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OZET

AFYONKARAHISAR  BOLGESINDE  YETISTIRILEN  HOLSTEIN
SIGIRLARDA SUT VERIMLILIGI ILE {LISKILI PIT 1 GENI
MUTASYONLARININ ARASTIRILMASI

Bu arastirmada, Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Medikal Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan Holstein sigir irkina ait kanlardan 81
adet ornek tizerinde calisilmistir. Calismada Memeli organizmalarda biiylime hormonu
geninin ekspresyonundan sorumlu olan (Renaville vd. 1997) sigirlarin 1 numarali
kromozomu iizerinde yer aldigi ve Hinfl enzimi kullanilarak da polimorfik
varyantlarinin  saptanabilecegi belirlenmis (Moddy vd. 1995) olan Pit-1 geninin
(Pituitary-specific transcription factor) mutasyonu saptanmaya ¢alisilmistir. Calismada
memelilerde biiylime gelismede rolii oldugu bilinen bunun yaninda siit {iretimi ile

iligkili oldugu diisiiniilen Pit-1 genindeki mutasyonlar saptanmaya c¢alisilmigtur.

Sigirlar iizerinde yapilan iligkilendirme c¢alismalarinda, siit verimi ile iligkili birgok
markor genin oldugu bildirilmistir (Jiang vd. 2010). Bu genin sigirlarda siit iretimini ile
iligskili MAS aday gen olarak goriildiigiinden daha kapsamli incelenmesi mutasyonlarin
tespit edilmesi i¢in daha uzun siireli ve daha kapsamli bir c¢alismaya ihtiyag
duyulmaktadir. Bu gen tlizerine yapilan farkl irklar ve farkli cografi bolgelerde yetisen
popiilasyon iizerinde yapilmis calismalar ile karsilastirildiginda genel olarak benzer

sonuglar ortaya koyuldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Pit 1 geni, holstein sigirlar, siit verimliligi



SUMMARY

INVESTIGATION OF PIT 1 GENE MUTATIONS ASSOCIATED WITH MILK
FERTILITY IN HOLSTEIN CATTLE RAISED IN AFYONKARAHISAR
REGION

In this study, 81 samples of blood from Holstein cattle breed in Afyon Kocatepe
University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Medical Biology and
Genetics were studied. In the study, it was determined that the Pit-1 gene (Pituitary-
specific transcription factor), which is responsible for the expression of the growth
hormone gene in mammalian organisms (Renaville et al. 1997), is located on the 1st
chromosome of cattle and its polymorphic variants can be detected using the Hinfl
enzyme (Moddy et al., 1995). Mutation was tried to be detected. In the study, mutations
in the Pit-1 gene, which is known to have a role in growth and development in
mammals, as well as thought to be associated with milk production, were tried to be

determined.

In association studies on cattle, it has been reported that there are many marker genes
associated with milk yield (Jiang et al., 2010). Since this gene is seen as a MAS
candidate gene associated with milk production in cattle, a longer and more
comprehensive study is needed to detect mutations. When compared with the studies on
this gene on populations grown in different races and different geographical regions, it

was seen that generally similar results were revealed.

Keywords: Pit 1 gene, holstein cattle, milk productivity



ONSOZ

Giiniimiiz modern diinyada artan niifus artig1 ve dogan gida ihtiyact nedeni ile hayvansal
kokenli gidalar arasinda bulunan siitiin 6nemi de artmaktadir. Bir litre inek siitii yetiskin
bir insanin ihtiya¢ duydugu giinliik kalsiyum, fosfor, B2 ve B12 vitaminleri ihtiyacinin
tamamini karsilarken, protein ihtiyacinin ise yaklasik yarisim1 karsiladigi bilinmektedir.
Besin agisindan bu kadar degerli olan ve bircok gidanin ham maddesi olan siit
{iretiminin artmas1 6nem arz etmektedir. Ulkemizde uzun yillardir siire gelen
hayvancilik kirsal bolgelerde yapilan geleneksel yontemler yerini teknolojik tesislere
birakmaya baglamistir. Son yillarda teknolojik gelismeler 1s18inda gergeklestirilen
Tiirkiye’deki yillik siit verimi 2010 yilinda hayvan basina 2847 kg iken, 2018 yilinda
sadece %11°lik artisla 3161 kg’a ¢ikmistir. Buna karsin 2010 yilinda 3.5 milyon bag
olan Tirkiye’deki saf siit¢ii sigir irk1 varligi, 2018 yilinda yaklasik %37’lik artisla 4.9
milyon basa ¢ikmistir. Bu donemler arasinda hayvan sayisindaki artig ile sagilan hayvan
basina yillik siit veriminde ki artisin dogru orantili olmamasi, Tiirkiye’de siit tiretimi
icin kullanilan hayvanlarin verimlerinin diisiik oldugunun ve siit sigirlarinin
verimlerinin artirilmasinin gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Ulkemizde siit verimi
ekonomik olarak sigir yetistiriciliginde onemli bir kaynak olarak kullanilmaktadir. Siit
veriminin diismesi nedeni ile sigirlar kesime erken verilmekte boylece ortalama dogum
sayist da bu oran da dismektedir buna bagli dogum sayisinin azalmasina neden
oldugundan dolayli yoldan et verimini de etkilemekte bdylece hayvancilikta ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Bu durumlar goz oniine alindiginda 1slah ¢aligmalarinin

Oonemi daha ¢ok dnem kazanmaktadir.

Biiyiikbas hayvan yetistiriciliginde kirsal da ve yetistirme tesislerinde farkli irklar
kullanilmaktadir. Bu irklardan en yaygin olani siit verimi ile 6ne ¢ikan Holstein (Siyah
Alaca) wkidir. Siirli i¢inde istenen genlerin frekansini artirmak ig¢in yapilacak olan
caligmalarda aday bir gen olmasi sebebi ile pitl genin de olusan mutasyonlarin

incelenmesi amaci ile yapilmaigtir.

Bu calisma ve yiiksek lisans egitim donemim boyunca tecriibeleri ile yol gosteren her
daim destegini esirgemeyen saygideger danisman hocam Prof. Dr. Cevdet UGUZ’a,
calismamin tiim asamasinda bana tecriibe ve bilgi birikimleriyle destek olan Prof. Dr.

Metin ERDOGAN' a, yiiksek lisans egitimim siiresince sahip olduklar1 bilgileri benimle



paylasan ve degerli vakitlerini bana ayiran boliimiimiin degerli hocalar1 Prof. Dr. Mine
AKBULUT ve Dr. Ogr. Uyesi Omer Faruk LENGER’ e en igten tesekkiirlerimi
sunarim. Lisans ve yiiksek Lisans egitimim boyunca bana manevi destek olan ve bilgi
birikimini paylasan Afyon Saglk Bilimleri Universitesi Dog. Dr. Sevim Feyza
ERDOGMUS hocama tesekkiirlerimi sunarim. Tez c¢alismamda finansal destek
saglayarak katkilarmi esirgemeyen Afyon Kocatepe Universitesi BAP Koordinasyon
Birimine tesekkiir ederim. Ayrica Medikal Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali1 Ars. Gor.
Eda DEMIRTAS ‘a laboratuvar ¢alismalarimda ki emeklerinden dolay1 tesekkiirlerimi
sunarim, manevi desteklerinden &tiirii yiiksek lisans grencisi Zeynep Nur CINKAYA

tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her asamasinda oldugu gibi egitimim boyunca yanimda olan ¢alismamin her
stirecinde maddi manevi destegini esirgemeyen varligi ile bana gili¢ veren boliimiimiin
bana en biiyiik hediyelerinden olan donem arkadasim ve sevgili esim Cihat BILECEN’
e, diinyaya gelmesi ile bana yeni bir hayat veren, yepyeni bir ben tanitan degerlim,
kizim Doga’ma, bu yolda yanimda olan her distiigiimde elimden tutan babam Musa
GEZER, annem Nazli GEZER ve ablam Berna CAM’ a sonsuz tesekkiirlerimle.
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RESIMLER DiZiNi

