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OZET

BOZ IRK SIGIRLARDA SUT VE ET VERIMI iLE ILISKiLi GENLERIN
ANALIZI
DOKTORA TEZi
ADEM KABASAKAL
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF DR KAMIL SEYREK)
BALIKESIR, MAYIS - 2014

Bu calismada, Boz irk sigirlarda siit verimi ile iligkilendirilen kappa-kazein
geni (x-kazein) ile, et verimi ile iliskilendirilen proopiomelanokortin (POMC)
genlerinin analizi yapilmistir. Caligma kapsaminda, Bandirma Koyunculuk
Arastirma Istasyonunda bulunan 88 adet saf Boz ik si§irdan kan drnekleri alindi.
Alman kan orneklerinden genomik DNA izole edildi. Daha sonra Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) kullanilarak her bir genomik DNA O6rneginden x-kazein ve
POMC fragmentleri ¢ogaltildi. Elde edilen bu fragmentler dizilendi. Dizilerin
analizi sonucunda, x-kazein geni ig¢in A, Al, B, G2 ve H allelleri tespit edildi.
POMC geninde tgii intron (¢.6522C>G, ¢.6553G>T, ¢.6596G>T) ve biri ekzonda
(c.6706T>C) (NCBI Reference Sequence: NC_007309.5) olmak iizere toplam dort
SNP tespit edildi. Yiiksek siit evrimi ile iliskilendirilen x-kazein geninin B allelinin
Boz 1k sigirlarda (0.239) diisiik oldugu tespit edildi. Boz 1tk sigirlarda POMC
geninde delesyonun olmadigi ve yiiksek et verimi ile iligkilendirilen 288.
niikleotinde T yerine C oldugu tespit edildi. Her iki durumda, Boz irk sigirlarin
diisiik stit ve et verimi ile tutarlilik gostermektedir. x-kazein genin Al ve H
allellerinin Bos indicus’ta ve G2 allelinin ise Bos grunniens’te tanimlanmustir.
POMC geninin 6706 T>C deki SNP Bos indicus’ta gériilmektedir. Bu durum, Boz
ik (Bos taurus) sigirlarin Bos indicus ve Bos grunniens sigirlarla akrabalik
iligkisinin oldugunu gostermektedir. Bireyler arasindaki genetik iligki kappa-kazein
geni filogenetik agag olusturarak incelenmistir. Filogenetik aga¢ incelendiginde, siit
sigirlarinin kappa-kazein geni yoniinden seleksiyon baskisi oldugu goriilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Boz ik sigir, kappa-kazein (x-kazein) geni,
proopiomelanokortin (POMC) geni, filogenetik agag.



ABSTRACT

THE ANALYSIS OF GENES RELATED TO MiLK AND MEAT YIiELD iN
GREY CATTLE BREED
PH.D THESIS
ADEM KABASAKAL
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. KAMIL SEYREK )
BALIKESIR, MAY 2014

In the present study, kappa-casein (x-casein) gene related to milk yield and
proopiomelanocortin (POMC) gene related meat yield were analysed in Grey cattle
breeds. The blood samples used in the study were taken from 88 pure Grey cattle
breed at the Bandirma Sheep Research Station. Genomic DNA was isolated from
blood samples taken. Polymerase chain reaction (PCR) was employed to amplify
the x-casein and POMC fragment from each genomic DNA sample. These
fragments obtained were sequenced. Sequence analyses proved that there are Al, B,
G2 and H alleles of x-casein gene in Grey cattle breeds. Four SNPs of the POMC
gene, three at the intron (c.6522C>G, ¢.6553G>T, ¢.6596G>T) and one at the exon
(c.6706T>C) (NCBI Reference Sequence: NC_007309.5), were detected. B allele
fruquency correlated with high milk yields of x-casein gene (0.239) was realtively
low in Grey cattle breed. No deletion was determined in the POMC gene of, while
at the 288. nucleotide instead T there is a C was detected. These findings are in
consistent with the low milk and meat yield of Grey cattle breeds. Al and H alleles
of bovine x-casein gene detected here were defined in Bos indicus and G2 allel of
bovine x-casein gene also determined in this study was reported to be found in Bos
grunniens. The SNP (6706 T>C) of POMC gene encountered in this study was
revealed in Bos indicus.These results indicates that there may be a consanguinity
between Grey cattle breed (Bos taurus) and both Bos indicus and Bos grunniens. In
addition, genetic relationship between individuals has been examined by creating
phylogenetic tree of kappa-casein gene in Grey cattle breed. Analysing this
phylogenetic tree exhibited that in terms of milk yield there is a selection
impression on kappa casein gene of dairy cattle breeds.

KEYWORDS: Grey steppe breed cattle, kappa-casein (x-casein) gene,
proopiomelanocortin (POMC) gene, phylogenetic tree.
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1. GIRIS

Hayvancilikta ekonomik agidan biiyilk 6neme sahip verim 6zelliklerinin
genetik yapisinin aragtirilmas1  ve gelistirilmesinde molekiiler biyoloji ve
teknikleri kullanim1 yaygin uygulama alani bulmustur. Sigirlarda et ve siit verimi
ozellikleri iizerine yapilan c¢aligmalar elli yildan daha uzun siiredir devam
etmektedir. (Aschaffenburg 1961, Neelin 1964, Schmidt (1966), Woychik 1966),
Son yillarda, molekiiler biyoloji, genetik ve biyokimya alaninda yapilan deneysel
calismalar ve yeni gelistirilen teknikler bu alandaki g¢aligmalara biiyilk ivme

kazandirmistir.

Siitii olugturan ana maddeler; su, protein, karbonhidrat, yag ve mineral
maddelerdir. Ancak yapilan c¢alismalar sonucunda, iki ylizden fazla degisik
maddeden olustugu bilinmektedir. Siit proteinleri kazein ve serum proteinleri
olmak tizere iki ana gruba ayrilmistir. Kazein, asi-kazein, asy-kazein, 3 -kazein ve
k-kazein gibi fraksiyonlardan olusur ve toplam siit proteinlerinin %80’ini
olusturur. Serum proteinleri bircok fraksiyondan olugsmasina ragmen en cok
onemlileri, alfa-loktoalbumin ve beta-laktoglobulindir (Eigel ve ark., 1984). Altu
major siit proteini genlerinin ogi-kazein, asy-kazein, B-kazein, xk-kazein, o-
loktoalbumin ve B -laktoglobulin genetik varyant olarak ifade edilen, otozomal ve
kodominat alleleri vardir. Polimorfik bolge oldugu diisiiniilen bu alleller protein
yapisinda aminoasit degisikligine neden olmaktadir (Farrell 2004). Siit protein
genleri lizerine yapilmig bir¢ok arastirma bulunmaktadir. Bu aragtirmalarda
bakildiginda siit proteinlerinin evrimsel gelisimini belirlemek, farkl tiir ve irklar
arsindaki iligkileri belirlemek, hayvan popiilasyonlar1 arasindaki zaman ve yer
degisiklilerini gozlemlemek ve genetik varyantlar ile siitiin 6zellikleri ve verimi,
stit iiriinleri 6zellikleri (peynir verim ve kalitesi) ve sigirlarin uyum kapasitesi

arasindaki iligkileri belirlemek amaglanmaktadir (Formaggioni ve ark, 1999).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=ASCHAFFENBURG%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=13862754

Besi sigirlari, et verim yonii gelismis, hizli canli agirlik artis1 saglayabilen
ve kaliteli karkas ozellikleri gosterebilen hayvanlardir. Besi performansi olarakta
ifade edilen bu 6zelliklerin ortaya konabilmesi basta hayvanin 1rki, cinsiyeti, yasi,
viicut kondiisyonu, bakim, saglik ve beslenme gibi kosullara baglidir. Canli agirlik
artist, bir diger ifade ile biyokimyasal biiyiime hormonlar sayesinde
geceklesmektedir. Hipofizin 6n lobu bobrek iistii bezi ve testisten salgilanan
hormonlar biiyiimeyi diizenleme ve kas olusumu iizerinde etkilidir. Ayn1 zamanda,
bu bezlerden salgilanan hormonlar, alinan besin maddelerin degerlendirilmesi ve
istah mekanizmasini etkileyerek canli agirlik artisi iizerinde etkilidir (Bruns ve

ark. 2004, Ergiin ve ark, 2008).

Genetik etkiler, karkas kompozisyonu ac¢isindan hayvanlar arasindaki
bireysel farkliliklardan kismen sorumludur (Kononof ve ark 2005).
Proopiomelanokortin  (POMC) sigir karkas Ozelliklerini etkileyen genlerden
biridir. Buchanan 2003’te sigir genomu kromozom 11°de POMC geni iizerinde
€.288C>T tek nokta polimorfizmi (SNP) tespit etti. Nitekim POMCin bulundugu
gen bolgesi karkas agirligi ve gilinliikk canli agirlik artigi lizerinde etkileyen bir
kantitatif 6zellikli lokus (Quantitative Trait Loci-QTL) olarak tespit edilmistir
(Thue ve Buchanan 2003). Buchanan ve ark. (2005) Timin alleline sahip olan
homozigot sigirlarin 9 kg. kadar daha fazla canli agirliga sahip oldugu ve timin
alleline sahip sigirlarin daha iyi karkas ozelligi ve giinliik canli agirlik artist

sagladigini tespit etmistir.

Proopiomelanokortin  (POMC), adrenokortikotropin  (ACTH), alfa
melanosit stimulan hormon (a-MSH), beta melanosit stimulan hormon (B-MSH),
gama melanosit stimulan hormon (y-MSH) ve beta-erdorfin (B-END) gibi istah
yolag icerisinde yer alan farkli peptidleri kodlayan prohormondur (Pritchard ve
ark. 2002). o-MSH, POMC tarafindan kodlanan gida alimi ve istah
azalmalarindan sorumlu olan ve melanokortin 3-reseptor ile melanokortin 4-
reseptor ile baglandiginda istah azalmasina neden olan bir peptitdir. B-MSH ve y-

MSH istah1 azaltmasmna ragmen, o-MSH kadar etkili degildir. Istah yolag



tizerinde etkili olan POMC, insanlarda obezite, hayvancilikta karkas kalitesi

tizerinde etkili olan bir aday gendir (Krude ve ark. 1998, Giudice ve ark. 1995).

Sigirin Zoolojik sistemdeki yerini belirlemek gerekirse sigir taksonomisi

su sekilde siralanabilir:

Alem Animale
Sube Chordate
Grup \ertebrata
Sinif Mamalia

Alt takim Artiodaktila

Alt alt takim Pecora

Familya Cavicornia
Cins Bos Bovina
Tur Taurina

(Hayvanlar)
(Kordatlilar)
(Omurgalilar)
(Memeliler)

(Cift tirnaklilar)
(Gevis getirenler)
(Bos boynuzlular)
(Sagarlar)

(Evcil=gergek s1g1r)

Kemik yapilar {izerine yapilan ilk ¢caligmalarda, evcil sigirin ¢esitli yabani

sigirlardan kok aldigini one siirlilmesine ragmen giinlimiizde tek bir yabani

sigirdan koken aldigr kabul edilmektedir. Buna gore, biitiin evcil sigirlar Urus ya

da Aurosh adlandirilan Bos taurus primigenus sigirindan koken aldigi kabul

edilmektedir. S1g1r cinsinin, birisi giiniimiizde var olmayan 5 tiirii bulunmaktadir.

flkel sigir tiiriinden gelismise gore su sekilde siralanabilir; (Felius 2011, Holt C.
and Sam D. 1983, Loftus, 1999, Schultz 2007, Alpan O., 2012)



Leptobovina; pleistosen ¢agda yok olmus, Fransa, italya ve Hindistan’daki
fosillere gore sigir tiirleri arasinda en kiigiik yapili olanidir ve 6nemi yalnizca

sigirlarin zoolojik sistemdeki yerinin tamamlanmasindan ibarettir.

Bizontina, bizonun iginde oldugu bu grup evciltilemeyen bir sigir tiiridiir.
Bibovina, yabani halde yasayan bu tiir i¢ginde en yaygin olanlar1 Gayal,

Banteng ve Gaur sigirlar1 olup Malaya ve Hindistan’da yaygindir.
Bubalina, Mandanin i¢inde bulundugu si1g1r cinsinin ilkel bir tirtdiir.

Taurina (Gergek Sigir) giliniimiizde diinyanin her yerinde evcil
yetistiriciligi yapilmaktadir. Bos indicus ve Bos taurus olmak tizere iki alt tiirii
bulunmaktadir. (Alpan O., 2012)

Bos indicus asya yabani sigirinda koken almistir. Ana vatan1 Hindistan’dir
ve buradan Ortadogu ve Afrika’ya yayillmistir. En belirgin ayirt edici 6zelligi
cidago bolgesindeki horgiictiir.  Avrupa’ya zamanla yayilmis olabilecegi ve
Avrupa si1gir irklarinin atalarina bir miktar B.indicus karismis olabilecegi tahmin

edilmektedir. B./ndicus 'un en énemli temsilcisi Zebu sigiridir.

Bos taurus, Tirkiye ve Diinya’daki tiim evcil sigir wrklart bu gruba
girmektedir. Bugiinkii sigirlar ilk ikisi yaygin olmak tizere 5 alt tipte koken
almistir. (Auld R. C., 1888, Howard M. M., 1961, Degeral M. and Fredskild B.,
1972,Holt C. ve P., Sam D. 1983, Alpan O., 2012). Bunlar;

Bos taurus primigenius, Boz irkinda i¢inde bulundugu gruptur.

Bos taurus brachiceros, kisa boynuzlu sigir irklaridir. Anadolu sigir irklari

bu gruptadir.

Bos taurus frontosus primigenustan mutasyonla meydana gelidigi kabul

edilmektedir. En 6nemli temsilcisi Simmental sigiridir.



Bos taurus akeratus, boynuzsuz sigir grubudur. Mutasyonla yabani
sigirdan koken aldigr diistintilmektedir. En Onemli temsilcisi Aberden-Angus

sigirdir.

Bos taurus brachycephalus kisa bashi sigir grubudur ilk iki grubtan

mutasyonla meydana geldigine inanilmaktadir.

Arkeolojik arastirmalar ve genetik verilerin 1s18inda insan i¢in Onem
arzeden si8ir, koyun ve kecinin en az iki farkli evcillestirme merkezinin oldugu
anlagilmaktadir. Bu merkezlerden en eski olanlardan biri tilkemizin Dogu ve
Gilineydogusunu kapsamaktadir. Diinya’ya buradan yayildigi belirtilmektedir.
(Loftus ve ark., 1994, Luikart ve ark. 2001).

Sigirlarin evciltilmesinin milattan 6ncesine dayandigi bilinmesine ragmen
tam olarak hangi tarihlerde basladigi konusunda farkli goriisler bulunmaktadir.
Nitekim; Anonymous (1985) ve Alderson, L. (1992) sigirlar gére M.O. 5000-6000
yillarinda Anadolu’da evcillestirilmis ve buradan Diinya’ya yayilmistir.
Muhtemelen sigirlarin ilk olarak evcillestirmesi Siimer’ler zamanina dayanmakta
ve buradan Avrupa’nin her yerine yavas yavas yayilmistir (Epistein H. 1971,

Lauvergne J.J., 1979).

Loftus’a (1999) gore; arkeolojik bulgular, Avrupa sigir kaynaginin Bati
Asya oldugunu ve yaklasik 10000 yil 6nce evciltildigini gostermektedir. Orta
Anadolu’da bulunan Catal Hoytik’te yapilan kazilarda sigirlart ait hem yabani ve
evcil sigir formlarmin aynt zamanda ait agik bulgulari, sigirlarin bu bdolgede

evciltilmis oldugunu desteklemektedir (Perkins, 1969).

Edwards ve ark. (2007) gore; tek bir yabani sigirdan evciltilen iki ayr alt
tiirli olusmustur. Bugiin Diinya’da varolan sigir irklari Bos primigenusun alt tiirleri

olan B. taurus ve B. indicus’dan koken almistir. Arkeolojik ve genetik ¢alismalar



Bos primigenius alt tiirlerinin evcillestirme

siireci 11000 yil 6nce bagladigin

gostermektedir.
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Sekil 1.1 Sigirlarin Asya’dan Afrika ve Avrupa’ya goc¢ yollart

(Harita Google Maps’ten alinarak go¢ yollari lizerine ¢izilmistir.)

(https://www.google.com/maps/@19.5270243,50.6357114,3z?hl=tr Erisim tarihi : 02/04/2014

Genetik bulgular 15181nda bu iki alt tiiriin iki ayr1 evciltme kaynagi oldugu

diistiniilmektedir. Hatta mtDNA analizleri bu ayrilmanin 200000 yil 6nceye

dayandig1 ortaya koymaktadir (Loftus ve ark, 1994). Insanlarin Diinya yiizeyinde

gocleri ile, sigirlar Tirkiye (Bos taurus) ve Pakistan’dan (Bos indicus) biitiin

Diinya’ya yayilmistir (Beja-Pereira ve ark 2006, McTavish ve ark. 2013, Akis ve

Oztabak 2013). Sekil 1.1°de Bos taurus ve Bos indicus sigirlarin yayilim alanlart

harita lizerinde goriilmektedir. 1 numarali yayilim alan1 Bos taurus, 2 numarali

yayilim alan1 Bos indicus sigirlarin yayilim alanini géstermektedir.


https://www.google.com/maps/@19.5270243,50.6357114,3z?hl=tr
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Sekil 1.2: Avrupa sigirlarinin siniflandirilmasi
(Felius ve ark., 2011, sekil i¢in sorumlu yazardan izin alinmistir )

Felius, (1985) kapsamli olarak Diinya’daki yabani sigir ve yerli sigirlar ile
bunlarin melez formlarmi siniflandirmasmi yapmustir. Ik olarak morfolojik,
cografik ve tarihsel verilere dayanarak, 16 ayr1 grupta 470 sigir1 siniflandirmastir.
Cografi yayilima ozel ilgi gdstermis ve 1995 yilina gelindiginde bu say1r 700’e
ulagsmigtir (Felius, 1995). Bu ii¢ smiflandirma kriterinden cografik yayilma en
onemlisidir. Bu sayede, birbirinden bagimsiz olarak yayilan sigirlar kitasal
orijinlerine gore siiflandirilmigtir. Ancak istisnai olarak farkli bolgelerde ayni
sigir 1klar1  goriilebilemektedir. Ornegin, Podolian step sigir1 Giiney-Dogu
Avrupa’da yayilma alani bulurken, ayn1 zamanda Tiirkiye ninde i¢cinde bulundugu

Bati Asya’da da gortilmektedir (Felius ve ark., 2011).

Alderson, Avrupa sigirlarim1 Podalik, Kuzey Avrupa, Orta Avrupa ve Bati
Avrupa olmak iizere 4 gruba ayirmistir(Alderson, L. 1992). Sekil 1.2°de Baker ve



Manwell (1980), Felius (1995) ve European Cattle Genetic Diversity Consortium
(ECGDC) yaptiklart simiflandirmalar goriilmektedir. Bu siniflandirmalarda, Boz
ik sigirlarinda iginde bulundugu grup Podalian grubundadir (Felius M. 2011).

1.1  Bozirk sigir ve ozellikleri

1.1.1 Bozirk sigirin kokeni ve yayilma alani

Bos taurus primigenus’dan koken alan Boz irk Anadolu ve Trakya’nin
yerli wrkidir (Sekil 1.3). Step sigir1 ve Plevne sigir1 olarakta bilinen Boz irk sigur,
uluslararas1 literaratiirde Anatolian Grey ve ya Turkish Grey olarak
adlandirilmaktadir. Tiirkiye’de Sivrihisar’dan baslayip Ege ve Marmara bolgesini

kapsayacak sekilde yayilma alani bulur (Alpan 2012).

