 Al polimorfizmi yoniinden B allelinin enerji
dengesi ve dolverimini negatif etkilemeksizin silit verimini arttirdigin
bildirmislerdir.

Madeja ve ark. (61), leptin geni tizerindeki Kpn2l, Hphl ve Sau3Al
polimorfizmlerinin siit verimi {iizerine One siiriilen etkilerini kontrol etmek
amactyla 117 Polonya alacast boga iizerinde yaptiklart ¢alismada ekzon 3
bolgesindeki Hphl polimorfizminin siit ve protein verimini Onemli derecede
etkiledigini, TT genotipli hayvanlarin siit ve protein verimi agisindan yaklagik 2

kat daha fazla damizlik degerine sahip olduklarini ve bu genotipteki hayvanlarin
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yag veriminin de yiiksek olma egiliminde oldugunu bildirmisler ve diger iki
polimorfizm ile ilgili bir etkiye rastlayamamislardir.

Kulig H. (52), leptin geninin ekzon 3 bdlgesindeki Hphl ve intron 2
bolgesindeki Sau3 Al polimorfizm kombinasyonlar1 (Hphl / Sau3Al) ile siit verim
ozellikleri (siit verimi, yag verimi, protein verimi, yag orani ve protein orant)
arasindaki iliskiyi belirlemek amaciyla 5 farkli giftlikte yetistirilen, farkli
oranlarda Holstayn genotipi tastyan (ortalama %68), en az bir laktasyon donemini
tamamlamig 860 inek {izerinde yaptig1 arastirmada genotip kombinasyonlari
(Hphl / Sau3Al) ile siit, protein ve yag verimi arasindaki iliskiyi 6nemli bulmus
(P<0.01) ve bu verim ozelliklerinin CC/BB genotipli hayvanlarda daha yiiksek
oldugunu bildirmistir. Ayrica Leptin geninin ekzon 3 bolgesindeki Hphl ve
intron 2 bolgesindeki Sau3Al polimorfizlerinin siit verimi, siitliin protein ve yag
icerigi yoniinden molekiiler marker olarak kullanilabilecegini 6ne siirmiistiir.

Kulig ve ark. (53), leptin geni intron 2 bolgesindeki Sau3Al ve ekzon 3
bolgesindeki Hphl polimorfizmlerinin siit verim oOzellikleri {izerine etkisini
arastirmak amaciyla 19 babadan gelen 181 Jersey iizerinde yaptiklari ¢aligmada,
genotip frekanslarint Hphl polimorfizmi yontinden CC=0.52, CT=0.40, TT=0.08,
Sau3 Al polimorfizmi yoniinden CC=0.30, CT=0.57, TT=0.13, allel frekanslarin
Hphl polimorfizmi ydniinden C=0.72, T=0.28, Sau3Al polimorfizmi yoniinden
C=0.59, T=0.41 olarak tespit etmisler ve Hphl polimorfizminin siit, protein ve yag
verimini Onemli derecede etkiledigini ve siit verim o&zellikleri yoniinden C
allelinin istiin oldugunu bildirmiglerdir. Sau3Al polimorfizmi ile siit verim
Ozellikleri arasinda herhangi bir iliski tespit edememislerdir. Jersey irkinda Hphl

polimorfizmi yoniinden CC ve CT genotipli hayvanlarin seleksiyonunun siit
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verimi, yag ve protein veriminin arttirilmasima katkida bulunabilecegini
bildirmislerdir.

Amerika Birlesik Devletleri, Kanada, Ingiltere ve Brezilya’da faaliyet
gosteren ticari Igenity Test Servisi, IGENITY-L test ad1 verilen bir test yardimiyla
leptin geni tizerindeki C/T baz degisikligini molekiiler olarak belirleyerek,
hayvanlar1  tasidiklart  genetik  yapiya (CC, TC ve TT) gore
siiflandirabilmektedir. Test Servisi 416 sagmal inek iizerinde yapilan arastirma
verilerine dayanarak tiim laktasyon donemi boyunca TT genotipli ineklerin CC
genotiplilere gore giinliik 1.5 kg daha fazla siit verdigini ve 6zellikle ineklerin
negatif enerji dengesinde olduklar1 laktasyonun ilk 100 giinliik doneminde siit
verimi Ustiinliigiinlin daha belirgin oldugunu One siirmektedir. Siit verimi
tistiinliglinii, TT genotipli hayvanlarin CC genotiplilere gore hipotalamus
tarafindan daha zor taninan bir leptin yapisina sahip olmasina baglayarak, leptin
konsantrasyonunun yiiksek oldugu gebeligin son donemlerinde istahin daha az
baskilanmasi ve metabolizmanin yavaslamasi sonucu viicut kondiisyonu ve yag
rezervlerinin artmasi ve bu rezervlerin laktasyonun erken donemlerinde yiiksek
siit verimi i¢in kullanilmasi esasina dayandirmaktadir. Yetistiricilerin kuyruk
ucundan aldiklar1 20-30 adet kil 6rnegini labaratuvara gondererek uyguladiklari
test, A.B.D, Kanada, Ingiltere ve Brezilya’daki yetistiricilere buzagilik
doneminden itibaren hem inek hem de bogalar iizerinde siit verimi yoniinde

genotipik seleksiyon uygulama imkanini sunmaktadir (6).
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3.3.3.1.2. Et Verimi ve Karkas Bilesimi

Buchanan ve ark. (20), 4 farkli et¢i sigir irkindan olusan (Angus, Hereford,
Simental ve Sarole) toplam 154 boga iizerinde leptin geninin ekzon 2
bolgesindeki Kpn2l polimorfizmini PCR-RFLP yontemiyle tespit etmek ve Kpn2l
polimorfizminin et sigirlarinda karkas yaglanmasi iizerine etkisini arastirmak
amaciyla yaptiklart caligsmalarinda, T allelini artan yag depolanmasi ve yag
dokuda daha yiiksek seviyede leptin mRNA’st ile iligkili bulmuslar ve aymi
genetik varyasyonun siit sigirlarinda da mevcut oldugunu bildirmiglerdir. Erken
gelisme Ozellikleriyle taninan Britanya irklarinin (Angus, Hereford) daha yiiksek
oranda T alleli tasimalarina karsin Avrupa irklarimin (Simental, Sarole) agirlikli
olarak C alleli tasidiklarini ortaya koymuslardir.

Schenkel ve ark. (77), et sigirlar1 iizerinde yaptiklari arastirmada leptin
geni Kpn2l polimorfizmi yoniinden allel frekanslarini Angus irkinda C=0.454,
T=0.546, Limozin irkinda C=0.517, T=0.483, Sarole irkinda C=0.546, T=0.454,
Simental 1irkinda C=0.588, T=0.412 olarak tespit etmisler ve C allelinin karkas
yaglanmasinda azalma ve yagsiz et miktarinda artis, T alelinin karkas
yaglanmasinda artis ve yagsiz et miktarindaki azalma ile iligkili oldugunu ve artan
yag miktarinin kaslar arasinda dagilmadigini bildirmislerdir.

Kononoff ve ark. (50), Avrupa ve Britanya orjinli 1577 bas melez et sigir1
tizerinde leptin geni Kpn2l polimorfizmin karkas verimi, karkas kalitesi ve karkas
agirhigr tlzerine etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklar1 arastirmada Kpn2l
polimorfizmi yoniinden genotip frekanslarim1i CC=0.248, CT=0.507, TT=0.245
olarak tespit etmisler ve Kanada karkas kalite degerlendirme sistemine gore TT

genotipli karkaslarin CT ve CC genotipli karkaslara gore sirasiyla % 7.6 ve % 7.1
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daha yiikksek oranda AAA veya daha yiiksek degerlendirme notu ile
siiflandirildigint ve TT genotipli karkaslarin CT ve CC genotiplilere gore daha
yiiksek oranda yag icerdigini bildirmislerdir.

3.3.3.1.3. D6l Verimi

Brickell ve ark. (19), Ingiltere’de 18 farkl siiriiden toplam 385 Holstayn
diive iizerinde leptin geni polimorfizmlerinin perinatal mortalite iizerine etkisini
arastirdiklar ¢aligmalarinda, ekzon 2 bolgesindeki Kpn2I polimorfizmi yoniinden
genotip frekansim1 CC=0.35, CT=0.48, TT=0.17 ve allel frekansin1 C=0.59 ve
T=0.41 olarak tespit etmislerdir. Ilk dogumda C alleli ydniinden homozigot
bireylerin perinatal mortalite oraninin T alleli yoniinden homozigot bireylere gore
2 kat daha diisiik oldugunu belirtmisler ve siit verimi yoniinden {istiin T alleline
sahip bireylerin seleksiyonu ile siirliniin ilk dogumdaki perinatal mortalite
oraninin yiikselebilecegini bildirmiglerdir.

Komisarek ve Antkowiak (48), 219 Jersey inekte leptin geni
polimorfizmlerinin dol verimi {izerine etkisini belirlemek amaciyla yaptiklari
calismalarinda, allel frekanslarini Kpn2l polimorfizmi yoOniinden C=0.80 ve
T=0.20, Hphl polimorfizmi yéniinden C=0.67 ve T=0.33 olarak tespit etmisler ve
Hphl polimorfizmi yoniinden TT genotipine sahip ineklerin buzagilama aralig1 ve
servis periyodunun CC ve CT genotipine sahip ineklere gore daha kisa oldugunu,
aynt zamanda TT genotiplilerde gebelik basina tohumlama sayisinin da diger
genotiplere oranla daha diisiik oldugunu bildirmigler ve Kpn2l polimorfizminin

dol verimi tizerine etkisini dnemsiz bulmuslardir.
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3.4. Amag

Bu c¢alisma, Tiirkiye’de yillik siit {iretiminin biiyiikk bir bolimiini
karsilayan kiiltiir irk sigirlarin (Holstayn, Esmer, Jersey) ve gen kaynaklar1 olarak
kabul edilen yerli irk sigirlarin (Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizisi) leptin
geni polimorfizmlerinin belirlenmesi, polimorfizmler yoniinden sahip olduklari
genetik yap1 ve allel frekanslarinin tespit edilmesi, polimorfizmlerin kiiltiir 1rk
sigirlarda siit verimi ve bilesimi (protein, yag, laktoz, kuru madde, yagsiz kuru
madde oranlar1 ve yogunlugu), yerli irk sigirlarda siit bilesimi iizerine etkilerinin

ortaya c¢ikartilmasi amaciyla yapilmigtir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1 Kan ve Siit Orneklerinin Toplanmasi

Bu calismada; TIGEM Ceylanpinar, Sultansuyu ve Karakdy Tarim
Isletmelerinde siit verimi yoniinde yetistirilen 160 Holstayn, 120 Esmer ve 140
Jersey 1ki sagmal inekten, TAGEM Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma
Enstitiisiinde yetistirilen 35 Dogu Anadolu Kirmizis1 ve I¢ Anadolu Bélgesinde
halk elinde yetistirilen 25 Yerli Kara irki sagmal inekten kan ve siit 6rnegi
toplanmistir. Ayrica leptin geni polimorfizmlerinin bogalarda da belirlenebilmesi
amactyla Tarim Isletmelerinde yetistirilen kiiltiir itk 10 bogadan kan &rnegi
alimmustir. Bogalardan alinan kan 6rnekleri ile birlikte calisma kapsaminda toplam
490 adet kan Ornegi ve 480 adet siit 6rnegi toplanmistir. Toplanan kan ve siit
orneklerinin 1rklara gére dagilimi Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Kan ve Siit Orneklerinin Irklara Gére Dagilimi

Irk Kan Siit
Inek
Holstayn 160 160
Esmer Irk 120 120
Jersey 140 140
Dogu Anadolu Kirmizisi 35 35
Yerli Kara 25 25
Toplam 480 480
Boga
Holstayn 4 -
Esmer Irk 4 -
Jersey 2 -
Toplam 10 -
Genel Toplam 490 480
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Kiiltiir 1rk sigirlardan kan ve siit 6rneklerinin toplanmasi amaciyla Esmer
ik sigirlarin yetistirildigi  Malatya/Akgadag’daki  Sultansuyu = Tarim
Isletmesi’nden, Holstayn ki sigirlarin  yetistirildigi  Urfa/Ceylanpinar’daki
Ceylanpmar Tarim Isletmesi’'nden, Jersey 1rki  sigirlarm  yetistirildigi
Samsun/Bafra’daki Karakoy Tarim Isletmesi’nden, siit verim kayitlar1 diizenli
olarak tutulan, buzagilama yas1 ve mevsimi birbirine yakin, saglikli hayvanlardan
kan ve siit 6rnekleri toplanmustir.

Ceylanpinar ve Karakdy Tarim Isletmelerinden kan ve siit ornekleri
toplanan Holstayn ve Jersey irki sagmal ineklerin isletmelerin bilgisayarli sagim
sistemlerinde tutulan “dogum tarihi, buzagilama tarihi, laktasyon sayis1 ve 100,
200, 305 giinliik siit verimi” kayitlar1 dijital ortamda alinmis, ayrica igletmelerin
dogum ve laktasyon (siit kontrol) defterlerinin de birer niishasi temin edilmistir.

Sultansuyu Tarim Isletmesinde sagim sistemi ile verilerin kaydedildigi
bilgisayar arasindaki baglantiy1 saglayan ilgili donanimin olmamasi ve sagim
sistemi tarafindan Olgiilen verilerin anlik olarak izlenebilmesine ragmen kayit
edilememesi nedeniyle kayitlar dijital ortamda alinamamis, “dogum tarihi,
buzagilama tarihi, laktasyon sayisi” gibi kayitlar isletmenin dogum ve laktasyon
defterlerinden temin edilirken, “100, 200, 305 giinliik siit verimi” kayitlar1 30
giinliik araliklarla yapilan kontrol sagimlar1 sirasinda, sagim sistemi tarafindan
Olciilen verilerin manuel olarak kaydedilmesi ile olusturulan siit kontrol
defterlerinden, Trapez yontemi (test interval) kullanilarak hesaplanmistir (76).