Resim.1.1  Holstayn sigir irk1



1.GIRIS

Glintimiizde diinya mevcut s1gir niifusunun genetik 1slahinda diger irklara kiyasla tercih
edilen sigir irklart genellikle Avrupa kokenli irklardir. Bun irklar arasinda Holstein
(Siyah Alaca) sigirlar diinyanin farkli bélgelerine uzun zaman Once gotiiriilerek
yetistirilmeye baslanmistir. Hollanda, Almanya ve Danimarka’ nin Kuzey Denizi
kiyilarindaki diizliik arazilerde yetistirilen ata sigirlarin giinlimiizde ki aile tiyeleri Siyah
Alacalar diinyada en ¢ok yetistiriciligi yapilan sigir irklarmin basindadir, bunun nedeni
stit tiretim kapasitesinin fazla olmasmin yani sira farkli iklim sartlarma hizli uyum
saglama yeteneklerinin de yiiksek olmasidir. Siyah Alacalarin fenotipik 6zelliklerinden
kil rengi siyah beyaz olan varyasyonda en genis yayilima sahiptir. Ozellikle 1950’1
yillarin baginda baglayan hayvan islah programlarinin etkisiyle Siyah Alaca sigirlar
basta siit verimi olmak iizere bircok yonii ile diger bakimi ve yetistiriciligi yapilan
irklardan farkini ortaya koyabilmistir. Amerikan, Hollanda ve Israil Siyah Alaca alt
irklart ise yapilan genetik iyilestirme faaliyetleri sonucunda giiniimiizde olustugu
goriilmektedir. Siit verimi agisindan Amerikan Siyah Alacalari, siitteki yag ve protein
acisindan Hollanda Siyah Alacalar, iklimsel kosullardan sicaklik kosullarina
dayamklilik 6zelligi ile Israil Siyah Alacalar1 ne ¢ikmaktadir. (Anonim, 2019). Siyah
Alacalar siit verimine ek olarak beside yetistiricilere et verimi ile de gelir getirmesi
sayesinde iyi bir besi materyali de ve potansiyeli olusturmaktadir. Yasamlarmin 15.
Ayina ulastiklarinda erkek danalar beside 1 kg’in lizerinde canli agirliga ulasarak 500-
600 kg agirliga ulagabilmektedir. Memelilerin dogum anindan siit veriminin kesilmesi
arasinda kalan siit verdigi siire olan laktasyon dénemi, yetistiricilerin daha az giderle
cok kar elde etmeyi hedefledikleri zaman araligidir. Calismada incelenecek olan
Holstein 1rki sigirlar, Tirkiye’de yetistiricilerin  siit {iretiminde yogun olarak
kullanildig1 bilindiginden caligmada materyal olarak tercih edilmistir.  Sigirlarda
seleksiyon calismasinin amaci ilk olarak siit ve et verim Ozelliklerinin 1slahini
amaclamaktadir. Birgok farkli gen tarafindan kontrol edilen kantitatif o6zelliklerde
fenotipik deger cogu kez genotipik degeri iyi bir sekilde yansitmamakla beraber
fenotipe dayali seleksiyon verimliligi de azaltmaktadir. Bu durum sebebi ile 6nemli
bulunan 6zelligin genotipik degerlerinin de biliniyor olmasi mithimdir. Giiniimiizde
gelisen yeni molekiiler genetik yontemleri, siirii icinde verimli bireylerin belirlenerek bu

bireylerin yavrulamada da verimli bireylerin dogumu i¢in &nemsenen ozelliklerle



yiiksek bir korelasyon gosteren, erken donemlerde ve cinsiyete bagli kalmaksizin tespit
edilebilen genetik markdr ya da Kkarakterlerden vyararlanmayr mimkiin hale
getirebilmektedir. Pit 1 (pituitary-spesific transcription factor Pit-1);GH faktor-1 ya da
POUIF1 olarak da adlandirilmakta ve GH, PRL ve TSH-beta alt birimi
ekspresyonlarinda pozitif diizenleyici bir rol oynadig1 bilinmektedir. PRL ve GH, meme
bezi gelisimi ve siit verimi i¢in gerekli oldugu eski ¢alismalardan bilindiginden, Pit-1
geni ozellikle siirti hayvanlarinin verim 6zelliklerinde goriilen genetik varyasyon igin
markor olmasi potansiyelinde oldugu diisiiniilmektedir. Bu ger¢eveden bakildiginda Pit-
1 geninin siit, et ve diger verim oOzellikleriyle iliskilerinin tespit edilmesi, MAS
programlarinda aktif kullanim imkani igin yetistiricilik ve dogru seleksiyonlama da

genetik markorlerin tanimlanmasinda faydali olabilecegi diistiniilmektedir.

Calismamiz Afyonkarahisar bolgesinde yetistirilen Holstein sigirlardan 96 basinda Pit 1

genin mutasyonlarinin arastirilmasini amaglamaktadir.

1.1 Siit ve Siitiin Onemi

Siit ve siitin ham madde olarak kullanilarak {iretildigi siit iriinleri insan beslenme
stirecinde dnemli bir kaynak oldugu bilinmektedir. Beslenme aligskanliklarimizin 6nemli
bir boliimiinii kapsayan siit ve siit kaynakli besinler dengeli ve saglikli beslenebilmek
icin Onemlidir. Siit ve siit Uriinleri; protein, kalsiyum, fosfor, B2 vitamini ve B12
vitamini olmak iizere bircok besin 6gesinin temel kaynagi oldugu bilinmektedir. Siit,
hayvanlarin meme bezlerinin bir sekresyonu olup asil amaci yavruyu beslemek olan
yag, protein, mineral madde ve sudan olusan karmagik bir yap1 oldugu bilinmektedir.
Farkli hayvanlarin siitlerinin bilesimi farklilik gosterse de genel olarak besin degerleri
yiksek oldugu bilinmektedir.(Tablo 1.2) .Tiiketilen siitler saglandigi hayvanlar
agisindan toplumlarin kiiltiirlerine bagli olarak farklilik gosterebilmektedir. Ancak
tilkemizde siit sz konusu oldugunda akla ilk gelen inek siitii olmaktadir, buna karsin
tikketilmekte olan siitler inek, keci, koyun ve manda siitii olarak dort cesittir. (Et ve Siit
Kurumu:2017). Buna ragmen 2014-2015 yillarinda ki iiretim temel alinarak ASUID
tarafindan paylasilan verilerine gore (tablol.1) sigirlardan elde edilen siit toplam siit

tiretimin %90,8 ini olusturmaktadir.



Tablo 1.1 Tiiik Hayvansal Uretim Istatistikleri, 2015

Tiir ve wklara gore siit 2014

iiretimi 2014-2015

2015

Hayvan tiirleri Miktar (Ton)  Pay(%) Miktar (Ton) Pay(%)

Siit iiretimi 18630859 100 18654682 100

Sigir 16998850 91,2 16933520 90,8

Kiiltiir 9383812 55,2 9672573 57,1

Kiiltiir melezi 6628337 39,0 6315366 37,3

Yerli 966701 5,8 945581 5,6

Koyun 1113937 6,0 1177228 6,3

Merinos 44496 0,2 47990 0,3

Yerli 1069441 57 1129237 6,1

Kegi 463270 2,5 481174 2,6

Kil kegisi 460518 2,5 477824 2,6

Tiftik kecisi 2752 0,0 3350 0,0

Manda 54803 0,3 62761 0,3

Tablo 1.2 ESK siitiin besin degeri

SUTLER SU(%)  PROTEIN(%) YAG(%) LAKTOZ(%) MINERAL
MADDE (%)

Inek siiti 87,3 3,4 3,5 4,8 0,75

Keci siitiin. 87,14 3,71 4.09 4,20 0,78

Koyun 82,90 5,44 6,24 4,29 0,85

siitii

Manda 82,09 4,16 7,96 4,86 0,78

sutii




Insan beslenmesinde bu kadar 6nemli olan siit ekonomik olarak da biiyiikk dneme
sahiptir. Ulkemizin cografi sartlar1 géz oniinde bulunduruldugunda kiiciik ve biiyiikbas
hayvanciligr agisindan uygun sartlara sahip oldugu goriilmektedir. Gegmiste daha
geleneksel yontemlerle kirsalda yapilan hayvancilik gilinden giline teknolojik
gelismelerin 151¢inda biiyiik {iretim tesislerine doniismektedir. Ulkemizde biiyiikbas
hayvancilikta siit iiretimi agisindan diger irklara gore daha 6nde olan Holstein irki

sigirlarin yetistiriciligi 6nem kazanmaktadir.
1.2 Siyah Alaca (Holstein Friesian)

Siyah Alaca yetistiriciligi yapilan 1rklar igerisinde siit verimi ile tercih edilen sigir
irklarindandir.(tablo 1.3). Siit iiretim kapasitelerinin diger irklara gore fazla olmasinin
yaninda farkli iklim 6zelliklerine adaptasyon kabiliyetlerinin yiiksek olmalari nedeniyle
son zamanlarda yetistiriciligi sayisal olarak genis bir artisa neden olmustur. Siyah Alaca
irkin ilk olarak goriildiigii yer Hollanda’nin Frizya bolgesi oldugu bilinmektedir. Kil
ortlisiiniin kirmizi-beyaz veya siyah-beyaz olabildigi bilinmektedir. Renklerin kapladigi
alanin biytkliiginiin degisiklik gdsterebilmektedir. Boynuz yapilarina bakildiginda
erkek ve disi bireylerde boynuz bulundugu goriilmektedir (Kilingarslan,2021).(resim
1.1)