Boz 1rkin kokeni, Balkanlar ve Tiirkiye, Macaristan ve Italya’nin giiney ve
batisindan yayilarak Ukrayna steplerine dayanmaktadir. Hirvatistan’da Podolian
sigir1, Trol Grisinden koken alan Dalmagya sigir1 ve Romangola’dan koken alan
Yugoslavian Istran sigir1 gibi lokal irklarida mevcuttur. Aymi grupta Balkanlarin
Sykia olarak bilinen Boz irkin kii¢iik varyetiside mevcuttur. Macaristan step grisi
Maremma ve Yugoslavian Podalian ¢aprazlamasindan, Maremmana ise Chianna
ile Chaoralley’in ¢aprazlamasindan olusmustur. Romagnola Chianna, Regianna ve
Maremmana’dan koken alan; Iskar Grey (Bulgaristan), Istrian, Dalmatian Grey,
Slovenian podolian (Hirvatistan), Katerin, Sykia (Yunanistan), Hungarian Grey
(Macaristan), Cinisara, MareManna, Podolicia (ltalya), Romanian steppe
(Romanya), Turkish Grey, Boz Steppe vey a Plevne (Turkiye), Ukrainian Grey
(Ukrayna), Istrian (Yugoslavya) gibi benzer irklar bilinmektedir (Kok 2006). Sekil



1.3’te Boz ik sigirlarin Tiirkiye ve Balkan iilkelerinde yayilim alanlanlar
goriilmektedir. Haritada iizerinde resim olan alanlar Boz 1k sigirlarin
Tirkiye’deki yayilim alanini ile yine {izerinde resim olan iilkeler Boz irk sigirlarin

yayilim alan1 buldugu iilkeleri gostermektedir.
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Sekil 1.3: Boz irk sigirin Tiirkiye ve Balkan iilkelerindeki yayilim alani alani
(Harita Google Maps’alinarak yayilma alanlari iizerine resimler konularak olusturulmustur.)
https://www.google.com/maps/@37.7739404,29.6174924,1349929m/data=!3m1!
1e3 Erisim tarihi: 02/04/2014

Tiirkiye’de yerli irk sigir ve yerel tiplerin bulunmasina ragmen bunlardan
14 tanesi yakin ge¢cmiste yok olmustur. Giiniimiizde varolan yerli sigir irklart ise,
yok olma tehdidi altindadir (Ertugrul M., 2000, Ozsensoy Y. 2010). Yapilan birgok
calismada giiniinlizde varolan Tiirkiye yerli sigir irklarindan Giiney Anadolu
Kirmizisi, Yerli Kara, Boz Irk, Yerli Giiney Sarisi, Dogu Anadolu Kirmizisi ve
Zavot sigirmin kendi aralarinda ve Avrupa, Asya, Orta Dogu boélgelerinden sigir
wrklart ile birlikte ¢izilen NJ agaglarinda Giiney Anadolu Kirmizisi, Dogu Anadolu
Kirmizis1 ve Yerli Kara birbirine daha yakin olarak yerlesmistir. Ancak, Boz 1rk,
Giiney Anadolu Kirmizisi, Dogu Anadolu Kirmizist ve Yerli Kara grubuna daha
yakin olmak tizere Anadolu’nun yerli wrklari ile Avrupa kokenli irklar arasinda

bulunmaktadir. (Loftus ve ark. 1999, Cymbron ve ark. 2005, Ozsensoy ve ark


https://www.google.com/maps/@37.7739404,29.6174924,1349929m/data=!3m1!1e3
https://www.google.com/maps/@37.7739404,29.6174924,1349929m/data=!3m1!1e3

2010). Nitekim daha oncede belirtildigi gibi tipik bir step sigir1 olan Boz Irkin,
Anadolu’ya Trakya’dan getirildigine inanilmaktadir. Bulgaristan, Romanya ve
Yunanistan’da da benzer sigirlar yetistirildigi i¢in baz1 kaynaklarda Balkan

Bolgesinin ortak yerli bir irk1 olarak kabul edilmektedir (Alpan, 2012)

Tirkiye yerli irklar1 {izerine yapilan c¢esitli ¢alismalarda bulunan allel
sayilarinin, Avrupa, Afrika ve Hindistan kokenli sigir irklar1 kullanilarak yapilan
caligmalara gore daha yliksek bulunmustur. Dolayisiyla, Tirkiye’de yetistirilen
irklarin daha yiiksek genetik cesitlige sahip oldugu goriilmektedir. Farkli markor
sistemleri kullanilarak yapilan molekiiler analizler sonucunda, Anadolu-Ortadogu
bolgesine ait sigir irklarinin, Avrupa, Hindistan ve Afrika’da yetistirilen sigir
irklarma gore daha fazla genetik ¢esitlilige sahip oldugunu ve Ortadogu’dan
Avrupa’ya dogru genetik cesitliligin  goreceli azaldigi bildirilmistir. Bu
calismalarda, Boz irkta gozlenen allel sayisinin Giiney Anadolu Kirmizisi, Yerli
Giiney Sarist ve Yerli Kara wrklarmna gore daha diisiik olmasi, evcillesme
merkezinden uzaklagsmanin bir sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir (Altinalan A,
2005.,Cymbron T., 2005, Martin-Burriel 1., 1999, LoftusR.T., 1999, Ozkan E.,
2005, European Cattle Genetic Diversity Consortium., 2006).

1.1.2 Boz irk sigirin fiziksel ve verim ozellikleri

Boz ik sigir, yerli ik sigirlar arasinda vucut konstitiisyonu ve kemik
yapist ile belirgin bir sekilde ayrilmaktadir. Et, siit ve Ozellikle is giiclinden
faydalanilmasindan dolay1r kombine verim yonlii bir irktir. Tablo 1.1°de boz 1k
sigirm morfolojik dzellikleri verilmistir. A¢ik glimiis renginden koyu kiil rengine
kadar degisimi goriilmesine ragmen agik renk daha ¢ok goriilmektedir. Bogalari
daha koyu renklidir ve goz ¢evresinde siyah bir halka vardir. Kulak icleri koyu
killarla kaplidir. Merme, tirnaklar ve boynuz uglar1 koyu renklidir. Boynuzlar
uzun ve bir miktar kabadir ve dnce 6ne sonrasinda yukar1 dogru uzanir. (Alpan O.

2012)

10



Tablo 1.1: Boz ik sigirin 6zellikleri

Tiir Sigir (Bos taurus)

Irk: Boz irk.

Uluslararasi adi Anatolian Grey, Turkish Grey, Grey Steppe

Yerel Adi/Adlari Boz, Step Sigir1, Plevne Sigir1.

Yayilma Alan1 Trakya, Giiney Marmara, Kuzey Ege ve Orta Anadolu’nun Batist.
Verim Yonii Et, siit ve Isgiicii

SUT VERIM OZELLIKLERI

Min. Max. Ort.
Laktasyon Siiresi, | 78.0 350.0 220.13
glin
Laktasyon Ddnemi | 157.0 2965.0 | 1095.63
Siit Verimi, kg
Siit Yagt, % 2.5 6.12 3.93

ET VERIM OZELLIKLERI

Erkek Disi

Min. Max. Ort. Min. Max. Ort
Dogum  Agirhig,
. & s 13.0 37.0 24.04 13.0 29.0 22.37

g

6 Aylhk Canl

112.0 196.0 158.32 | 81.0 145.0 | 1170
Agirlik, kg
12 Aylik Canh

160.0 370.0 291.99 | 1400 | 190.0 | 167.0
Agirlik, kg
24  Aylik Canh

224.0 410.0 307.0 210.0 | 290.0 | 252.0
Agirlik, kg
Ergin Canli

449.0 490.0 470.0 247.0 |550.0 | 375.07
Agirhigl, kg
Karkas Randimani

57.39

%

(http://www.turkvet.biz/bilgi_dosyalar/arsiv/yet _yerli_irklar.htm) Erisim tarihi:
03/04/2014
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Sekil 1.4, 1.5, 1.6 ve 1.7°deki resimler ¢aligmaya konu olan Bandirma
Arastirma Istasyonu’nda bulunan, kan drneklerini aldigimiz Boz 1rka ait  siiriide

yeralan si8irlardan cekilerek tezde yer verilmistir.

s
i gf ) R

Sekil 1.4: Boz irk boga fotografi
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Sekil 1.5: Boz 1rk inek fotografi

Sekil 1.6: Boz 1tk buzag1 fotografi
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Sekil 1.4 ve sekil 1.5’te goriildiigii gibi bogalar ineklere gére daha koyu
renklidir ve géz ¢evresinde siyah bir halka vardir. Yine sekil 1.5’te gortildiigii gibi
geng hayvanlar yasli olanlara gore daha ag¢ik renklidir. Sagrinin kuyruk sokumuna
yakin kismi1 oldukg¢a dardir. Bu yiizden {isten bakildiginda iiggen seklinde goriiniir.
Erkeklerde viicut 6nden arkaya dogru daralir. Sagri cidagoya gore daha yiiksektir.
Boz irkin cidago yiiksekligi 120 cm. ve vucut agithigi 300 kg civarindadir. Boz 1rk
gec gelisen bir wrktir. {lkine dogurma yas1 3-4 yas civaridir. Besleme sartlarina

bagli olarak %4 yagli 1000 It. civarinda siit vermektedir. Laktasyon siiresi

ortalama 220 giindiir.

Sekil 1.7: Boz 1rk sig1r siirii fotografi

Step iklimin 1yi adapte olan ve zor ¢evre kosullarina karsi dayanikli
olan Boz 1rk kaba yemleri degerlendirme giicii yiiksektir. Ancak dol verimi diger
yerli wrklara gore disiiktir (Alpan O. 2012). Cok iyi siirii i¢glidiisii olmasina
ragmen asabi yapisi nedeni ile sevk ve idaresi son derece zor olan bir irktir. Buna
ragmen, gelismis sindirim siteminin  diigiik  kalitedeki  yemleri iyi

degerlendirebilmesi dnemli 6zelligidir.
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Diger yerli ik sigirlara gore daha iyi besi performansi gostermektedir.
Ortalama 600-1000 gr. arasinda giinliik canli agirlik artis1 gosterebilmektedir. Ani
yem degisikliklerine dayamiklidirlar. Oldukg¢a gelismis bir sindirim sistemine
sahiptirler. Diisiik kalitedeki yemleri degerlendirebilirler. Her tiirlii olumsuz doga
sartlarina ve yetersiz beslenmeye dayaniklidirlar. Dogada higbir insan miidahalesi
olmadan yasama, beslenme ve lireme yetenegine sahiptirler. Giiglii ve sert
tirnaklara sahiptirler. Iklime uyma kabiliyeti ¢ok yiiksektir. Hastalik ve zararlilara
karst oldukca dayanmiklidirlar, hastalandiklar1 takdirde ¢ok hizli iyilesirler. Zor
cevre sartlarina uyumu dayanikli olmasimi saglamistir. Nitekim hastaliklara ve

zararlilara kars1 direnci yiiksektir (Un C ve ark. 2008).

1.2 Kantitatif o6zellikli lokus (Quantitative Trait Locus-QTL ) ve
Marker Destekli Seleksiyon (Marker Assisted Selection-MAS )

Molekiiler genetik teknikleri sayesinde, c¢esitli lokuslardaki genetik
varyasyonun tanimlanmasi ve QTL (Quantitative Trait Locus-Kantitatif 6zellikli
lokus)’deki varyasyonla verim Ozellikleri arasindaki iligkilerin incelenmesine
imkanlar saglamaktadir. Bu sayede, seleksiyonun temel amaci olan hayvanin
genetik degerini daha yiliksek bir dogrulukla tahmin etmek ve bunun sonucu
olarak seleksiyonla elde edilen genetik kazanimlar artirmaktadir. Bu alanda
yapilan bir¢ok aragtirmada, fenotiple iliskili fizyolojik olaylar1 etkileyen
genlerdeki varyasyonlarin, ilgili fenotipteki kantitatif varyasyonlara etki
edebilecegi ifade edilmistir (Tambasco, 2003, Ozdemir, 2008).

Markor destekli seleksiyon (MAS-Marker Asisted Selection); genetik
belirleyicilerin veya verimilik, hastalia karsi direng, abiyotik strese karsi
tolerans ve kalite (et ve siit kalitesi) gibi konularla iligkili genetik belirleyicilerin
dolayli seleksiyonu icin morfolojik, biyokimyasal veya DNA/RNA
varyasyonlarina dayali markorlerin kullanimini igeren bir silireg olarak ifade

edilebilir.  Polimorfizm gosteren markorler; markor allel  frekanslarindaki
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farkliliklar ile ele alinan verim 6zelligi arasinda bir korelasyon aramak seklinde
arastirilmaktadir. Giiniimiiz molekiiler genetik teknolojileri, yiiksek verimli
hayvanlarin belirlenmesi i¢in iizerinde durulan 6zelliklerle yiiksek bir korelasyon
gosteren, erken donemlerde ve cinsiyete bagli kalmaksizin tespit edilebilen
genetik markor yada karakterlerden yararlanmayr miimkiin hale getirmektedir
(Ozdemir, 2008). 1980’lerde mélekiiler isaretleyici teknolojisinin gelisi, kantitatif
genetik caligmalar i¢in yeni bir donem agmis ve 6zellikle 1slah programlarinda
kullanimi1 biiyiik ilgi uyandirmistir.  Polijenik 6zellikler i¢in yapay seleksiyonun
icine marker bilgileri entegre edilerek, MAS sistemi gelistirilmistir (Pengyuan,
2003).

Siit verim 6zellikleri siit s1g1r1 icin 6nemli kantitatif 6zellikleri vardir. QTL
haritalamanin temel amaci, kantitatif ozelliklerin fizyolojik ve biyokimyasal
rolleri daha iyi anlamak ve bizim genetik iyilestirme konusunda daha hizli ve
dogru karar verebilmemi igin, bu ozelliklerin temelinde yatan genleri tespit
etmektir (Hu, 2010). Kantitatif karakter lokus (QTL) calismalarin en temel
hedeflerinden biri Marker destekli seleksiyon (MAS) ile 1slah programlarinda
uygulanabilecek genleri bulmaktir (Khatkar ve ark., 2004).

Molekiiler biyoloji ve biyoteknoloji alanindaki son geligsmeler, geleneksel
damizlik se¢cimi ve genetik degerlendirme yontemlerinin i¢ine molekiiler bilgileri
dahil ederek, hayvan popiilasyonlari iginde s6z konusu verim yoniinden yapilacak
secimin dogruluklarini gelistirmek i¢in biiytiik firsatlar sunmaktadir. DNA her yas
ve her cinsiyette tespit edilebildigi i¢in, molekiiler genetik kantitatif se¢im
konusunda smirlandirmalar1 6nemli 6lgiide engelleyebilmektedir (Dekkers ve
Hospital, 2002).

Ayrica, genetik verilerin modellenmesinde kullanilan istatistiksel ve
matematik alanindaki gelismeler, genetik se¢im siirecinde molekiiler bilginin en
dogru kullanimi konusunda biyiik fayda saglamaktadir (Kinghorn ve ark., 1994,

Bovenhuis ve ark., 1997; Hoeschele ve ark., 1997). Bu alandaki gelismeler,
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Ozellikle ekonomik agidan Oneme sahip kantitatif oOzelliklerin genetik

varyasyonlarinin tespitini saglamaya yardimci olmaktadir (Kolbehdari, 2009).

Sigirlarda genom analizlerine yonelik yogun ¢aligmalar 19.yy’in baglaria
kadar dayanmaktadir. Molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler sayesinde, 1990’11
yillara gelindiginde, sigir genomunu tanimaya yonelik calismalar hizlanmistir.
caligmalar hiz kazanmistir (Fries ve ark., 1993, Georges ve ark., 1995). Bu ilk
calismadan bu yana, siit sigirlarinda tiretim 6zelliklerinin ilgilendiren genomik
bolgeleri tanimlamak icin, bircok genom taramalart ve iyi genom haritalama
projeleri gergeklestirilmistir. Bu projelerin en dnemlilerinden biri, 1990’11 yillarda
BovMap olarak bilinen Avrupa Sigir Genom Haritas1 projesi (Smaragdov 2006,
Elmaci ve Oner, 2007), bir digeri IBBMC (International Bovine BAC-Bacterial
Artificial Chromosome Mapping Consortium) projesidir (Snelling ve ark., 2007).

Sunulan ¢ok sayida bildiride, siit sigirlar1 i¢in kantitatif 6zellikleri
etkileyen birgok lokus rapor edilmistir. Potansiyel aday genleri igeren bu lokuslar,
QTL alanlar1 olarak 6zel 6neme sahiptir. Siit iiretimi, iireme, fonksiyonel ve uyum
ozellikleri i¢in, cesitli QTL ve aday genler Bos taurus otozomlarinda tarif edilmis
ve birgok ¢alismada bu bolgeler haritalanmistir (Boichard ve ark 2003, Viitala ve
ark 2003, Ashwell ve ark 2004, Schrooten ve ark 2004, Schnabel et al 2005,
Kolbehdari, 2009). Kappa-kazein geni siit verimi ve bilesenleri igin bir aday gen
olarak kabul edilir (Jann ve ark 2004, Wedholm et al 2006).

Molekiiler markorler, genomda herhangi bir gen bdlgesi ya da gen bdlgesi
ile iligkili DNA parcasidir. Bu markorler, kesilen parca uzunlugu polimorfizmi
(RFLP) ve rastgele ¢ogaltilan polimorfik DNA markérleri (RAPD), gogaltilan
par¢a uzunlugu polimorfizmi (AFLP), mikrosatelitler (SSR), Molekiiler dizisi
etiketlenmis sekanslar (STS), boliinerek cogaltilmis polimorfik dizi (CAPS), tek
iplik tamamlama polimorfizmi (SSCP), amplikon uzunluk polimorfizmi (ALP),
basit sekans tekrarlamalari arasi1 polimorfizm (ISSR), ifade edilmis dizi etiketleri
(EST) ve tek niikleotid polimorfizmi (SNP), major gen analizi, baglanti
dengeziligi baglanti analizi (LDLA), dizi analizi (SA), molekiiler genom
haritalama gibi farkli teknikler ile tespit edilebilmektedir (Staub ve ark., 1996;
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Ridout ve Donini, 1999, Devran Z. 2003, Elmaci ve Oner 2007, Hu, 2010,
Ozsensoy ve Kurar, 2012)

Birgok tiirtin karmasik 6zellikleri icin QTL alanlarmin belirlenmesinde en
yaygin olarak kullanilan yontemlerden birisi Tek nokta polimorfizmleridir (SNP).
Tek nokta polimorfizmleridir (SNP-Single nucleotide polymorphism) genom
tizerindeki herhangi bir bolgesinde tek niikleotid dizilim farkliligi olarak ifade
edilebilir (Wang ve ark, 1998). SNPler genomdaki DNA varyasyonun en bol
seklidir ve mutasyonlar1 belirleme, genotiplendirme kolayligi ve diisiik maliyeti
nedeni ile en ¢ok tercih edilen genetik marker belirleme yontemlerinden biridir

(Hinds et al 2005, Snelling ve arkadaslar1 2005, Daw ve ark. 2005).

Sigir genomunda en 6nemli ¢aligma sigir genom projesi (Bovine Genom

Project: http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/bovine) ile biitin sigir genomu

tizerinde 2300000 SNP bildirilmistir. Bu veriler sayesinde, biitiin si§ir genomunu
kapsayan SNP markerleri tanimlama, dogrulama ve genetik varyasyonlarin

analizinde kullanilabilir (Kolbehdari, 2009).

Dizi analizi her bir birey i¢in, hedef gen bolgesindeki tek bir nukleotid
degisikliginin bile tespit edilebilmesi yoniinden biiyiik 6nem sahiptir. Hatta tek bir
birey i¢in SNP ve mutasyonlari tespit ederek bireysel farkliliklar ortaya koymak

mumkin olmaktadir.

Geleneksel seleksiyon yontemi, genetik ilerleme hizi sigir, koyun, kegi
gibi uzun generasyon araligmma sahip olan hayvanlar i¢in olduk¢a yavas
olmaktadir. Geleneksel seleksiyon metodlar1 ile birlikte kullanilan MAS,
generasyon arali@ini kisaltarak, genetik ilerlemeyi hizlandirmakta ve dogru yonde
ilerleme saglayarak karmasik Ozellikler ig¢in ¢ok etkili olabilmektedir
(Drogemuller ve ark., 2001). Yapilan birgok arastirma, markor destekli seleksiyon

ile ¢iftlik hayvanlarinda genetik kazang oraninin 6nemli 6lgiide arttirilabilecegini
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belirtilmistir. Bu oran %15-30’dan (Kashi,1990), modele bagli olarak degismekle
birlikte neredeyse %100’¢ kadar degisebilecegini tahmin edilmektedir
(Edwards,1994). Markor destekli seleksiyon ile birlikte ileri tireme teknikleri
kullanarak sigirlarda generasyon araligimi 69°dan 45 aya kadar kisalttigini
bildirmislerdir (Bishop, 1995, Ozdemir, 2008). Calismalardan da anlasilacag:
tizere bilinen seleksiyon yontemlerine ilave olarak MAS’a yer verilmeli ve bu
amacla yapilacak caligmalarla genlerin seleksiyona katkis1 desteklenmeli ve
mevcut seleksiyon yontemi igerisinde MAS payinin ne kadar 6nemli olabilecegi
g0zoniinde tutulmalidir. Nitekim giiniimiizde bazi firmalar gelistirdikleri et, siit ve
diger verim yonlerine yonelik ticari gen markerleri iiretimi s6z konusudur (Elmaci

ve Oner 2007).