Siit verimlerinin Trapez yontemi ile hesaplanmasinda, bir denetim
giiniinden onu izleyen denetim giinline kadar gecen siire bir denetim periyodu

olarak alinmis, s6z konusu iki denetimde saptanan siit verimlerinin ortalamasi
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alinarak o periyot i¢indeki gilin sayisi ile ¢arpilmis ve o periyoda iliskin toplam
verim hesaplanmigtir. Ayni islem tiim denetim periyotlart igin yapilmustir.
Laktasyonun ilk giinii ile ilk denetim giinii arasindaki verim, ilk denetimde
saptanan siit miktar1 kullanilarak hesaplanmistir. Laktasyon siiresi 305 giinden
uzun oldugunda, 305. giinden oOnceki son denetimde saptanan siit miktar
kullanilarak, son denetim giinii ile 305. giin arasindaki siit verimi hesaplanmustir.
Sonugta ilgili periyotlar i¢in hesaplanan verimler toplanarak 100, 200 ve 305
giinliik siit verimleri bulunmustur (28, 30, 44, 76).

Holstayn ve Jersey 1rki ineklerin siit verim kayitlar1 Ceylanpinar ve
Karakdy Tarmm Isletmelerinin kullandiklar1 Westfaliasurge (WestfaliaSurge
GmbH, Bonen, Germany) sagim sisteminden temin edilirken, Esmer 1rk ineklerin
siit verim kayitlar1 Sultansuyu Tarim Isletmesinin kullandig1 Delaval (Delaval
International AB, Tumba, Sweden) sagim sisteminden temin edilmistir.

Yerli ik sigirlardan kan ve siit 6rneklerinin toplanmasi amaciyla Dogu
Anadolu  Kirmizis1 1wkt igin  bu sigirlarin  koruma altinda tutuldugu
Erzurum/Ilica’daki TAGEM Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden,
Yerli Kara ki icin halk elinde yetistirildigi I¢ Anadolu Bélgesi'nde yapilan
taramalar sonucu Kirsehir ili Akcakent il¢esi Kilimli ve Yayladzii kdylerinde saf
itk karakteri gosteren, saglikli hayvanlardan kan ve siit 6rnekleri toplanmis ayrica
ornek alman hayvanlarin 4 acidan fotograf ve videolar1 cekilerek kayit altina
alimmustir.

Yerli wrklardan kan ve siit Orneklerinin toplanmasi esnasinda hayvan
sahiplerinden hayvanin yasi, laktasyon sayisi, buzagilama yast ve buzagilama

tarihi ile ilgili bilgiler alinmis, stipheli durumlarda ineklerin kesici diglerinin say1
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ve yapisi ile boynuzlarindaki halka sayis1 géz oniine alinarak yas tayini yapilmis
ve hayvan sahibinin verdigi bilgilerle ortiisiip Ortiismedigi kontrol edilmistir.

Yerli ve kiiltiir irklardan sabah ve aksam sagimlarindan 15’er ml olmak
tizere toplam 30 ml siit 6rnegi alinmigtir. Sagim ortasinda steril plastik tiipler (15
ml, USA Scientific, Orlando, FL, USA) igerisine alinan siit ornekleri vakit
gecirilmeden soguk zincirde laboratuvara ulagtirllmigtir. Toplanan kan ve siit
orneklerinin saha sartlarinda ve seyahatler sirasinda soguk zincirde muhafazasi
i¢in taginabilir oto buzdolab1 (Waeco Tropicool TC-35, Germany) kullanilmas,
gerekli durumlarda buz kaliplari ile takviye yapilarak dolap i¢i 1sinin +4 °C’nin
lizerine ¢ikmamasina 6zen gosterilmistir.

Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Gida Hijyeni ve Teknoloji Anabilim
Dal1 laboratuvarinda siit 6rneklerinin fiziksel ve kimyasal muayeneleri yapildiktan
sonra siitiin % protein, yag, laktoz, mineral madde, yagsiz kuru madde oranlari
ve yogunlugu (kg/m’) siit analizatériinde (Lactoscan Milk Analyzer 60, Bulgaria)
tespit edilmisgtir.

Kan oOrnekleri, sigirlarin vena jugularis veya vena subcutanea abdominalis
damarlarindan 2 ml’lik EDTA’l1 (Vacutainer K,EDTA, Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA) tiipler icerisine alinmig, soguk zincirde laboratuvara
ulagtirilarak DNA izolasyonuna kadar - 20 °C de muhafaza edilmistir. Genetik
Analizler Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.
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4.2. Polimorfizmlerin Belirlenmesinde Kullanilan Malzemeler

4.2.1. Makine-Techizat

Thermal Cycler (Biometra TProfessional GmbH, Goettingen, Germany)
Mikrosantrifiij (Heraeus Multifuge 3 SR, Langenselbold, Germany)

Su Banyosu (GFL 1086, Burgwedel, Germany)

Elektroforez Sistemi; Gii¢ Kaynag1 ve Tank (Consort E 815, Turnhout, Belgium)
Jel Gortintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Photo Print IP 008-SD, Cedex, France)
Otomomatik Mikropipetler (Eppendorf Research 2100, Hamburg, Germany)
Vorteks (Labnet VX-200, Woodbridge, NJ, USA)

Etliv (Niive EN 400, Ankara, Tiirkiye)

Otoklav (Niive OT 4060V, Ankara, Tiirkiye)

Hassas Terazi ( AND GX-6100, San Jose, CA, USA)

Mikrodalga Firin (Argelik MD 500, Gebze, Kocaeli, Tiirkiye)

Buzdolab1 (Beko BK 7250 T, Gebze, Kocaeli, Tiirkiye)

Derin Dondurucu (Argelik 2041 D, Gebze, Kocaeli, Tiirkiye)

4.2.2. Kimyasal Malzemeler

4.2.2.1. Genel Kimyasallar

Etil Alkol (Merck, Frankfurt, Germany)

Izopropil Alkol (Merck, Frankfurt, Germany)

Borik Asit (Merck, Frankfurt, Germany)

EDTA (Merck, Frankfurt, Germany)

Tris HCL (Merck, Frankfurt, Germany)

4.2.2.2. Molekiiler Biyoloji

DNA izolasyon Kiti (Wizard Genomic #A 1125, Promega, Madison, WI, USA)

Taq DNA Polimeraz (Fermentas #EP0402, Vilnius, Lithuania)
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MgCl, (25mM) (Fermentas #EP0402, Vilnius, Lithuania)

10X PCR Buffer (10mM) (Fermentas #EP0402, Vilnius, Lithuania)

dNTP Set (Fermentas #R0186, Vilnius, Lithuania)

Primerler, Desalting (Integrated DNA Technologies, Coralville, IA, USA)
Primerler, HPLC (Metabion GmbH, Martinsried, Germany)

Hot Start Taqg DNA Polimeraz (GoTaq #M5005, Promega, Madison, WI, USA)
MgCl, (25mM) (GoTaq #M5005, Promega, Madison, WI, USA)

5X GoTagq Flexi Buffer (GoTaq #M5005, Promega, Madison, WI, USA)
Agaroz (Lonza SeaKem LE, Rockland, ME, USA)

Etidium Bromide Sivi (Merck, Frankfurt, Germany)

Ficoll (MP Biomedicals, France)

Bromofenol Blue (Sigma, Germany)

Xylene Cyanol (Sigma, Germany)

DNA Boyut Markeri (Fermentas, GeneRuler 100 bp, Vilnius, Lithuania)

DNA Boyut Markerleri (Ambresco K180, Cochran Solon, OH, USA)

4.2.2.3. Restriksiyon Enzimleri

Kpn?2I Restriksiyon Enzimi (10u/pl) (Fermentas #ER0532, Vilnius, Lithuania)
Bsp13I Restriksiyon Enzimi (10u/ul) (Vivantis #RE1186, Selangor DE, Malaysia)
Mspl Restriksiyon Enzimi (10u/pl) (Fermentas #ER0541, Vilnius, Lithuania)
Pstl Restriksiyon Enzimi (10u/pl) (Fermentas #ER0611, Vilnius, Lithuania)
Hphl Restriksiyon Enzimi (10u/ul) (Fermentas #ER1102, Vilnius, Lithuania)
Sau3 Al Restriksiyon Enzimi (10u/pl) (Fermentas #ER0782, Vilnius, Lithuania)
4.2.2.4. Tampon Cozeltiler

Agaroz jel yiikleme tamponu (6X, 10 ml)

1.5 gr Ficoll

25 mg Bromofenol Blue
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25 mg Xylene Cyanol

ddH,O0 ile 10 ml’ye tamamlanir.

Tris-Borik Asit-EDTA Tamponu (TBE) (10X, 1 It)

108 gr Tris HCl

55 gr Borik asit

20ml 0.5 M EDTA

ddH,O0 ile 1000 ml’ye tamamlanr.

EDTA Cozeltisi (0.5 M, 50 ml)

18.6 gr EDTA ddH20 ile 50 ml’ye tamamlanir. EDTA ¢6ziiliinceye kadar

NaOH eklenerek pH=8.0’¢e ayarlanir.

4.2.3. Plastik Sarf Malzemeler
PCR Tiipleri (1.5, 0.5 ve 0.2 ml) (USA Scientific, Orlando, FL, USA)

Pipet Uclar1 (mavi, sar1, beyaz) (USA Scientific, Orlando, FL, USA)

4.3. DNA lizolasyonu

Toplanan kan orneklerinden genomik DNA izolasyonu DNA izolasyon
kiti (Wizard® Genomic DNA Purification Kit #A1125, Promega Corp., Madison,
WI, USA) kullanilarak {iretici firmanin protokoliine uygun olarak
gerceklestirilmistir. Kan orneklerinden genomik DNA’nin ekstrakte edilmesinde
uygulanan izolasyon asamalari asagida verilmistir.
4.3.1. izolasyon asamalart:
1. 1.5 mI’lik steril mikrosantrifiij tiiptine 900 pl cell lysis soliisyonu eklendi.
2. 300 pl kan, cell lysis soliisyonu igeren mikrosantrifiij tiipline aktarildi. Kan ve

cell lysis soliisyonunun karigmasi igin tiip 5-6 kez alt-iist edildi.
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3. Kirmizi kan hiicrelerinin lizisi i¢in 10 dakika oda 1sisinda bekletildi ve bu
esnada da tiip 2-3 defa alt-list edildi. 13.000-16.000 rpm’de 20 saniye santrifiij
edildi.

4. Tiipiin alt kisminda goriinen beyaz pellete dokunmaksizin siipernatant yaklasik
10-20 pl residiiel siv1 birakilacak sekilde atildi.

5. Beyaz kan hiicreleri resiispanse olana dek tiip 10-15 saniye kadar vortekslendi.
6. 300 pl nuclei lysis soliisyonu resilispanse hiicrelerin bulundugu tiipe eklendi.
gelen soliisyon hiicre ¢okeltileri ¢oziilene kadar soliisyon 37 °C de inkiibe edildi.
7. 1.5 pl Rnase soliisyonu eklendi ve tlip 2-5 defa alt-list edilerek karistirildi.
Karisim 37 °C de 15 dakika inkiibe edildi. Devam etmeden Once karisimin oda
sicakligina gelmesi beklendi.

8. Niikleer pellete 100 pl protein presipitasyon soliisyonu eklendi.10-20 saniye
vortekslendi.

9. 13.000-16.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Koyu kahverengi protein pelleti
goriildii.

10. i¢inde DNA bulunan siipernatant, i¢ine 300 pl izopropanol konulmus temiz bir
1.5 ml lik mikrosantrifiij tiipline aktarilarak karistirild.

11. Soliisyon altiist edilerek DNA kiitlesi ag seklinde goriiliinceye kadar
karistirilda.

12. 13.000-16.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. DNA tiiplin alt kisminda
kiigiik beyaz bir pellet seklinde goriindii. DNA’ya dokunmadan en fazla 10-20 pl

stvi kalacak sekilde slipernatant pipetle dikkatlice alinarak atildi.
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13. DNA pelleti tizerine 300 pl %70 lik etanol eklendi. 13.000 - 16.000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi. DNA tiipiin alt kisminda kiigiik beyaz bir pellet seklinde
goriindii.

14. DNA pelletine dokunmadan etanol dikkatlice alindi. Tiipiin agz1 10-15 dakika
acik birakilarak kalan alkoliin buharlagsmas1 beklendi.

15. 100 pl DNA rehidratasyon soliisyonu eklendi ve DNA’nin soliisyon igerisinde
¢Oziinmesi i¢in oda sicakliginda 1 gece bekletildi.

16. DNA 2 - 8 °C’de muhafaza edildi.

4.4. Polimorfizmlerin Isimlendirilmesi

Bu calismada, leptin geni ekzon 2, intron 2 ve ekzon 3 bolgelerindeki
polimorfizmlerin isimlendirilmesinde bu 3 bodlgeyi de kapsayan GenBank
#U50365 erisim numarali dizi referans alinmistir. Referans dizideki niikleotid
sirasinin  bagma “wild” sonuna “mutant” niikleotidin bas harfleri getirilerek
polimorfizmler isimlendirilmistir. GenBank #U50365 erisim numarali dizide
1180. niikleotidin sitozinden (C) — timine (T) doniigmesi C1180T, 2059.
niikleotidin sitozinden (C) — timine (T) doniismesi C2059T, 2584. niikleotidin
adeninden (A) — guanine (G) donlismesi A2584G ve 3100. niikleotidin
sitozinden (C) — timine (T) doniismesi C3100T olarak adlandirilmustir.