Tablo 1.3 Ulkemizde yetistiriciligi yapilan farkl irklarin siit verimleri (ESK)

Zavot s181r1 2300-3300 litre
Boz irk sigir 1095-2965 litre
Jersey sigir1 2500-3000 litre
Yerli karasigir 400-800 litre
Guernsey si181r 6300-6650 litre
Shorthorn sigir 5000-6000 litre
Yerli Giiney Sarisi sigir1 (YGS) 444-794 litre
Simental sigir (sar1 alaca) 6500 litre
Holstein sigir (siyah alaca) 5000-9000 litre
Ayrshire sigir (dunlop) 5800 litre
Dogu Anadolu kirmizis1 sigiri(DAK)  939-2247 litre
Giiney Anadolu kirmzis1  1875-4675 litre




sigiri(GAK)
Brown Swiss sigirn  (Mantofon- 3500-4000 litre

esmer)

1950 yilindan sonra programli ve etkili 1slah calismalar1 sayesinde Siyah Alaca

sigirlarin i1k olarak siit verimi olmak iizere diger farkli verim o6zellikleri ile diger sigir

irklarmin ¢ok {istliinde seviyelere ulagsmistir.

Resim.1.1 Holstayn sigir 1rki

Diinyanin farkli tilkelerinde belirli hedefler amaciyla yapilmis olan 1slah faaliyetleri
sonucunda giiniimiizde Amerikan, Hollanda ve Israil Siyah Alaca irklar1 var olmustur.
Bu wrklar farkli ozellikleri ile 6ne ¢ikmiglardir. Bahsi gecen irklar siit verimi, siitiin
icerigi ve farkli cografi kosullara karsi gosterdikleri dayaniklilik gibi irklara ait farkl
ozelliklerini barindirdig: bilinmektedir (Anonim, 2019).



1.2.1. Holstayn Sigirlarin Ozellikleri

Bu irk siit verimi yonilinden dikkat c¢ekse de hem siit hem de et verimi igin
beslenebilmektedir. Siit verim o6zellikleri g6z Oniine alindiginda bir laktasyon
doneminde 5.000 ile 7.000 litre arasinda verim elde eldilebilmektedir. Dogru 1slah
calismalar1 ve 1rk igerisinde ustiin olanlarin se¢imi ile gergeklestirilmis caligsmalar

sayesinde 10.000 litre ye kadar verimine ulasabildigi bilinmektedir.

140 ile 155 cm arasinda degisen Cidago yiiksekligine sahip olduklar1 bilinmektedir.
Uygun beslenme ile giinliik agirlik artist 800 ile 1.200 gr arasinda olabilecegi
bilinmektedir. Siyah alacanin siitindeki yag miktarinin % 3 — 3.5 arasinda oldugu
bildirilmektedir. Canli agirligi 600 ile 1.000 kg arasinda dis etkenlere bagl olarak
degismektedir. Irkin erkek buzagilar hizli gelisim gostermeleri nedeniyle et iiretiminde

sik kullanildiklari bilinmektedir. (ESK)

Biiyiikbas hayvan yetistiriciliginde yetistiricilerin ekonomik kayiplaria yol acan verim
diisiikligiiniin  sebebine bakildiginda karsilagilan iki neden genotip ozellikleri ve
cevresel faktdrler olarak agiklanmaktadir (Duru ve Tuncel, 2002; Unalan ve Cebeci,
2004; Akman vd., 2005). Verime olumlu yonde etki saglayacak olan siiriiniin maruz
kaldig1 kosullarda yapilan diizenlemeler de en az genetik iyilestirmeler kadar 6nemli
oldugu bilinmektedir. Verime ¢evre faktorlerinin etkisi birgok Ttlkede farkl
poplilasyonlar {izerinde c¢alisilmis dol ve siit verimi {izerinde bulunan ¢evre etkileri ile
ilgili ¢ok sayida kaynak elde edilmistir (Akbulut vd., 1997). Uygun mevsimlere gore
dogumlarin planlamamasi, bu 1rkin ortam kosullarina uyum saglamakta zorluk
cekmeleri diger irklara nazaran buzagilama araliginin fazla olmasinin nedeni olabilecegi

bildirilmistir (Akbulut ve Tiizemen, 1992).

1.2.2. Siit Verimi Ozellikleri
1.2.2.1 Laktasyon Siiresi

Ineklerde buzagilamadan, siit veriminin kesildigi ana kadar gecen zamana laktasyon

donemi adi verilir. Siit meme bezlerinden buzag: i¢in en iyi besin maddesi olarak bu



siire¢ boyunca salgilanmaya devam eder. Laktasyon donemi farkli irklar ve ayni irkin
farkli popiilasyonlar1 arasinda degisiklik gosterebilmektedir. Laktasyon donemi genetik
Ozellikler disinda ¢evre sartlari, besi ortami gibi farkli 6zellikler de ilgili olabilmektedir.
Farkli arastirmalarin sonuglar1 g6z Oniinde bulunduruldugunda irklar arasi ve ayni
irklarin ayr1 popiilasyonlari arasinda laktasyon siiresi farkliliklari oldugu gozlenmistir.
Ormegin 1996 yilinda Ozgelik ve Arpacik i¢ anadolu’da yetistirilen siyah alacalarda bu
siirenin ortalama 267.8 giin olup, mevsimlere gore en kisa laktasyon siiresinin kis
mevsiminde 1 giin eksiklikle goriiliip en uzun silirenin ise yaz aylarinda yavrulayan
bireylerde goriildiigiinii bildirmislerdir. Erzurum ili i¢in yapilan ¢alisma da Akbulut ve
arkadaslar1 (1992) laktasyon siiresini 355.5 giin, Tahirova Tarmm Isletmesinde ki
poplilasyonun incelendigi calismada Tuna (1997) bu siirenin 304.64 giin ve yilin
etkisini dnemli, mevsimin etkisini 6nemsiz oldugunu bildirmistir. Dillon ve arkadaslari
1999 yilinda yaptiklar1 bir calismada irlanda’da bulunan Holstein ki sigirlarin
laktasyon siiresini 301 ile 308 giin arasinda oldugunu bildirmislerdir. Baska bir
calismada Ojango ve Pollott (Ojango ve vd.,2002) ingiltere’deki Holstein sigirlarinin
laktasyon donemini 334 giin olarak bildirmislerdir. Haile — Mariam ve arkadaslari
(2003) Avustralya’da gergeklestirdikleri ¢alismada ilk laktasyon siiresini 303 giin, ikinci
laktasyon siiresini 294 giin olarak saptamislardir. Etherington ve arkadaslar1 (1996)
Amerika Birlesik Devletleri’nde yiirtittiikkleri bir ¢calismada laktasyon doneminin 341
giin oldugunu bildirmiglerdir. Pelister ve arkadaslar1 (2000) laktasyon siiresini Almanya
orijini ve Tiirkiye orjini grupta karsilagtirarak Almanya grubunda 286.31 giin, Tiirkiye
grubunda ise 287.38 giin oldugunu bildirmislerdir. Kogas Tarim Isletmesinde bulunan
holstein sigirlarda yaptiklart ¢alismada Duru ve Tuncel (2002) bu siirenin 304.4 giin,
Gelmen Tarim Isletmesinde Akman ve arkadaslar1 (2001) nin yaptiklari ¢alismada ise
322.6 giin oldugu bildirilmistir. Kaya ve arkadaslari (2003) Tiirkiye’de bulunan Italyan

orijinli Holstein’lerin laktasyon siiresinin 336 giin oldugunu bildirmislerdir.