1.3 Siitiin tamim ve bilesimi

Metin (1996) siitii su sekilde tanimlamaktadir;

“Stit; disi memeli hayvanlarin yeni dogurduklari yavrularini besleyebilmek
tizere, siit bezlerinde hayvan tiirlerine gore farkll siirelerde salgilanan, iginde
yavrunun kendi kendine besleyebilecek bir duruma gelinceye kadar almak
zorunda oldugu tiim besin maddelerini gerekli oranda bulunduran porselen beyazi

(beyaz-krem) renginde, kendine has tat ve kokusu olan bir sividir”

Tanimdan da anlagilacagi iizere, siitiin temel fonksiyonu, yeni dogan
yavrunun hayatta kalabilmesi, gelisebilmesi ve dis etkilere karsi kendini
koruyabilmesi i¢in gerekli besin maddelerin alinmasini saglamaktir.  Siit
hayatlarinin ilk doneminde memeliler i¢in besin dnemli bir kaynagidir. (Rijnkels
2002, Otaviano ve ark 2005). Su, protein, karbonhidrat ve yag gibi makro
bilesenlerin yaninda siitiin yapisinda, yasam i¢in 6nemli olan vitamin ve mineral
maddeler gibi mikro bilesenlerde bulundurmaktadir. Yapilan arastirmalar sonucu

bugiinkii bilgiler 1s1831nda memeden sagilan siit icinde 200 civarinda madde tespit
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edilmistir. Buda bize siitlin ne kadar karmasik ve fonksiyonel bir madde oldugunu

gostermektedir (Metin, 1996).

Inek Siitii
Kuru madde Su
Siityag:

Yagsiz kuru madde

l

Protein (Kazein, laktalbumin,laktoglobulin, immunoglobulin)
L aktoz

Mineral madde

Vitamin

Digerleri

Sekil 1.8: Inek siitiiniin bilesimi (Demir 1999, Metin, 1996, Ugiincii 2005).

Sekil 1.8 de inek siitiinlin bilesimi verilmistir. Ancak 1rk 6zellikleri basta
olmak {izere c¢esitli faktorlerin etkisi altinda bu bilesenlerin oranlari
degisebilmektedir. Inek siitiiniin kuru maddesi %10.5-14.5, yag oran1 %2.5-7.0,
laktoz orant %3.6-5.5, protein oran1 %2.9-5.0 ve mineral madde oran1 %0.6-0.9
arasinda degisebilmektedir. Yine ¢izelgeye bakildiginda toplam kuru maddenin
%27’s1 azotlu maddeler, %29°u siit yagi, %37’si laktozdan olusmaktadir (Demir
1999, Metin, 1996, Uciincii 2005).

Siitiin miktar ve bilesimini etkileyen faktorler (Ugiincii, 2005) :

Hayvan 1rkinin etkisi

Hayvanin yasinin etkisi

Kalitim ve yasinin etkisi

Sicaklik, hava nemi ve 15181n etkisi
Mevsimin etkisi

Laktasyonun etkisi

Meme dilimlerin etkisi

Hareketin etkisi

© ©o N o g K~ DR

Sagim sayis1 ve stiresinin etkisi
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10. Yemin etkisi

11. Hastaliklar ve mastitisin etkisi

1.4  Siit proteinleri

Biiyiikbag hayvan siitleri, siit iiretimi ve islevsel 6zelliklerinde belirgin farki
ile karakterize edilen bir¢ok durumda, protein farkli varyantlari igerir (FitzGerald
ve Hill, 1997). Siit proteinleri ¢ok karmasik yapida ve 30’dan fazla fraksiyonu
olan bir protein grubudur. Siit proteinleri smniflandirmak ¢ok kolay degildir. Bu
nedenle smiflandirma yapilirken genelde ayrilma siralarina gore, yani
fraksiyonlarina gore siniflandirma yapilmaktadir. Genel olarak siit proteinlerini 2

gruba ayrilmaktadir (Metin, 1996).

Siit proteinleri kazeinler (aS1, aS,, B ve k-kazein) ve serum proteinleri (B-LG,
a-LA) olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. Kazeinler tipik siit proteini olup,
dogal olarak sadece siitte bulunur. Kazein siit i¢inde kolloidal yapida bulunur. Asit
gelisimi, asit ilavesi veya peynir mayasi ilavesi ile koagiile olmaktadir. Kazein
coktiikten sonra ¢ozelti i¢inde kalan proteinlere “serum proteinleri” veya “peynir
alt1 suyu proteinleri” denilmektedir. Serum proteinlerinin yar1 doymus amonyum
siilfat veya doymus magnezyum siilfat ile ¢oktiiriildiiglinde iki fraksiyona ayrilir.
Coziiniir olan kismina albuminler (laktalbumin) ve ¢éziinmeyen kismina globulin
(laktoglobulin) denilmektedir. Immunoglobulinler normal siit iginde, ¢ok diisiik
oranda iken, kolostrum (ag1 siitii) i¢inde en ¢ok bulunan proteindir.
Immunoglobulinler yeni dogan yavrunun bagisiklik sistemin gelismesi igin

onemlidir (Metin, 1996, Ugiincii 2005).
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1.4.1 Kazein proteini ve ozellikleri

Kazeinler meme bezlerinden salgilanir ve toplam siit proteinlerinin
yaklasik %80°1ik kismi kazein formundadir (Eigel ve ark., 1984, Koczan ve ark.
1991, Mercier ve Viloite, 1993, Ginger 1999, Kaygisiz ve Dogan 1999, Farrell
2004, Caroli 2004, Jann ve ark 2004, Fox ve Brodkorb 2008, Braunschweig 2008,
Azevedo, 2008). Kazein baglangicta homojen bir madde olarak kabul ediyordu.
Lindstrom-Lang ve arkadaslarinin 1925 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, ilk olarak
kazeinin kalsiyuma gostermis oldugu hassasiyete bagli olarak, iki farkli
fraksiyonun oldugunu ortaya koymustur. Daha sonra -elektroforez teknigi
kullanilmaya basladiginda, siit sigirlarinda kazeinin o, B ve k olmak iizere iig
formu tespit edilmistir. Elektroforez tekniginin zaman iginde gelismesi ile
kazeinin os;, osy gibi cesitlerinin bulunmasina olanak saglamistir. 1970-80°1i
yillara gelindiginde molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler, elektroforez ile
tanimlanan kazein proteinin sentezleyen gen ve isleyisi ortaya konmustur. 1984
yilina gelindiginde American Dairy Science Association Committee on
Nomenclatureand Classification tarafindan sigir kazeinin as;, asy, B ve k olmak

tizere 4 kazein fraksiyonu tanimlanmistir (Ng-Kwai Hang 1992, Ginger 1999)

Kazein, 1s1l ve mekanik etkilere kars1 dayanikli olmasina karsin, uzun siire
sogukta muhafazadan etkilenmektedir. Bu durum siite 1s1l islem uygulanmasi
sirasinda kazeinin zarar gormemesi pastOrize siit ve Uriinleri elde edilmesini
kolaylastirmaktadir. Kazeinin fraksiyonlarima gore degismekle birlikte, kazeinin
toplam izoelektrik noktas1 pH 4.6-4.7°dir. Yapisinda hem asit (-COOH), hem baz
(NH2) gruplar1 bulundurdugu i¢in amfoter 6zelliktedir. Bu sayede anorganik asit
ve alkalilerle ¢okelti olusturabilmektedir. Alkole karsi hassastir. Siitiin asitligi
arttikga pihtilagsma icin gerekli alkol miktar1 azalmaktadir. Buda sanayide siit
kalitesini belirlemede kolaylik saglamasi nedeni ile “alkol testi” olarak yer
almaktadir. Kazeinin en énemli 6zelliklerinden birisi agir metalleri baglamasidir.
Bu 06zelligi nedeni ile zehirli maddelerle ¢alisanlarin siit ve yogurt tiiketerek

korunabilir. Yani panzehir gorevi gormektedir (Metin, 1996).
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Bircok kimyasal tepkimeye girerek kazein, koagiile olarak pihtilagir. Siit
teknolojisinde karakteristik olan; asit etkisiyle, proteolitik enzim etkisi ve
hidrokolloidlerin etkisi ile pihtilasma 6nemli yer etmektedir. Bu sayede, yogurt ve

peynir basta olmak {izere birgok siit iriinii elde edilebilmektedir.

1.4.2 Kappa-kazein proteini ve fonksiyonel 6zellikleri

Kazein misellerinin en stabil komponenti olan kappa-kazein toplam
kazeinin %12’ini olusturur (Fox ve Brodkorb, 2008, Botaro, 2009) ve 169 amino
asitten olusan bir gliko-proteindir (Threadgill ve Womack 1990). Yapisina
bakildiginda, karbonhidrat icermeyen biiyiik bir komponent ile 6 minor bilesenden
olusmaktadir. 6 mindr bilesende, fosforilasyon ve glikosilasyon degisen
derecelerde temsil edilir (Mackinlay ve Wake R, 1965, Woychik ve ark 1966,
Vreeman ve ark1977, Farrell ve ark. 2004) ve 2-merkaptoetanol ile iire PAGE ile
tespit edilir. Fosforilizasyon kalsiyuma hassas bdlgelerden ziyade, molekiiliin C-
terminal bolgesinde siirlidir. Glikosilasyon C-terminal kisminda ile serin ve
treonin kalintilar1 arasinda o-glikosidik baglantilar ile kappa-kazeine baglanir

(Jolle’s 1979, Mercier 1993, Ginger 1999).

Kappa-kazein proteinin temel yapisin1 (k-CN-1P) karakterize eden
karbonhidrat icermeyen major bilesenidir. Yapisina bakildiginda sirasiyla; Aspy,
Asng, Thrys, Serip, Ser Py, Pyroglus, Gluyp, Glnyg, Prog, Gly,,Alais,Cys,, Valis,
Met,, lle;,, Leug, Tyrg, Phes, Lysg, Hiss, Trpive Args, amino asitlerinden
olugmaktadir (Farrellve ark. 2004, Hurley 2012). Molekiil agirlig: yaklasik 19.2
kDa civarindadir (Threadgill ve Womack 1990).

Kappa-kazein proteininin yapisi ve 6zellikleri itibari ile diger kazeinlerden

farklidir. Diger kazeinler gibi, yapisal ve islevsel olarak homolog y zincir yapisi

fibrinojen seklinde benzer 6zellikler gosterir iken, siit yapisinda ve kazein misel
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yapisinin olusumu sirasinda siit stabilitesinin korunmasi bir istikrar unsuru

olusturmaktadir (Fiat ve ark 1989).

Kappa-kazein kalsiyuma karsi duyarli degildir. Bu durum, kappa-kazein
misellerinin Ca*™ iyonlarina kars1 stabil olmasia ve bu sayede kazein misellerinin
stit icinde kolloidal durumlarinin korunmasini saglamaktadir. Zor ¢oziinen ve
kalsiyuma kars1 hassas olan misellerin dis ylizeyinde yer alarak, kiire seklindeki
kazein miselini ¢evresinde kilif gibi sarip, biitiin 6zelliklerini yansitmaktadir.
Kazein miselinin nispeten hidrofobik olan dis yiizeyine, kappa-kazeinin
hidrofobik olan para-k-kazein tarafi sarilir. Kappa-kazeinin hidrofilik olan
glikomakropeptid olan kismi genellikle polar amino asitler ve karbonhidrat ile
birlikte miseli sulu faza ¢evirir. Bu durum misele kimyasal yolla birhidrat kilifi
olugsmasina ve sonu¢ olarak miselin ¢ozelti i¢inde kalmasini saglamaktadir.
Glikomakropeptid i¢inde yeralan polar aminasitler (Glu, Asp, Lys) miselin dig
yiizeyinde ayni ylikte elektrik ile yiiklenmesini saglar. Aynm1 yiike sahip miseller
birbirini iterek miselin siit icinde kollaidal yap1 kazanmasini saglar. Bu durum,
misellerin bir araya gelmesine engel olarak koagiilasyonu onlemektedir (Metin,

1996).

Kappa-kazein, peynir mayast (rennin enzimi) ile pihtilagabilen tek
kazeindir. Peynir mayasi, kappa-kazeini peptid zincirinde 105-106. sirada yeralan
Phe-Met baglantisin1  pargalayarak para-k-kazein (N-terminal peptid) ve
glikomakropeptid veya mokropeptidin (C-terminal parga) olmak iizere iki par¢aya
ayrilir (Delfour1965, Jolle's 1968, Mercier 1993, Farrell 2004). Bu durum,
tiirlerin kokenine gore kappa-kazeinin 2 gruba ayirmaktadir. inek, koyun, kegi ve
mandanin i¢inde bulundugu 1. grub kappa-kazein hidrofobik, karbonhidrat igerigi,
amino asit kompozisyonu ve proteolitik bdliinme noktas: yoniinden fare, domuz
ve insanin i¢inde bulundugu 2. grup kappa-kazeinden ayrilir. 1. Grup kappa-
kazein Phe-Met bagindan béliiniir iken, 2. grup kappa-kazeinde béliinme Phe-ile
ya da Phe-Leu baginda gergeklesmektedir (Nakhasi 1984). Glikomakropeptid
icinde galaktoz, N-asetilgalaktozamin, N-asetilnéramin ile karboksil gruplarinin

onemli bir boliimiinii iceren karbonhidratlar bulunur. Kappa-kazein %12.5 gibi
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yiiksek miktarda prolin icermekte olup diizenli dagilim gdstermektedir. Sistein,
arginin, histidin ve aromatik aminoasitler igermez. Buna karsin, hidroksi
aminoasit ve asit aminoasit igerigi ¢ok yiiksektir. Glikomakropeptit kismindaki
bu onemli farklar, kappa-kazeinin diger kazeinlere oranla sicakliga karsi

stabilitesinide agiklamaktadir (Metin, 1996).

1.4.3 Kazein proteinleri ve tiirevlerinin siit 6zellikleri iizerine etkisi

Siit proteinleri ve genetik varyantlar1 lizerine yapilan c¢alismalar yarim
yizyilh agmistir. Sigir B-laktoglobulinin ana tilirevlerinin tanimlanmasindan bu
giine (Aschaffenburg ve Drewy 1957, Jakob ve Puhan, 1992, Lin ve ark.,1992,
Farrell 2004, Carroli 2009), 6zellikle son yillarda genetik, molekiiler biyoloji ve
biyokimya alanlarindaki degisen ve gelisen deneysel ¢aligmalar sayesinde, siit

proteinleri ve ¢esitleri konusunda 6nemli derecede hiz kazanmistir (Ding, 2009).

Siitte bulunan 6 ana siit proteinlerinin (aS;, aS,, B ve k-kazein, B-LG ve o-
LA), genetik varyantlar1 olarak ifade edilen otozomal ve ko-dominant allelleri
mevcuttur. Genetik varyantlar tek niikleotid polimorfizmine (SNP) neden
olabildigi gibi, insersiyon ve delesyonlara da neden olabilir. Ilgili genler
tizerindeki bu polimorfik bolgeler proteinlerde bulunan amino asit degisikligine
neden oldugunda genetik varyant kabul edilse de, bazen sessiz mutasyonlara da
rastlanabilmektedir. Farrell ve ark. (2004) tarafindan siit proteinlerinin genetik
varyantlarini derlemisler, Caroli ve ark. (2009) bunlara ilaveler yaparak yeniden
diizenlemislerdir (Farrell 2004, Caroli 2009). Buna gore; siit proteinleri ve genetik

varyantlari tablo 1.2° goriilmektedir.
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Tablo 1.2: Siit proteinleri ve genetik varyantlar1

asl-kazein A /B C,DEF G, H,I

as2- kazein ABCD

B- kazein Al, A2, A3,B,C,D,E F, G,H1, H2, |

K- kazein A /Al B,B2,CD,E F1,F2 G1,G2,H,I,1J]

-Laktoglobulin ABCDEFGHIJW

o-Laktalbumin A B, C

Buna gore, alti ana siit proteinin toplamda 53 allel ifade edilmistir.
Belirlenen bu alleller, B. taurus (Taurin), B. indicus (Zebu), B. grunnies (Yak) ve
B. javanicus (Malezya yerli sigir1) olmak tizere 4 sigir tiiriinde belirlenmistir
(Caroli 2009).

Diinyanin farkli bolgelerinde, farkli sigir irklar1 iizerinde ¢esitli siit
proteinleri polimorfizm ¢alismalari yapilmigtir (Lien ve ark., 1999, Malik ve ark.,
2000, Beja-Pereira ve ark., 2006, Jann ve ark., 2004, Ceriotti ve ark., 2004,Farrell
2004, Cardakve ark. 2005, Comin ve ark 2008, Rachagani ve ark., 2008, Hallen
ve ark., 2008, Heck ve ark., 2009, Caroli 2009). Bu ¢alismalarin temel amaglari;
stit protein lokuslarinin evrimsel tarihini belirlemek, farkli sigir tiir ve rklar
arasindaki akrabalik iligkilerini incelemek, zaman ve mekanin sigir popiilasyonu
icinde farkhiliklarini gozlemek, siitiin 6zellikleri (siit verimi ve siitlin bilesimi siit
iriinleri verimi ve kalitesi) ve genetik varyantlar1 arasindaki iliski, sigirlarin
iireme ve adaptasyon yetenegi lizerine etkisini belirlemektir. Dahasi, siit protein
varyantlar ile peynir verimi ve kalitesi gibi ondan elde edilen iiriinlerine etkisi

incelenmistir (Formaggioni ve ark. 1999).
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15  k-kazein geni ve ozellikleri

Sigir genomu 30 ¢ift kromozomdan olugmaktadir. Cesitli ¢alismalarda sigir
genomunun 6. kromozomu (BTAG6) iizerinde siit iiretimi ve 6zelliklerini etkileyen
QTL varlig: bildirilmektedir (Khatkar, 2004, Smaragdov 2006, Olsen 2005). -
kazein genide sigir genomunun 6. kromozomunda (6q31) yer almaktadir (Ferretti
1990, Threadgill ve Womack 1990, Rijnkels 1992, Sulimova et al 2007; Azevedo
ve ark 2008, Cardak 2005, Tsiaras 2005, Rachagani ve Gupta, 2008, Nilsen 2009).
K-geninin toplam uzunlugu yaklasik 13 kb uzunlugunda olup, kappa-kazein
proteinini kodlayan dizilerin ¢ogu 4. ekzonda yer almaktadir (Fiat ve Jolles,

1989).

k-kazein geni bes ekson ve dort introndan olusan bir gendir. Ekson dortte,
yaklasik 550 bp'lik bir bolgede, sigirlarda bu gen i¢in bugiine kadar, A, Al, B, B2,
C, D, E, F1, F2, G1, G2 H, I ve J olarak isimlendirilen 14 farkli varyanti tespit
edidlmistir. (Sulimova ve ark 1996, Prinzenberg 1996, Soria2003, Farrell ve
ark.,2004, Chen ve ark, 2008, Prinzenberg ve ark 2008, Caroli ve ark 2009,).
Bunlardan A ve B, k-kazeingeninin temel allelleridir. S6z konusu alleller, kappa-
kazein proteinin 136. Aminoasitinde Trozin(Thr)/izoldsin(ile), 148. aminoasitinde
Asparjin(Asp)/Alanin(Ala) aminoasit degisikligi ile iki farkli seklinde
goriilmektedir (Alexander 1988, Ng-Kwai Hang 1992, Lin ve ark, 1992,
FitzGerald 1997). Sekil 1.9’da sigir kappa kazein amino asit dizisi kappa kazein

geninin A ve B allelleri goriilmektedir.