Leptin geni ekzon 2 bolgesindeki C1180T polimorfizmi, Kpn2l (Kpn2l
enzimi tanima bolgesi olusturarak belirlenmesi) (20), Arg25Cys (25. kodonda
Arg—Cys amino asit degisikligine yol agmasi) (20), R4C (proteinin 4. amino
asitinde Arg—Cys amino asit degisikligine yol agmasi) (48), EXON2FB veya
E2FB (ekzon 2 bolgesinde Fiona BUCHANAN tarafindan bildirilen bir

polimorfizm olmasi) (12) gibi farkli isimlerle de taninmaktadir.
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Leptin geni intron 2 bdlgesindeki C2059T ve A2584G polimorfizmleri,
Sau3 Al polimorfizmi (polimorfizmlerin Sau3 Al enzimi tarafindan taninmasi) (72)
olarak da adlandirilmaktadir.

Leptin geni ekzon 3 bolgesindeki C3100T polimorfizmi, Hphl polimorfizmi
(polimorfizmlerin Hphl enzimi tarafindan taninmasi) (35), Ala59Val veya AS9V
(proteinin 59 amino asitinde Ala—Val amino asit degisikligine yol agmasi) (48)

olarak da adlandirilmaktadir.

4.5. PCR ve RFLP Optimizasyonu

Leptin geni ekzon 2, intron 2 ve ekzon 3 bolgelerindeki 94, 1820 ve 331
bp lik fragmentlerin PCR ile amplifikasyonuna sirastyla Buchanan ve ark. (20),
Pomp ve ark. (72) ve Haegeman ve ark. (35) tarafindan dizayn edilen primerler
kullanilarak baslanmistir. PCR sonucu zayif bant olusumu, simir olusumu ve
atipik bant olusumu gibi ¢esitli PCR hatalari ile karsilagilmasi lizerine primerlerde
bazi modifikasyonlar yapilmis, hatta bazilar1 tamamen degistirilerek yeniden
dizayn edilmistir. Yeni primerlerin dizayn edilmesinde ve polimorfizmlerin
isimlendirilmesinde GenBank #U50365 erisim numarali dizi referans alinmustir.

Her bir primer ciftinin en uygun baglanma 1sisin1 belirlemek amaciyla
primer Ty degerlerinin 5-10 °C asagis1 ve 5 °C yukarisini kapsayacak sekilde bir
cok gradient PCR denemesi yapilmig, ayn1 zamanda optimum reaksiyon karisimin
belirlenmesi amaciyla denemelerde farkli miktar ve yogunluklarda DNA, MgCl,,
Buffer, Taq, dNTP, Primer ve ddH,O kullanilmustir.
4.5.1. Ekzon 2 - C1180T

Leptin geni ekzon 2 bolgesindeki 94 bp lik fragment oncelikle Buchanan

ve ark. (20) tarafindan dizayn edilen primerler (Tablo 2 - K;) kullanilarak
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cogaltilmis (Sekil 5) ve PCR iirlinlerinin Kpn2l enzimi ile kesimi sonucu ortaya
cikan bant profillerine gore genotipler belirlenmistir (Sekil 1). Fakat zamanla
Kpn?2l enzimi ile kesim sonucu atipik bant olusumu problemi ile kargilagilmistir
(Sekil 2). Oncelikle problemin Kpn2l enziminden kaynaklandig: diisiiniilerek
Kpn2l enzimi yerine ayni tanima bolgesinden kesim yapan izosimeri Bsp131 ve
izosimeri olmamasina ragmen Kpn2l enzimi tanima bdlgesi icinden kesim
yapabilen Mspl enzimleri kullanilmig fakat sonu¢ degismemistir. Bunun {izerine
PCR setinde kullanilan maddelerin miktar ve yogunluklarinin degistirilmesi,
primer baglanma (annealing) 1s1 ve siiresinin degistirilmesi, kandan tekrar DNA
izole edilmesi, kontaminasyon riskine karsi tim bu islemlerin farkli bir
laboratuvarda gergeklestirilmesi gibi pek ¢ok farkli yonteme bagvurulmus ve
biitiin bu denemeler sonucunda problemin primer ¢iftinden kaynakladig: tespit
edilmistir. Primerler farkli bir firmaya tekrar sentezletilmis fakat liyofilize
halde teslim edilen yeni primerler ile primerlerin sulandirildig ilk anda sonug
alinmasia ragmen ilerleyen periyotta primerlerin dondurulup ¢oziilmesi ile
ayni problemle tekrar karsilasilmistir. Bunun {izerine forward primer tamamen
degistirilmis ve reverse primerin 5’ ucuna birkac niikleotid eklenerek primer
ciftinin (Tablo 2 - K,) spesifikligi arttirllmaya g¢alisilmistir (Sekil 6). Yeni
primerler ile polimorfizmin tespitinde daha iyi bir performans elde edilmesine
ragmen bir siire sonra ayni problemle tekrar karsilasilmasi iizerine reverse
primer lizerinde Buchanan ve ark. (20) tarafindan Kpn2l enzimi tanima bdlgesi
olusturmak amaciyla yapilan mismatch in primerin 3’ ucuna ¢ok yakin bir
noktada (1 niikleotid 6nce) yer almasi nedeniyle primerin kisa siirede degrade

oldugu ihtimali iizerinde durulmus ve Buchanan ve ark. (20) tarafindan dizayn
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edilen primerlerin gerek calismalarin tamamlanmasi gerekse tekrarlanabilirligi
agisindan uygun bir primer ¢ifti olmadig1r kanaatine varilmistir. Leptin geni
ekzon 2 bolgesi C1180T polimorfizminin tespit edilebilmesi igin yeni bir
primer cifti dizayn edilmesine, polimorfizm boélgesinin wild ve mutant baz
dizisinin bilinen restriksiyon enzimleri ile kesime elverisli olmadigindan
restriksiyon enzimi tanima bolgesi olusturmak amaciyla yapilacak mismatch in
primerin 3’ ucundan 2-3 niikleotid dnce yapilandirilmasina ve polimorfizm
noktasindan birka¢ baz Once veya sonra yapilacak bir mismatch ile
polimorfizmin tespit edilmesine olanak saglayacak bir restriksiyon enzimi
kullanilmasina karar verilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda en iyi sonug
reverse primerin 3’ ucundan 3 niikleotid dnce yapilan bir mismatch ile birlikte
Pstl enzimi kullanimi ile elde edilmistir. Psfl enzimi kullanimi ile birlikte
forward ve reverse primerler yeniden dizayn edilmis (Tablo 2 - P;), mismatch
in primerin 3’ ucundan 3 niikleotid 6ne alinmast mimkiin hale gelmis ve
degradasyon oOnlenmistir. Yeni dizayn edilen primerler (P;) ile leptin geni
ekzon 2 bolgesindeki C1180T polimorfizm alanini igeren 155 bp lik fragment
basari ile ¢ogaltilmistir (Sekil 7). 155 bp lik fragmentin Pstl enzimi ile kesimi
sonucu ortaya ¢ikan bantlarin say1 ve biiytikliikklerine (CC=155, CT=155+133+22,
TT=133+22) gore genotipler belirlenmistir (Sekil 4). Polimorfizmin mutant T
allelini kesen Pstl enzimi wild C allelini kesen Kpn2l enziminin tam tersi bir

bant profili olusturmustur (Sekil 3 ve 4).
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2 3 4 5 ¢

7 8 9 10 11 12 13 14 15

Sekil 1. 94 bp lik PCR Uriinlerinin Kpn2I Enzimi ile Kesimi. % 3’liikk agaroz jel,

M: 100bp DNA ladder (Fermentas SM0241). Ornek 11, 13 = T/T; 1, 3, 6, 12,
14,15=C/T;2,4,5,7,8,9, 10 = C/C genotipi.

Sekil 2. 94 bp lik PCR Uriinlerinin Kpn2l Enzimi ile Kesimi Sonucu Atipik Bant

Olusumu. % 3’lik agaroz jel, M: 100bp DNA ladder (Fermentas SM0241).
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Sekil 3 ve 4. 166 bp lik PCR Uriinlerinin Kpn2I Enzimi ile Kesimi (sol) ve 155 bp lik PCR Uriinlerinin Ps#l Enzimi ile Kesimi (sag).
% 3’liik agaroz jel, M: 100bp DNA ladder. Ornek 1, 5 = T/T; 2 = C/T; 3, 4 = C/C genotipi.
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4.5.2. Intron 2 - C2059T ve A2584G

Leptin geni intron 2 bolgesindeki 1820 bp lik fragment dncelikle Pomp ve
ark. (72) tarafindan dizayn edilen primerler (Tablo 2 - S;) kullanilarak
cogaltilmig fakat PCR sonucu zayif bant olusumu ve atipik bant olusumu
problemleri ile karsilagilmistir. Bolgenin 1820 bp uzunlugunda oldugu goz
Oniine alinarak ana bandi giliglendirmek ve atipik bantlar1 ortadan kaldirmak
amaciyla Hot Start Taqg DNA Polimeraz Enzimi kullanilmigtir. Hot Start Taq
DNA Polimeraz Enzimi ile daha iyi bir performans elde edilmesine ragmen
1820 bp biiyiikliigiindeki bant enzimle kesilecek derecede giiclendirilemedigi
gibi genetik degerlendirmeyi engelleyen atipik bantlar da ortadan
kaldirilamamistir. Bunun {izerine Pomp ve ark. (72) tarafindan dizayn edilen
primerler ile calismanin gergeklestirilemeyecegi diisiiniilerek yeni bir primer
cifti dizayn edilmesine karar verilmistir. Caligmalar sonucunda leptin geni
intron 2 bolgesindeki C2059T ve A2584G polimorfizm alanlarini i¢eren 1683 bp
lik fragmenti ¢ogaltacak nitelikte yeni bir primer ¢ifti dizayn edilmistir (Tablo 2
- S3). Yeni dizayn edilen primerlerin kullanilmasi ile atipik bant olusumu
onlenerek 1683 bp biiylikligiindeki fragment basari ile cogaltilmistir (Sekil 8).
4.5.3. Ekzon 3 - C3100T

Leptin geni ekzon 3 bolgesindeki 331 bp lik fragment Haegeman ve ark.
(35) tarafindan dizayn edilen primerler (Tablo 2 - H;) kullanilarak ¢ogaltilmis
fakat PCR sonucu zayif bant olusumu ve simir olusumu problemleri ile
karsilagilmigtir. Simir olusumunun azaltilmasi ve bant kalitesinin yiikseltilmesi
amaciyla Haegeman ve ark. (35) tarafindan dizayn edilen forward ve reverse

primere 5-6 niikleotid eklenerek HPLC olarak sentezletilmistir (Tablo 2 - Hj).
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Spesifikligi arttirilan ve daha saf hale getirilen yeni primerler ile simir olusumu

Onlenirken bant kalitesi de oldukc¢a yiikseltilmistir. Yeni primerler ile 343 bp

blyiikligiindeki fragment basar1 ile c¢ogaltilmistir (Sekil

9). 343 bp

biiylikliigiindeki PCR {iriinlerinin Hphl enzimi ile kesimi sonucu ortaya ¢ikan

bantlarin say1 ve biiyiikliikklerine (CC=343, CT=343+317+26, TT=317+26) gore

genotipler belirlenmistir.

Tablo 2. Polimorfizmlerinin Belirlenmesinde Kullanilan Primerler

Primerler ve Niikleotid Dizileri PCR Uriinii

C1180T Polimorfizmi

Ki F=5-ATGCGCTGTGGACCCCTGTATC-3’ 94 bp
R =5-TGGTGTCATCCTGGACCTTCC-3’

K, F=5-GACGATGTGCCACGTGTGGTTTCTTCTGTT-3’ 166 bp
R =5-TGAGGGTTTTGGTGTCATCCTGGACCTTCC-3’

Py F=5-GTGCCACGTGTGGTTTCTTCTGTT-3’ 155 bp
R =5-GTTTTGGTGTCATCCTGGACCCTG-3’

C2059T ve A2584G Polimorfizmleri

Si F=5-GTCACCAGGATCAATGACAT-3’ 1820 bp
R =5-AGCCCAGGAATGAAGTCCAA-3’

S, F=5-TGGCATAAAGACAGCTCCTCTCCT-3’ 1683 bp
R =5-TGAAGTCCAAACCAGTGACCCTCT-3’

C3100T Polimorfizmi

H, F=5-GGGAAGGGCAGAAAGATAG-3’ 331 bp
R =5-TGGCAGACTGTTGAGGATC-3’

H, F=5-GTGGTTTGGGAAGGGCAGAAAGAT-3’ 343 bp

R =5-CTGGAAGGCAGACTGTTGAGGATC-3’
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‘G’ Mismatch

1021 agcacgtggg tgttctcgga gatcgacgat gtgccacgtg tggtttcttc tgttttcagg
1081 ccccagaagc ccatcccggg aaggaaaatg cgectgtggac cg¢ctgtateg attcctgtgg
1141 ctttggccct atctgtctta cgtggaggct gtgcccatcC gCaaggtcca ggatgacacc
1201 aaaaccctca tcaagacaat tgtcaccagg atcaga § tctcacacac ggtagggagg

Kpn2! (BspEl) Tanima Bélgesi 5'-TAC C G G A-3' ‘T’ C1180T Polimorfizmi
3A G G C C'T-5'

Sekil 5. C1180T Polimorfizminin K; Primeri ve Kpn2l Enzimi ile Belirlenmesi

‘G’ Mismatch

1021 agcacgtggg tgttctcgga gatcgacgat gtgccacgtg tggtttctte tgttttcagg
1081 ccccagaagc ccatcccggg aaggaaaatg cgctgtggac c¢ctgtatcg attecctgtgg
1141 ctttggcccect atctgtctta cgtggagget gtgccec ggtcca ggatgacacc
1201 aaaaccctca tcaagacaat tgtcaccagg atcaetigacg tctcacacac ggtagggagg

Kpn2l (BspEl) Tanima Bolgesi 5'-TAC C G G A-3' T C1180T Polimorfizmi
3'-A G G C C'T-5'
Sekil 6. C1180T Polimorfizminin K, Primeri ve Kpn2I Enzimi ile Belirlenmesi