1.3.Genetik Yaklasimlar

Kirsal veya gelismis tesislerde fark etmeksizin hayvan yetistiriciliginde yiiksek verim
eldesi saglamasi ile bu yetistiriciligi yapilan hayvanlarin hastaliklara direngli,
digerlerine gore yiiksek ve saglikli lireme potansiyeli olan hayvanlarin siirii i¢indeki
secimi yetistiriciler i¢cin en Oonemli konulardandir. Genetik acgidan 1tk icinde olumlu
yonde yasanacak ilerleme, bu hayvanlarin se¢iminde dogru tercihlerin yapilmasi ve bu
dogru tercihlerin yayginlastirilmasi ile hizlandirmaktadir. Seleksiyon isleminin istenilen
seviye ve etkili bir bicimde gerceklesebilmesi i¢in 6nemli noktalar; konu olan gen veya
genler acisindan g¢alismaya dahil edilen toplulukta polimorfizmin olmasi ve &nemli
goriilip calismaya dahil edilen O6zellikler arasinda iliski bulunuyor olmasi gelecek
donemlerde seleksiyonu yapilmak istenen Ozelliklerin dikkate alinmasinda istenilen
nitelikteki damizlik tercihine yardimci olarak olacaktir. Kullanilan molekiiler analiz
yontemlerinin maliyetlerinin yiiksek olabilmesi sebebiyle bu tiir molekiiler yontemlerle
seleksiyon yapilabilmesi giiclesebilmekte bu nedenle et ve siit hayvanlar1 yetistiricileri
tarafindan kullanmilmasi zorlasmakta ve géz ardi edilebilmektedir. Istenilen &zelliklere
sahip bireylere ulagsmak, siiriiniin genetik Gzelliklerini gen veya genler bakimindan
planlanmas1 damizlik secimlerine bagli oldugundan diger bireylere gore istenilen
ozellikleri iistiin olan hayvanlarin secilmesi hayvan yetistiricilerinin mevcut yapilar
tyilestirilmesi ya da muhafazasi bakimindan 6nemlidir bu duruma gore planlama
yapilmasi 6nem arz etmektedir. Hayvanlarin fenotipik 6zelliklerine bakarak en iy1 allel
genleri tagiyan bireylerin saptanmasinin zor oldugu bilinmektedir. Tespiti zor ve
ekonomik olarak yliksek giderlere neden olabilen niceleyici Ozellikler bireylerin
fenotipine bakilarak tespit edilememektedir (Aytekin ve Boztepe, 2013). Bireylerin
genotipleri her zaman fenotipik &zellikleri ile uyusmadig bilinmektedir. Ozellikle siit,
et verimi gibi ekonomik degere sahip 6zelliklerin yan1 sira hastaliklara kars1 direng, dol
verimi, dogurganlik gibi kantitatif Ozellikler ile ilgili yapilan aragtirmalarda ilgili
allelleri bulunduran bireyleri DNA markorleri ile tespit edilebilir hale getirebilmek igin
yeni calismalar yapilmaktadir. Marker Destekli Seleksiyon (MAS) calismalarinda bu
yeni veriler damizlik yetistiriciligi yapan isletmelerce kullanilabilmektedir. Bilhassa
sigir, koyun, keg¢i gibi dogum arasinin zaman aldig: tiirlerde MAS tek basma veya
geleneksel 1slah galismalariyla beraber kullanilabilir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar

ile yetistiriciligi yapilan hayvanlarin farkli ekonomik ozellikleriyle alakali MAS



calismalarinda kullanilabilecek pek ¢ok yeni aday gen tespit edilmistir (Karshi vd.,
2013).

1.4.P1T-1 (Hipofiz Ozel Transkripsiyon Faktorii) Geni ve Siit Uretimine Etkisi

Fpit, Pit-1 ve GATA-2 isimleri ile 3 ana degisme kanalinin 6n hipofiz bezinde oldugu
bilinmektedir. Biiyiime hormonu, GH iireten samotrop hiicreler, prolaktin iireten
laktorop hiicreler ve tiroid uyarici hormon iireten triotrop hiicrelerinin gelisimleri Pit-1
eksprese eden hiicreler sayesinde gerceklestigi bildirilmistir (Soylemezoglu ve Aydin,
2014). Pit-1 memelilerde hormon ekspresyonunda ve hipofiz gelisiminden yiikiimlii
olan bir gendir (Doosti vd., 2011). On hipofizin gelisiminde gérevli olan Pit-1 geni,
hepatik progenitor hiicrelerin prolaktin tireten hiicrelere farklilagsmasina neden olurlar ve
insanda bulug cagi olarak da adlandirilan ergenlik baslangici siirecini geciktirir (Li ve
ark., 1990; Lee ve ark., 2005; Taha vd., 2005). Bu sebeplerle hayvanlarin biiyiimesi ve
gelismesinin diizenlemesinde basrollerden olan Pit-1 genindeki mutasyonlar insanlarda
goriilen hasarlarla iliskisi 6nemlidir (Sobrier, 2016). Et {iretim tavuklar iizerinde
yapilan son caligmalarda Pit-1 geninin gelisim ve biiylime iligkisinin varlig1 ortaya
koyulmustur (Chen vd., 2018). Cin sigirlarinda yapilan bir ¢alismada Pit-1 intron 5°teki
polimorfizimlerin viicut agirligi, ortalama giinliik kazang ve 6, 12, 18, 24 aylik gogis
cevresi ile arasinda anlamli iliski oldugunu ve A allelinin bu 1k iizerinde biiylime
ozellikleri agisindan avantajli olabilecegini gostermistir (Tang, 2012). Memeli
gelisimini diizenleyen POU transkripsiyon faktorleri ailesinin bir iiyesidir.

Memelilerde GH, PRL, TSHp ekspresyonundan sorumlu olarak bildirilen Pit-1 geni
siif 1 hipofiz transkripsiyon faktorii olarak adlandirilmaktadir (McCormick vd, 1990;
Haugen, 1993; Renaville vd., 1997b; Kopp ve Jameson, 1998; Miyai vd., 2005) .Pit-1
genindeki herhangi bir olumsuzluk hormonlarin ekspresyonunu bozabildigi
bilinmektedir (McCormick vd., 1990).



Monocyte chemoattraction

IRF-3

Proliferation Cytokines and chemokines

.".__'- Type’ Pro-ROS target genes
" Interferons —

Sekil 1.1 PiT-1"in hiicredeki béliimii ve gérevleri (Koumakis vd., 2019)

Insan plasentasinda, meme adenokarsinom hiicre hattinda, hematopoetik ve lenfoid
dokular. gibi diger hiicre dizilerinde ve dokularinda Pit-1 in varligi bildirilmistir (Li
vd., 1990; Gill-Puig vd., 2005). Meme kanseri hiicrelerinde Pit-1’in tiimor biiylimesi
ve metastazi ile iligkili oldugu ortaya koyulan bir ¢aligmada Pit-1 geninin varligi
belirlenen bu dokularda anormal ekspresyonun tiimor ilerlemesi ile iligkili oldugu da
bildirilmistir. Meme kanseri prognostik degeri ise heniiz tespit edilememistir (Ben-
Batalla vd., 2010; Lisboa vd., 2013; Seoane vd., 2015). Aday bir gen olarak bildirilen
Pit-1, 129 amino grup asitten olusan ve sigirlarda 1. kromozomun sentromerik kismina
(1921-22) smurlandirilmis olan 282315 numarali (Moody vd., 1995) 6 ekzon ve 5
introndan olustugu bildirilmistir. Woollard vd. (1994), ilk olarak ifade ettigi Pitl geni
Hinfl polimorfizmi, Hinfl restriksiyon enzimi ile 451 b¢’lik gen bdlgesinin kesimi
sonucu A—G baz degisikligi ile, BB genotiplilerde 244 b¢ ve 207 b¢’nde olmak iizere 2
kesim bolgesine sahip oldugunu AA genotiplilerin ise 451 bg’de tek bir bant verdigi
bildirilmistir. Sigirlarda Moody vd. (1995) yaptiklart ¢calismada Pit-1 geninde bulunan

Hinfl kesim yerini tanmimlamak i¢in RFLP yontemini kullanmiglardir. Yaptiklari
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calismada linkage analizi sonucunda kesim bolgesinin sigirlarda 1. kromozomun

sentromerik bolgesine sublokalize oldugunu, bildirmislerdir.

Pit-1 geninin 6. Ekzonunda bulunan nokta mutasyonunun (G — A) polimorfizmin baz
degisikliginin nedeni oldugunu Dierkes vd. (1998) bildirmislerdir. Bu genin intron
5'inde bir SSCP polimorfizminin mevcut oldugunu Zhao vd. (2000), bildirmislerdir.
Daha sonra ise Zhoa vd. (2004), ¢alismalarina genin intron3, intron 4, intron 5 ve ekzon
6’daki polimorfik alanlarla ilgili arastirmalarla devam etmislerdir. PRL ve GH meme
hiicrelerinin gelismesi ve siit verimi i¢in gerekli olmakla birlikte (Oprzadek vd., 2003)
somatotropik hiicrelerin proliferasyonunda etkili olmalarindan dolay1 (Castrillo vd.,
1991) biiyiime ve gelisimin organizasyonunda memelilerde Pit-1 geninin aday gen
oldugu bildirilmistir (Zhang vd., 2009). Pit-1 geninin ilgili oldugu bilinen siit verimi, et
verimi, bliyime gelisme Ozellikleri ve bunlarin yaninda dol verimi gibi niceleyici
ozellikler {izerinde olduk¢a yogun c¢aligmalar yapilmis ve yapilmaya devam

edilmektedir (Gokcan,2019).