27



11

1

Glu Glu GIn Asn GIn Glu GIn Pro lle Arg Cys Glu Lys Asp Glu Arg Phe Phe Ser Asp
21 31

Lys lle Ala Lys Tyr lle Pro Ille GIn Tyr Val Leu Ser Arg Tyr Pro Ser Tyr Gly Leu
41 51

Asn Tyr Tyr GIn GIn Lys Pro Val Ala Leu lle Asn Asn GIn Phe Lue Pro Tyr Pro Tyr
61 61

Tyr Ala Lys Pro Ala Ala Val Arg Ser Pro Ala Gin lle Leu GIn Trp GIn Val Leu Ser
81 81

Asp Thr Val Pro Ala Lys Ser Cys GIn Ala GIn Pro Thr Thr Met Ala Arg His Pro His
101 105 106 111

Pro His Leu Ser Phe Met Ala Ile Pro Pro Lys Lys Asn GIn Asp Lys Thr Glu lle Pro
121 131 lle Varient B

Thr lle Asn Thr lle Ala Ser Gly Glu Pro Thr Ser Thr Pro Thr Thr Glu Ala Val Glu
141 Varient B Ala P 151

Ser Thr Val Ala Thr Leu Glu Asp Ser Glu Val lle Glu Ser Pro Pro Glu lle Asn
161 169
Thr Val GIn Val Thr Ser Thr Ala Val

Sekil 1.9: Sigir kappa kazein amino asit dizisi

Sekil 1,9°da x-kazein A ve B allelleri icin, 136. lokustaki Thr/ile ve 148.
lokustaki Ala/Asp amino asit degisikleri goriilmektedir. Ayn1 zamanda, siit rennin
enzimine maruz birakildiginda, 105-106. amino asitteki Phe/Met bag1 koparak siit
stabilitesini kaybeder. Par¢alanma sonunda suda ¢oziinen gliko-makropeptit ve
suda ¢Oziinmeyen para-kappa kazeinat olmak iizere ikiye ayrilir. Kappa kazein
geninin genetik varyasyonlari, kazein miselleri olusumu, yapisi ve stabilizasyonu
ile 1ilgili olarak siitiin teknolojik ozellikleri ve peynir iiretimi lizerine etkisi

nedeniyle baskin bir rol oynamaktadir.

k-kazein geninin A ve B allelleri tiim sigir tiirlerinin ortak allelleridir. A,
Al, B ve H allelleri yaygin olarak goriiliir iken, B2, C, D, E, F1, F2, G1, G2, I ve
J alleleri nadiren goriilmektedir. A, Al, B, H ve I allelleri B. taurus ve B.
indicus 'ta, G2 alleli B.grunniens 'te, J alleli B. taurus ve B. javanicus’ta ve B2, C,
D, E, F1 ve G2 allellleri sadece B. indicus 'ta gériilmektedir (Caroli 2009).
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Tablo 1.3’de sigir k-kazeingeninin genetik varyanlart detayli olarak
verilmistir. K-kazeingeninin temel allelleri olan A ve B allellerine bagl olarak
incelendiginde; 136. amino asit A allelinde treonin (ACC) iken B allelinde
izolosin(ACT), 148. amino asit A allellinde aspartik asit (GAT) iken, B allelinde
(GCT) alanindir (Neelin 1964, Woycik 1964). Buna gore diger alleller
incelendiginde sirasiyla; C alleli i¢in 97. amino asitte B—C (Arg—His) (Di Stasio
1964), B2 alleli igin 153. amino asitte B—B2 (ile—Thr) (Gorodetskij ve Kaledin
1987), D alleli i¢in 97. amino asitte B—D (Arg—His), E alleli i¢in 155. amino
asitte A—E (Ser—Gly) (Edhart 1989), F1 alleli i¢in 148. amino asitte A—F1
(Asp—Val) (Sulimova 1992), F2 alleli i¢in 10. amino asitte A—F2 (Arg—His)
(Ikonen 1996), G1 alleli igin 97. amino asitte A—G1 (Asp—Cys) (Edhart 1996),
G2 alleli i¢in 168. amino asitte A—G2 (Asp—Ala) (Sulimova 1996), H alleli i¢in
136. amino asitte A—H (Thr—ile) (Prinzenberg 1999), I alleli icin 104. amino
asitte A—1 (Ser—Ala) (Prinzenberg 1999), J alleli i¢in 155. amino asitte B—J
(Ser—Arg) (Mahé 1999) ve Al alleli i¢in 150. amino asitte A—A1l (Pro—Pro)
sessiz mutasyon s6z konusudur (Prinzenberg 1999,Formaggioni 1999, Carroli
2009).
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Tablo 1.3: Sigir x-kazein geninin genetik varyantlari

Kappa-kazein varyantlari
Pozisyon |Amino| A |Al| B | B2 C D E|F|F2|Gl|G2]|H | J
asit
12690 | 10 | CcGC CAC
Arg(R) His(H
12940 | 93 | ACT ACC
Thr(T) Thr(T)
12950 | 97 |cGT 16T
Arg(R) CyS(C)
12951 | 97 |cGT CAT | car
Arg(R) His(H)His(H)
12971 | 104 | TCA GCA
Ser(S) Ala(A)
13065 | 135 | ACC ATC ATC
Thr(T) lle(1) lle(1)
13068 | 136 | ACC ATC | ATC | ATC ATC
Thr(T) lle(l) | lle(1) | lle(1) lle(1)
13096 | 145 | ACT ACG
Thr(T)
13104 | 148 | GAT GCT | GCT | GCT GCT GCT GCT
Usp(D) Ala(A)Ala(A)lAla(A) Ala(A) Ala(A) Ala(A
13111 | 150 | cCA |ccgG
Pro(
Pro(P)| P)
13119 | 153 | ATT ACT
lle(l) Thr(T)
13124 | 155 | AGC GGC
Ser(S) Gly(G
13162 | 167 | ACT ACT
Thr(T) Thr(T)
13165 | 168 | GCA GCG | GCG | GCG GCa
Ala(A) Ala(A)lAla(A)|Ala(A) Ala(A)

Tabloda mutasyonlarin pozisyonlari alt1 ¢izili ve kalin olarak, amino asitler italik
olarak verilmistir. (Sulimova ve ark., 1992, Erhardt ve ark., 1996, Prizenberg ve
ark., 1996, Formaggioni ve ark., 1999, Farrrell ve ark., 2004 ve Caroli ve ark.,
2009)
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1.6 Etin tanim ve ozellikleri

Et i¢in birgok tanim ifade edilmis olmasina ragmen en ¢ok karsilagilani;
“kasaplik hayvanlarin iskelet kaslarindan elde edilmis gida maddesi” tanimidir.
Iskelet kaslari, iskelet iizerine bulunan demetciklerinden olusmustur ve viicud
agirliginin %35-65’ini olusturmaktadir. Kaslar iskelete dogrudan ya da bag doku
niteligindeki tendonlar vasitasiyla baglanmaktadir. Ayrica tendonlarin baglandigi
noktalardan kan damarlart ve sinirlerin baglandigi goriilmektedir. Etin elde
edildigi biiytlikbas, kiigiikbas ve kanath eti girmekte ve elde edildigi hayvanin adi
ile ifade edilmektedir. Dogal olarak etin fiziksel, kimyasal yapisi ile tat-koku gibi
duyusal nitelikleri elde edilen hayvana gére degismektedir (Oztan 2003, Anar
2012).

Sigir etinin kimyasal yapisina bakildiginda; % 65-80 su, %16-22 protein,
% 3.0 yaglar, % 1.5 protein olmayan azotlu maddeler, % 0.5-1.5 karbonhidrat ve
% 1.0 mineral maddelerden olustugu gériilmektedir (Oztan 2003, Anar 2012).

Etin kasaplik hayvadan kesilerek elde edildigi gbz Oniinde tutulacak
olursa, et kalite ve niteligi etkileyen en énemli bir kismin1 hayvan canli haldeki
performansi olusturmaktadir. Besi perforfansi olarak ifade edilen bu durum
kesime kadar gegen siire¢ et verimi ve kalitesi etkilemektedir. Bu durumda
ozellikle sicak karkas olarak ifade edilen yeni kesilmis etin kalitesi ve ozellikleri

etkileyen faktorleri su sekilde siralayabiliriz (Ergilin ve ark., 2008);

1) Hayvanin irki
2) Cinsiyet

3) Yas

4) Orijin

5) Kondiisyon

6) Bakim ve Saglik
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7) Besleme

Genetik yapinin izin verdigi dl¢lide kasaplik hayvanlar verilen uygun besin
maddelerini ete ¢evirip geliserek canli agirlik artis1 saglamaktadir. Canli agirlik
artis1 diger bir ifade ile biyokimyasal biiylime; hipofiz 6n lobu, bobrek iistii bezi
ve testisten salgilanan biiylimeyi diizenleyici, kas olusumunu artirici, istah ve
besin maddelerinin yeteri miktar aliminda etkili hormonlar rol oynamaktadir.
Proopiomelanokortin insanlarda obezite, hayvanlarda ise istah ve besin madde
alimi tlzerine etkilidir (Kalra ve ark. 1999, Wynne ve ark 2005, Bruns ve ark.
2004, Ergiin ve ark. 2008).

1.7  Proopiomelanokortin ve ozellikleri

1.7.1 Tistah yolag

Hipotalamus beyinde istah diizenlenmesi {izerinde etkili olan bir bdlgedir.
Ozellikle gida alimi ve enerji homeostazisinde énemli rol oynamaktadir. Ancak,
hipotalamus enerji homeostazisi tizerinde direkt etkili degildir. Daha ¢ok
noropeptidler aracilifiyla, hipotalamusun arkuat nukleusunda yeralan ndronal
devreler tarafindan diizenlenir (Wynne ve ark 2005, Kalra ve ark. 1999). Arkuat
nukleus i¢inde beslenme durumunu ve enerji homeostazinin diizenleyen iki devre
mevcuttur (Kono ve ark. 2001). Bunlardan ilkinde POMC ve kortikotropin salici
hormonlarin i¢inde bulundugu anoreksijenik, yani istah azaltan noéropeptidleri
iceren bir devredir. Digeri ise, noropeptid Y nin i¢inde bulundugu oreksijenik yani

istah artiran peptidlerin bulundugu devredir.

Enerji dengesine karisan bir diger hormon leptindir. Leptin yag dokusu

tarafindan {retilmektedir (Banks ve ark., 1996). Leptin islevi, istah azaltici
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devrenin aktivasyonuyla gerceklesmektedir. Plazmadaki leptin
konsantrasyonundaki degisimi istah artirici ve istah azaltici peptitlerin sentezini
diizenler (Wynne ve ark 2005, Ingvartsen ve Boisclair 2001). Bu sayede, leptin
gida alimi, enerji kullanim1 ve viicudun biitiin enerji dengesinin diizenlenmesinde
onemli rol oynar (Houseknecht ve ark. 1998). Proopiomelanokortinin ifade
edildigi néronlar leptinin direkt hedefindedir. Ozellikle gida alimidan
Proopiomelanokortin  peptidleri  sorumludur. (Cheung ve ark., 1997).
Proopiomelanokortin, MSH tarafindan {iretilen peptidler araciligiyla istahin
azaltilmasi i¢in c¢alisir. Gida alimindaki azalma, anorektik a-MSH’a melanokortin
3-reseptor (MC3R) ya da melanokortin 4-reseptér (MC4R) baglandiginda istahta
azalma meydana gelir MC3R ve MC4R hipotalemik néropeptit AGRP’nin

antogonistidir (Haskell-Luevano ve ark., 1999).

1.7.2 Proopiomelanokortin ve yapisal 6zellikleri

POMC hipotalamusun akuat nukleusu, hipofizin 6n ve orta lobu, deri testis
ve  bagisihk  sistemininde  dahil  oldugu  bircok  dokuda  ifade
edilebilmektedir.(Pintar ve ark. 984, Bertanga ve ark. 1994, Castro ve ark, Young
ve ark. 1998, Deobalt 2009). POMC melanokortin olarak bilinen birgok biyoaktif
peptidleri kodlayan bir onciil proteindir. Bu peptidler istah yolagi igerisinde yer
alan, adrenokortikotropin (ACTH), alfa melanosit stimulan hormon (a-MSH),
beta melanosit stimulan hormon (B-MSH), gama melanosit stimulan hormon (y-
MSH) ve beta-endorfin (B-END) igerir (Eipper ve Mains 1980, Pritchard ve ark.
2002, Gantz ve Fong 2003).

Insan, s1g1r, domuz ve maymun POMC cDNA dizileri hizalandiginda %85
oraninda homoloji gostermektedir (Can ve ark. 1998). Whitfeld ve ark (1982)
yaptig1 insan ve sigirlarda, ACTHin de i¢inde bulundugu 6zel bolgenin %95

homoloji gosterdigini tespit etmiglerdir.
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POMCin insanlarda 2p23.3 kromozom tiizerinde (Satoh ve Mori, 1997) ve
sigirlarda kromozomu BTAl1’de bulunmaktadir (Thue, 2005). Sigir POMC
cDNA niikleotid dizileri, ilk olarak Nakanishi ve ark. (1979) tarafindan rapor
edilmistir. POMC, 3 ekzon ve 2 introndan olusan ve yaklasik 7493 bp uzulugunda
bir gendir. POMC, 792 bp uzunlugunda ve 2. ekzonda baslayip 3. ekzonda biten
bir bolgede kodlanan ve 32 kDa agirliginda bir propeptid iireten bir gendir
(Millington. 2007, Deobalt 2009). Sekil 1.10 de sigir POMC geninin yapisi Ve

proopiomelanokortin iiretimi goriilmektedir.

Ekzon 1 intron 1 Ekzon 2 intron 2 Ekzon 3
(94 bp) (4016 bp) (152 bp) (2379 bp) (852 bp)
132 bp 663 bp
792 bp
urin
Baslangig Bitis

Pro-opiomelanokortin

Sekil 1.10: Sigir POMC geninin yapisi
(Sekil, www.ncbi.nlm.gov veri tabanindan yararlanilarak iretilmistir.)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_007309.5 Erisim tarihi: 20/04/2014

Sekil 1.10°da sigir POMC geninin yapisi verilmistir. Proopiomelanokortin
proteini 265 amino asitten olugsmaktadir. Amino asit dizisinin ilk 44 amino asiti
ikinci ekzon, geriye kalan 221 amino asiti {iglincii ekson tarafindan

kodlanmaktadir.

Sekil 1.11’de POMC amino asit dizisi verilmistir. Proopiomelanokortin
proteinin yapisi sirasiyla; Alazz, Asng, Argas, Aspio, Cyss, Glngg, Gluag, Glyas Hisg,
lles Leuss, Lysz,Mets, Pheg, Prog, Serg, Trps, Thrg, Tyrz, Valy; amino asitlerinden
olusmaktadir.
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1 11
Met Pro Arg Lys Cys Ser Ser Arg Ser Gly Ala Leu Leu Leu Ala Leu Leu Leu GIn Ala

éér Met Glu Val Arg Gly Trp Cys Leu Glugéler Ser GIn Cys GIn Asp Leu Thr Thr GIn
gir Asn Leu Leu Ala Cys lle Arg Ala Cys I_S)}s Pro Asp Leu Ser Ala Glu Thr Pro Val

gﬁe Pro Gly Asn Gly Asp Glu GIn Pro Leu 'T’ﬁr Glu Asn Pro Arg Lys Tyr Val Met Gly
Iilis Phe Arg Trp Asp Arg Phe Gly Arg Arg fén Gly Ser Ser Ser Ser Gly Val Gly Gly
,1AOI; Ala GIn Lys Arg Glu Glu Glu Val Ala \};IlGly Glu Glu Pro Gly Pro Arg Gly Asp
,16\2'5%) Ala Glu Thr Gly Pro Arg Glu Asp L;sfs,lb\rg Ser Tyr Ser Met Glu His Phe Arg Trp
giyl/ Lys Pro Val Gly Lys Lys Arg Arg Pro \}:IlLys Val Tyr Pro Asn Gly Ala Glu Asp
éfillj Ser Ala Arn Ala Phe Pro Leu Glu Phe E;iArg Glu Lys Tyr Gly Glu Arg Leu Glu
gﬁ Ala Arg Gly Pro Glu Ala GIn Ala Glu 189; Ala Ala Ala Arg Ala Glu Lys Glu Tyr

éolyl/ Leu Val Ala Glu Ala Glu Ala Glu Ala AZI;lGIu Lys Lys Asp Ser Gly Pro Tyr Lys
E/Ii%t Glu His Phe Arg Trp Gly Ser Pro Pro I_Zgéll,é\sp Lys Arg Tyr Gly Gly Phe Met Thr

Ser Glu Lys Ser GIn Thr Pro Leu Val Thr Leu Phe Lys Asn Ala lle lle Lys Asn Ala
261
His Lys Lys Gly GIn

Sekil 1.11: Sigir proopiomelanokortin amino asit dizisi

1.7.3 POMC genin islenmesi

POMCden ¢ok sayida peptid liretebilmek icin translasyon sonrasi bir ¢ok
ayrilmalarin meydana gelmesi gerekmektedir. ilk evrelerde, mRNA tarafindan
olusturulan sinyal protein tek bir protein olarak golgi yiginlarindan gegcilir.
Karboksidaz E (CPE) adi1 verilen sinyal peptidine baglanir ve diizenlenmis salgi
yoluna (RSP) dogru yoneltir (Cool ve ark., 1997). RSP icindeki
proopiomelanokortin graniilleri translasyon sonrasi prohormon doniistiiriiciileri
(prohormon convertases-PC1 ve PC2) tarafindan ayrilarak biyoaktif peptidler
Prohormon doniistiirticiileri (PC), dokularin ayrilma 6zelligine bagli olarak olusan
peptidler, temel dortlii Proopiomelanokortin amino asitlerini igeren, sekiz cift

parcay1 hedefler. tiretmektedir (Pritchard ve ark., 2002).
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PC1 sadece kortikotrof hiicrelerde bulunur. On hipofizde bulunan
kortikotrof hiicreler icinde dort boliinme merkezi bulunmaktadir. Bu boliinme
merkezlerinin tiimlinde lizin-arjinin bulunmaktadir. Kortikotrof hiicrelerde
iretilen peptidler, N-terminal (NT), birlestirici peptid (Joining peptide-JP),
adrenokortikotrofin hormon (ACTH) ve beta-lipotrofindir (B-LPH). Gama-
lipotrofin (y-LPH) ve beta-endorfin (B-END) az miktarda iretilir ve kullanimi
azdir (Bertagna 1994, Raffin-Sanson ve ark 2003, Millington 2007, Deobalt
2009).

Tablo 1.4: Proopiomelanokortinden iiretilen biyoaktif peptidler

Temel 6zellik Pozisyon Uzunluk Tanimlama

Sinyal Peptid 1-26 26

Peptid 27-103 77 NPP

Peptid 77-88 11 Melanotropin gamma
Propeptid 106-129 24

Peptid 132-170 39 Kortikotropin

Peptid 132-144 13 Melanotropin alfa
Peptid 150-170 21 Kortkotropin benzeri araci peptid
Peptid 173-265 93 Lipotropin beta
Peptid 173-232 60 Lipotropin gamma
Peptid 215-232 18 Melanotropin beta
Peptid 235-265 31 Beta-endorfin

Peptid 235-239 5 Met-enkefalin

(Cohen ve ark. 1980, Nakanishi ve ark. 1978, Nakanishi ve ark. 1979, Nakanishi ve ark. 1981)

Hipofiz bezinin orta lobubda bulunan melanotrof hiicrelerin tiimiinde
boliinme merkez kulanilmaktadir. PC1 ve PC2in her ikiside bu hiicre tiplerinde
ifade edilmektedir. Melanotrof hiicrelerde firetilen peptidler, ySMSH, yZMSH,
y'MSH, ACTH ve B-MSHdir (Zhou ve ark1993, Friedman ve ark. 1998,
Millington 2007, Deobalt 2009).

36




Tablo 1.4’de proopiomelanokortin iiretilen peptidlerin temel 6zellikleri,

pozisyonlari, peptidlerin uzunluklar1 ve elde edilen peptidler 6zetlenmistir.

1.7.4 Proopiomelanokortin peptidlerin islevi

Pro hormon POMC tarafindan iiretilen a, B, y-MSH ve ACTH peptidler,
MCIR den MC5R ye kadar baglanmis G-protein reseptorleri aracilik etmektedir
(Yeo ve ark. 2000). Proopiomelanokortin peptidine baglanarak meydana
getirdikleri biyolojik fonksiyonlar mevcut dokularda bulunan bu bu reseptdrler

sayesinde ger¢eklesmektedir (Harmer ve Bicknell, 2005).