‘G’ Mismatch

1021 agcacgtggg tgttctcgga gatcgacgat gtgccacgtg tgggttette tgttttcagg
1081 ccccagaagc ccatcccggg aaggaaaatg cgctgtggac cccigtatcg attcctgtgg
1141 ctttggccct atctgtctta cgtggaggcet gtgcccat gtcca ggatgacacc
1201 aaaaccctca tcaagacaat tgtcaccagg atcaatGacs tctcacacac ggtagggagg

Pstl Enzimi Tanima Bolgesi 5'-C T G C A*G-3' ‘T C1180T Polimorfizmi
3-G*ACGTC-5

Sekil 7. C1180T Polimorfizminin P; Primeri ve Pstl Enzimi ile Belirlenmesi
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1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

aggctgtgca
tectetectce
aatcctagtg
ccagaacccc
taggcattct
ccagccctge
cagtgtctct
ggtctgtatt
gtttttaaac
tcatgtccaa
attcttcagg
aacccaggga
ccagggaaac
atcttaatag
ctgaataccc
ttttgatagc
ttccacatct
taggtagcca
gcccttaaat
gtgccccaac
ctctggtaac
ctgaatecect
ggggtggaag
caagcaggaa
gcctgcaaag
gagcccagga
gggaggatgg

aggggagctc
catagcagtc

‘T C2059T Polimorfizmi
gccttgcacajggccccagtg

ctctacttcc
cccaggccca
agcagcagtc
tcctgectgg
ctgtcaagcc
tggggcattt
tagaatgagg
tccagtttcce
ctctttgaga
caagaatact
ttgaacctgg

ccata

tcttcataag
ttgcagaacc
ttcccacctt
cctgaccact
gaagcgggga
tcattgcttt
ctgtgtggtg
cagggttact
tagggggtga
agttggggac
atagggagtc
gctggtctgg
gaccagcttg
tgtggaagcg
tgaggagctg
cgtctcctcece

‘G’ A2584G Polimorfizmi

2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121

cttgectect
gaaggagtca
cctctgggece
taactgagct
ctcttcagat
tttctgaggt
gagatgtctg
tcatctagaa
ccccatgaac
ggagtggctt
gtcttctaaa
ttgtgaagac
gtcttcatga
agaactgtgt
aaaagccaac
ctatatttct
cagatchgaa
caaaacagtc
ccgggattga
tgagcagagc
gacttcctgg
ggggaatgta
atggctggtt
aggcaaaggg
gaaacatggt
ggggaggaag
cecctetcectee

aaacagaggg

Sau3Al Tanima Bdlgesi

gcctggacgc
gccttctcac
cagaggtcct
tccatctcat
tagaccctgce
acaaccctct
ccataagctc
taaagtctta
aatgaaagtg
tgtagtctac
gttattttct
ttgcaggcag
tattaagata
gactaaatta
gtgccctett
ttgctcacct
aacagtggct
atagacagtg
attcagcaag
ttgctgtggg
agtgagctgg
agaatctgac
cggaagacct
ctatagcaga
cagggtggtt

ggtcacgtgg
cacctctacg

cactgagctc
tcactggttt

ccccctggea
tctectecet
ggggtcccct
ttctagaatg
gagctcatta
gtgtttttgt
agacctgcaa
agctagtcag
ggaaagtgtt
caggctcctc
tctcccaaca
attctttacc
gtcatctaga
gataaagcaa
tcaaggtttt
gcgtggagca
ttgggaagcc
tctgcatttc
ctgtacacaa
tggcggagag
ggcatcgctg
tgtgagggag
caatgcctgg
gtcatttgga
tgggaagggc
gcacaagaag
ctctagggaa
ttgctctcecece
ggacttecatc

taaagacagc
cccagaccgg
tggcaggtgg
ttttagtecgt
ctcattactg
aaatagttat
ccatagatga
gttccacaag
agttgctcag
tgtccatgaa
tccc
gtctgagcca
caacaagact
gtgaccctcc
cagtcatgac
atctggagac
agagagcagt
ctagagaaaa
tagacccaga
gggagagccc
gggtaatggc
gagtctgctt
ggaagaaact
aaagggaaca
agaaagatag
taagggccca
aggcggagtc
cttcectcetg
cctgggctcecce

5-"GATC-3
3-CTAGAS

Sekil 8. C2059T / A2584G Polimorfizmlerinin Sau3 Al Enzimi ile Belirlenmesi

gcctgcaaag
gagcccagga
gggaggatgg

aggggagcte
catagcagtc

accctctecct
Cecagtctgee

‘A’ Mismatch

gctggtctgg
gaccagcttg
tgtggaagcg
tgaggagctg
cgtctcctcc
gagtttgtcc
ttececagaaat

aggcaaaggg
gaaacatggt

ggggaggaag
ccctetetec
aaacagaggg
aagatggacc
gtggtccaaa

Hphl Tanima Bélgesi 5-GG T G A (N)8 |-3'
3-CCACT(N)7 1-5'

Sekil 9. C3100T Polimorfizminin Hphl Enzimi ile Belirlenmesi
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cagggtggtt tgggaagggce
ggtcacgtgg gcacaagaag
cacctctacg ctctagggaa
cactgagcte ttgctctcece
tcactggttt ggacttcatc

agaaagatag
taagggccca
aggcggagtc
cttdcteetyg
cctgggctcc
cagatcctca
ctcecgggacce

‘T’ C3100T Polimorfizmi



4.6. PCR
4.6.1. Ekzon 2 - C1180T

Leptin geni ekzon 2 bolgesindeki 155 bp lik fragmentin
amplifikasyonunda PCR 0.5 ml’lik PCR tiiplerinde toplam hacim 30 pl olacak
sekilde gergeklestirilmistir. Her bir tiipe 3 pl genomik DNA ve tizerine 3 ul MgCl,
(25mM), 3 pl 10X buffer [(NH4),SO4], 0.2 ul Tag DNA polimeraz (Su/pl), 3 pl
dNTP (2.5mM), 1 pl forward primer (20 pmol), 1 pl reverse primer (20 pmol) ve
16 pl ddH20 konulmus, hazirlanan tiipler vortekslendikten sonra PCR cihazina
yerlestirilerek asagida belirtilen amplifikasyon programi ile PCR islemi
gergeklestirilmistir.

Amplifikasyon Programi

94 °C 2 dakika Baglangi¢c Denatiirasyonu 1 siklus
94 °C 30 saniye Denatiirasyon

60 °C 30 saniye Baglanma } 35 siklus
72 °C 30 saniye Uzama

72 °C 5 dakika Son Uzama 1 siklus

4.6.2. Intron 2 - C2059T ve A2584G

Leptin geni intron 2 Dbolgesindeki 1683 bp lik fragmentin
amplifikasyonunda PCR 0.5 ml’lik PCR tiiplerinde toplam hacim 50 pl olacak
sekilde gergeklestirilmistir. Her bir tiipe 5 pl genomik DNA ve {izerine 5 pl MgCl,
(25mM), 10 pl 5X Colorless GoTaq® Flexi Buffer, 0.25 pl Hot Start Taq DNA
polimeraz (Su/ul), 4 ul ANTP (2.5mM), 1 ul forward primer (30 pmol), 1 ul
reverse primer (30 pmol) ve 24 pl ddH20 konulmus, hazirlanan tiipler
vortekslendikten sonra PCR cihazina yerlestirilerek asagida belirtilen

amplifikasyon programi ile PCR islemi gerceklestirilmistir.
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Amplifikasyon Program

94 °C 2 dakika Baglangi¢c Denatiirasyonu 1 siklus
94 °C  25saniye Denatiirasyon

60 °C 30 saniye Baglanma } 35 siklus
72 °C 40 saniye Uzama

72 °C 7 dakika Son Uzama 1 siklus

4.6.3. Ekzon 3 — C3100T

Leptin geni ekzon 3 bolgesindeki 343 bp lik fragmentin
amplifikasyonunda PCR 0.5 ml’lik PCR tiiplerinde toplam hacim 30 pl olacak
sekilde gergeklestirilmistir. Her bir tiipe 4 pl genomik DNA ve {izerine 3 pl MgCl,
(25mM), 3 ul 10X buffer [(NH4),SO4], 0.3 pul Tag DNA polimeraz (Su/ul), 3 pl
dNTP (2.5mM), 1 pl forward primer (25 pmol), 1 pl reverse primer (25 pmol) ve
15 wl ddH20 konulmus, hazirlanan tiipler vortekslendikten sonra PCR cihazina
yerlestirilerek asagida belirtilen amplifikasyon programi ile PCR islemi
gergeklestirilmis.

Amplifikasyon Programi

95°C 2dakika  Baslangi¢ Denatiirasyonu 1 siklus
95°C 35saniye  Denatiirasyon

60 °C 35saniye Baglanma } 35 siklus
72 °C 40 saniye Uzama

72 °C 5dakika  Son Uzama 1 siklus
4.7. RFLP

PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi toplam 30 pl hacim
tizerinden gergeklestirilmistir. 25 pul PCR diriint, 2,5 pl 10X buffer, 0.5 U

restriksiyon enzimi ve ddH,O ile toplam hacim 30 ul’ye tamamlanmistir.
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Kesim islemi Mspl, Pstl, Sau3Al ve Hphl enzimleri i¢in 37 °C’de, Bsp131
enzimi i¢in 50 °C’de, Kpn2l icin 55 °C’de 16 saat bekletilmek suretiyle
gerceklestirilmis ve tiim enzimler i¢in ayni kesim protokolii uygulanmuistir.

Leptin geni ekzon 2, intron 2 ve ekzon 3 bolgelerindeki 155, 1683 ve 347 bp
lik fragmentlerin sirasiyla Pstl, Sau3Al ve Hphl enzimleri ile kesimi sonucu farkli
genotiplere karsilik gelen fragmentlerin sayr ve biiyiiklikleri Tablo 3’de

verilmigtir.

Tablo 3. PCR iriinlerinin restriksiyon enzimleriyle kesimi sonucu farkli

genotiplere karsilik gelen fragmentlerin say1 ve biiyiikliikleri (20, 35, 52, 72).

155 bp / Pstl 343 bp / Hphl 1683 bp / Sau3Al

CC=155 CC=343 AA = 686+606+391

CT = 155+133+22 CT =343+317+26 AB = 686+606+391+306+85
TT =133+22 TT =317+26 BB = 686+ 606+ 306+85
CC = 606+465+391+221
AC =686+606+465+391+221
BC = 686+606+465+391+306+221+85

4.8. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR irlinleri ve restriksiyon enzimleriyle kesim {irlinleri agaroz jel
elektroforezinde ayristirilmistir. PCR iiriinleri % 2’lik, Pstl, Sau3Al ve Hphl
restriksiyon enzimi ile kesim iiriinleri sirastyla % 3.5, % 3 ve % 3.5’lik agaroz jel
elektroforezinde ayrnistirilip EtBr ile boyandiktan sonra UV 1sik altinda
goriintiilenmistir.

Agaroz jelin hazirlanmasinda; erlenmayer icine toz halindeki agarozdan

hazirlanacak jelin ylizde agaroz miktar1 kadar gram olarak alinarak {izerine
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kaynama sirasindaki buharlasma miktar1 da goz oniine alinarak 140-150 ml 0.5X
TBE tamponundan eklenmistir. Karistim mikrodalga firinda 550 W’da 4-5 dk
kaynatilarak ¢oziildiikten sonra 55-60 °C’ye sogutularak igersine 0.25 pg/ml EtBr
ilave edilmistir. Kuyucuklar1 olusturacak olan tarak, traye yerlestirildikten sonra
hazirlanan jel, hava kabarcigi kalmayacak sekilde traye dokiilmiistiir. Jelin
polimerizasyonu i¢in yaklagik 20-30 dakika beklendikten sonra tarak dikkatlice
cikarillarak jel 0.5X TBE tamponu ile doldurulan elektroforez tankina
yerlestirilmistir. Ornekler ve Marker, 6X yiikleme tamponu ile 5:1 oraninda
karigtirilarak kuyucuklara 20°ser pl olarak yiiklenmistir. Gii¢ kaynagi 80 volta
ayarlanarak yiiriitiilen O6rnekler UV 15181 altinda jel goriintiileme sisteminde
goriintiilenmistir (5, 18).
4.9. Istatistiksel Analiz

Stit verimi ve bilesimi iizerine cevre faktorlerinin (laktasyon sirasi,
buzagilama yasi, buzagilama mevsimi ve laktasyon ayi) etkileri standardize
edilmis ve leptin geni yoOniinden belirlenen genotiplerin standardize edilen siit
verimi ve bilesimi (protein, yag, laktoz, mineral madde, yagsiz kuru madde
oranlar1 ve yogunlugu) lizerine etkileri En Kiiciik Kareler Metodu kullanilarak
belirlenmistir. Kullanilan matematiksel model;
Siit verimi i¢in;

Yijkm = ptaitbitcitditeijum seklinde olup,

bu modelde yer alan terimlerden

Yijum = herhangi bir inegin 100, 200 veya 305 giinliik siit verimi,

p = popiilasyonun beklenen ortalamasi,

a; = 1. genotip etki miktarini,
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b;=j. laktasyon siras1 etki miktarini,

ck = k. buzagilama yas1 etki miktarini,

d,= L. buzagilama mevsimi etki miktarini,

eijkim = Incelenen faktorler disindaki faktorlerin etki miktarini (hata terimi)

temsil etmektedir.
Siit bilesimi i¢in;

Yijktmn = pHaitbieitdit finteijamn seklinde olup,

bu modelde yer alan terimlerden

Yijkmn= herhangi bir inegin incelenen siit bilesimi parametresine ait degeri,

p = popiilasyonun beklenen ortalamasi,

a; = 1. genotip etki miktarini,

b; = j. laktasyon siras1 etki miktarini,

ck = k. buzagilama yas1 etki miktarini,

d,= L. buzagilama mevsimi etki miktarini,

fmn = m. laktasyon ay1 etki miktarini,

eijkimn = 1ncelenen faktorler disindaki faktorlerin etki miktarini (hata terimi)

temsil etmektedir.