Memeli canlilar i¢in yasamin yeni dogan doneminden itibaren en 6nemli besin kaynagi
olarak bilinen siitiin canl1 gelisiminde gerekli goriilen temel besin kaynaklarini igerdigi
bilinmektedir (Javed vd., 2012). Gevis getiren hayvanlarda meme bezi, yavru i¢in
dogumdan sonra siit salgist yapabilmek icin gelisen karmasik yapida bir
organizasyondur, siit veren alveol hiicrelerin aracilifiyla hiicrelerin salgi yapmasi ve
gebelikte dogum sonrast yavruyu doyurmak igin siit iiretmek adma farklilasan
epitelyum kismi ve stroma kismi olarak iki dokudan olustugu bildirilmistir. (Li vd.,
2012).

Genetik faktorler, beslenme, irk ve epigenetik faktorlerin etkileriyle meme bezinin
tiretkenligi degiskenlik gostermekte oldugu bilinmektedir (Qiang vd., 2014). Fakat
siitlin  sentezi ve salgilanmasi laktasyon siireci ile de iligkili oldugu bilinirken,
Molekiiler seviyede ki farkliliklarin disinda beslenme, bakim sartlar1 gibi dis
etkenlerinde bu siirece etkisi oldugu bilinmektedir. Molekiiler seviyede ki farkliliklarin
ortaya cikist genetik ve epigenetik farklilasmalarin neticesin de olustugu bilinmektedir.
Fenotipik olarak ortaya c¢ikan bir degisimin genotipik bir degisim ger¢eklesmeden

olugmasina epigenetik adi verilmektedir. Meme bezi gelisiminde epigenetik etkinin
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roliiniin biiyiik oldugu 6ngdriilmiis ve bu konuda yapilan ¢alismalar Pit-1°in bu siiregte

yapilacak olan yeni ¢aligmalara dahil olacagini gostermistir (Dingel, 2018).
1.5.DNA Polimorfizmi

Evrimsel siirecte genetik ¢esitlilik ;ayri tiirlerin farklilasmasindan ve ayni tiiriin tyeleri
arasinda meydana gelen yeni farkliliklardan sorumludur. Genlerde, genetik cesitlilige
sebep olan bu farklilasmalardan biri polimorfizmdir. Hayvansal tiiketim tiriinlerin
temini i¢in yapilan hayvan yetistiriciliginde genetik ¢esitlilik, 1slah ¢alismalarinin temel
tasini olusturmaktadir. iklimsel dzellikler agisindan bir cografi bolgeye uyum gostermis,
bolgede popiilasyonu yogun olup siklikla yetistiriciligi yapilan tiirlerin, bu tiirlere ait
irklarin  genetik vasiflarin1 ve dahil olduklar1 ekosistemde birbirleri ile iliskilerinin

durumlarimi genetik gesitliligin agikladigi bilinmektedir (Ekmekgi vd., 2008).

DNA markérleri, belirli tek bir tiiriin iginde farkli bireylerde dizi polimorfizmi gosteren
DNA bolgeleridir ve giiniimiizde degisimlerin belirlenmesinde siklikla bagvurulan
yontemdir (Liu, 1998). Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) bulusunun ardindan PCR
temelli markorler genetik alaninda gergeklestirilen arastirmalarda siklikla kullanilamaya
baglanmistir. PCR teknolojisi Karry Mullis tarafindan 1985 yilinda ilk defa ortaya
konulmustur. Genomun kendine has bdélgelerini in vitro ortamda ¢ogaltilarak
elektroforez teknikleri ile goriintiilenebilmesini saglayan bu kesif o yillarda oldukga
gelismis bir teknoloji oldugu bilinmektedir. PCR temelli DNA markor sistemleri
molekiiler biyoloji ve DNA teknolojisindeki hizli gelismelerle beraber daha ekonomik,
kolay ve polimorfik olmalarindan dolayr yaygin olarak kullanilmaya baslandig
bildirilmistir. Ozellikle RFLP, RAPD, EST, STS, SSCP, AFLP, STR ve SNP en sik
kullanilan yontemler oldugu bilinmektedir (Weber ve May, 1989; Liu, 1998).

RFLP-“Restriction fragment length polymorphism” olarak adlandirilan farkli
uzunluktaki DNA parcalarinin restriksiyon endoniikleaz (RE) enzim kesimleri ile
olusturuldugu ve bu farkli uzunluktaki DNA parcalar1 restriksiyon par¢a uzunluk
polimorfizmlerinin belirlenebildigi yontem olarak bilinmektedir. Her bir RE’nin DNA
tizerinde kendine 6zgili bir kesim bdlgesi bulunmaktadir bu RE’ler kendisine 6zel
bolgeyi taniyarak bu kisimdan DNA’y1 ikiye kesmektedir. Bu yOntemi sayesinde
dizilim farkliliklart DNA dizisi lizerinde basarili ve kolay bir sekilde belirlenebilir
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oldugu bildirilmistir. RFLP’lerin belirlenmesi yonteminde DNA parc¢aciklar1 agaroz jel
elektroforezinde ayristirilmak i¢in RE enzimi ile DNA kesimi gergeklestirilir. Ayni tiir
icinde DNA fragman profilleri olusturmaya olanak saglayan ve dizilim farkliliklarina
gore genom bolgesinde farkli RE kesim bdlgeleri ¢alisilabilir. Southern blot yontemi
ile nitroseliiloz kagidi tlizerine jelde denatiire olmus DNA fragmanlari alinir. DNA
fragmanlar1 ve profili tespit etmek ic¢in radyoaktif isaretli bir DNA probu kullanilir
(Botstein vd., 1980). Ozgiin bir diziye ihtiya¢ kalmadan islemin yapilabilmesi bu RFLP
markorlerin en 6nemli avantaji oldugu bilinmektedir. Bu yontem tiirlerin ve cinslerin
analizlerinde kullanabilmesi disinda biiyiik popiilasyonlarin analizinde de kullanilabilir
olmasi nedeniyle kullanim alan1 agisindan genistir ve ¢alisma da kolaylik saglar. Tercih
edilen markdr sistemi olmast nedeni polimorfizm orani ¢ok yliksek olmasi sebebiyle
ozellikle aile agaci ve haritalama analizlerinde kullanilabilir olmasidir. Pahali bir
yontem olmasinin yaninda uzun ve yorucu bir islem olmasi, ¢alisma igin yeterli DNA

miktarina ihtiyag duyulmasi dezavantaji olarak goriilebilmektedir (Botstein vd., 1980).

SSCP- “Single-strand conformational polymorphism” markoérleri, tek  zincir
konformasyon polimorfizmleri, nokta mutasyonlari ve dizi varyantlarint 1000 baz
ciftinden kisa bir DNA dizilim bdlgesinde belirleyebilen bir markér sistemidir (Orita
vd., 1989). Uygun 1sida denatiirasyona ugratilan, PCR {iriiniin mutasyon bolgesinde 1I.
ve Ill. DNA konformasyonlariin olusturulmasi temeline dayanan bir yontem oldugu
bilinmektedir. 1l. ve Ill. Konformasyondaki, varyasyona bagli olarak olusan DNA
molekiilleri jel elektroforezinde farkli bantlar olusturmasiyla varyantlarin tespitine
olanak sagladigi bilinmektedir. Bu yontemin en biiyiik dezavantaji basit bir teknoloji
olmasma karsin her mutasyon igin farkli ortamlarin olusturulmasi gerekmesi olarak

bildirilmistir (Liu, 1998).

RAPD- “Randomly amplified polymorphic DNA” Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik
DNA markérleri, ilk kez Williams vd., (1990) tarafindan gelistirildigi bilinmektedir.
PCR temellidir. Herhangi bir niikleotid dizilimi olan bir primerin ¢alistirilmasiyla DNA
pargalar1 ¢ogaltilmakta ve olusan farkli bant profiline gére DNA polimorfizmi tespiti
gerceklestirilmektedir. Bu markor kullanilarak yapilan ¢alismalarda, ayn1 lokustaki iki
farkli  alel belirli biiyiiklikteki ~ bantlarin ~ varligiyla ya da  yokluguyla ayirt
edilebilmektedir (Liu, 1998). Avantaji DNA dizi bilgisine ihtiyag duyulmadan, diger
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markorlerle karsilastirildiginda daha ekonomik ve daha az miktarda DNA ile kisa
stirede sonuclar alinabilmesi oldugu bildirilmistir. Dezavantaji ise RFLP’ye gore

giivenilirliginin daha diisiik olmasidir (Williams vd., 1990).