MCIR daha ¢ok a-MSH e bagli olarak deri dokusunda ifade edilmektedir.
Sa¢ ve deri pigmentasyonu i¢in 6nemlidir. MC2R adrenal cortex zona reticularis
ve zona fasiculatada ifade edilir ve ACTH akivasyonu tarafindan smirlandirilir.
MC3R ve MC4R beyin dokularinda ifade edilmekte olup, istah ve enerji
homeostaiz lizerinde etkilidir. a-MSH peptitleri MC4R ile birlikte ligand gorevi
yapar ve baglanma saglandiginda istahin azalamasina neden olur. (Hadley ve
Haskell-Luevano 1999, Marsh ve ark 1999,Gantz ve Fong 2003). Poggiolive
ark.(1986) yaptig1 arastirmada, beynin belirli alanlarina yapilan a-MSH
enjeksiyonunun gida alimi inhibisyonuna neden oldugunu tespit etmislerdir.
Nitekim, Marsh ve ark (1999) MC4Rden yoksun farelere MSHe benzer agonist
maddeler verildiginde farelerin herhangi yanit vermedigini tespit etmistir.
Huszarve ark (1997) yaptig1 ¢calismada MC4Rden yoksun farelerin kontrol gore
daha fazla tiikettigini ve 15. haftada 2 kat daha fazla canli agirliga ulagtigini tespit

etmislerdir.

1.7.5 Proopiomelanokortin mutasyonlar:
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Istah yolag: iizerinde POMC 6nemi, viicud agirhig ile iliskili 6zellikler
icin Oonemli bir aday gen yapmaktadir. Nitekim bircok arastirmaci, bu gen
iizerinde polimorfizmi belirlemek i¢in bir¢ok calisma yapmustir. Ornegin, Krude
ve ark. (1998) yaptig1 arastirmada POMC geninde {i¢ mutasyon tespit etmis ve bu

tic SNPnin insanlarda obezite ile iligkili oldugunu tespit etmislerdir.

Thue ve Buchanan (2003), yaptig1 ¢alismada, sigir POMC geninin C 288
T. SNP buldular. Ancak, bu SNP amino ait degisikligine (AGC/AGT) neden
olmamigtir. Daha sonraki arastirmalarda bu sessiz mutasyon, sigirlarda canli

agirlik ve sicak karkas agirligr ile iliskili oldugunu belirtmislerdir (Buchanan ve

ark. 2005, Deobalt 2009).

Deobalt ve Buchanan (2011) yaptigi ¢alismada sigirlarda POMC geni
tizerinde 12 bp (TTGGGGGCGCGG) uzunlugunda bir delesyon tespit etmislerdir.
Normal amino asit dizisi SGVGGAAQKRE dizisi verir iken, delesyon sonrasi 5
amino asit (VGGAA) azalmis ve c¢ergeve kaymasi sonrasi amino asit dizisi
SGQKRE seklinde olusmustur. Delesyon her zaman 288. niikleotidde belirlenen
SNP nin C oldugu durumlarda gerceklestigi belirtilmistir (Deobalt and Buchanan,
2011).

Daha once belirtildigi gibi, POMCnin islenmesi sonucunda bir¢ok
biyoaktif peptid olusmaktadir. Delesyonu olusmasi ve buna bagli olarak amino
asit dizisindeki ¢erceve kaymasi durumunda, POMC islenmesi esnasinda
meydana gelecek olan s6z konusu biyoaktif peptidlerin olusumunda problemler
olusmaktadir. POMCnin sigirlarda canli agirlik artis, istah ve sicak karkas kalitesi
tizerinde etkilidir. Dogal olarak delesyon durumunda sigirlarda canli agirlik
artisinda kayip, besin madde aliminda azalma ve karakas kalitesinde diisiis
gozlenmektedir. Delesyonun olmadigr ve SNP noktasinda T olan sigirlarin daha

fazla canli agirlik artisi ve daha yiliksek karkas kalitesine sahip olduklari
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belirtilmektedir. Delesyon olmasi veya delesyon olmasa bile SNP noktasinda C
olmasi durumunda canli agirlik artisinda azalma ve karkas kalitesinde diisiis

gorildiigii belirtilmistir (Deobalt and Buchanan, 2011).

1.7.6 Istah ve Obezite iizerinde Proopiomelanokortin etkisi

POMCden tiiretilmis peptidler, esas olarak o, B ve y-MSH, melanocortin
reseptorleri MC3R ve MC4R’iin ifade edilmesi, beynin istah kontrolii ile ilgili
bolgelerinde gerceklesmektedir. Bu reseptérler POMC peptidlerinin  birine
baglandiginda sonug¢ olarak gida aliminda azalma ve enerji kullaniminda artis

meydana gelmektedir (Yeo ve ark. 2000, Pritchard ve ark. 2002).

Krude ve ark (1998), POMC mutasyonuna sahip insanlarin erken yaslarda
sismanlama, bobrek yetmezligi ve kizil sa¢ pigmentasyonun oldugunu tespit
emislerdir. Bu hastalarda, ACTH, a-MSH ve -MSH iiretim kaybinin olas1 oldugu
goriilmektedir. Yaswen ve ark (1999), POMCden yoksun farelerin normallere gore
2 kat daha fazla agirliga sahip olduklar1 tespit etmislerdir. Bu farelerde de, sadece
obezite degil ayn1 zamanda adrenal gelisimde kusurlar ve pigmentasyon degisimi

gozlenebilirecegi belirtmislerdir.

Challis ve ark (2002) B-MSH ve B-END arasinda dibazik amino asitlerde
mutasyon tanimlamistir. Obez cocuklarda bu mutasyonun genetik olarak
obeziteye yatkinligina neden olabilir (Coll ve ark., 2004). POMC peptidlerinin
obezite iizerine etkisinin yaninda MC4 reseptoriide Onemli Olclide rol
oynayabilicegi yoniindede calismalar vardir. Ornegin, Huszar ve ark. (1997)
MC4Rden yoksun farelerde hiperfaji (asir1 oburluk), hiperinsulinemia (asir1

insiilin salinimi1) ve hiperglisemia (yiliksek kan glikoz degeri) rapor etmektedir.

39



Kim ve ark. (2000) domuzlarda MC4R geninde yanlis anlamli mutasyon
ile ilgili benzer bulgular tespit etmislerdir. Bu mutasyonlarin domuzlarda,
yaglanma, agirlik artis1 ve yem alimi ile spesifik genotipler arasinda anlamli bir

iliskinin oldugunu rapor etmislerdir.

Yeo ve ark. (1998) insanlarda MC4Rde ¢ergeve kaymasina neden olan 4
bp delesyon belirlemislerdir. Bu delesyon, hem baba hem de ¢ocuklarda obesite
ile sonuglanmigtir. Bu sonuclarda MC4R mutasyonlar1 ile obezite arsindaki

baglantiy1 desteklemektedir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1  Materyal

2.1.1 Hayvan Materyali

Hayvan materyali olarak Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig
TarimsalAragtirmalar ve Politikalar Genel Midiirliigiine bagli Bandirma
Koyunculuk Arastirma Istasyonunda gen kaynagi koruma kapsaminda bulunan
bulunan, aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan 4’1 erkek, 84’1 disi olmak iizere

toplam 88 adet saf Boz 1rk sigir kullanildu.

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallarin tamami molekiiler biyoloji i¢in uygun
saflikta olup Sigma, Fermentas, Merck ve Applichem gibi firmalardan yerli araci

kuruluslar yoluyla elde edildi.
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2.1.3 Cahsmada Kullamlan Cam Malzeme ve Plastik Malzemelerin

Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan pipet uglari, ependorf tiipleri, PZR tiipleri,
otoklava uygun cozeltiler, cam malzemeler ve 1stya dayanikli diger tiim
malzemeler ¢alismaya baslamadan 6nce 121 °C’de 20 dakika siireyle 1 atmosfer
basingta otoklavlanarak steril edildi. Pipet uglari, ependorf tiipleri, PZR tiipleri ve
cam malzemeler 80 °C’de 1 saat bekletilerek kurutuldu. Pipet ve ¢alisilan yiizey
%70’lik alkol ile temizlendi.

2.1.4 Kan Orneklerinin Toplanmasi

Kan 6rnekleri Bandirma Koyunculuk Arastirma Istasyonunda bulunan,
aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan 4’1 erkek, 84’1 disi olmak iizere toplam
88 adet saf Boz 1rk sigirdan alindi. Kan 6rnekleri juguler damar i¢inden enjektor
yardimi ile EDTA’l1 tiiplerde toplandi. Kan orneklerinden genomik DNA izole
edilinceye kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

Bu calisma, Balikesir Universitesi Etik Kurulunun izni ile yapilmistir
(23.12.2010/08)
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2.2

2.2

Metod

.1 Kandan Genomik DNA izolasyonu

Calismada, daha iyi gDNA verimi elde etmek ve maliyeti ucuzlatmak

amaciyla, kit ile degil manuel metod olarak Miller ve ark (1998) uyguladigi

kanda gDNA izolasyonu metodu uygulandi . Alinanan kan 6rnekleri sirasiyla:

1.

500 pL kan 6rnegi, 2 pL’lik ependorf tliplerine alinip ve iizerine 1300
pL distile su eklendikten sonra 5 dakika siire ile vorteks yardimi ile
iyice ¢alkalanip, 10 dakika 3500 rpm’de santrifiij edildi.

Ustteki stv1 almip ¢oeklti iizerine 1000 pL distile su ilave ediltikten
sonra 1 dakika siire ile vorteks yardimi ile iyice calaklandiktandiktan
sonra, 10 dakika 3500 rpm’de santrifiij edildi.

Ustteki s1vi atildiktan sonra ¢okelti iizerine 250 pL lizis tamponu, 20
uL %10’luk SDS ve20 pL Proteinaz K eklenerek tiip alt iist edildi ve
10 dakika 72 C°’de 10 dakika bekletildi.

Ependorf tiipe 175 pL doyurulmus amonyum asetat eklenip 1 dakika
alt iist edilerek ve 15 dakika oda sicakliginda bekletildi.

20 dakika 4500 rpm’de santrifiij edilerek {iistteki silipernatant pipet
yardimi ile baska bir ependorf tiipline aktarilarak lizerine 1000 pL
95°lik etanol eklenip tiip yavasea alt-iist edilecek

13000 rpm’de 10 dakika santriflij edildikten sonra distteki sivinin
tamami alindi,

Cokelti tizerine 250 pL %25°1ik etanol ilave edilerek yikandi ve 13000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

. Ustteki siv1 pipetle atildiktan sonra tiiplerin agz1 agik olarak 30 dakika

stire ile kurutuldu.
200 uL TE eklenerek gDNA ¢alismada kullanilmak iizere hazir hale
getirildi.

Genomic DNA izolasyonun kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlaniglar tablo

2.1°de verilmistir.
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Tablo 2.1: Genomik DNA Izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler ve Hazirlanislar

KOMPOZISYONU ,
COZELTI OZELLIKLERI VE HAZIRLANISI

Doyurulmus Amonyum  Asetat | 22.2 g NHyAc distile su ile 30 mL’ye
(NH;AC) tamamlandi. Manyetik  karistiricida
yaklasik 40 °C’de ¢oziildii. Filtrasyon
yoluyla steril edildi. +4 °C’ sakland.

Cekirdek Lizis Tompnu (pH 8.2) 100 pLTris-base, 4MI NaCl, 40 pL
Na,EDTA, 5860 uL distile suda
¢oziildii. 121 °C’de steril edildi. +4 °C’

saklandi

%10’luk SDS 10 g SDS 100 mL olacak sekilde

ihitilmas distile ile tamamlandi

Etil Alkol (%75’lik ve %951ik) Mutlak alkole sirasiyla 25 mL ve 5 mL
steril su eklendi.

(Tris-base 10mM, NaCl 400mM, Na,EDTA 2mM)

2.2.2 Primer Tasarmm

K-kazeingeni i¢in gDNA’dan elde edilen klonlarin dizilenmesi ile elde
edilen dizilerden genlere, daha 6nce Cherenek ve ark. (2003) calismalarinda

kullandig spesifik primer aynis1 kullanildi.

POMC geni icin primer dizaynt PRIMER3 programi kullanilarak yapilda.
Primer sicakligi normal sartlarda 59 - 61 °C araliginda ve 19 niikleotit
uzunlugunda Tablo 2.2°de gorildiigi gibi dizayn edildi.(
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/:)
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Tablo 2.2: PZR’de kullanilan primerler ve niikleotit dizileri

Gen Ad1 Pimer Dizisi

K-kazein F:5- GCTGAGCAGGTATCCTAGTTA -3’

R: 5-CTTCTTTGATGTCTCCTTAGA -3’

POMC F: 5- ATCCTCAGCGGTGGGAGTGG -3°

R:5- TTTCCGCGGAGAGAGACCCC -3’

PZR reaksiyonlarinda kullanilan primerler Integrated DNA Technologies
(A.B.D.) firmasindan temin edildi. Primerler laboratuara gelir gelmez veya -20 °C
buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra yaklasik 15 sn 12.000 rpm’de satrifiij yapilarak
kuru c¢okeltinin tiipin dibinde toplanmasi saglandi ve 1 ml dH,O igerisinde
coziilerek stok hazirlandi. Her bir primerin son konsantrasyonu 50 nmol olacak

sekilde sulandirildi.

2.2.3 PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) bilesenleri ve protokolii

PZR toplam reaksiyonu 25 pL olacak sekilde Tablo 2.3’de verilen
bilesenler PZR tiipiine kondu. Karisima en son Taq Polimeraz enzimi eklendi.

PZR’de kullanilacak malzemeler ¢calisma esnasinda buz iizerinde muhafaza edildi.
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Tablo 2.3: PZR Bilesenleri ve Konsantrasyonu

PZR Bilesenleri ve Konsantrasyonu

Kullanilan Miktar

Steril Distile Su 5uL
PZR Buffer (NH;4S0,)(10X) 2.5 uL
dNTP (10 mM) 2.5 uL
Taq Polimeraz 0.5uL
Forward primer (10 uM ) 2.5uL
Reverse primer(10 uM ) 2.5 uL
Kalip DNA 7 uL
MgCl,(25 mM) 1.5uL
DSMO 1l

PZR tiipiine konan bilesenlerin iyice karigsmasi igin ¢ok kisa bir siire (1-2

saniye) santrifiijleme yapildi. Tipler PZR aletine yerlestirildi. Tablo 2.4’da

belirtilen protokole uygun program segilerek reaksiyon baslatildi.

Tablo 2.4: PZR Protokolii

BASAMAK SICAKLIK ZAMAN DEVIR SAYISI
On Isitma 95°C 5 dk 1 Devir

1. Basamak 94°C 30 sn.

2. Basamak 52°C 30 sn. 35 Devir

3. Basamak 72°C 40 sn.

4. Basamak 72°C 5 dk 1 Devir

5. Basamak 4°C 18 sa.
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2.2.4 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

k-kazein ve POMC genleri i¢in PZR’de ¢ogaltilan gDNA o6rneklerini
gozlemek i¢in %0.8’lik agaroz jel elektroforezi yapildi. Bunun icin 0.4 g agaroz
tartildi ve 50 mL 0.5X TBE (1 litre i¢in; 54 g Tris-base, 27.5 g borik asit, 20 mL
0.5 M EDTA ( pH 8) tamponu i¢inde mikrodalga firinda kaynatilarak ¢ozildii.
Karisim 45-50 °C’ye sogutulduktan sonra igerisine 2 pL (0.5 pg / mL) etidyum
bromiir ilave edilerek, onceden taraklar1 yerlestirilmis jel kasetine dokiildii ve
polimerlesmesi beklendi. Jel polimerlestikten sonra taraklar c¢ekilerek Ornek
yiikleme kuyucuklart olusturuldu. Elektroforez tankina yerlestirilen kasetin
tizerini kaplayincaya kadar 0.5X TBE tamponu eklendi. 5 pL kalip gDNA ve 1 puL
yiikleme boyast ile drnekler yiiklendi ve 120 voltaj verilerek 30 dakika yiiriitiildii.

UV transilliminatérde gézlendi ve fotografi ¢ekildi.

2.2.5 PZR Sonuc¢larimin Degerlendirilemesi, Dizileme ve Dizi Analizi

Bu tez calismasinda, 88 adet Boz 1rk sigirdan elde edilen gDNA dan, siit
verimi ile iliskilendirilen x-kazein geni ile et verimi ile iligskilendirilen POMC gen
bolgeleri PCRda amplifiye edildi. Elde edilen PCR firiinleri %0.8 agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildii. Net bant elde edilen Ornekler dizilendi. DNA
dizilemesi BigDye Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, Fostercity, CA) ile
ABI 3130XL Genetic Anaylzer (Applied Biosystems, Fostercity, CA) cihazin
kullanan ReFGeN (Gen Arastirmalart ve Biyoteknoloji, Ankara) adli ticari
kurulusa yaptirildi. Dijital olarak elde edilen DNA dizileri BioEdit (Hall, 1999) ve
FinchTV v1.4 (Geospiza, Seattle, WA) progamlariyla kromatogam kalitesi konrol
edildikten sonra NCBI (National Center for Biotechnology Information) BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) progamlarinin veri tabanlarinda homoloji
analizine tabi tutuldu ve Boz irk sigir genomuna ait elde edilen niikleotit

dizilerinin diger sigir ve / veya organizmalarla benzerlik gosterdigi (homolog)
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diziler tespit edildi. Dizi analizi sonucunda yeterli kalitede olmayan diziler tekrar
edildi. Diziler BioEdit (Hall, 1999) programinda x-kazein geni ig¢in 705 bp ve
POMC geni i¢in 656 bp uzunlugundan ortak dizi elde edildi.

2.2.6 Filogenetik Analiz

k-kazein dizilerinin hizalanmasi1 Bioedit 7.0.4.1 programinin ClustalW alt
programi kullanilarak olusturuldu. Dizilerin hizalanmasi1 sonuunda ug¢ kisimlari
kesilerek tim diziler i¢in 705 bp esit uzunlukta veri kiimesi elde edildi.
Filogenetik agag elde etmek i¢in Bioedit 7.0.4.1 programi kullanilarak Neighbour
— Joining metodu ile yapilmistir (Saitou ve Nei, 1987, Thompson ve ark., 1994,
Hall 1999). Filogenetik analiz, bu ¢alismada elde edilen 88 6rnek ve 12 dis grup
ile birlikte toplam 100 dizi ile yapildi. Dig grup olarak kullanilan k-kazeindizileri
NCBI GenBankasindan alindi. Bu dis gruplar ve erisim numaralari sirasiyla su
sekildedir: B. indicus «-casein precursor gene (gi|34485550|AY367770.1), Bos
frontalis k-caseingene (gi|294998981|GU991380.1), B. javanicus k-casein gene
(0i2625065|AF030324.1), B. gaurus «k-casein gene (Qi|2625063|AF030323.1),
Bovine gene for «-casein(gi|180[X14908.1), B. grunniens «-caseingene
(0i|2625071|AF030327.1), B. indicus  breed Horro  «k-caseingene
(0i[315143029|HQ589921.1), B. taurus breed Sheko  «k-caseingene
(0i|315143027|HQ589920.1), B. indicus breed Guraghe «-casein gene
(0i|315143023|HQ589918.1), B. gaurus isolate Mondol «-casein. gene
(Qi|428755224|3X862171.1), B. taurus breed Hereford
(9i269933123NW003103979.1), B. taurus CSN3-A allele
(0i|136988713|gh|AY380228.1|)(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cqi).
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2.2.7 listatistiksel Analiz

Allel ve genotip ferkanslar direkt sayim metodu ile hesaplandi. Ki-kare
testi kullanilarak popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinden olup olmadigi
PopGene32 programi kullanilarak kontrol edildi (Yeh ve ark., 2000).

2.2.8 Biyoinformatik analiz

Elde edilen k-kazeinve POMC geni ile ilgili bulgular NCBI Blastn analizi
yapildi. Blastn analizi ile oncelikle elde edilen dizilerin dogrulugu teyit edildi.
Daha sonra x-kazein ve POMC genlerinin bulundugu kromozomlar ve tam olarak

kromozom iizerindeki lokasyonlar1 belirlendi.
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3. BULGULAR

3.1  k-kazein geni ile ilgili bulgular

Boz 1rk sigirlara ait alinan kan 6rnekleri, metod boliimiinde anlatildig gibi
gDNA izole edilerek, hedef x-kazein gen bolgesi PZRde ¢ogaltildi. Elde edilen
PZR iiriinleri %0.8lik agaroz jelde yiiriitiilerek sekil 3.1°deki gibi goriintiilendi.
Yaklasik 850-870 bp uzunlugunda bantlarin elde edildi.