Veriler laktayon sirasi, buzagilama yasi, buzagilama mevsimi ve laktasyon
ay1 i¢in asagidaki gibi siniflandirilmastir.

Laktasyon sirast: 1. laktasyon sirasi birinci, 2. laktasyon sirasi ikinci, 3.
laktasyon sirasi ligiincii, 4. laktasyon sirast dordiincii, 5. ve iizeri laktasyon
siralari; besinci laktasyon sirasi grubu.

Buzagilama yasi: buzagilama yast 2 olanlar, 1. buzagilama yasi;

buzagilama yas1 3 olanlar, 2. buzagilama yasi; buzagilama yast 4 olanlar, 3.
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buzagilama yasi; buzagilama yas1 5 olanlar, 4. buzagilama yasi; buzagilama yas1 6
ve lizeri olanlar, 5. buzagilama yas1 grubu.

Buzagilama mevsimi: Aralik, ocak, subat: 1. mevsim; mart, nisan, mayis:
2. mevsim; haziran, temmuz agustos: 3. mevsim; eyliil, ekim, kasim: 4. mevsim
grubu.

Laktasyon ay1: laktasyonun 1.,2.,3. aymnda olanlar, 1. laktasyon ayzi;
laktasyonun 4.,5.,6. ayinda olanlar, 2. laktasyon ay1; laktasyonun 7.,8.,9. ayinda
olanlar, 3. laktasyon ay1; laktasyonun 10.,11.,12. ayinda olanlar, 4. laktasyon ayi;
laktasyonun 13. ay1 ve iizerinde olanlar, 5. laktasyon ay1 grubu.

istatistiksel analizler Minitab® 15.1.30.0 paket programu kullamlarak
gerceklestirilmistir. Istatistiksel olarak &nemli bulunan parametrelerde Tukey

coklu karsilastirma testi kullanilmistir (64) .
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5. BULGULAR
5.1. Agaroz Jel Elektroforezi
Leptin geni ekzon 2, intron 2 ve ekzon 3 bolgelerinden PCR ile amplifiye
edilen 155, 1683 ve 347 bp lik fragmentlerin sirasiyla Ps#l, Sau3Al ve Hphl
enzimleri ile kesilerek, kesim iirlinlerinin agaroz jel elektroforezinde ayristirilip
UV 151k altinda goriintiillenmesi sonucu ortaya ¢ikan bant profilleri Sekil 10, 11 ve
12’ de gosterilmistir.

5.1.1. C1180T Polimorfizmi

M
Ll
—
e
itwam

Sekil 10: 155 bp lik PCR Uriinlerinin PsfI Enzimi ile Kesimi. % 3.5’lik agaroz jel,
M: 100bp DNA ladder (Fermentas GeneRuler, #SM0321). Ornek 1, 5 = T/T;
2=C/T; 3,4 =C/C genotipi.
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5.1.2. C2059T ve A2584G Polimorfizmleri

Sekil 11: 1683 bp lik PCR Uriinlerinin Sau3AI Enzimi ile Kesimi. % 3’liikk agaroz
jel, M: 100bp DNA ladder (Ambresco, #K180). Ornek 1 = A/A; 2 = A/B;
3=B/B, 4= A/C; 5 =B/C; 6= C/C genotipi.
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5.1.3. C3100T Polimorfizmi
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Sekil 12: 347 bp lik PCR Uriinlerinin Hphl Enzimi ile Kesimi. % 3.5’lik agaroz
jel, M: 100bp DNA ladder (Fermentas GeneRuler, #SM0321). Ornek 1 = C/C;
2,5=C/T; 3,4 ="T/T genotipi.
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5.2. Genotip ve Allel Frekanslar

5.2.1. C1180T Polimorfizmi

C1180T polimorfizmi ydniinden genotip say1 ve frekanslar1 Tablo 4’te,

allel say1 ve frekanslar1 Tablo 5’te 6zetlenmistir. C1180T polimorfizmi yoniinden

belirlenen genotipler incelendiginde Holstayn, Esmer, Jersey, Yerli Kara ve Dogu

Anadolu Kirmizist irkinda CC, CT ve TT genotipleri tespit edilmistir. Holgtayn,

Jersey, Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizisi irklarinda genotip frekansi

CT>CC>TT seklinde siralanirken Esmer irkta CC>CT>TT seklinde bulunmustur.

Genotip frekanslart ile dogru orantili olarak C allelinin tiim 1rklarda T alleline

gore daha yiiksek frekansta oldugu tespit edilmistir. T alleli en yliksek frekansta

Jersey irkinda goriiliirken bunu sirasiyla Yerli Kara, Dogu Anadolu Kirmizisi,

Holstayn ve Esmer 1rk izlemistir.

Tablo 4. C1180T Polimorfizmi Genotip Sayi1 ve Frekanslari

‘ Holstayn Esmer Irk Jersey Yerli Kara DAK
Genotip N o, n % 1 % n A n A
CcC 55 344 57 475 44 314 8 320 12 343
CT 90 562 48 40.0 63 450 12 480 18 514
TT 15 9.4 15 125 33 236 5 200 5 14.3
Toplam 160 100 120 100 140 100 25 100 35 100
Tablo 5. C1180T Polimorfizmi Allel Say1 ve Frekanslari
Holstayn Esmer Irk Jersey Yerli Kara DAK
Allel n % n % n % n % n %
C 200 625 162 675 151 539 28 560 42 60.0
T 120 375 78 325 129 46.1 22 440 28 400
Toplam 320 100 240 100 280 100 50 100 70 100
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5.2.2. C2059T ve A2584G Polimorfizmleri

C2059T ve A2584G polimorfizmleri yoniinden genotip say1 ve frekanslar
Tablo 6’da, allel say1 ve frekanslar1 Tablo 7°de 6zetlenmistir. C2059T ve A2584G
polimorfizmleri yoniinden belirlenen genotipler incelendiginde Esmer irkta AA,
AB, BB, AC, BC ve CC olmak iizere 6 genotipin hepsi tespit edilirken, Holstayn
irkinda AA, AB, AC, BC ve CC, Yerli Kara irkinda AA, AB, BB ve AC, Dogu
Anadolu Kirmizisi irkinda AA, AB, BB ve BC, Jersey irkinda AA, AB ve BB
genotipleri tespit edilmistir. Holstayn, Esmer, Yerli Kara ve Dogu Anadolu
Kirmizist irklarinda nadir goriilen C alleli tespit edilirken, Jersey irkinda bu allele
rastlanmamistir. Holstayn, Esmer, Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizisi
irklarinda allel frekanslari A>B>C seklinde siralanirken Jersey irkinda A>B

seklinde bulunmustur.

Tablo 6. C2059T / A2584G Polimorfizmleri Genotip Say1 ve Frekanslari

‘ Holstayn Esmer Irk Jersey Yerli Kara DAK
Genotip N o n o, n o 0 % n %
AA 108  67.1 43 358 91 650 14 560 19 543
AB 25 15,5 51 425 45 321 5 200 12 342
BB - - 4 33 4 29 3 120 3 8.6
AC 22 13.7 13 10.8 - - 3 12.0 - -
BC 2 1.2 6 5.0 - - - - 1 29
CcC 3 1.9 3 2.5 - - - - - -
Toplam 160 100 120 100 140 100 25 100 35 100




Tablo 7. C2059T / A2584G Polimorfizmleri Allel Say1 ve Frekanslari

Holstayn Esmer Irk Jersey Yerli Kara DAK
Allel % n % n % n % n %
A 263 822 150 625 227 81.1 36 720 50 714
B 27 8.4 65 27.1 53 189 11 220 19 27.1
C 30 9.4 25 104 - - 3 6.0 1 1.4
Toplam 320 100 240 100 280 100 50 100 70 100

5.2.3. C3100T Polimorfizmi

C3100T polimorfizmi yoniinden genotip say1 ve frekanslar1 Tablo 8’de,
allel say1 ve frekanslar1 Tablo 9’de 6zetlenmistir. C3100T polimorfizmi yoniinden
belirlenen genotipler incelendiginde Holstayn ve Jersey irklarinda CC, CT ve TT
olmak iizere 3 genotipin hepsi tespit edilirken, Esmer, Yerli Kara ve Dogu
Anadolu Kirmizis1 wrklarinda CC ve CT genotipleri tespit edilmistir. Esmer,
Jersey, Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizisi irklarinda CC, Holstayn irkinda
ise CT genotipi yliksek frekansta bulunmustur. Tiim rklarda C allelli daha yiiksek
frekansta bulunurken, 6zellikle Esmer, Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizisi

irklarinda allel frekans1 % 90’lara ulagmustir.

Tablo 8. C3100T Polimorfizmi Genotip Say1 ve Frekanslari

‘ Holstayn Esmer Irk Jersey Yerli Kara DAK
Genotip N o, n % 1 % n A n A
CC 69 43.1 98 81.7 64 457 19 76.0 28 80.0
CT 71 444 22 183 55 393 6 240 7 200
TT 20 12.5 - - 21 150 - - - -
Toplam 160 100 120 100 140 100 25 100 35 100
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Tablo 9. C3100T Polimorfizmi Allel Say1 ve Frekanslar

Holstayn Esmer Irk Jersey Yerli Kara DAK

Allel
n % n % n % n % n %

C 209 653 218 908 183 654 44 8.0 63 90.0
T 111 347 22 9.2 97 346 6 120 7 10.0

Toplam 320 100 240 100 280 100 50 100 70 100

5.2.4. Boga Genotipleri

Leptin geni polimorfizmlerinin bogalarda da arastirllmasi amaciyla
Ceylanpmar, Sultansuyu ve Karakdy Tarim Isletmelerinde yetistirilen 4 Holstayn,
4 Esmer ve 2 Jersey iwrki olmak {izere toplam 10 boganin C1180T,
C2059T/A2584G ve C3100T polimorfizmleri yoniinden genotipleri belirlenmistir.
Bogalarin  polimorfizmler yoniinden belirlenen genotipleri Tablo 10°da
Ozetlenmistir. C1180T polimorfizmi yoniinden Holstayn ve Esmer irk bogalarda
CC ve CT genotipleri, Jersey irk1 bogalarda CT ve TT genotipleri tespit edilmistir.
C2059T/A2584G polimorfizmleri yoniinden Holstayn ve Esmer irk bogalarda
AA, AB ve AC genotipleri, Jersey irki bogalarda AA ve AB genotipleri
belirlenmistir. C3100T polimorfizmleri yoniinden Jersey irk1 bogalarda sadece CC
genotipi ile karsilagilirken, Holstayn ve Esmer 1rk bogalarda CC ve CT genotipleri

tespit edilmisgtir.
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Tablo 10. Boga Genotipleri

Polimorfizler Holstayn Esmer Jersey
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2
C1180T CT CT CT CC CT CT CC CC CT TT

C2059T/A2584G AA AA AC AB AB AA AC AB AB AA

C3100T cT C€cC CcC CT ¢CcC cCcC cCcC Ccr cCC cCcC

5.3. Leptin Geni Polimorfizmleri ve Siit Verimi
5.3.1. C1180T Polimorfizmi

CI1180T polimorfizminin siit verimi tizerine etkisi Tablo 11’de
Ozetlenmistir. Leptin geni polimorfizmlerinin siit verimi {izerine etkilerini tespit
etmek amaciyla yapilan istatistiksel analizlerde, C1180T polimorfizminin
Holstayn ve Jersey irklarinda 100 giinliik siit verimine etkisi istatistiksel olarak
onemli bulunurken (P<0.05), 200 giinliik siit verimine etkisi ise P<0.1 diizeyinde
kalmis (P<0.1), 305 giinliik siit verimine etkisi ise 0nemsiz bulunmustur. Esmer
irkta ise 100 giinliik siit verimine etkisi P<0.1 diizeyinde bulunmustur. Genotipler
arasinda siit verimi diizeylerine gore karsilastirma yapilacak olursa Holstayn ve
Jersey wrklarinda 100, 200 ve 305 giinliik, Esmer 1rkta ise 100 ve 200 siit verimi
yoniinden genotiplerin TT>TC>CC, Esmer 1rkta 305 giinliik siit verimi yoniinden

genotiplerin TC>TT>CC seklinde siralandig: tespit edilmistir.
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Tablo 11. C1180T Polimorfizminin Siit Verimi Uzerine Etkisi (X £ S¥)

Irk Genotip n 100 Giin (1) 200 Giin () 305 Giin (lt)
Holstayn cC 55 2589479.34°  4971+156.00  7061+222.50
CT 90  2779+64.21*  5295+126.20  7378+180.10
TT 15 2861£142.58"  5435+280.30  7493+399.90

P-degeri 0.046 0.097 0.342
Jersey cC 44 1308+44.30°  2567+83.55  3767+108.86
CT 63 1412+40.60°  2745+£76.55  3927+99.75
TT 33 1471+£50.82°  281395.83  4019+124.87

P-degeri 0.029 0.086 0.242
Esmer cC 57 1558+45.03  2943+80.54  4129+112.20
CT 48 166144559  3088+81.55  4329+113.60
TT 15 1694480.99  3160+144.85  4296+201.80

P-degeri 0.093 0.189 0.312

a, b

(P<0.05).