AFLP- “Amplified fragment length polymorphism” yontemi ¢ogaltilmis par¢a uzunluk
polimorfizmi, RE enzimleri sayesinde kesilen DNA' nin genomik DNA kisimlarinin
secici PCR ile ¢ogaltilmasi prensibiyle yapilabilmektedir. DNA’nin enzimler yardimiyla
kesilip, oligoniikleotid adaptorlerin baglanmasimin ardindan kesilmis olan bolgelerin
secici PCR yontemiyle ¢ogaltilmasi ardindan ¢ogaltilan bu bdlgenin poliakrilamid jelde
analiz edilmesi olarak ii¢ temel adimdan olusmaktadir. Genellikle parmak izi
analizlerinde yaygin olarak kullanilan bu markor sistemi, jel elektroforez yontemi ile
goriintillenen RE ile kesilen parca bolgeleri niikleotid dizilimi bilinmeden goriintii
verebildigi bilinmektedir. RFLP’ye gore analizi, markdriine benzer o6zelliklere sahip
olmakla birlikte daha kolaydir ve daha az miktarda DNA ile c¢alisma
gerceklestirilebildigi bilinmektedir (Vos vd., 1995).

SNP-“Single nucleotide polymorphism” tek niikleotid polimorfizmleri, tek niikleotid
dizilimi farkliliklarmin genomun rastgele bir bolgesinde olmasidir. Bu markorlerin
intron ve ekzon bolgelerinde, 500-1000 bg¢ siklikta genomda olduk¢a yaygin
bulunduklar1 bilinmektedir (Wang vd., 1998). SNP markérlerinin polimorfizmleri
aciklanirken veri taban1 ve polimorfizm dizi bilgisine ihtiya¢ duyuldugu bilinmektedir.
Genellikle iki alele sahiptirler (Smigielski vd., 2000). Dizinin konumu, fonksiyonu,
tiirler aras1 homoloji ve heterozigotluk derecesi olmak tizere 4 biiyiik bilgi ekseni tek
veya daha fazlasi bir arada olmak iizere diizenlenebilen SNP’ ler arastirmacilarin
caligmalar1 kolaylastirmakta olduklar1 bilinmektedir (Smigielski vd., 2000). Genomda
bilinen 1.42 milyon SNP’nin her 1.91 Kbg¢ basina 1 SNP yogunlukta bulundugu
bilinmesinin yaninda ekson gen bélgelerinde 60 000 SNP varligi ve eksonun %85’inin
SNP’nin 5 Kbg¢ yakininda yer aldig:r bildirilmistir (The International SNP Map
Working Group, 2001). Farkli kaynaklardan edinilen bilgilerle (GenBank, PubMed,
LocusLink ve Genome Sequence) NCBI veri tabanindaki bilgiler kullanilarak SNP
bilgilerine ulasilabilmektedir (Smigielski vd., 2000). Giiniimiizde kullanilan molekiiler
biyoloji teknikleri bircok SNP analizi ¢abuk ve daha az harcama ile yapilabilmesine

imkan tanimistir. Popiilasyonlarin genetik yapisi, kantitatif 6zellik lokuslari, MAS
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calismalar1 ve atasal iliskilerin arastiritlmasinda kullanilan SNP’ler siklikla kullanilmaya

devam edilmektedir.
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2.MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Hayvan Materyali

Hayvan materyali temini bu tez calismasinda Afyon Kocatepe Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Medikal Biyoloji ve Genetik ABD Laboratuvari’ndan saglanmistir.
Laboratuvar da mevcut bulunan 81 bas Holstein 1k sigira ait kan Ornekleri

kullanilmistir.

2.1.2. Kullamilan Teknik Aletler

2.1.2.1. PCR Cihaz1
Applied Biosystem Veriti 96-Well Thermal Cycler marka PCR cihazi

Pit-1 genine ait bolgenin ¢ogaltilmasi ve sekans PCR’1 yapilmasi igin kullanilmustir.

2.1.2.2. Yatay Elektroforez Sistemi

Thermo midicell primo EC 320 ve Thermo midicell primo EC 330 elektroforez jel
sistemi kan oOrneklerinden izole edilen DNA ve PCR i¢in kullanilacak tiriinleri

goriintliilemek i¢in kullanilmistir.

2.1.2.3. Jel Goriintiileme Sistemi
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PCR islemi izole edilen DNA ile gergeklestirildikten sonra, PCR sonucunda olusan
tiriinler elektroforez sisteminde agaroz jelde yiirlitiilmistiir. Elde edilen {iriinlerin

goriintiilemek i¢in Vilber Lourmat BIO-VISION cihazi kullanilmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Orneklerin Eldesi ve Saklanmasi

Bu c¢aligmada Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Medikal Biyoloji ve
Genetik A.B.D. laboratuvarinda, -20 °C*“de cryo tiiplerde numuneler ¢calisma da DNA

izolasyon iglemi yapilmasina kadar saklanmistir.
2.2.2. DNA izolasyonu

Arastirma sirasinda kan orneklerinden, spin kolon yontemi kullanilarak DNA izole
edilmistir. 10 pl Proteinaz-K (20mg/ml), 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplere konulmus ve
200 pl  kan numuneleri tiiplere eklenmistir. Bu karisimin  {izerine 200 pl
miktarinda ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenmistir ve 15 sn. kuvvetli sekilde vortekslenip,
56°C*“de 15 dk. etiivde bekletilmistir. Siire bittikten sonra etiivden ¢ikarilip kapakta
damlacik kalmasini 6nlemek amaciyla kisa zamanl santrifiij islemi gergeklestirilmistir.
Daha sonra iizerlerine 210 pl binding buffer eklenerek 15 sn. vortekslenmistir.
Kapakta ornek parcasi kalmamasi amaciyla yeniden kisa siireli santrifiij islemi
uygulanmis ve spin kolon tiiplerine lizatlar aktarilmistir. Ardindan tiiplerin kapali hale
getirilerek 1 dk. 8.000 rpm'de santrifiij edilmistir. Toplama tiipiiniin alt kisminda kalan
stvt atilmistir, 1 dakika 8.000 rpm’ de santrifiij edilmek i¢in yikama soliisyonu-I den
650 ul spin kolonlarin iizerine ilave edilip santrifiij edilmistir. Daha sonra toplama
tiplinin altindaki sivi dokiilmustiir. 500 pl yikama soliisyonu-1l spin kolonlara
eklendikten sonra 1 dk. 8.000 rpm’de santrifiij islemi yapilmis ve toplama tiipiiniin
altinda kalan siv1 yine atilmistir. Daha sonra, tekrar 250 pl yikama soliisyonu-I1 spin
kolonlara ilave edilerek 3 dk. 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Yeni mikrosantrifiij
tiiplere, spin kolon aktarilmig ve iizerlerine 200 pl TE buffer (10mM Tris, 1 mM
EDTA pH 8,0) soliisyonu eklenerek 5 dk. oda sicakliginda bekletilmistir. Bekleme
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sliresi bittikten sonra tiipler, 1 dk. daha 8.000 rpm’de santrifiij edilmis ve elde edilen
DNA'’lar daha sonra kullanilmak i¢in - 20°C’de saklanmustir.

2.2.3 Primer Tasarim

Calisama da , Woollard vd. (1994) nin bildirdigi primer ¢ifti Pit-1 geninin hedef bolgesi
intron 5 - ekzon 6 olup c¢alismada kullanilmistir. NCBI kullanilarak ve FastPCR
Professional 6.1.2 paket programindan yararlanilarak Pit-1 gen dizisi i¢in primer
tasarlama islemi yapilmistir. Primerlerin arasinda hairpin ve dimer olusma durumu

programda kontrol edilmistir. Bu arastirmada kullanilan primer ¢ifti
Forward 5° -AAACCATCATCTCCCTTCTT-3’

Reverse 5 ~AATGTACAATGTGCCTTCTGAG-3’ dir.

2.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Primerlerin baglanma sicakliginin (Tm, Melting Tempature) belirlenebilmesi icin
Gradient PCR kullanilmistir. 1 pl 1xPCR, 3 mM 0,7 pl MgCl2, 2,2 pl 5Q soliisyonu
(Qiagen) 2 mM 0,2 pl ANTP, 2,5 mM 0,25 pl forward 1 ve 0,25 pl revers 1 Platinium
Taq polimeraz (Invitrogen), 1 ul DNA (20 ng/ul) ve 4,4 ul ultra distile su ilave edilip
toplam hacmin 10 pl olmasi saglanmis ve bir PCR karigimi hazirlanmustir. Pit-1 primeri

icin optimum Tm derecesi 56 °C oldugu belirlenmistir.