Sekil 3.1: x-kazein jel goriintiist

[M: marker (SM 0311 Gene Ruler 1 kb DNA ladder Thermoscientific, USA), 1,
2,3,4,5, 6 ve 7; jelde yiiriitiilen 6rnekler]

Jelde net bant elde edilen 6rnekler daha once belirtildigi gibi dizilendi.
Elde edilen dizilerin analizi yapildi. Oncelikle FinchTV programi yardimi ile
dizilerin kalitesi kontrol edildi. Kalitesi yetersiz olan diziler tekrar edildi. Dizi
uzunluklariin yaklasik 850-870 bp uzunlugunda oldugu goriildii. Biitiin diziler

BioEdit programi yardimiyla hizalandi. Dizilerin fazlalik kisimlar1 kesildikten
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sonra tiim diziler 705 bplik uzunlugunda esitlendi. BioEdit programinin Accessory
Aplication/Blast/Local Blast/http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST alt programi
kullanilarak dizilerin dogrulanmasi sonucunda 705 bp uzulugundaki dizinin bir

ekzon ve bir intron igerdigi goriildii.

3.1.1 w-kazein geni ekzon bolgesi ile ilgili bulgular

Elde edilen dizilerin ilk 309 bp uzunlugundaki kisminin ekzon kisminda
oldugu goriildii. Ekson kisminda bes tek nokta polimorfizmi (SNP) tespit edildi.

Sekil 3.2: k-kazein dizisi ve SNP noktalari

‘

5 AC
Ac
5 AC
5 AC
Ac
b
b
Ac
Ac
5 AC
5 AC
Ac

PR Y P R R e
LERCR R R R R R R RN R R R R R R R R R R - —
I e D e e e I e
I el I D e I I e

Sekil 3.2°de k-kazeindizisi ve SNP noktalar1 goériilmektedir. Bu noktalar
incelendiginde, «-kazeingeni niikleotid dizisinde 404 (ACC/ATC), 407
(ACC/ATC), 443 (GATI/GCT), 450 (CCAJ/CCG) ve 512 (GCA/GCG)
niikleotidlerin  oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.3’de amino asit dizisi
goriilmektedir. Amino asit dizisi incelendiginde ise, 135 (Thr—lle), 136
(Thr—lle), 148 (Asp—Ala), 150 (Proao—Prog) ve 168 (Alaa—Alag) amino asitler
oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.3: x-kazein amino asit dizisi ve allelleri

Tablo 3.1°de tespit edilen SNPler, meydana getirdikleri amino asit

degisiklikleri ve buna bagli olarak olusan allelleri 6zetlenmistir.

Tablo 3.1: k-kazein geni ekzon bolgesi SNP 6zeti ve allel tablosu

Aminoasit Sirasi
Allel
135. 136. 148. 150. 168.
T (Treonin) T (Treonin) D (Aspartik Asit) P (Prolin) A(Alanin) A
(ACC) (ACC) (GAT) (CcA) (GCA)
T (Treonin) T (Treonin) D (Aspartik Asit) P (Prolin) A (Alanin) Al
(ACC) (ACC) (GAT) (ccg) (GCcA)
T (Treonin) 1 (izolosin) A (Alanin) P (Prolin) A (Alanin) B
(ACC) (AIC) (GCT) (ccA) (GCA))
T (Treonin) T (Treonin) A (Alanin) P (Prolin) A(Alanin) G2
(ACC) (ACC) (GCT) (GCA) (GCG)
I (izol6sin) T (Treonin) D (Aspartik Asit) P (Prolin) A(Alanin) H
(AIC) (ACC) (GAT) (CcA) (GCA)
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Tespit edilen SNPlerin 135, 136, 148, 150 ve 168. amino asitlerde
meydana gelen degisiklikler ve buna bagli olusan alleller sirasiyla; TTDPA
(Thr/Thr/Asp/Proa/Alaa) oldugunda A alleli, TTDPA (Thr/Thr/Asp/ Prog/Alaa)
oldugunda A1 alleli, TIDPA (Thr/Ile/Ala/Proa/Alas) oldugunda B alleli, TTAPA
(Thr/Thr/Asp/Proa/Alag) oldugunda G2 alleli ve ITDPA (Ile/Tre/Asp/Proa/Alaa)
oldugunda ise H alleli oldugu goriilmektedir.

Sekil 3.4’de x-kazein geni ekzon bolgesinde tespit edilen 404. ve 407.
niikleotiddeki SNP goriilmektedir. 1. SNP incelendiginde x-kazein geni dizisi
tizerindeki 404. niikleotidde ATC—ACC seklinde polimorfizm tespit edilmistir.
Bu polimorfizm x-kazein 135. amino asitinde Treonin—Izoldsin seklinde
degisiklige neden oldugu goriilmektedir. Dogal olarak x-kazein geni A allelinde bu
nokta ATC (Treonin) olarak goriilmektedir. Eger ACC (izoldsin) olmasi

durumunda, x-kazein geni H alleli oldugu goriilmektedir.

L S
AAGTACACCTIACCRTC|GAAGCAGT A
250 Ef 2a(

Sekil 3.4: x-kazein ekzon bolgesi DNA dizisi, 404 ve 407. niikleotiddeki SNPler

Ikinci SNP noktas1 407. niikleotidde, ATC—ACC seklinde polimorfizm
tespit edilmistir. 136. amino asitinde, Treonin—Izolosin seklinde degisiklige
neden oldugu goriilmektedir. x-kazein geni 136. amino asiti, temel allel olan A ve
B allellerinin belirlendigi ilk noktadir. Bu amino asit Treonin (ATC) oldugunda A
allelini, izoldsin (ACC) oldugunda B allelini olusturmaktadur.
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Sekil 3.5: x-kazein ekzon bolgesi DNA dizisi, 443. niikleotiddeki SNP

Sekil 3.5°de goriildigi gibi tiglinci SNP, 443. niikleotidde, GAT—GCT
seklinde polimorfizm tespit edilmistir. Meydana gelen bu polimorfizm, 148.
amino asitte D—A (Aspartik asit —Alanin) amino asit degisimine neden
olmustur. Bu amino asit degisimi daha oncede belirtildigi gibi x-kazein geni temel
alleleri olan A ve B allelerini belirleyen amino asitlerdir. Nitekim, 136. amino
asitte Treonin (ATC), 148 amino asitte (GAT) oldugunda A alleli, 136. amino
asitte Izolésin (ACC), 148 amino asitte Alanin (GCT) oldugunda B alleli

olusmaktadir.
ALS1
"C’c;..«c """ GAGAGCC
D 320

| 1
it 5 A hh
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Sekil 3.6: x-kazein ekzon bolgesi DNA dizisi, 450. niikleotiddeki SNP

Sekil 3.6’de dordiincii SNP noktast goriilmektedir. 450. niikleotidde,
CCA—CCG seklinde polimorfizm tespit edilmistir. Amino asit dizisine
bakildiginda 150 amino asit olan prolin oldugu goriilmektedir. Ancak,
CCA—CCG seklinde tespit edilen polimorfizm amino asit dizisinde degisiklige
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neden olmamistir. Aynt amino asit olmasina ragmen s6z konusu SNPden A

allelinden ayirt edilebilmesi igin A1 alleli olarak tanimlanmaktadir.

AcsX

ACAGTCCAAGTTACTTCAACTRCA|GTC TA
350 360 370

v
#

Sekil 3.7: k-kazein ekzon bolgesi DNA dizisi, 512. niikleotiddeki SNP

Sekil 3.7°de besinci SNP noktasi goriilmektedir. 512. niikleotidde,
CCA—CCG seklinde polimorfizm tespit edilmistir. Amino asit dizisine
bakildiginda 168. amino asit olan alanin oldugu goriilmektedir. Ancak,
GCA—GCG seklinde tespit edilen polimorfizm amino asit dizisinde degisiklige
neden olmamigtir. Ayn1 amino asit olmasina ragmen séz konusu SNPden dolay1

QG2 alleli olarak tanimlanmaktadir.

3.1.2 k-kazein geni intron bolgesi ile ilgili bulgular

k-kazein intron bolgesinde iki SNP belirlenmistir. Bu SNPlerden ilki
intron bolgesinde belirlenen ilk SNP Sekil 3.8’da goriilmektedir. Bu noktada
A—T ye bir SNP tespit edilmistir.
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A4 AL
STCTA CTCTAAGGAGAC
370 380

Sekil 3.8:x-kazein intron bolgesi DNA dizisi, 4. niikleotiddeki SNP noktasi

[lk SNP’ye 336 niikleotid mesafade ikinci SNP tespit edilmistir. Sekil
3.9’da goriildiigii gibi intron bolgesi A—G ye ikinci SNP oldugu goriilmektedir.

TACTCC TGTTCACACACAAAAAEAGTAA ACAG
il 690 0o 10

"AE"'C.CTGTTEACAEACAAAAAEAGTAA T ACAGT
o0 o

A

Sekil 3.9: x-kazein intron bolgesi DNA dizisi, 340. niikleotiddeki SNP

-
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3.1.3 k-kazein geni biyoinformatik analizi

Metod bolimiinde blirtildigi gibi NCBI Blastn analizi yapilarak
biyoinfornatik analiz yapildi. Bu analizlar sonucunda elde ettigimiz dizilerin sigir
k-kazein ait oldugu teyit edildi. Sekil 3.10 de sigir x-kazein geninin Ozeti

verilmigtir.

CSN3 casein kappa [ Bos taurus (cattle) ]
Gene ID: 281728, updated on 21-Sep-2013

>
>

~ Summary

Symbol CSN3
Full Name casein kappa
Locus tag BOS_6769
See related BGD:BT10110
Gene type protein coding
RefSeq status PROVISIONAL
Organism  Bos taurus
Lineage Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata: Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Cetartiodactyla
Ruminantia; Pecora; Bovidae; Bovinae: Bos
Also known as  CSNK; CSN10
Annotation Annotation category: partial on reference assembly

information
+ Genomic context NE
Location: 6g31 See CSN3 in MapViewer

Sequence:  Chromosome: 6; AC_000163.1 (87390197..87392750)

Chromosome 6 - AC_000163.1

[ 87323071 pr [ 87515933 pr

LOC101903544 CABS1
DAN LOC101903767 LOC101905137
CsNa

Sekil 3.10: Sigir k-kazein geni 6zeti

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=281728) Erisim
tarihi: 18/03/2014

Sekil 3.11 de sigir x-kazein geninin kromozom 6’daki tam yeri
goriilmektedir. Daha oOncede bilirtiltigi gibi kromozom 6’da, 200-kb
uzunlugundaki bir boliimde siit proteinlerinden sirasiyla, aS1, aS2, B ve k-kazein

bulunmaktadir. aS1, aS2, B-kazein genleri birbirine yakin baglantili ve evrimsel
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baglanti olusturur iken, x-kazein geni bunlardan yaklasik 70 kb uzaginda yer
almaktadir (Eigel, 1984, Ferretti ve ark. 1990).

Bos taurus (cattle) Annotation Release 103 (Current)

Chromosome: | 2345[6] 7201011121514 1316
Master Map: Genas On Sequence
Begion Displayed: 0-119M bp

:nntig:lb_q Bt Elhiﬁilil ugne?:seqy Svmbol

718192021222324252627 28 20 XY MT

Summary of Maps
Links E Description
svprdlev  sts best RefSeq phosphodiesterase 5A, cGMP-specific
svprdlev  sts best RefSeq phosphediesterase JA, cGMP-specific

svprdlevhm  best RefSeq CD163 molecule-like 1
svprdlevhmsts best RefSeq RAP1, GTP-GDP dissociation stimulator 1

svprdlevhmsts best RefSeq ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2

svprdlevhmsts best RefSeq secreted phosphoprotein 1

svprdlevhmsts best RefSzq leucine aminopeptidase 3

svprdlevhmsts best RefSeq peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1 alpha
svprdlevhm  best RefSeq cyclic nucleotide gated channel alpha 1

svprdlevhmsts best RefSeq v-kit Hardy-Zockerman 4 feline sarcoma viral encogene homolog

svprdlevhmsts best RefSeq kinase insert domain raceptor (a type 11 raceptor tyrosine kinase)

svprdlevhmsts best Refleq gonadotropin-releasing hormone receptor

svptdlevhmsts best RefSeq sulfotransferase family 1E, estrogen-preferring, member 1
svprdlev stz best RefSeq caszin alpha sl
svprdlevhm  best RefSeq casein beta

svptdlay best Pafleq casein alpha-52

svprdlev  sts best RefSeq cassin kappa
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svptdlevhmsts best Refieq albumin

svprdlevhmsts best RefSeq interleukin §

svprdlevhm  best RefSeq platelet factor 4

Sekil 3.11: Bos taurus kromozom 6’daki genler

(http://www.nchi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cqi?taxid=9913&amp;chr=

6) Erigim tarihi: 18/03/2014

3.1.4 k-kazein geni istatistiksel analizi

Tablo 3.2°da elde edilen sonuglarin genotip ve allel frekans dagilim tablosu

verilmistir. 135. lokus daha once belirtildigi gibi Treonin (ACC)—Izoldsin (ATC)

degisimi oldugunu ve bu degisim x-kazein A ve H allelerinin oldugu belirtilmisti.

88 ornekten 42°si CC, 35’1 CT ve 11’nin TT oldugu goriilmektedir. Gozlenen bu

durumun CC igin 40.12, CT

icin 38.76 ve TT i¢in 9.12 seklinde degismesi

beklenmektedir. Bu lokusun allel frekans iizerine etkisi incelediginde, C’in 0.676"
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ve T’nin 0.324" oldugu tespit edilmistir. Genotip frekansina bakildiginda, CC’nin

0.477**, CT nin 0.398"*" ve TT’nin 0.125" oldugu tespit edilmistir.

Tablo 3.2: Boz irk sigirin x-kazein geni genotip ve alel frekans dagilimi

Locus n Goz(g) Bek (B) Allel frekans Genotip frekans xz
cc |42 40.12 Cc | 0.676" cc™ T 0477
135.
88 | CT |35 38.76 T | 0.3247 cT™ 1 0.398 0.8404ns
ACC/ATC
TT |11 9.12 TTH 0.125
cc |35 33.64 Cc | 0.619" cc™ 10.398
136.
88 | CT |39 41.71 T |0.381° CT"® [ 0443 0.3818ns
ACC/ATC
TT | 14 12.63 TTEE 0.159
AA | 42 4357 A | 0.705% AAM 10477
148.
88 | AC |40 36.84 C | 0.295® AC”® | 0.455 0.6554 ns
GAT/IGCT
cc |6 757 cc™ 1 0.068
AA | 74 74.52 A | 09218 AAM 1 0.841
150.
88 | AG | 14 12.96 G | 0079 | AG*™! | 0.159 0.3818ns
CCAICCG
GG |0 0.52 GGAAT [ 0.000
AA | 36 38.11 A | 06594 AAM 1 0.409
168.
88 | AG | 44 39.77 G | 0341% | AG"*? | 0.500 0.3152ns
CCAICCG
GG |8 10.12 GG®%%2 | 0.091

n: Ornek sayis1, C6z(G): Gozlenen, Bek(B): Beklenen, A, Al, B ve H allelleri, AA, AA1, A1Al, AB, BB,

AG2, G2G2, AH ve HH genotipleri, ns: non-significant, Allel frekansi, Genotip frekanst, y>: Ki-kare

136. lokus incelendiginde, Treonin (ACC)—Izolésin (ATC) degisimi

oldugunu ve bu degisimin x-kazein A ve B allelerini belirleyen ilk lokus oldugu

belirtilmisti. 88 ornekten 35’si CC, 39’1 CT ve 14’nin TT oldugu goriilmektedir.
Gozlenen bu durumun CC i¢in 33.64, CT i¢in 41.77 ve TT i¢in 12.63 seklinde

degismesi beklenmektedir. Bu lokusun allel frekans iizerine etkisi incelediginde,
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C’in 0.619" ve T'nin 0.381° oldugu tespit edilmistir. Genotip frekansina
bakildiginda, CC’nin 0.398™*, CT’nin 0.443"® ve TT’nin 0.159°® oldugu tespit

edilmistir.

148. incelendiginde Aspartik asit (GAT)—Alanin (GCT) degisimi
oldugunu ve bu degisimin x-kazein A ve B allelerini belirleyen ikinci lokus
oldugu belirtilmisti. 88 ornekten 42’si AA, 40’t AC ve 6’nin CC oldugu
goriilmektedir. Gozlenen bu durumun AA icin 43.57, AC igin 36.84 ve CC igin
7.57 seklinde degismesi beklenmektedir. Bu lokusun allel frekans tizerine etkisi
incelediginde, A’in 0.705" ve T’nin 0.295°% oldugu tespit edilmistir. Genotip
frekansina bakildiginda, AA’nin 0.477AA, AC’nin 0.455"® ve CC’nin 0.068%8
oldugu tespit edilmistir.

150. lokus incelendiginde CCA— CCG degisimi oldugunu ve bu degisim
prolin amino asitinde degisikligine neden olmadigini ve yine daha dnce belirtildigi
gibi x-kazein A ve Al allelerinin oldugu belirtilmisti. 88 drnekten 74’si AA, 14’1
AG oldugu ve homozigot GG’nin olmadig1 goriilmektedir. Gozlenen bu durumun
AAi¢in 74.52, AG i¢in 12.57 ve GG igin 0.52 seklinde degismesi beklenmektedir.
Bu lokusun allel frekans iizerine etkisi incelediginde, A’in 0.921* ve G’nin
0.1594" oldugu tespit edilmistir. Genotip frekansmna bakildiginda, AA’nin
O.477AA, AG’nin 0.398"* ve GG’nin 0.000™ oldugu tespit edilmistir.

168. lokus incelendiginde GCA— GCG degisimi oldugunu ve bu degisim
alanin amino asitinde degisikligine neden olmadigin1 ve yine daha Once
belirtildigi gibi bu lokusun G2 allelinin oldugu belirtilmisti. 88 6rnekten 36°si AA,
44’1 AG oldugu ve 8’1 GG’nin olmadig1 goriilmektedir. Gozlenen bu durumun AA
icin 38.11, AG i¢in 39.77 ve GG i¢in 10.12 seklinde degismesi beklenmektedir.
Bu lokusun allel frekans itizerine etkisi incelediginde, A’in 0.659” ve G’nin
0.341% oldugu tespit edilmistir. Genotip frekansina bakildiginda, AA’nin 0.409™*,
AG’nin 0.500%°% ve GG’nin 0.091°%%2 oldugu tespit edilmistir.
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Metod boliimiinde belirtildigi gibi x-kazein geni allel ve genotip

frekanslari elle sayim yontemine gore belirlenmistir

35

Allel frekanslari

30
25
20
15
10
5 1
0

Sekil 3.12: k-kazein geni allel frekans grafigi

o
N
SN

Sekil 3.12°de x-kazein geni allel frekanslar1 grafik halinde gosterildi. Elde
edilen sonuglara gore, 88 adet Boz 1k sigirin 31°1 A, 9’u Al, 21’u B, 6’1 G2 ve
21’1 H alleline sahip oldugu tespit edildi. Allel frekanslarina bakildiginda
sirastyla; 0.352, 0.102, 0.239, 0.068 ve 0.239 olarak tespit edildi.

Sekil 3.13’de x-kazein geni verilerinden elde edilen genotip frekanslar
goriilmektedir. Toplam 88 Boz itk sigirdan 12°si AA, 9’u AAIL, 6’s1 AB, 20’si
AG2, 8’1 AH, 7’si BB, 6’s1 BG2, 5’i BH, 4’ii HG2 ve 11’i HH genotipleri olarak
tespit edilmistir. Genotip frekanslarina bakildiginda sirasiyla; 0.136, 0.102, 0.068,
0.227, 0.091, 0.080, 0.068, 0.057, 0.045 ve 0.125 olarak tespit edilmistir.
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A/A  A/Al A/B A/G2 A/H B/B B/G2 B/H H/G2 H/H

Sekil 3.13: k-kazein geni genotip frekans grafigi

POPGENE 32 programi kullamlarak elde edilen y° degerleri sirasiyla
0.8404, 0.3818, 0.6554, 0.3818 ve 0.3152 olarak tespit edilmistir. Elde edilen bu
degerlerin tesadiiflere bagli oldugunu, yani Ornekleri olusturan bireylerin
birbirlerini etkilemedigi soyleyebiliriz. Bu nedenle elde edilen x* degerleri
istatistiksel olarak Onemsiz olarak degerlendirilmektedir. Bu durumda,
aragtirmamiza konu olan Boz wk sigir siiriisiiniin Hardy-Weinberg dengesinde

oldugunu sdyleyebiliriz.