5.3.2. C2059T ve A2584G Polimorfizmleri

= aym siitinda farkli harflerle gosterilen grup ortalamalari arasindaki farklar Snemlidir

C2059T ve A2584G polimorfizmlerinin siit verimi tizerine etkisi Tablo
12°de 6zetlenmistir. C2059T ve A2584G polimorfizmlerinin Holstayn, Jersey ve
Esmer 1rkta 100, 200 ve 305 giinliik siit verimi {izerine etkisi istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir (P>0.05). Genotipler arasinda siit verimi diizeylerine gore
karsilagtirma yapilacak olursa 100, 200 ve 305 giinlik siit verimi yoniinden
genotiplerin Holgtayn irkinda AC>AA>AB, Jersey irkinda AA>AB, Esmer 1rkta

BC>AC>AA>AB seklinde siralandig1 tespit edilmistir.
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Tablo 12. C2059T/A2584G Polimorfizmlerinin Siit Verimi Uzerine Etkisi (X £ Sx)

Irk Genotip n 100 Giin (It) 200 Giin (It) 305 Giin (It)
Holstayn AA 108  2729+59.30 5309+117.20  7372+177.50
AB 25 2689+96.22 5118+190.10  6942+288.10
AC 22 2863+107.25 5368+211.90  7458+321.10

P-degeri 0.382 0.563 0311
Jersey AA 91 1447+33.30 2732+61.99 3904+84.09
AB 45 1403+48.29 2706+89.91 3895+121.95

P-degeri 0.397 0.795 0.948
Esmer AA 44 1627+48.07 3059+84.76 4268+119.00
AB 51 1549+45.82 2913+80.78 4057+113.50
AC 13 1679+76.76 3169+135.33  4396+190.10
BC 6 1710£116.62 3193+205.61  4385+288.80

P-degeri 0.244 0.193 0.244

5.3.3. C3100T Polimorfizmi
C3100T polimorfizminin siit verimi tiizerine etkisi Tablo 13’de

ozetlenmistir. C3100T polimorfizminin Holstayn, Jersey ve Esmer irkta 100, 200
ve 305 giinliik siit verimi {izerine etkisi istatistiksel olarak dnemli bulunmamigtir
(P>0.05). Genotipler arasinda arasinda siit verimi diizeylerine gore karsilagtirma
yapilacak olursa 100, 200 ve 305 giinliik siit verimi yoniinden genotiplerin

Holstayn, Jersey ve Esmer irkta TT>CT>CC seklinde siralandig tespit edilmistir.
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Tablo 13. C3100T Polimorfizminin Siit Verimi Uzerine Etkisi (X £ Sx)

Irk Genotip n 100 Giin (1) 200 Giin () 305 Giin (lt)
Holstayn cC 69 272846830  5132+135.10  7096+202.50
CT 71 2776£66.26  5310£131.10  7508+196.40
TT 20 2894£119.47  5498+£236.30  7573+354.20

P-degeri 0.412 0.271 0.169
Jersey cC 64 139543771  2632+74.57  3769£101.15
CT 55 1428+36.93  2731+73.03  3946+99.06
TT 21 14455569  2735+110.13  3932+149.39

P-degeri 0.677 0.528 0.348
Esmer CC 98  1584433.95  2988+61.55  4176+86.46
CT 22 1654+60.59  3138+109.86  4418+154.31

P-degeri 0.301 0.220 0.157

5.4. Leptin Geni Polimorfizmleri ve Siit Bilesimi

C1180T polimorfizminin siit bilesimi iizerine etkisi Tablo 14 ve 15°te
Ozetlenmistir. Leptin geni polimorfizmlerinin siit bilesimi [% protein, yag, laktoz,
mineral madde, yagsiz kuru madde oranlar1 ve yogunlugu (kg/m3)] iizerine
etkilerini tespit etmek amaciyla yapilan istatistiksel analizlerde, CI1180T
polimorfizminin Holstayn, Esmer, Jersey, Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizisi
irklarinda siit bilesimi iizerine etkisi istatistiksel olarak onemli bulunmamistir
(P>0.05).

C2059T ve A2584G polimorfizmlerinin siit bilesimi lizerine etkisi Tablo

16 ve 17°de ozetlenmistir. C2059T ve A2584G polimorfizmlerinin Holstayn,
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Esmer, Jersey, Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizisi irklarinda siit bilesimi
lizerine etkisi istatistiksel olarak Onemli bulunmamistir (P>0.05). C2059T ve
A2584G polimorfizmlerinin Jersey irkinda siitiin yag orami iizerine etkisi P<0.1
diizeyinde bulunurken, polimorfizmlerin siitin yag orami iizerine etkileri
incelendiginde genotiplerin AB>AA seklinde siralandigi tespit edilmistir.

C3100T polimorfizminin siit bilesimi iizerine etkisi Tablo 18 ve 19’da
Ozetlenmistir. C3100T polimorfizminin Holstayn, Esmer, Jersey, Yerli Kara ve
Dogu Anadolu Kirmizist irklarinda siit bilesimi {izerine etkisi istatistiksel olarak

onemli bulunmamistir (P>0.05).
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5.4.1. C1180T Polimorfizmi

Tablo 14. C1180T Polimorfizminin Kiiltiir Irklarin Siit Bilesimi Uzerine Etkisi (X £ Sx)

Irk Genotip

Yag (%)

YKM (%)

Yogunluk (kg/m®)

Protein (%)

Laktoz (%)

Mineral Mad. (%)

Holstayn CC 55  4.171+£0.4466 9.215+0.1909  1032.81+0.8491  3.373+0.07044  5.055+0.1052 0.7597+0.01598
CT 90  4.032+0.4460 9.175+0.1907 1032.244+0.8480  3.357+0.07035  5.032+0.1050 0.7549+0.01596
TT 15  3.956+£0.5674 9.168+0.2426  1032.16+1.0788  3.355+0.08950  5.028+0.1336 0.7555+0.02031

P-degeri 0.797 0.920 0.432 0.908 0.912 0.856
Jersey CC 44 4.557+0.2793 9.710+0.1646  1034.17+£0.5766  3.553+0.06018  5.327+0.09091  0.8006 0.01360
CT 63  4.202+0.2765 9.616+0.1630  1033.47+0.5710  3.519+0.05959  5.276+0.09002  0.7910 0.01347
TT 33 416703768  9.567+0.2221  1033.68+0.7779  3.504+0.08119  5.246+0.12265  0.7870 0.01835

P-degeri 0.511 0.821 0.600 0.835 0.819 0.760
Esmer CC 57  4362+0.2718 9.378+0.1057 1033.00+0.4513  3.431+0.03887  5.142+0.05802  0.7706+0.008823
CT 48  4.171£0.2653  9.241+0.1032  1032.74+0.4404  3.382+0.03793  5.070+0.05663  0.7595+0.008610
TT 15  4.127+£0.4340 9.203+0.1688  1032.39+0.7207  3.368+0.06206  5.045+0.09265 0.7571+0.014087

P-degeri 0.759 0.385 0.665 0.400 0.396 0.422
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Tablo 15. C1180T Polimorfizminin Yerli Irklarmn Siit Bilesimi Uzerine Etkisi (X £ Sx)

Irk Genotip

Yag (%)

YKM (%)

Yogunluk (kg/m?)

Protein (%)

Laktoz (%)

Mineral Mad. (%)

YK CC 8 5.285+0.4539  9.847+0.2374  1033.62+0.9308  3.601+0.08721 5.397+0.1296 0.8096+0.01941
CT 12 5.090+0.4000 9.434+0.2092  1033.10+0.8203  3.451+0.07685  5.1714+0.1142 0.7747+0.01711
TT 5 5.015+0.5302  9.393+0.2773  1032.56+1.0872  3.436+0.10186  5.145+0.1514 0.7696+0.02268

P-degeri 0.557 0.410 0.578 0.419 0.432 0.475
DAK CC 12 4.482+0.2815 9.748+0.2813  1034.31+0.7577  3.568+0.10857  5.3534+0.1500 0.8042+0.02307
CT 18  4.380+0.2298 9.565+0.2297  1033.82+0.6187  3.476+0.08865  5.286+0.1225 0.7906+0.01883
TT 5 4.360+0.4361 9.402+0.4358  1033.26+1.1738  3.438+£0.16820  5.166+0.2323 0.7760+0.03573

P-degeri 0.954 0.778 0.739 0.742 0.796 0.789
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5.4.2. C2059T ve A2584G Polimorfizmleri
Tablo 16. C2059T ve A2584G Polimorfizmlerinin Kiiltiir Irklarin Siit Bilesimi Uzerine Etkisi (X £+ Sx)

Irk Genotip n Yag (%) YKM (%) Yogunluk (kg/m’) Protein (%) Laktoz (%) Mineral Mad. (%)
Holstayn AA 108  4.155+0.5862 9.214+0.1981  1032.53+0.8603  3.370+0.07301 5.054+0.1088 0.7587+0.01651
AB 25  4.261+0.6707 9.036+0.2267  1031.81+0.9843  3.305+0.08353 4.956+0.1245 0.7446+0.01889
AC 22 3.964+0.6838 9.259+0.2311 1032.94+1.0035  3.389+0.08516 5.082+0.1270 0.7638+0.01926

P-degeri 0.851 0.391 0.341 0.379 0.382 0.395
Jersey AA 91  4.210+0.2425 9.664+0.1322  1033.96+0.4794  3.537+0.04833  5.300+0.07258  0.7959+0.01099
AB 45  4.754+£0.3339 9.598+0.1820  1033.50+0.6603  3.510+0.06656  5.263+0.09996  0.7911+0.01513

P-degeri 0.094 0.708 0.469 0.675 0.704 0.744
Esmer AA 43 4.203+0.2341 9.323+0.1147 1033.07+£0.4798  3.411+0.04203  5.112+0.06286  0.7662+0.009419
AB 51  4.300+0.2160 9.247+0.1059  1032.55+0.4427  3.384+0.03878  5.073+0.05799  0.7603+0.008690
AC 13 4.172+0.3464 9.435+0.1698  1033.52+0.7100  3.454+0.06219  5.177+0.09301  0.7753+0.013937
BC 6 4.185+0.5155 9.461+0.2527  1033.85+1.0565  3.462+0.09255 5.193+0.13841  0.7795+0.020740

P-degeri 0.974 0.671 0.421 0.673 0.665 0.664
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Tablo 17. C2059T ve A2584G Polimorfizmlerinin Yerli Irklarin Siit Bilesimi Uzerine Etkisi (X + Sx)

Irk Genotip n Yag (%) YKM (%) Yogunluk (kg/m3) Protein (%) Laktoz (%) Mineral Mad. (%)
YK AA 14 5.188+0.2780 9.666+0.1490  1033.72+0,5751  3.541+£0.05506  5.306+0.08172  0.7960+0.01236
AB 5 5.314+0.4098 9.607+0.2196  1033.26+0,8477  3.516+0.08116  5.269+0.12046  0.7896+0.01822

P-degeri 0.777 0.802 0.613 0.775 0.777 0.747
DAK AA 19  4.341£0.2196 9.666+0.2161  1034.43+0.6564  3.5414+0.08404 5.311+0.1149 0.7995+0.01779
AB 12 4.473+£0.2763 9.523+0.2719  1033.74+0.8259  3.444+0.10575 5.278+0.1446 0.7858+0.02239

P-degeri 0.709 0.683 0.519 0.479 0.859 0.637
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5.4.3. C3100T Polimorfizmi

Tablo 18. C3100T Polimorfizminin Kiiltiir Irklarin Siit Bilesimi Uzerine Etkisi (X £ Sx)

Irk Genotip n Yag (%) YKM (%) Yogunluk (kg/m3) Protein (%) Laktoz (%) Mineral Mad. (%)
Holstayn CC 69  4.217+£0.5772 9.206+0.2180  1032.38+0.8712  3.368+0.08020 5.050+0.1196 0.7588+0.01817
CT 71 4.152+£0.5719  9.162+0.2160  1032.49+0.8631  3.351+0.07946 5.026+0.1185 0.7549+0.01800
TT 20 3.981+0.6890 9.128+0.2602  1032.91+1.0398  3.339+0.09573 5.010+0.1427 0.7517+0.02169

P-degeri 0.886 0.885 0.768 0.874 0.895 0.865
Jersey CcC 64  4.733+0.3389 9.636+0.1683  1033.95+0.6365  3.527+0.06140  5.284+0.09225  0.7923+0.01396
CT 55  4.582+0.3103 9.5514+0.1540 1034.29+0.5826  3.496+0.05620  5.237+0.08444  0.7860+0.01278
TT 21 4.295+0.4184 9.428+0.2077 1034.51+£0.7857  3.451+0.07580  5.171+0.11388  0.7771+£0.01724

P-degeri 0.685 0.697 0.790 0.690 0.697 0.752
Esmer CC 98  4.394+0.1824 9.355+0.0835  1032.85+0.3486  3.423+0.03073  5.131+0.04589  0.7698+0.006996
CT 22 4.270+0.3524 9.259+0.1613  1033.50+0.6736  3.388+0.05937  5.081+0.08867 0.7614+0.013516

P-degeri 0.744 0.580 0.372 0.588 0.604 0.566
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Tablo 19. C3100T Polimorfizminin Yerli Irklarin Siit Bilesimi Uzerine Etkisi (X £ S%)

Irk Genotip

n

Yag (%)

YKM (%)

Yogunluk (kg/m®)

Protein (%)

Laktoz (%)

Mineral Mad. (%)

YK CC 19 5.280+0.2960 9.761+0.1218  1033.54+0.5451  3.572+0.04370  5.350+0.06519  0.8016+0.009488
CT 6 5.098+0.4731 9.568+0.1947  1033.78+0.8714  3.503+0.06986  5.250+0.10420  0.7878+0.015167

P-degeri 0.706 0.337 0.781 0.340 0.352 0.376
DAK CC 28  4.485+0.1884 9.682+0.1891  1033.52+0.5200  3.510+0.07872  5.366+0.09560  0.7996+0.01571
CT 7 4.317+0.3489  9.516+0.3502  1034.02+0.9629  3.473+0.14576  5.224+0.17702  0.7857+0.02910

P-degeri 0.676 0.679 0.654 0.824 0.486 0.678
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6. TARTISMA