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen PCR iiriinlerinin goriintiilenebilmesi i¢in (% 1°lik) agaroz jel hazirlanmigtir
. Bunun i¢in 1 gr Agaroz tozu ile 100 ml TAE (TrisAsetat- EDTA) soliisyonu
karistirildi ve mikrodalga firinda agaroz tozu eritilmistir. Homojen bir sivi halin gelen
jelin igine 1 pl kadar RedSafe boya soliisyonu eklenmistir. Olusan karigimin sicakliginin
azalmast fakat soguyup donmadan 1lik bir hale gelmesi beklenmis sonrasinda
elektroforez tepsisine dokiilmiistiir. Elde edilen jel 30 dk. oda sicakliginda ve 30 dk. da

buzdolabi i¢cinde +4 derecede donmasi i¢in bekletilmis , ardindan elektroforezin i¢inde
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bulunan taraklar tepsiden kuyucuklara zarar vermeden uzaklastirilmigtir. Tepsi,
elektroforez tankina alinmistir. Elektroforez tankina jelin iizerini gececek sekilde TAE
soliisyonu eklenmistir. Olusan her bir kuyucuga 8,5 ul kadar yiikleme boyasi (Loading
Dye) ile 2,5 ul miktarinda PCR iiriinii i¢eren karisim ilave edilmistir. Kuyucuklara
ornek yiikleme islemi tamamlandiktan sonra 30 dk. boyunca 6rnekler 90 Voltta jelde
yiritilmiistiir. Yiriitme islemi tamamlandiktan sonra Vilber Lourmat BIO-VISION jel
gorlintiileme sisteminden yararlanilarak jel goriintiillemesi yapilmistir. Goriintiiniin
gbzlenmedigi bantlar negatif olarak degerlendirilirken goriintiiniin oldugu bantlar ise

pozitif olarak degerlendirilmistir.

2.2.6. RFLP (Restriksiyon Fragment Length Polymorphism)

Jelde goriintiileme isleminin ardindan aranan mutasyonunun belirlenmesi i¢in Pit-1 PCR
triinleri, Hinfl (Thermo, ERO0801) restriksiyon enzimiyle kesilerek RFLP
gergeklestirilmistir.

Bu enzim ile protokolde belirtilen oranlarda karistirtlan PCR {irtinleri, thermal cycler
cihazinda inkube edilmistir (95°C de 5 dk 1 defa, 95°C de 30 sn, 56 °C de 30 sn 72°C
de 1 dk 40 defa , 72°C de 5 dk 1 defa, 72°C de 8 dk 1 defa) Ardindan restriksiyon
enzimiyle kesilerek olusturulan fragmentler boyutlarina gore ayrilarak polimorfizmlerin
belirlenmesi i¢in 40 dakika %2“lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir. Bu islem esnasinda

fragmentlerin uzunluklarinin belirlenebilmesi i¢in DNA ladder kullanilmustir.

2.2.7. istatistik Analiz

PCR asamast sonucu dlriinler RFLP ile goriintiilenmistir. Popiilasyonlarin genotip

frekanslarina gore allel frekanslari
f(A)=p=(2nAA + nAG )/2N
f(G)=g=(2nGG+ nAG)/2N

ptq=1 esitligine gore
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Esitliklerde ;

f(A )=p=A allelinin frekansi

f(G)=q=G allelinin frekans1

N: ¢alismaya dahil edilen toplam birey sayisi

Formiiliine gore hesaplanmistir.

Daha sonra Khi kare testine gére gozlenen ve beklenen degerler arasindaki kiyaslama

belirlenmistir.
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3. BULGULAR

Pit-1 geni intron 5- ekzon 6 bolgesi bakimindan PCR ile ¢ogaltilan 451 bg’lik gen
bolgesinin Hinfl restriksiyon enzim kesimi ve % 1’lik agaroz jelde yiiriitildiikten sonra
elde edilen kesim f{irlinleri jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir. DNA ladder
kullanilarak elde edilen genotipler Woollard ve ark. (1994)’nin bildirdigi gibi
skorlanmigtir. AA genotipliler Hinfl restriksiyon enziminin herhangi bir kesim bolgesi
olmadigindan ayn1 PCR iiriiniinde oldugu gibi yalmiz 451 bg bolgede bir bant, AG
genotipliler 451 bg, 244 b¢ ve 207 bg bolgelerinde olmak {izere ii¢ bant, GG
genotipliler ise hem 244 b¢ hem de 207 bg¢’nde olan iki bant olusturdugu gézlemlenmis
ve populasyonun genotiplendirilmesi bu kesim firiinleri temelinde gergeklestirilmistir
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Pit-1 intron 5- ekzon 6 bolgesinin PCR iiriinii ve Hinfl kesim bolgesi

Calismaya dahil edilen Afyonkarahisar bolgesinde yetistirilen 81 adet Holstein sigirdan
elde edilen DNA o6rneklerinden yiiriitiilen ¢alismada Pit-1/Hinfl polimorfizmi allel gen
frekanslart bakimdan incelendiginde A allelinin 0.24 ve G allelinin 0.75 frekansinda

oldugu belirlenmigstir. Irkta G allelinin yliksek frekansta goriildiigii gozlemlenirken,
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genel olarak AA genotipi % 6,17, AG genotipi %37,03 ve GG genotipi %56,79

oraninda oldugu tespit edilmistir.

Tablo 3.1 Calisma sonucunda elde frekans degerleri ve y? testi

Siyah N Genotipler Allel Genotip frekanslart | y?
Alaca frekanslari
0,049
AA AG |GG |A G AA |AG |GG
Gozlenen | 81 |5 30 |46 0,246 | 0,753 | 6,17 | 37,03 | 56,76
Beklenen | 81 |49 30,0 | 45,92 0,060 | 0,370 | 0,567

Gozlenen ve beklenen genotip frekanslar dikkate alinarak yapilan hesaplamalardan
sonra ortaya koyulan y* testi sonucunda 0.049 degeri elde edildi ve bu degerin ¥?
dagilim tablosundaki 1 serbestlik dereceli 0.05 dnem seviyesinin (TD1:0.05= 3.841)
altinda oldugu gorilmiistir. Calismaya dahil edilen popiilasyonun bu gen bolgesi
bakimindan Hardy-Weinberg dengesinde oldugu sonucu gorilmiistiir (P>0.05) (Tablo
3.1).
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4. TARTISMA

Siyah Alaca sigir irklarinda yapilan ge¢cmis calismalarda Woollard vd. 1994 yilinda
yaptiklar1 c¢aligmada A allel frekansim1i 0.15, B allel frekansim1 ise 0.85 olarak
bildirmistir. Moody vd. 1995 yilinda A allel frekansin1 0.26, B allel frekansini 0.74,
Renaville vd. 1997 yilinda yaptiklar1 benzer bir ¢alismada A allel frekansin1 0.188 ve B
allel frekansin1 0.812, Hori-Oshima ve Barreras-Serrano 2003 yilinda gergeklestirdikleri
calisma sonucunu A allel frekansi degerini 0.155, B allel frekansi degerini ise 0.845,
Oprzadek vd.. aym yil yaptiklar: ¢alismada A allel frekansi 0.247 ve B allel frekansi
0.753 olarak bildirmislerdir. Vargas vd. 2004 yilinda A allel frenkansin1 0.283, B allel
frekansini1 0.717 bildirirken Dybus vd. ayni yil A allel frekansin1 0.243, B allel frekans
degerini ise 0.757 bildirmislerdir. Bu ¢alismalardan birka¢ yil sonra Yan vd. 2006
yilinda A allel frekansin1 0.132, B allel frekans degerini ise 0.868 olarak bildirmislerdir
ertesi yil Zakizadeh vd. A allel frekans degerini 0.208 B allel frekans degerini ise 0.792
oldugunu belirtmislerdir. Edriss vd. 2008 yilinda yaptiklari ¢alismanin sonucu olarak A
allel frekans degerini 0.256, B allel frekans degerini 0.744, bir baska caligmada
Jawasreh vd. 2009 yilinda A allel frekans degerini 0.174 B allel frekans degerini 0.826
olarak ortaya koymuslardir. Misrianti vd. 2010 yilinda A allel frekans degerini 0.244 B
allel frekans degerini 0.756 olarak bildirdikleri aymi yil Yang vd. A allel frekans
degerini 0.475 B allel frekans degerini de 0.525 olarak bildirmislerdir. Yan vd. 2011
yilinda A allel frekans degerini 0.132, B allel frekans degerini 0.868 bildirmislerdir.
Doosti vd. 2011 yilinda farkli bir popiilasyon iizerinde yaptiklari ¢alismada A allel
frekans degerini 0.298, B allel frekans degerini 0.701 olarak bildirmislerdir. Ozdemir
1se 2002 yilinda yaptig1 ¢alismada A allel frekans degerini 0.20, B allel frekans degerini
0.80, Heidari vd. ayn1 yi1l farkli bir popiilasyonda A allel frekans degerini 0.170 B allel
frekans degerini 0.830 olarak bildirmislerdir. Khaizaran ve Al-Razem 2014 yilinda Ki
caligmalarinin sonucunu A allel frekans degeri 0.683 B allel frekans degeri 0.317,
Trakovicka vd. aym yil A allel frekansinin degerini 0.185, B allel frekansinin ise
degerini 0.815 olarak bildirmislerdir. Ebrahimi Hoseinzadeh vd. (2015a,b) A allel
frekans degerini 0.26 ve B allel frekans degerini 0.74, Ahmadi vd. (2015) A allel
frekans degerini 0.22, B allel frekans degerini 0.78, Oner vd. 2017 de A allel frekans
degerini 0.253 ve B allel frekans degerini 0.747 olarak bildirmislerdir. Bayram vd. 2017
yilinda A allel frekansin1 0.32, B allel frekans degerini ise 0.68, bir sonraki yil yapilan
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bir bagka c¢alisma da Thuy vd. A allel frekans degerini 0.216, B allel frekans degerini
0.784, Gokcan 2019 yilinda yaptig1 calismada A allel frekans degerini 0.1346, B allel
frekans degerini 0.8654 olarak ortaya koymuslardir. A ve B allel frekanslar1 g6z oniine
alinarak literatiirde bildirilen degerler ile yapilan mevcut arastirmada ortaya koyulan
degerler karsilagtirildiginda Khaizaran ve Al-Razem (2014)’in ortaya koydugu A
(0.683) ve B (0.317) degerleri goz ardi edildiginde benzer sonuglara ulasildig: fikrine
varilmistir. Giinlimiizde gelisen molekiiler genetik metotlar1 ve mevcut ¢alismalar géz
ontinde bulundurularak hedeflenen ve gelistirmek istenilen 6zellikler ile ilgili MAS