3.1.5 & -kazein geni filogenetik agaclari

Daha oncede belirtildigi gibi x-kazein geni igin gogaltilan bolge bir ekzon
ve bir intron igermektedir. Metod boliimiinde belirtildigi gibi tim dizi, ekzon,
intron ve amino asit olmak tiizere toplam dort filogenetik aga¢ olusturulmustur.

Filogenetik agagclar lizerinde goriilen numaralar kan 6rneklerini aldigimiz Boz 1rk

62



sigirlarin kulak numaralart ile dis gruplarin erisim numaralaridir. Kutucuklar

icerisinde gruplarin ortak dizi ve allelleri verilmistir.

Sekil 3.14’da k-kazein geninin biitiin dizi goriilmektedir. Filogenetik agaca
bakildiginda ¢ok dalli bir yapinin olustugu goriilmektedir. Filogenetik agag
dikkatle incelendiginde, diisiik siit verimi ve bilesimi ile iliskilendirilen x-kazein
geni A, A1.H ve G2 allellerine sahip sigirlarin filogenetik aga¢ ig¢inde birbirine
yakin ve dzellikle agacin dis kismina dogru bulunduklart goriilmektedir. x-kazein
B alleline sahip sigirlarin ise, A, A1 H ve G2 allellerinden uzak bolge bulundugu

goriilmektedir.

Sekil 3.15°de x-kazein geni ekzon bolgesi filogenetik agacina bakildiginda,
biitiin diziye ait filogenetik agaca gore daha az dalli bir yapinin olustugu
goriilmektedir. Yine dikkat ¢ekici bir sekilde 6zellikle B alleli agacin dis kismina
dogru yeraldig1 goriilmektedir. A ve Al allellerininde birbirine yakin, B alleline

gore uzak bolgede yeraldigi goriilmektedir.

Sekil 3.16°de x-kazein geni intron bolgesi incelendiginde de, filogenetik

agacin ¢ok dall1 yapida oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.14: x-kazein geni dizisi filogenetik agaci
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683

Sekil 3.15: x-kazein geni ekzon bolgesi filogenetik agact
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Sekil 3.16: x-kazein geni intron bolgesi filogenetik agaci
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Sekil 3.17°de k-kazein aminoasit dizisi filogenetik agacin ¢ok daha az dalli
bir yap1 kazandig1 goriilmektedir. Filogenetik aga¢ incelediginde Al allelininin, A
alleli i¢inde oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi, A1 allelini belirleyen 150 amino
asit olan prolindir. Daha 6nce belirtildigi gibi 450. niikleotidde CCA—CCG bir
SNP nin oldugu ancak bu niikleotid degisikliginin amino asit degisikligine neden
olmamaktadir. Bu yiizden ekzon filogenetik agacinda ayri1 goriilen Al allelini

olusturan bireyle, amino asit filogenetik agacinda A alleli iginde yeralmaktadir.

k-kazein geni filogenetik agaglarinin ¢ok dalli yapida oldugu ve ozellikle
diisiik stit verimi ve kompozisyonu ile iliskilendirilen x-kazein A allelinin
filogenetik agacin dis kismina dogru ve yiiksek siit verimi ve kompozisyonu ile
iliskilendirilen x-kazein B allelinden uzak bir bolgede lokalize oldugu
goriilmektedir. Ayn1 zamanda filogenetik aga¢ olusturulan dig gruplarinda
filogenetik agac icinde dagilmis olmasi dikkate degerdir. Ciinkii filogenetik aga¢
olusturulu iken kullanilan dis gruplar s6z konusu Boz 1k sigirlara, x-kazein geni
yoniinden daha az benzerlik gosteren sigirlardan se¢ilmistir. Normal sartlarda bu
durumda bu dig gruplarin, olusturulan filogenetik agacin dis kismina dogru
lokalize olmasi1 beklenir. Tam tersine dis gruplarin filogenetik agac icinde
dagilmis durumda oldugu goriilmektedir. Bu durum bize sigirlar arasinda x-kazein
geni yoniinden Onemli bir secim baskisinin oldugu ve bu secim baskisinin
ozellikle diisiik siit verimi ve bilesimi ile iliskilendirilen x-kazein A alleli yoniinde

oldugunu gostermektedir.

3.2  POMC geni ile ilgili bulgular

Boz 1rk sigirlara ait alinan kan 6rnekleri, metod boliimiinde anlatildig: gibi
gDNA izole edilerek, hedef POMC gen bolgesi PZRde ¢ogaltildi. Elde edilen
PZR iiriinleri %0.8lik agaroz jelde ytiriitiilerek sekil 3.18 deki gibi goriintiilendi.
Yaklasik 950-970 bp uzunlugunda bantlarin elde edildi.
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Sekil 3.18: POMC geni jel goriintiisii

[M: marker (SM 0311 Gene Ruler 1 kb DNA ladder, Thermoscientific, USA), 1,
2, 3,4, 5 ve 6 jelde yiiriitiilen 6rnekler]

Jelde net bant elde edilen O6rnekler daha once belirtildigi gibi dizilendi.
Elde edilen dizilerin analizi yapildi. Oncelikle FinchTV programi yardimi ile
dizilerin kalitesi kontrol edildi. Kalitesi yetersiz olan diziler tekrar edildi. Dizi
uzunluklariin yaklasik 950-970 bp uzunlugunda oldugu goriildii. Biitiin diziler
BioEdit programi yardimiyla hizalandi. Dizilerin fazlalik kisimlar1 kesildikten
sonra tiim diziler 696 bplik uzunlugunda esitlendi. BioEdit programinin Accessory
Aplication/Blast/Local Blast/http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST alt programi
kullanilarak diziler dogrulandi. 696 bp uzulugundaki dizinin bir intron ve bir
ekzon icerdigi goriildi. Bu SNPlerin; biitin POMC gen dizisi {izerinden
€.6522C>G, ¢.6553G>T ve ¢.6596G>T intron ve €.6706 T>C’nin ise ekzon
bolgesinde oldugu goriildii. Biitiin dizi NCBI veri tabanindan (NCBI Reference
Sequence: NC_007309.5) teyit edildi. Tespit edilen SNPIerin ilk ii¢iiniin PONC
genini 2. intronundaki 2261., 2292. Ve 2335. niikleotidler oldugu Ekson
bolgesindeki €.6706 T>C’nin ise POMC geni iizerinde c.198 T>C oldugu goriildii.
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3.2.1 POMC geni ekzon bdlgesi ile ilgili bulgular

Giris kisminda belirtildigi gibi, baz1 sigirlarda 12 bp uzunlugunda bir
delesyonun oldugu ve bu delesyon bolgesinin 5 niikleotid dncesinde C—T ye bir

SNP tespit edildigini ifade edilmisti.

288. 12 bp delesyon bolgesi
| 1
CAGCAGQICEGAGTTGGEGGEGLGEGCGCGGEGCCCAGAAGCGC
420 580 S00

|

Sekil 3.19: POMC geni DNA dizisi, SNP ve delesyon bolgesi-1
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288 12 bp delesyon bolgesi I
I TTUTNT I T I TTrTTTw I T T I TruTrnw I TTrTTTw I
20 330 351

AL GERAG

AL SEAGVIGEGEEGE
AL GERAG GEEGEE
AL GERAG GEEGEE
Al SEAGHIGEGEEG
AL GERAG GEEGEE
AL SGAGHIGEGEEG
AL GERAG GEEGEE
AL GERAG GEEGEE
AL SEAGIGEGEEG
Bl GERAG GEEGEE

p—

Sekil 3.20: POMC gen dizisi, SNP ve delesyon bolgesi-2

Sekil 3.19 ve sekil 3.20°de goriildiigii gibi Boz irk sigirlarn POMC
geninde delesyonun olmadig1 ve daha once ifade edilen SNP noktasinda ise her

zaman C tespit edilmis, yani bu noktada herhangi bir mutasyon goriilmemistir.
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c.T198C

Sekil 3.21: POMC geni ekson bolgesi DNA dizisi, 198. niikleotiddeki SNP

ACGGCGHA AGCAGCCGCTGACTGAGAACCCCCGG
4380 500 510 520

ACGGCGA AGCAGCCGCTGACTGAGAACCCCCGG
500 510

\.CGGCGA AGCAGCCGCTGAC TGAGAACCCCCGEG
450 470

Sekil 3.22: POMC geni ekson bolgesi DNA dizisi, 198. Niikleotiddeki SNP
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POMC geni ekson bolgesinde, POMC geni 198. niikleotidinde gercek dizi
tizerinde bir T—C ye SNP belirlenmistir. Belirlenen bu SNP amino asit kodonuna
bakildiginda GAT/GAC seklinde gergeklestigi goriilmektedir. Her iki durumda
aspartik asit (D) amino asiti elde edilgi i¢in tespir edilen bu SNP sessiz bir
mutasyondur.  Belirlenen bu sessiz mutasyon sekil 3.21 ve sekil 3.22°de

goriilmektedir.

3.2.2 POMC geni intron bolgesi ile ilgili bulgular

POMC geni intron noktasinda {i¢ SNP belirlendi. Bu SNPlerden ilki biitiin
dizi lizerinde ¢.6522C>G, intron iizerinde ¢.2261C>G oldugu goriildi. Sekil 3.23
ve sekil 3.24’de POMC geni birinci SNP noktalar1 goriilmektedir.

c.2261C>G

G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G
G

PYPPUPPUPPDDY
QOO0 0G6O OGO Q
PUPPYPPYPPPPY

Sekil 3.23: POMC geni intron bolgesi DNA dizisi, 2261. niikleotiddeki SNP resmi-1
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GATATCCTCCGCAGTTAGC[CIc AGTGGGI
240 250 260

MW\ |

caTATCccTeccGeCcAGTTAGCelck AGTGGG
260 270

Sekil 3.24: POMC geni intron bolgesi DNA dizisi, 2261. Niikleotiddeki SNP resmi-2

POMC geninde ikinci SNP, biitiin dizi iizerinde c.6553G>T, intron
tizerinde ¢.2292G>T oldugu goriildii.. Sekil 3.25 ve sekil 3.26’da POMC geni

ikinci SNP noktalar1 goriilmektedir.

pzzeeT]
N

GERAGCEACE GRRGE
CLAGCCACIE IGAAGE
CERAGCCACEN EARGGE
CLAGCCGACIE IGRAGE
GERGGEACEIEGREGE
GERAGGEACE SGREGE
GERAGGEACE SGREGE
CCAGCCHCIe ICERAGE
CEAGCELCIE IGERAGE
GERAGCEACE ERRGE
CERACCEACEN S EARGE
CERAGCCACEN EARGGE
GERAGCEACHE S EARGGE
GERGGEACEISGRRGE

Sekil 3.25: POMC geni intron bolgesi DNA dizisi, 2292. niikleotiddeki SNP resmi-1
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CACCCCGCACGTGCGGAGGGA GAAGGCT
) 330 340 350

CACCCCGCACGTGCGGAGGGAG
270 280

Thl

Sekil 3.26: POMC geni intron bolgesi DNA dizisi, 2292. niikleotiddeki SNP resmi-2

POMC geninde tgilincii SNP, biitiin dizi {izerinde ¢.6596G>T, intron
tizerinde ¢.2335G>T oldugu goriildd. Sekil 3.27 ve sekil 3.28°de POMC geni
ikinci SNP noktalar1 goriilmektedir.

GRGGGG GGC[E( = 5 GG GEAG
CRAGLEEGE GEE[E(; = = GG GEAG
GRAGGEGEGE GG ER; = 5 GG GEAG
GRAGEGEGE GEE[E(; i 5 GG GEAG
CRAGGGEE GGC[El; | 5 GG GEARG
CRAGGEGEE GGEC[El; | 5 GG GEAG
CRGELEEGE GEEER; | = GG GEAG
GRAGGEGEGE GG ER; = 5 GG GEAG
GRAGEGEGE GEEER; = 5 GG GEAG
CRAGGGEGE GGEC R = SRR T GGEAG
CRAGGEGEGE GG ER; = ERN T GEAG
CRGELEEGE GEEER; | SR 1 GEAG
CRAGGEGEE GEE I ! ERE] GERG

Sekil 3.27: POMC geni intron bolgesi DNA dizisi, 2335. niikleotiddeki SNP resmi-1
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CGCGCTTGAGGGGCGGG AACGCCG
360 370 330

W

cecGCcTTGAGGGGC GGGltb AAacGec G
310 320 334

Sekil 3.28: POMC geni intron bolgesi DNA dizisi, 2335. niikleotiddeki SNP resmi-2

3.2.3 POMC geni biyoinformatik analizi

Metod boliimiinde belirtildigi gibi NCBI Blastn analizi yapildi. Analiz
sonucunda, Boz 1k sigirlardan elde ettigimiz pro-opimelanokortin dizilerin

dogrulugu teyit edildi. Sekil 3.29°da sigir POMC genini 6zeti verilmistir.

Sekil 3.30°de sigirlara ait kromozom 11°deki gen dagilimi goriilmektedir.

Ayni zamanda POMC geninin kromozom 11°deki yeri goriilmektedir
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POMC proopiomelanocortin [ Bos taurus (cattle) ]
Gene ID: 281416, updated on 28-Dec-2013

-~ Summary )2

Symbol POMC

Full Name proopiomelanocortin

Locus tag BOS_11800

See related BGD:BT11259: Ensembl:-ENSBTAG00000007897
Gene type protein coding
RefSeq status PROVISIONAL

Organism Bos taurus

Lineage Eukaryota: Metazoa: Chordata; Craniata; Vertebrata: Euteleostomi: Mammalia: Eutheria: Laurasiatheria: Cetartiodactyla:
Ruminantia: Pecora; Bovidae: Bovinae: Bos

- Genomic context N 6
Location: chromosome: 11 See POMC in MapViewer

Sequence: Chromosome: 11; AC_000168.1 (74109268..74116894)

Chromosome 11 - AC_000168.1

[ 73996307 [ 74360335

LOC100545255 POHC DNRJC27
LOC100297515
EFR3E

Sekil 3.29: POMC geni kromozom &zeti

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene?cmd=retrieve&dopt=full report&list uids=28
1416) Erigim tarihi: 18/03/2014

Bos taurus (cattle) Annotation Release 103 {(Current)

Chromosome: 1 23456789 10[11]1213 14151617 18 182021222324 252627 2820 X Y MT

Master Map: Genes On Sequence Summarv of Maps
Region Displayed: 0-107M bp
Contig*X] Bt UniGRX] Genes_seqX] Symbol O Links E Description

THM_ AT 108 .
| MM oade7En D

=Y BE.1123TT
B .6E831
oh. 112378 XDH + svprdlevhm est RefSeq xanthine dehydrogenase
EEL&E%@ SLC8A1 + svprdlevhmsts best RefSeq solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member

LHCGE + svprdlevhmsts b

st RefSeq luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor

FSHR + svprdlevhmsts best RefSeq follicle stimulating hormone receptor
NEXN1 + svprdlevhmst

est RefSeq neurexin 1
1A + svprdlevhmsts best RefSeq interleukin 1. alpha
IL1B + svprdlevhmsts best RefSeq interleukin 1, beta

|
—
E B N et g ACTR2 + svprdlevhmsts best RefSeq ARP2 actin-related protein 2 homolog (veast)
R 3 = best RefSeq annexin A4
3 HM_095108. . i
. | st RefSeq proopiomelanocortin I
o
3 ;j svprdlevhmsts best RefSeq Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 2
- | opesne.- a svprdlevhmsts best RefSeq alpha-galactosyltransferase 1 (glycoprotein)
E i svprdlevhmsts best RefSeq nuclear receptor subfamily 5. group A, member 1
Bon 3 S "-aa svprdlevhm  best RefSeq endonuclease G
E 5 svprdlevhmsts best RefSeq argminosuccinate synthase 1
sl %E:E%E? : svprdlevhm est RefSeq carboxyl ester lipase (bile salt-stimulated lipase)
Zga31ng
3 } AH-oaaine %‘{E svprdlevhmsts best RefSeq progestagen-associated endometrial protein
1o ‘ ::-:-gi:h- Esfiﬁﬁ i svprdlevhmsts best RefSeq dopamine beta-hydroxylase (dopamine beta-monooxygenase)
3 083104 Bt . 112 &
L H , 4 744 i ‘ svprdlevhm  best RefSeq prostaglandin D2 synthase 21kDa (brain)

Sekil 3.30:Bos taurus kromozom 11°daki genler ve POMC geninin yeri

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cqi? TAX1D=9913&chr=11
&maps=cntg-r%2CugBt%2Cgenes) Erisim tarihi: 18/03/2014
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3.24 POMC geni istatistiksel analizi

Metot kisminda belirtildigi gibi elde edilen veriler PopGen32 programi
yardimi ile analiz edilmis ve sonuglar tablo 3.3’de Ozetlenmistir. Buna gore
arastirmamiza konu olan 88 Boz 1rk sigirdan 43’1 TT, 34’1 TC ve 11°1 CC oldugu
tespit edilmistir. Bu sonuglarin ilerleyen generasyonlarda TT i¢in 40.88, TC’nin
38.40 ve CC’nin 8.80 olarak degismesi beklenmektedir. Allel frekansina
bakildiginda T i¢in 0.682 ve C igin 0.318 oldugu goriilmektedir. Genotip frekast,
TT, TC ve CC genotipleri icin sirastyla 0.296, 0.454 ve 0.250 olarak tespit

edilmistir.