Tiirkiyede yetistirilen bazi kiiltiir (Holstayn, Esmer ve Jersey) ve yerli
(Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizis1) sigir 1wrklarinda leptin  geni
polimorfizmlerinin belirlenmesi ve siit verimi ile bilesimi iizerine etkilerinin
ortaya ¢ikartilmasi amaciyla yapilan bu ¢alismadan elde edilen sonuglar konu ile
ilgili yapilan diger arastirmalar ile karsilagtirilarak degerlendirilmistir.
6.1. Genotip ve Allel Frekanslar
6.1.1. C1180T Polimorfizmi

Leptin geni C1180T polimorfizmi yoniinden Hostayn, Esmer, Jersey,
Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizist irklarinda CC, CT ve TT genotipleri tespit
edilmistir. Holstayn, Jersey, Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizist irklarinda
genotip frekanst CT>CC>TT seklinde siralanirken, Esmer irkta CC>CT>TT
seklinde bulunmustur. Genotip frakanslari ile dogru orantili olarak C allelinin tim
irklarda T alleline gore daha yiiksek frekansta oldugu tespit edilmistir. Holstayn
irkinda allel frekansi, Banos ve ark. (12) tarafindan bildirilen C=0.650, T=0.350;
Choudhary ve ark. (23) tarafindan bildirilen C=0.600, T=0.400; Brickell ve ark.
(19) tarafindan bildirilen C=0.590, T=0.410; Buchanan ve ark. (21) tarafindan
bildirilen C=0.540, T=0.460; Madeja ve ark. (61) tarafindan bildirilen C=0.540,
T=0.460 ve Iran Holstaynlarinda Sadeghi ve ark. (74) ve Nassiry ve ark. (66)
tarafindan bildirilen sirasiyla C=0.575, T=0.425 ve C=570, T=430 degerleri ile
benzer (C=0.625 ve T=0.375) bulunmustur. Esmer 1rkin allel frekansi da
Buchanan ve ark. (21) tarafindan bildirilen C=0.550 ve T=0.450 ve Nassiry ve
ark. (66) tarafindan bildirilen C=0.550 ve T=0.450 degerleri ile benzer sekilde

C=0.675 ve T=0.325 olarak tespit edilmistir. Jersey irkinin allel frekansi
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Choudhary ve ark. (23) tarafindan bildirilen C=0.440, T=0.560 ve Komisarek ve
Antkowiak (48) tarafindan bildirilen C=0.800 ve T=0.200 degerlerinden farkli,
Buchanan ve ark. (21) tarafindan bildirilen C=0.530 ve T=0.470 degerleri ile
benzer sekilde C=0.539 ve T=0.461 olarak bulunmustur.

Calisma ile gen kaynaklari olarak kabul edilen yerli irklarin allel
frekanslar1 da belirlenmistir. Yerli Kara irkinin allel frekansi ilk kez bu ¢alisma ile
C=0.560, T=0.440 olarak belirlenirken, Dogu Anadolu Kirmizis1 irkinin allel
frekanst Ozbatak ve ark. (69) tarafindan bildirilen C=0.487, T=0.512
degerlerinden farkli (C=0.600, T=0.400) olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismadan
farkl olarak Ozbatak ve ark. (69) tarafindan yapilan ¢alismada T allelinin frekansi
C allelinden yiiksek bulunmustur. Bu farkin calismalarda kullanilan Dogu
Anadolu Kirmizist ki sigirlarin farkli kaynaklardan temin edilmesi nedeniyle
ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Ozbatak ve ark. (69) tarafindan yapilan ¢alismada
Dogu Anadolu Kirmizist ki sigirlarin kan Orneklerinin nereden toplandigi
ayrintili olarak verilmezken, Tiirkiye’nin dogusundan alindig belirtilmistir. Bu
calisma kapsaminda Dogu Anadolu Kirmizist irki sigirlarin kan ve siit 6rnekleri,
Dogu Anadolu Kirmizist irki sigirlarin yok olma tehlikesine karsi koruma altinda
tutuldugu Erzurum/Ilica’daki TAGEM Dogu Anadolu Tarimsal Arastirma
Enstitlisti’'nden toplanmistir.

6.1.2. C2059T ve A2584G Polimorfizmleri

C2059T ve A2584G polimorfizmleri yoniinden Esmer 1irkta AA, AB, BB,
AC, BC ve CC olmak iizere 6 genotipin hepsi tespit edilirken, Holstayn irkinda
AA, AB, AC, BC ve CC, Yerli Kara irkinda AA, AB, BB ve AC, Dogu Anadolu

Kirmizist irkinda AA, AB, BB ve BC, Jersey irkinda AA, AB ve BB genotipleri
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tespit edilmistir. Holstayn, Esmer, Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizisi
irklarinda nadir goriilen C alleli tespit edilirken, Jersey irkinda bu allele
rastlanmamistir. Holstayn, Esmer 1k, Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizisi
irklarinda allel frekanst A>B>C seklinde siralanirken Jersey irkinda A>B seklinde
bulunmustur. Holstayn 1rkinda allel frekanslari A=0.822, B=0.084, C=0.094
olarak tespit edilmistir. Bu sonu¢ Polonya Alacasi irkinda Zwierzchowski ve ark.
(85), Kulig (52) ve Madeja ve ark. (61) tarafindan tespit edilen sirasiyla A=0.790,
B=0.110, C=0.100; A=0.805, B=0.114, C=0.081 ve A=0.860, B=0.110, C=0.030
degerleri ile olduk¢a benzerdir. Bu calisma ile Esmer irkta C2059T ve A2584G
polimorfizmleri ilk kez belirlenmis ve allel frekanslari A=0.675, B=0.271,
C=0.104 olarak tespit edilmistir. Esmer irkta C allelinin frekans1 diger irklara
oranla biraz daha yiiksek bulunmustur. Jersey irkinda allel frekans1 Kulig ve ark.
(53) tarafindan Polonya Jerseylerinde bildirilen A=0.590 ve B=0.410
degerlerinden biraz farkli A=0.811 ve B=0.189 olarak bulunmustur. Jersey irkinda
C1180T polimorfizminden sonra C2059T ve A2584G polimorfizmleri yoniinden
de allel frekanst Polonya Jerseylerinden farkli bulunmustur. Bu durumun,
seleksiyon ve 1slah calismalart sonucunda genetik yapida meydana gelen
degisikliklerden  kaynaklanmis  olabilecegi  diisiiniilmektedir.  Tiirkiye’de
Jerseylerinin silit verimi ortalamasinin yaklasitk 3900 kg olmasma karsin
Polonya’da 4500 kg olmasi da bu goriisii destekler niteliktedir.

Yerli Kara irkinin allel frekansi ilk kez bu ¢alisma ile A=0.720, B=0.220,
C=0.060 olarak belirlenirken, Dogu Anadolu Kirmizisi irkinin allel frekansi
Ozbatak ve ark. (69) tarafindan bildirilen A=0.712, B=0.262, C=0.025 allel

frekanslari ile benzer sekilde A=0.714, B=0.271, C=0.014 olarak tespit edilmistir.
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6.1.3. C3100T Polimorfizmi

C3100T polimorfizmi yoniinden Holstayn ve Jersey irklarinda CC, CT ve
TT olmak iizere 3 genotipin hepsi tespit edilirken, Esmer, Yerli Kara ve Dogu
Anadolu Kirmizisi wrklarinda CC ve CT genotipleri tespit edilmistir. Esmer,
Jersey, Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizisi irklarinda CC, Holstayn irkinda
ise CT genotipi yiiksek frekansta bulunmustur. Tiim rklarda C alleli daha yiiksek
frekansta bulunurken, 6zellikle Esmer, Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizisi
irklarinda allel frekanst % 90’lara ulasmistir. Holstayn irkinda C=0.653, T=0.347
olarak tespit edilen allel frekansi, Madeja ve ark. (61) tarafindan Polonya Alacasi
bogalarda C=0.660, T=0.340 olarak tespit edilen allel frekansi ile olduk¢a yakin
bulunurken, Kulig (52) tarafindan Polonya Alacasi sigirlarda C=0.760, T=0.240
olarak tespit edilen allel frekansiyla da benzer bulunmustur. Bu ¢alisma ile Esmer
irkta C3100T polimorfizmi ilk defa belirlenmis, allel frekansi C=0.908, T=0.092
olarak tespit edilirken, C allelinin frekansi oldukga yliksek bulunmustur. Jersey
irkinda C=0.654, T=0.346 olarak tespit edilen allel frekansi, Polonya
Jerseylerinde Kulig ve ark. (53) ve Komisarek ve Antkowiak (48) tarafindan tespit
edilen sirasiyla C=0.720, T=0.280 ve C=0.670, T=0.330 degerleri ile benzer
bulunmustur.

Yerli Kara irkinin allel frekansi ilk kez bu ¢alisma ile C=0.880, T=0.120
olarak belirlenmistir. Dogu Anadolu Kirmizis1 irkinin allel frekans1 Ozbatak ve
ark. (69) tarafindan bildirilen C=0.137, T=0.862 degerlerinin tam tersi seklinde
C=0.900, T=0.100 olarak bulunmustur. Bu durumun, Ozbatak ve ark. (69) nin
polimorfizmin  tespitinde  kullanilan reverse primeri degistirmesinden

kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Polimorfizmin tespitinde kullanilan reverse
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primer Haegeman ve ark. (35) tarafindan polimorfizm alanina oldukg¢a yakin
baska bir Hphl enzimi tanima bolgesini ortadan kaldirmak amaciyla mismatch
yapilarak dizayn edilmistir. Ozbatak ve ark. (69) tarafindan dizayn edilen yeni
primerin eski primerin baglanma bolgesini de ¢ogaltacak sekilde dizayn edilmesi,
enzimin PCR firiinlerinde polimorfizm alanina oldukg¢a yakin bagka bir tanima
bolgesinden kesim yaparak hatali pozitif sonu¢ alinmasina neden oldugu
sanilmaktadir. C allelinin frekansinin T alleline gore olduk¢a yiliksek bulundugu
bircok calismadan [Kulig (52), Kulig ve ark. (53), Madeja ve ark. (61),
Komisarek ve Antkowiak (48), Almeida ve ark. (4)], farkli olarak Ozbatak ve ark.
(69) tarafindan Giiney Anadolu Kirmizisi (C=0.112, T=0.887) ve Boz irkta
(C=0.112, T=0.887) da Dogu Anadolu Kirmizisi irk1 (C=0.137, T=0.862) ile
benzer sekilde T allelinin frekansinin C alleline gore oldukga yiiksek bulunmasi
bu gorlisii destekler niteliktedir.
6.2. Leptin Geni Polimorfizmleri ve Siit Verim Ozellikleri
6.2.1. C1180T Polimorfizmi

Leptin geni polimorfizmlerinin siit verimi ve bilesimi iizerine etkilerini
tespit etmek amaciyla yapilan istatistiksel analizlerde, C1180T polimorfizminin
Holstayn ve Jersey irklarinda 100 giinliik siit verimine etkisi istatistiksel olarak
onemli bulunurken (P<0.05), 200 giinliik siit verimine etkisi P<0.1 diizeyinde
kalmis, 305 giinliik siit verimine etkisi ise onemsiz bulunmustur. Benzer sekilde,
Buchanan ve ark. (21), Holstayn irkinda C1180T polimorfizminin siit verimine
etkisinin 6nemli oldugunu, laktasyon donemi boyunca TT genotipli ineklerin CC
genotiplilere gore giinliik 1.5 kg, laktasyonun ilk 100 giinliik doneminde giinliik

2.44 kg daha fazla siit verdigini, T allelinin siit verimi ustiinligiiniin 6zellikle
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laktasyonun ilk 100 giinliik doneminde daha belirgin oldugunu ve laktasyonun
ilerleyen giinlerinde bu farkin giderek diistiiglinii bildirmislerdir. Alashawkany
ve ark. (3), Iran Holstaynlarinda T allelinin siit verimini 6nemli derecede
etkiledigini, bu etkinin 6zellikle laktasyonun 60-100 giinliik déneminde belirgin
oldugunu (P<0.028), TT genotipli hayvanlarin laktasyonun 60-100 giinliikk
donemde CC genotipli hayvanlara gore giinliik 1.6 kg fazla siit vermesine karsin T
allelinin 305 giinliik siit verimine etkisinin istatistiksel olarak 6énemsiz oldugunu
bildirmislerdir. Chebel ve ark. (22), Holstayn irkinda C1180T polimorfizminin stit
verimi ve bilesimi lizerine etkisinin énemli oldugunu, CC genotipli hayvanlarin
siit verim Ozelliklerinin CT ve TT genotiplilere gore diisik oldugunu, CC
genotipli hayvanlarin CT genotiplilere gore 305 giinliik siit veriminin 258 kg, yag
veriminin 12 kg ve protein veriminin 10.7 kg daha disik oldugunu
bildirmislerdir. Esmer irkta T allelinin 100 giinliikk siit verimine etkisi P<0.1
diizeyinde bulunmustur. Alashawkany ve ark. (3), Buchanan ve ark. (21) ve
Chebel ve ark. (22), Holstayn irkinda T allelinin siit verimi iizerine etkisini dnemli
bulurken, bu c¢alismada Holstayn irki ile birlikte Jersey irkinda da T allelinin
etkisinin 6nemli bulunurken, Esmer 1rkta 6nemliye yakin bulunmustur.

C1180T polimorfizminin Holstayn, Esmer, Jersey, Yerli Kara ve Dogu
Anadolu Kirmizist 1rklarinda siit bilesimi iizerine etkisi istatistiksel olarak
Oonemsiz bulunmustur (P>0.05).