calismalarinin arttiritlmasi yetistiricinin faydasina olacaktir.

Afyonkarahisar ilinde yetistirilen holstein ki1 sigirlardan toplanarak mevcut anabilim
dali laboratuvarinda muhafaza edilen kan 6rnekleri tizerinden gerceklestirilen , PCR-
RFLP yontemi kullanilarak, Pit-1/Hinfl polimorfizmine (AA, AG ve GG genotipleri)
ve ait genotipler tespit edilmistir. Popiilasyondaki Pit-1/Hinfl polimorfizmi i¢cin AA,
AG ve GG genotip frekanslari sirastyla %6,17, % 37,03 ve % 56,79, A allelinin frekans1
0.24 ve G allelinin frekans1 0.75 olarak bulunmustur.

Pit-1/Hinfl polimorfizmleri agisindan belirlenen genotip ve allel frekanslart 1rkin
genotip ¢esitliligin  ortaya c¢ikabilmesinde yeterli oranda ¢alisma sonucunda

gorilmiistiir.

Bu konuda her isletme yada cografi popiilasyon da benzeri caligmalar yapilarak tespit
edilen polimorfik yapilarin, farkli iklim 6zelliklerinin ve besi sartlarinin bulundugu
farkl1 bolgelerde, farkli wrklar tizerinde ve c¢ok yonlii performans Ozellikleriyle
iliskilendirilmesiyle hayvan islahinda kullanilabilirliginin belirlenmesi Onerilmektedir.
Ulkemiz toplam hayvan yetistiriciligi hacmi ve iiretimi gerceklestirlen iiriinler goz
Oniine alindiginda siit sigircilig agisinda belirli bir seviyeye geldigi kabul edilse de bu
konuda iiretimi ve kapasitesini gelistirmis iilkeler ile kiyaslandiginda laktasyon siiresi
boyunca verimlerin diisiik oldugu bilinen bir gergektir. Bahsi gecen verimlerin diistik
olmasi ilk olarak var olan popiilasyonlarin genotipik 6zelliklerinin verimi olumlu yonde
etkileyecek seviyelere ¢ikarilamiyor olmasidir. Yetistiriciler i¢in ekonomik 6neme sahip
ve sektorlin siirdiiriilebilirligini etkileyen siit ve et gibi temel 6zellikler birgok genin
kalittmiyla ortaya c¢ikmasi, bu Ozellikleri ¢ok sayida genin etkilemesine sebep

olmaktadir. Bu genlere ¢evre sartlarinin etkileri ile fenotipler ortaya ¢ikmaktadir.
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Fenotip sadece genetik yapidan olusmayip cevre sartlarindan da etkilenmesi sebebi ile
genotipik yapi lizerinde istenilen 6zellikler {izerine yogunlasilirken bakim ve besleme
gibi ¢evre sartlarinin da diizenlenmesinin 6nemi g6z ardi edilmemelidir. Kantitatif
Ozelliklerden olup siit verimi ve elde edilen siitiin i¢erigindeki bilesenlerini etkiledigi
diistiniilen genler mevcut galismalar 1s18inda tam anlami ile agiklanamamaktadir. Ancak
bu Ozelliklerin varyasyonlarinda en ¢ok paya sahip oldugu diisiiniilen major genler
tizerinde son yillarda gelisen molekiiler yontemler yardimiyla yapilan c¢alismalar hiz
kazanmistir. Giinlimiizde molekiiler genetik metotlar1 ve mevcut ¢alismalar goz oniinde
bulundurularak popiilasyonlarda kazang agisindan etkili olan 6zellikleri etkileyen genler

ile ilgili MAS ¢alismalarinin gergeklestirilmesi faydali olacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gelisen gilinlimiiz diinyasinda her gecen giin artan niifus ve uzayan insan omri dikkate
alindiginda bazi iilkeler de yasam standartlar1 hizla artarken, bircok iilke de de aym
hizla azalmaktadir. Buna bagl olarak artan gida ihtiyaci, gelisen yeni yetistiricilik
yontemlerinin maliyetinin artmasi1 gibi nedenler le birim hayvan basma elde edilen
verimin artis gostermesi gerekmektedir. Bu sebepler ile ozellikle insan yasaminda
hayvansal proteinin temel kaynagi olan sigirlar ve sigirlardan elde edilen temel
maddelerden olan siit ve siit ile iiretilen diger gidalar 6nemini arttirmistir. Yetistiriciler
etci wrklarin yaninda birgok gidanin ham maddesinin siitiin elde edildigi irklara da
yonelmeye baslamislardir. Baz1 gelismis iilkelerde ise hem siit hem de et verimi
yoniinden geliri zengin irklar tercih edilmeye baslanmistir. Calismamiza dahil edilen
siyah alaca iilkemizin yaninda diinyanin da birgok iilkesine yayilma firsati bulmus ve bu
ozellikleri sayesinde halen tercih edilmektedirler. Pit-1 geni yakin ge¢miste baslayan ve
giiniimiizde halen devam eden calismalar sayesinde yetistiriciligi yapilan hayvanlarin
farkli ekonomik ozellikleriyle alakalt MAS ¢aligmalarinda kullanilabilecek pek ¢ok yeni
tespiti yapilan bircok Onemli aday gen den biridir. Bu gen deki bir olumsuzluk
hormonlarin ekspresyonunu ve buna bagli biiyiime gelisme, siit tiretimi, dol verimi gibi
farkli agidan bozulmalara neden olabildigi ge¢misteki ortaya koyulan caligsmalarca
bildirilmistir. Memelilerde GH, PRL, TSHf ekspresyonundan sorumlu oldugu bilinen
ve hakkinda daha genis popiilasyonlarda farkli cografi bolgelerde yogun caligsmalar
yapilmasi gereken bunun yaninda uzun siireli ¢galigmalara dahil edilip yavru bireylerinde
dahil oldugu caligmalar yapilmasmin gerektigi diisliniilmektedir. Bunun yaninda 1k
icindeki 6ne ¢ikmis veya diger 6zelliklerinin performansinin Pit-1 geni ile iligkileri de

yeni gerceklestirilecek calismalarda ortaya koyulmalidir.

Gergeklestirilen ¢alismanin sonucunda c¢alismaya konu edilen Pit-1 geni Hinfl
polimorfizminin sonucunda ortaya ¢ikan genotipler ortalamalar1 bakimindan GG
genotiplilerin AG genotiplilerle karsilastirildiginda GG genotiplilerin popiilasyondaki
degerlerinin AG genotiplere gore yliksek degerlerde olduklar1 goriilmiistiir.
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