Tablo 3.3: Boz ik sigirin POMC geni genotip ve allel frekans dagilimi

Lokus n Go6z (G) | Bek (B) Allel frekans Genotip frekans Xz
TT | 43 40.80 T | 0.682 TT 0.296
237.
88 | TC | 34 38.40 C | 0.318 TC 0.454 0.2788ns
GAT/GAC
CcC 11 8.80 CcC 0.250

n: Ornek sayisi, G6z(G): Gozlenen, Bek(E): Beklenen, ns: non-significant, Allel

frekansi, Genotip frekansi, x°: Ki-kare

[statistiksel olarak incelendiginde XZ degeri 0.2788 olarak tespit edilmistir.
Elde edilen bu degerin tesadiiflere bagli oldugunu, yani 6rnekleri olusturan
bireylerin birbirlerini etkilemedigi soyleyebiliriz. Bu nedenle elde edilen ¥
degerleri istatistiksel olarak 6nemsiz olarak degerlendirilmektedir. Bu durumda,
aragtirmamiza konu olan Boz irk sigir siiriisiiniin Hardy-Weinberg dengesinde

oldugunu soyleyebiliriz.
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4. SONUC VE ONERILER

Ekonomik agidan dneme sahip ¢iftlik hayvanlarindaki genetik arastirmalar,
verim ozelliklerini (et ve siit verimi gibi), bu verimlere bagli olarak elde edilen
hayvansal {iriinlerin kalitesine olan etkilerini ve saglik durumlarini etkileyen
genlerin tanimlanmasi ve haritalanmasi konusunda yogunlasmaktadir. Bu konuda
yapilan bir¢ok genom taramalari sonucunda giiniimiizde birgok QTL tanimlanmis
ve aday gen caligsmalariyla biiyiime, beslenme, enerji metabolizmasinin
diizenlenmesi ve verimi ile iligskilendirilen genler tespit edilmeye calisilmaktadir.
Bu arastirmalardaki asil amag, verim ozelliklerini etkileyen genler ve bu genlerin
genetik cesitliligine neden olan mutasyonlar1 ortaya cikararak, genomun gorev ve
yapt yoniiyle genlerin birbirleriyle ve dis cevre ile etkilesimlerini ortaya
koymaktir. Bu caligmalar, et ve siit verimi ile iliskilendirilen genlerin yap1 ve
fonksiyonlariin belirleyerek kisa siirede ve daha dogru seleksiyon programlarinin

uygulanmasina katki saglamaktadir (Ashwell ve ark. 2004, Akis 1, 2009)

Ciflik hayvanlarinda uygulanan 1slah programlarinda temel amag, verim
ozellikleri iistliin olan bireylerin secilerek daha sonraki nesillere aktarilmasi ve
fenotipik Ozellikleri yoniinden gelistirilmesidir. Ancak bazi 6zelliklerin ileriki
yaslarda ortaya ¢ikmasi veya bazi Ozelliklerin cinsiyete bagli olmasi gibi
nedenlerden dolay1 fenotipik seleksiyon galigmalari yetersiz kalabilmektedir. Daha
once belirtildigi yapilan bir¢ok c¢alismalarda ortaya konan, hayvanlarda verim
tizerine etkili oldugu diisiiniilen genler ve bunlar arasinda QTL olarak belirlenen
aday genler sayesinde klasik fenotipik seleksiyondaki yetersizlikler ortadan
kaldirilarak daha hizli ve kesin sonug alinan seleksiyonlarin yapilabilmesi olanakli
hale gelmektedir. Nitekim QTL olarak kesinlik kazanmis genlerden olusturulmusg
markor kitler ticari olarak hayvancilik konusunda ileri iilkelerde kullanilmaya
baslanmistir (Elmaci ve Oner, 2007). Hatta genetik kapasitesi iistiin oldugu
diisiiniilen hayvanlarin ciftlestirilmeleri sonrasinda bir-iki nesil sonra dogabilecek
yavrularin verimleri tahmin edilerek seleksiyon sonrasi hatalar1 azaltabilecek

caligmalar yapilmaktadir.
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Sit sigirlarinda  yapilan seleksiyonunda, x-kazein allel ve genotip
frekankslar1 ile siit verimi arasindaki iligkiyi ortaya koyan ve marker destekli
seleksiyon (MAS) olabilecegini destekleyen ¢ok sayida veri bulunmaktadir. (Lien
ve Rogne 1993, Sulimova 2007). Kappa kazein, siit kalitesi ve bilesimi ile bilinen
bir iliski nedeniyle, siit proteini polimorfizmi gibi 6zel ilgi g¢ekmektedir.
(Scheepers ve ark., 2010). Nitekim, si1gir x-kazein A ve B alleleri tizerine yapilan
bircok ¢alisma sonucunda, B alleli tasiyan ineklerin siitiiniin A alleli tasiyanlara
gore, daha iyi 1s1 direncine sahip olmasi, daha kisa pihtilagsma siiresi, peynir
yapiminda tercih edilen daha iyi ve farkli boyutlarda pihti olusumu gibi
ozelliklerinden dolay1 tercih daha iistiin oldugu yoniiniinde veri bulunmaktadir. #-
kazein B alleli sadece peynir verimi ve kalitesi ile degil ayni zamanda siitiin
protein igierigi ve siit verimi gibi 6nemli parametreler agisindan da korelasyon
halindedir (Schaar 1985, Marzali 1986, Grosclaude1988, Patel 2007, Sulimova
2007). Raj ve ark. (2008) gore x-kazein B alleli siitte yiiksek yag, protein ve

kazein ve 6nemli 6l¢ede rennet enzimi ile koagiilasyonu ile iliskilidir.

k-kazein BB genotip ineklerin iirettigi siit, AA genotip ineklerin trettigi
stitlere gore, anlamli bir sekilde daha fazla peynir vermektedir (Patel ve ark.,
2007). Botaro ve ark. (2009) AA genotipi ile karsilastirildiginda AB ve BB
genotip ineklerin daha yiiksek siit yag igerigine sahip oldugun belirtmektedir.
Azevedo ve ark (2008) gore BB genotipine sahip olan ineklerin siitiinden elde

edilen peynir verimi AA genotipine gore %10 yiiksek oldugu belirtilmistir.

Diger yandan, yapilan bazi ¢aligmalarda, yiiksek siit verimiyle x-kazein
AA genotipi arasinda bir baglantisi olabilecegi bildirilmektedir (Bartowska ve ark.
2007; Litwinczuk ve ark. 2006; Winkelman ve Wickham 1997). Ote yandan
Creamer ve Harris’e ( 1997) gore; krema ve giinliik yiiksek siit verimi, x-kazein
AB genotipli ineklerden elde edildigi bildirmistir. Krol (2003) Hereford k1 sigir
lizerine yaptig1 aragtirmalarda, ytiksek siit verimi x-kazein AB genotipi ile iligkili
oldugu sonucuna varmisti. Barlowska ve ark (2012) yaptiklar1 derlemede; sigir siit
proteinlerinin genetik varyantlar1 ile siit verimi ve kompozisyonu arasindaki

iliskiye bakildiginda; siit verimi yoniinden x-kazein AB>AA>BB, toplam protein
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yoniinden BB>AB>AA, kazein yoninden BB>AB>AA, serum proteinleri
yoniinden AA>AB>BB, siit yag1 yoniinden BB>AB>AA seklinde bir siralama

oldugunu belirtmislerdir.

k-kazein geni ile ilgili yerli irk sigirlarda yapilan gesitli aragtirmalarda allel
ve genotip frekanslar1 verilmistir. Jann ve ark. (2004) Boz 1k sigirlarinda A, B ve
H alleli i¢in sirayla 0.41, 0.24, 0.33, Yerli Kara sigirlarda A, A1, B ve H alleli i¢in
sirayla 0.24, 0.03, 0.41 ve 0.33 olarak belirtmistir. Ding ve ark. (2007) Boz 1rk,
Dogu Anodolu Kirmizisi, Yerli Kara ve Giiney Dogu Anadolu Kirmizisi
sigirlarinda x-kazein A ve B allel frekanslarimi sirasiyla, 0.68-0.32, 0.67-0.33,
0.64-0.36 ve 0.54-0.43 olarak tespit etmislerdir. Din¢ ve ark. (2010) Boz 1rk,
Dogu Anodolu Kirmizisi, Yerli Kara ve Giliney Dogu Anadolu Kirmizisi
sigirlarinda x-kazein AA, AB ve BB genotip frekanslar sirasiyla; 0.5106-0.3829-
0.1064, 0.5122-0.2927-0.1951, 0.4286-0.4524-0.1190 ve 0.4375-0.4375-0.1250

olarak belirtmislerdir.

Bulgular kisminda belirtildigi gibi x-kazein A, Al, B, G2 ve H allel
frekanslar sirasiyla; 0.352, 0.102, 0.239, 0.068 ve 0.239 olarak tespit edildi. -
kazein AA, AAIL, AB, AG2, AH, BB, BG2, BH, HG2 ve HH genotip frekanslar
sirastyla 0.136, 0.102, 0.068, 0.227, 0.091, 0.080, 0.068, 0.057, 0.045 ve 0.125
olarak tespit edilmistir. Jann ve ark. (2004) yaptig1 calismada belirtilen A allel
frekansinin (0.41) tespit ettigimiz allel frekansindan (0.352) daha diisiik gibi
goriilmesine ragmen, daha Oncede belirttigimiz gibi Al allelinin her zaman A
alleli ile birlikte gorildigiini géz Oniinde tutarsak (0.352+0.102=0.454) allel
frekanslarinin paralellik gosterdigini sdyleyebiliriz. Din¢ ve ark. (2007) belirttigi
A allel frekans1 (0,68) frekans1 anlamli sekilde farkililik gostermektedir. Ancak
yaptiklar1 calismada, kesilen parga uzunlugu polimorfizmi (RFLP) yontemini
kullandiklar1 igin sadece k-kazeinin A ve B allel frekaslarini tespit etmislerdir. A1l
ve H alellerinin A alleli ile birlikte goriildiigii gézoniinde tutulursa yine elde

ettigimiz verilerle parelellik gostermektedir.
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k-kazein A1 alleli her iki arastirmacida Boz irk sigirlarda tanimlamamustir.
Jann ve ark. (2004) Yerli Kara sigirlarda 0.03 olarak belirtmis, tespit ettigimiz
(0.102) allel frekansi ile kendi iginde yaklasik {i¢ kat anlamli bir fark goriilsede

her iki frekansin diislik oranda goriildiigii sdylenebilir.

k-kazein B alleli frekansina bakildiginda Jann ve ark. (2004) 0.33 ve Ding
ve ark. (2007) 0.32 olarak belirttikleri allel frekansina gore, 0.239 olarak tespit
ettigimiz frekansi allel frekansinin daha diisiik oldugu goriilmektedir. K-kazeinin
G2 (0.068) allelinin, B alleli ile beraber goriildiigii gbéz Oniinde tutulursa
parelelllik gosterdigi goriilmektedir. Prinzenberg ve ark.(1999) Al allelinin Zebu
siguirlarinda tanimlamistir. Rosero ve ark (2012) 12 sigir ik iizerinde yaptigi
calismada Casanareno sigirlarinda 0.150 ve Brahman sigirlarinda 0,136 olarak

nispeten yiiksek oldugunu belirtmistir.

Nadiren goriilen x-kazein G2 allel ilk olarak protein diizeyinde Erhardt
(1996) tarafindan, Sulimova ve ark. (1996) tarafindan Yak (B. mutus grunniens)
sigirlart ile Avrupa mandalarinda, bundan birkag¢ yil sonra Prinzenberg ve ark.
(1999) tarafindan nesli tiikenmekte olan irklarda DNA diizeyinde tanimlandi. 148.
aminoasitte Ala (GCT) ve 168. amino asitte Ala (GCG) oldugunda x-kazein G2
alleli olarak belirtmistir. Yaptigimiz ¢alismada x-kazein G2 allel frekansini 0.068
olarak tespit edildi. Ancak, genotip frekansina bakildiginda ise homozigot G2

goriilmemistir.

k-kazein H alleli 0.239 olarak tesit edildi. Genotip frekans1 0.125 olarak
tespit edildi. Daha dncesinde belirtildigi gibi x-kazein H alleli B. Indicus (Zebu)
sigirlarda tanimlanmistir. Jann ver ark. (2004) tespit ettigi H alleli ferkansina

(0.33) gore tespit ettigimiz frekans daha diisiik oldugu goriilmektedir.

k-kazein geni filogenetik agaglarina bakildiginda 6zellikle biitiin dizi

filogenetik agaci (sekil 3.14) cok dalliligin oldugu goriilmektedir. Metod
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boliimiinde de beliritildigi gibi, Filogenetik agac¢ olusturulurken kullanilan dis
grublarin agacin dis kisimlarina dogru yeralmasi beklenir. Ancak dikkat ¢ekici bir
sekilde agacin icinde dagildigr goriilmektedir. Ekzon bolgesi filogenetik agacina
bakildiginda filogenetik yiiksek siit verimi ile iliskilendirilen x-kazein B alleli ile
diisiik stit verimi ile iligkilendirilen A allelinin aga¢ iizerinde birbirinden uzak
bolgede lokalize oldugu goriilmektedir. Daha dncesinde belirtildigi gibi Al alleli
her zaman A alleli ile birlikte goriildiigiinlinden dolay1r A allelinin yakininda
lokalize oldugu goriilmektedir. Aym1 sekilde G2 allelide B allelinin yakininda
lokalize oldugu gériilmektedir (Sekil 3.15). Intron bdlgesi protein sentezinde etkili
olmamasina ragmen elde edilen agacin nispeten az olmasina ragmen c¢ok dalli ve
d1 gruplarin aga¢ i¢inde dagilma durumu bu agacta da goriilmektedir (S ekil 3.16).
Amino asit filogentik agacina (Sekil 3.17) bakildiginda normal sartlarada ekzon
agicina benzer bir aga¢ beklenirken Al ve G2 allelerinin sessiz mutasyon
olmasindan dolay1r nispeten daha farkli bir aga¢ olustugu goriilmektedir.
Olusturalan bu agaclarda goriilen bu ¢ok dalli yap1 ve dis gruplarin agag iginde
dagilmis olmasi bize, sigirlarda x-kazein geni yoniinden gii¢lii bir se¢im baskisinin

oldugunu gostermektedir.

Pro-opiomelanokartin geni 7479 bp den olusan bir gendir. Gill ve ark.
(2010) 254 C>T ye (6764 C>T) bir SNPnin oldugunu ve sigirlarda et kalitesi
tizerinde, Ozellikle bel gozii kasi boyutu iizerinde etkili olabilecigini ifade
etmisledir. Daha once belirtildigi gibi, Deobald ve Buchanan (2009) c.288C>T ye
(6798 C>T) sessiz mutasyon oldugunu ve 293-...-305 bazlar arasinda 12 bp
uzunlugunda bir delesyon gozlendigini belirtmislerdir. Liu ve ark. (2013) Cin yerli
ik Qinchuan, Nanyang, Jiaxian, Xia’nan ve Luxi sigirlarinda (B.indicus)
yaptiklar1  ¢alismada; ¢.6586T>G, ¢.6694C>T, c.6706T>C, c.6769C>T,
€.6796C>T, c.6810C>T ve c.7216C>T ye olmak iizere yedi adet SNP tespit
etmiglerdir. Daha once belirtildigi gibi calismamizda {i¢ii intron, biri ekzon
bolgesinde olmak iizere, dort adet SNP tespit edildi. Biitiin dizi iizerinde bu
SNPler ¢.6522C>G, ¢.6553G>T, ¢.6587G>T ve ¢.6706T>C ye olark tespit edildi.
Gill ve ark., (2010) bulduklar1 SNP noktasinda C oldugu goriildii. Deobald ve
Buchanan (2009) yaptig1 calismaya gore delesyonun olmadig1 288. Bazda C tespit
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edildi. Liu ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢aligmada biitiin diziiizerindeki ¢.6706T>C
olarak belirlenen SNPyi Boz 1rk sigirlarda ortak SNP olarak tespit edildi.

PCR temelleli molekiiler analizlerin, canlilarin DNA yapilarini inceleme
ve anlamada kayda deger kolayliklar sagladigi aciktir. Ancak bunlardan PCR-
RFLP gibi analizler hedef noktanin disindaki meydana gelebilecek degisiklileri
gormemize olanak vermemektedir. Dizi analizi bize bireysel farkliliklar1 dahi
ortaya koymamizda énemli avantajlar saglamaktadir. (Oztabak ve ark. 2010, Kok
ve ark 2013). Dizi analizi sonucu tespit edilen SNPIer sayesinde diger irk ve tiirler

arasindaki genetik iligkide ortaya konabilmektedir.

Anadolu sigirlarm evciltildigi ilk merkez ve ayn1 zamanda B. Indicus ile
onemli seviyede integrasyon merkezi olarak kabul edilmektedir (Loftus ve ark.
1999). Ortadogu bolgesi de B. Taurus ve B. indicus arasinda melez bir bdlge
olarak kabul edilir. Nitekim, Edwards ve ark. (2007) yaptig1 ¢aligmaya gore, Zebu
sigirlarinda teshis ettigi tiniparental mitokondri ve Y-kromozom haplotiplerinin,
yerli ik sigirlarda %14 ile %35 oraninda benzerlik gosterdigi ve en yiiksek
benzerligin Yerli kara siirda oldugu gortilmektedir. Cografik olarak bu iki alt tiir
ortak allellerinin Avrupa ve Afrika’ya dogru ilerledik¢e kademeli olarak azaldigi

goriilmektedir (Edwards ve ark., 2007, Akis ve Oztabak 2013).

Nitekim g¢alismamizda, Boz irk sigir x-kazein geninde tespit ettigimiz
SNPlerin A, A1, B, G2 ve H allelirinin oldugu belirlendi. Daha 6ncede belirtildigi
gibi A ve B alleleri x-kazein geninin temel allelleridir. Ancak, Al ve H allelleri B.
Indicus da (Prinzenberg ve ark. 1999) G2 alleli B.grunniens de (Sulimova ve ark.
1996) tanimlanmistir. Yine calismamizda Boz 1k propiomelanokortin geni
tizerinde ¢.6522C>G, ¢.6553G>T, ¢.6596G>T ve c.6706T>C SNPler belirlendi.
Bu SNPlerden 6706 T>C, B. Indicus’da goriilmektedir (Liu ve ark. 2013). Elde
edilen bu bulgularda, B. Taurus ile B. indicus ve B. grunniens arasindaki

integrasyonu desteklemektedir.
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Boz irk sigirinda i¢inde bulundugu Tiirkiye yerli irk sigirlarin ytliksek et ve
stit verimine sahip kiiltlir irk1 sigirlara gore diisiik verim 6zelliklerine gore sahip
oldugu bilinmektedir. Ancak buna karsin olumsuz iklim sartlarina dayanililigi,
kotli bakim sartlarinda, kotii kalite besin maddelerini iyi degerlendirebilmeleri,
basta paraziter olmak {izere hastalikliklara kars1 direncinin yiiksek olmasi olumlu
ozellikleridir. Bu ozellikleri etkileyen alellerin gesitli etkinlikler araciligiyla Zebu
miras oldugu kabul edilmektedir (Akis ve Oztabak 2013).

Arastirmaya konu olan Boz 1tk sigirlarda siit verimi ve bilesimi ile
ilisklendirilen x-kazein geni ve et verimi kompozisyonu ile iligskilendirilen POMC

geni ile ilgili elde edilen veriler 15181nda sonug olarak;

1. Yiiksek sit verimi ile iliskilendirilen x-kazein B alleli frekansinin Boz
itk sigirlarda diisiik oldugu, Boz 1rk sigirlar ile ilgili literatiirde yeralan

diistik stit verim 0zelligi ile parelellik gosterdigi,

2. Deobalt ve Buchanan (2009) belirttigi POMC geni iizerinde tespit
ettikleri delesyonun Boz 1k sigirlarda goriilmedigi, ayni zamanda
tespit ettikleri (C288T) SNP noktasinda yiiksek et verimi ile
iliskilendirilen T olmadigi, diisiik et verimi ile iliskilendirilen C
goriildligli ve yine literatiirdeki Boz ik sigirlar ile ilgili diisiik et

kapasitesine sahip olmasi ile parelellik gosterdigi,

3. k-kazein geni tiim dizi, intron , ekzon ve amino asit filogenetik agacina
bakildiginda ¢ok dallik gorildiigl, ozellikle filogenetik agag
olusturulurken kullanilan dis gruplarin aga¢ icinde dagilmis durumda
olmasi, bu durumun x-kazein geni yoniinden ineklerde 6nemli derecede

secim baskisina neden oldugu,

4. Tespit edilen kappa-kazein Al ve H allelerinin B. indicus ta
tanimlanmasi ve G2 allelinin B. grunniens sigirlarda tanimlanmasi Boz

ik sigirlarin B. indicus ve B. grunniens ile akrabalik iligkisi oldugu,
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5. POMC geni 6706 T>C SNPnin B. Indicus ta goriilmesi, ayn sekilde

Boz irk sigirlarin B. indicus ile akrabalik iliskisi oldugu sdylenebilir.

Molekiiler ve biyoteknolojik yontemlerin ulastigi son nokta ve hatta bu
yontemler 1g18inda gelistirilen ticari markdrler sayesinde ekonomik 6neme sahip
hayvanlarin verim yonlerine gore gelistirilmelerinde dogruluk pay1 yiiksek, kesin
ve hizli karar vermeye olanak saglamaktadir. Ancak, sadece et ve siit verimi
yoniinden degil Boz irk bagta olmak {izere yerli 1irk sigirlarimizin hastaliklara karsi
gosterdigi direng, zor iklim kosullarma gosterdigi direng ve kotii yemleri iyi

degerlendirebilme 6zelligininde g6z ardi edilmemesi gerekir.

Tarim faaliyetlerinin mekanizasyona dayanmasi ve diisiik verim yoniinden
diisiik olmasi Boz 1k sigira olan ilginin azalmasina neden olmustur. Hatta
giiniimiizde Boz 1rk sigirlarin yok olma tehlikesinden dolay1 gen kaynagi koruma
kapsamina alinmistir. Bu konuda yapilan genetik ¢alismalarin sinirlt olmasi ve bu
acidan bakildiginda elde varolan sigir varligr ile Boz irk sigirlarin genetik

yapilarinin tanimlanmasi daha biiyiik 6nem arzetmektedir.

Anadolu cografyas1 birgok bitki ve hayvanin kaynagi ve evciletme
noktasini olusturmakta ve hatta baska kaynaktaki hayvanlarla etkilesimi merkezi
olmustur. Ozellikle siirlarimizin evciltme ve genetik siiregteki tarihsel ve
cografik etkilerinin ortaya konmasi biiyiik 6nem arzetmektedir. Bu nedenle, mt
DNA dizileri, Y-kromozom haplotipleri, dizi analizleri ve biiyiik SNP panelleri
gibi genetik belirtecler kullanilmalidir (Edwards ve ark. 2007, Ozdemir ve Dogru
2008, Akis ve Oztabak 2013). Hatta, daha ileri molekiiler tekniklerin kullanilmasi

bu siirecin aydinlatilmasinda biiyiik 6nem arzedecektir.
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