Holstayn ve Jersey irklarinda C1180T polimorfizmi yoniinden T allelinin
stit bilesiminde onemli bir degisiklige neden olmaksizin laktasyonun erken
doneminde siit verimini arttirdig1 tespit edilmistir. T alleli siit verimi tistiinliglint,

C—T niikleotid degisikligi sonucu leptin proteininin yapisindaki bir amino asitin
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argininden sisteine doniismesi ile gerceklestirmektedir. Leptin molekiiliiniin alfa
heliks yapisinda fazladan eslesmis bir sistein bulunmast hormonun biyolojik
fonksiyonlar1 agisindan kritik dneme sahip 2 sistein arasindaki disiilfid bagin
dengesini bozarak bazi fonksiyonel degisikliklere neden olmaktadir. Bu
fonksiyonel degisiklikler sonucunda leptin hormonunun hipotalamustaki
reseptorler tarafindan taninmasi zorlagsmakta ve 6zellikle kanda yiiksek seviye
oldugu gebeligin son donemlerinde istahin baskilanmamasi ve enerji
harcamasinin azalmasi sonucu yag depolanmasi artmaktadir. Gebeligin son
doneminde depolanan bu yaglar laktasyonun erken donemlerinde negatif enerji
dengesinde enerji deposu olarak kullanilarak yiiksek siit veriminin devam
ettirilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (6, 20, 21, 75).
6.2.2. C2059T ve A2584G Polimorfizmleri

C2059T ve A2584G polimorfizmlerinin Holstayn, Jersey ve Esmer irkta
100, 200 ve 305 giinliik siit verimi lizerine etkisi istatistiksel olarak Onemsiz
bulunmustur (P>0.05). Bu ¢alisma ile benzer olarak Zwierzchowski ve ark. (85)
ve Madeja ve ark. (61), Polonya Alacasi irkinda C2059T ve A2584G
polimorfizmlerinin siit verimi {izerine etkisini énemsiz bulmuslardir (P>0.05).
Benzer sekilde Kulig ve ark. (53), Jersey irkinda C2059T polimorfizminin siit
verim Ozellikleri lizerine etkisini dnemsiz bulmuslardir. Bu ¢alismalardan farkl
olarak Moussavi ve ark. (65), C2059T polimorfizminin iran Holstaynlarinda 305
giinliik siit verimi tizerine etkisini istatistiksel olarak 6énemli bulmus (P<0.05) ve
heterozigot (AB) hayvanlarin siit veriminin daha yiiksek oldugunu birdirmislerdir.
Kulig (52), Polonya Alacasinda C2059T polimorfizminin siit verimi ve bilesimi

tizerine etkisi istatistiksel olarak 6nemli bulmus ve BB genotipinin siit, protein ve
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yag verimi yoniinden {istiin oldugunu bildirmistir. Liefers ve ark. (56), C2059T
polimorfizmi yoniinden AB genotipinin giinliik siit, protein ve laktoz veriminin
AA genotipine gore daha yiiksek oldugunu, AB genotipli hayvanlarin AA
genotiplilere gore giinlik 1.23 ila 1.32 kg arasinda daha fazla siit verdiklerini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada bahsedilen ¢alismalardan farkli olarak C2059T ve
A2584G polimorfizmleri birlikte degerlendirilmis ve degerlendirmede C alleli de
gz oOnline alinmigtir. C2059T ve A2584G polimorfizmlerinin siit verimi ve
bilesimi iizerine etkisi istatistiksel olarak onemsiz bulunmasina ragmen Holstayn
ve Esmer irkta C allelinin 100, 200 ve 305 giinlik siit verimini yiikseltme
egiliminde oldugu tespit edilmistir.

C2059T ve A2584G polimorfizmlerinin Holstayn, Esmer, Jersey, Yerli
Kara ve Dogu Anadolu Kirmizisi irklarinda siit bilesimi {izerine etkisi istatistiksel
olarak dnemsiz bulunmustur (P>0.05). Bununla birlikte, polimorfizmlerinin Jersey
irkinda siitiin yag orani iizerine etkisi P<0.1 diizeyinde bulunmus ve siitiin yag
orant yoniinden genotiplerin AB>AA seklinde siralandigi tespit edilmistir. Bu
calismadan farkli olarak Zwierzchowski ve ark. (85), Polonya Alacasi irkinda
C2059T ve A2584G polimorfizmlerinin siitiin yag, protein, laktoz oranina
etkisinin 6nemli oldugunu (P<0.05), siitiin yag ve protein orani yoniinden
genotiplerin AC>AA>AB seklinde siralandigini bildirmislerdir.
6.2.3. C3100T Polimorfizmi

C3100T polimorfizminin Holstayn, Esmer 1rk ve Jersey irkinda 100, 200
ve 305 giinliik siit verimi iizerine etkisi istatistiksel olarak etkisi istatistiksel olarak
onemsiz bulunmustur (P>0.05). Bu ¢alisma ile benzer olarak Liefers ve ark. (56),

da C3100T polimorfizminin siit verimine etkisini 6nemsiz bulmuslardir. Bu
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caligmalardan farkli olarak Madeja ve ark. (61), Polonya Alacasi bogalar iizerinde
yaptiklar1 ¢alismada C3100T polimorfizminin siit ve protein verimini Onemli
derecede etkiledigini, TT genotipli hayvanlarin siit ve protein verimi agisindan
yaklasik 2 kat daha fazla damizlik degere sahip olduklarini ve bu genotipteki
hayvanlarin yag veriminin de yiiksek olma egiliminde oldugunu bildirmislerdir.
Kulig (52), Polonya Alacas1 irkinda C3100T polimorfizminin siit verimi ve
bilesimini iizerine etkisini 6nemli bulmus ve CC genotipinin siit verimi ve
bilesimi yoniinden daha iistiin oldugunu 6ne siirmiislerdir. Kulig ve ark. (53),
Jersey irkinda C3100T polimorfizminin siit verimi ve bilesimini 6nemli derecede
etkiledigini ve siit verim Ozellikleri yoniinden C allelinin istiin oldugunu
bildirmiglerdir. Liefers ve ark. (56), Holstayn irkinda C3100T polimorfizminin
stitiin yag orani lizerine etkisinin énemli oldugunu ve C3100T polimorfizminin
siitlin yag orani1 yoniinden marker olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu
caligmalardan farkli olarak C3100T polimorfizminin Holstayn, Esmer, Jersey,
Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizist irklarinda siit bilesimi iizerine etkisi
istatistiksel olarak onemsiz bulunmustur (P>0.05). C3100T polimorfizminin siit
verimi ve bilesimi iizerine etkileri dnemsiz ¢ikmasina ragmen T alleline sahip
bireylerin siit verimi, C alleline sahip bireylerin siit bilesimi degerlerinin daha
yiiksek olma egiliminde oldugu tespit edilmistir.
6.3. Sonug¢

Bu calisma ile Tirkiye’de yillik siit iiretiminin 6nemli bir boliimiinii
karsilayan kiiltiir irk sigirlarin (Holstayn, Esmer, Jersey) ve gen kaynaklar1 olarak
kabul edilen yerli irk sigirlarin (Yerli Kara ve Dogu Anadolu Kirmizisi) leptin

geni polimorfizmleri belirlenmis, polimorfizmler ydniinden sahip olduklar
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genetik yap1 ve allel frekanslar tespit edilmis, polimorfizmlerin kiiltiir 1rk
sigirlarda siit verimi ve bilesimi (protein, yag, laktoz, kuru madde, yagsiz kuru
madde oranlar1 ve yogunlugu), yerli 1irk sigirlarda siit bilesimi iizerine etkileri
ortaya ¢ikartilmistir.

Tiirkiye’de yetistirilen kiiltiir itk sigirlarin (Holstayn, Esmer, Jersey) ve
gen kaynaklar olarak kabul edilen yerli irk sigirlardan Yerli Kara irkinin leptin
geni polimorfizmleri, polimorfizmler yoniinden sahip olduklar1 genotip ve allel
frekanslar1 ilk kez bu ¢aligma ile ortaya konulmustur. Ayrica Esmer 1rkta leptin
geni C2059T/A2584G ve C3100T polimorfizmleri ve Jersey irkinda C1180T
polimorfizminin siit verimi ve bilesimi iizerine etkisi uluslararast alanda ilk defa
arastirilmistir. Elde edilen bilgiler, yerli ve yabanci literatiirdeki onemli bir
boslugu doldurmasinin yaninda genetik c¢esitliligin arastirllmasi ve gen
kaynaklarmin korunmasi ¢aligmalarina ve FAO’nun genis ¢apli ve uluslararasi
DAD-IS veri tabanina da 6nemli katkilar saglayacaktir.

Calisma ile leptin geni ekzon 2 bolgesindeki C1180T polimorfizminin
Buchanan ve ark. (20), tarafindan dizayn edilen primer c¢ifti ve Kpn2l
restriksiyon enzimi ile belirlenmesinde primer degradasyonu sonucu ¢esitli PCR
hatalari ile karsilagilmasi {izerine ¢alismalarin tamamlanmasi ve tekrarlanabilirligi
acisindan polimorfizmin tespitinde daha stabil sonuglar veren yeni bir yontem
arayigina girilmistir. Caligmalar sonucunda PstI enzimi kullanimi ve Ps¢l enzimi
tanima bolgesi olusturmak amaciyla reverse primerin 3’ ucundan 3 niikleotid
once yapilan mismatch ile en iyi sonuglar elde edilmistir. Yeni gelistirilen
yontemle, reverse primerdeki mismatch in 3 ucundan 3 niikleotid 6ne alinmasi

ve Pstl enzimi gibi metilasyondan etkilenmeyen bir enzim kullanilmas ile
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birlikte daha stabil sonuglar alinmaya baslanmis, Pstl enziminin Kpn2l enzimi
ve izosizomerlerine gore olduk¢a ucuz olmasi enzim masraflarini yaklasik 6-8
kat azaltmistir. Yeni yontem, siit verimi iizerine etkisi dnemli bulunan C1180T
polimorfizminin tespit edilmesini kolaylastirmasinin yaninda, maliyetini olduk¢a
diisiirerek 1slah programlarinda rutin kullanimi i¢in yeni bir olanak saglamistir.

Leptin geni C1180T polimorfizminin, Holstayn ve Jersey irklarinda 100
giinliik siit verimine etkisi 6nemli bulunurken (P<0.05), 200 giinliik siit verimine
etkisi P<0.1 diizeyinde kalmis, 305 giinliik siit verimine etkisi ise Onemsiz
bulunmustur. Esmer 1rkta ise 100 giinliik siit verimine etkisi P<0.1 diizeyinde
bulunmugtur. T allelinin siit bilesiminde 6nemli bir degisiklige neden olmaksizin
laktasyonun erken doneminde siit verimini arttirdigi tespit edilmistir.
C2059T/A2584G ve C3100T polimorfizmlerinin siit verimi ve bilesimi iizerine
etkileri istatistiksel olarak 6nemli bulunmazken, C3100T polimorfizmi T alleli ve
C2059T/A2584G polimorfizmleri C allelinin siit verimi yiikseltme egiliminde
oldugu tespit edilmistir.

Sonugta, leptin geni C1180T polimorfizmi ile siit verimi arasindaki iligki
C1180T polimorfizminin marker destekli seleksiyon gibi genotipik seleksiyon
uygulamalarinda yararli bir marker olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur.
C1180T polimorfizmi yoniinden T allelinin seleksiyonu siit veriminin arttirilmasi
yoniinde O6nemli bir ekonomik avantaj saglayacaktir. Leptin geni C1180T
polimorfizminin MAS gibi genotipik seleksiyon uygulamalarinda kullanilmasi ile
birlikte laktasyonun erken doneminde siit veriminin arttirtlmasi ig¢in yeni bir
imkan saglanmis olacaktir. Ineklerin yaninda bogalar veya spermalarmin da siit

verimi yoniinden seleksiyonu miimkiin hale gelecektir. Bogalarin seleksiyonu ile
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iilke capinda hizli ve etkin bir genetik ilerleme ile birlikte kisa siirede ekonomik

degeri yliksek hayvanlar gelistirilebilecektir.

6.4. Oneriler

Calisma Sonucunda;

l.

leptin geni C1180T polimorfizminin 06zellikle laktasyonun erken
donemlerinde siit veriminin arttirilmasi yoniinde yapilacak genotipik
seleksiyon uygulamalarinda marker olarak kullanilmasinin popiilasyonun
slit verimi ortalamasini arttirabilecegi, diger taraftan leptin geni C1180T
polimorfizminin slit verimi ve bilesimi {izerine etkili diger gen
polimorfizmleri ile birlikte degerlendirilmesinin seleksiyonun isabet
derecesinin arttirilmasi agisindan daha dogru olacag,

siit verimi ve bilesimi lizerine etkileri istatistiksel olarak énemsiz bulunan
fakat siit verimini yilikseltme egiliminde olan leptin geni C2059T/A2584G
ve C3100T polimorfizmlerinin siit verimi lizerine etkilerinin siit verimi
yiiksek elit siiriilerde arastirilmasinin faydali olacag,

damizlik degerin tespitinde, polimorfizlerin belirlenmesi ile elde edilecek
genotipik verilerin fenotipik verilerle birlestirilerek kullanilmasinin daha
dogru olacagi,

Tiirkiye’de yillik 11 milyon ton civarinda olan siit iiretiminin yaklagik
% 90’1mnin sigirlardan karsilandigr g6z oniine alindiginda, sigirlarda siit
verimi ve Dbilesimi iizerine etkili diger polimorfizmlerin de
arastirilmasinin gerek siit endiistrisi gerekse lilke ekonomisi agisindan

oldukga faydali olacagi,
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5. leptin geni polimorfizmlerinin istah, enerji metabolizmasi, karkas
yaglanmasi1 dolayisiyla besi performansi {izerine 6ne siiriilen etkilerinin et
verimi yOniinde yetistirilen hayvanlar {iizerinde de arastirilmasinin

gerektigi kanaatine varilmistir.
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Anabilim Dali’nda aragtirma gorevlisi olarak gérev yapmaktayim.
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