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ÖZET 

AFYONKARAHISAR BÖLGESINDE YETIġTIRILEN HOLSTEIN 

SIĞIRLARDA SÜT VERIMLILIĞI ILE ĠLIġKILI PIT 1 GENI 

MUTASYONLARININ ARAġTIRILMASI 

 

Bu araĢtırmada, Afyon Kocatepe Üniversitesi Veteriner Fakültesi Medikal Biyoloji ve 

Genetik Anabilim Dalı laboratuvarında bulunan Holstein sığır ırkına ait kanlardan 81 

adet örnek üzerinde çalıĢılmıĢtır. ÇalıĢmada Memeli organizmalarda büyüme hormonu 

geninin ekspresyonundan sorumlu olan (Renaville vd. 1997) sığırların 1 numaralı 

kromozomu üzerinde yer aldığı ve HinfI enzimi kullanılarak da polimorfik 

varyantlarının saptanabileceği belirlenmiĢ (Moddy vd. 1995) olan Pit-1 geninin 

(Pituitary-specific transcription factor) mutasyonu saptanmaya çalıĢılmıĢtır. ÇalıĢmada 

memelilerde büyüme geliĢmede rolü olduğu bilinen bunun yanında süt üretimi ile 

iliĢkili olduğu düĢünülen Pit-1 genindeki mutasyonlar saptanmaya çalıĢılmıĢtır.  

 

Sığırlar üzerinde yapılan iliĢkilendirme çalıĢmalarında, süt verimi ile iliĢkili birçok 

markör genin olduğu bildirilmiĢtir (Jiang vd. 2010). Bu genin sığırlarda süt üretimini ile 

iliĢkili MAS aday gen olarak görüldüğünden daha kapsamlı incelenmesi mutasyonların 

tespit edilmesi için daha uzun süreli ve daha kapsamlı bir çalıĢmaya ihtiyaç 

duyulmaktadır. Bu gen üzerine yapılan farklı ırklar ve farklı coğrafi bölgelerde yetiĢen 

popülasyon üzerinde yapılmıĢ çalıĢmalar ile karĢılaĢtırıldığında genel olarak benzer 

sonuçlar ortaya koyulduğu görülmüĢtür. 

 

Anahtar Kelimeler: Pit 1 geni, holstein sığırlar,  süt verimliliği 
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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 HinfI 

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  
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ÖNSÖZ 

Günümüz modern dünyada artan nüfus artıĢı ve doğan gıda ihtiyacı nedeni ile hayvansal 

kökenli gıdalar arasında bulunan sütün önemi de artmaktadır. Bir litre inek sütü yetiĢkin 

bir insanın ihtiyaç duyduğu günlük kalsiyum, fosfor, B2 ve B12 vitaminleri ihtiyacının 

tamamını karĢılarken, protein ihtiyacının ise yaklaĢık yarısını karĢıladığı bilinmektedir. 

Besin açısından bu kadar değerli olan ve birçok gıdanın ham maddesi olan süt 

üretiminin artması önem arz etmektedir. Ülkemizde uzun yıllardır süre gelen 

hayvancılık kırsal bölgelerde yapılan geleneksel yöntemler yerini teknolojik tesislere 

bırakmaya baĢlamıĢtır. Son yıllarda teknolojik geliĢmeler ıĢığında gerçekleĢtirilen 

Türkiye‟deki yıllık süt verimi 2010 yılında hayvan baĢına 2847 kg iken, 2018 yılında 

sadece %11‟lik artıĢla 3161 kg‟a çıkmıĢtır. Buna karĢın 2010 yılında 3.5 milyon baĢ 

olan Türkiye‟deki saf sütçü sığır ırkı varlığı, 2018 yılında yaklaĢık %37‟lik artıĢla 4.9 

milyon baĢa çıkmıĢtır. Bu dönemler arasında hayvan sayısındaki artıĢ ile sağılan hayvan 

baĢına yıllık süt veriminde ki artıĢın doğru orantılı olmaması, Türkiye‟de süt üretimi 

için kullanılan hayvanların verimlerinin düĢük olduğunun ve süt sığırlarının 

verimlerinin artırılmasının gerekli olduğunu ortaya koymaktadır. Ülkemizde süt verimi 

ekonomik olarak sığır yetiĢtiriciliğinde önemli bir kaynak olarak kullanılmaktadır. Süt 

veriminin düĢmesi nedeni ile sığırlar kesime erken verilmekte böylece ortalama doğum 

sayısı da bu oran da düĢmektedir buna bağlı doğum sayısının azalmasına neden 

olduğundan dolaylı yoldan et verimini de etkilemekte böylece hayvancılıkta ekonomik 

kayıplara neden olmaktadır. Bu durumlar göz önüne alındığında ıslah çalıĢmalarının 

önemi daha çok önem kazanmaktadır. 

BüyükbaĢ hayvan yetiĢtiriciliğinde kırsal da ve yetiĢtirme tesislerinde farklı ırklar 

kullanılmaktadır. Bu ırklardan en yaygın olanı süt verimi ile öne çıkan Holstein (Siyah 

Alaca) ırkıdır. Sürü içinde istenen genlerin frekansını artırmak için yapılacak olan 

çalıĢmalarda aday bir gen olması sebebi ile pit1 genin de oluĢan mutasyonların 

incelenmesi amacı ile yapılmıĢtır. 

Bu çalıĢma ve yüksek lisans eğitim dönemim boyunca tecrübeleri ile yol gösteren her 

daim desteğini esirgemeyen saygıdeğer danıĢman hocam Prof. Dr. Cevdet UĞUZ‟a, 

çalıĢmamın tüm aĢamasında bana tecrübe ve bilgi birikimleriyle destek olan Prof. Dr. 

Metin ERDOĞAN' a, yüksek lisans eğitimim süresince sahip oldukları bilgileri benimle 
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1.GĠRĠġ 

Günümüzde dünya mevcut sığır nüfusunun genetik ıslahında diğer ırklara kıyasla tercih 

edilen sığır ırkları genellikle Avrupa kökenli ırklardır. Bun ırklar arasında Holstein 

(Siyah Alaca) sığırlar dünyanın farklı bölgelerine uzun zaman önce götürülerek 

yetiĢtirilmeye baĢlanmıĢtır. Hollanda, Almanya ve Danimarka‟ nın Kuzey Denizi 

kıyılarındaki düzlük arazilerde yetiĢtirilen ata sığırların günümüzde ki aile üyeleri Siyah 

Alacalar dünyada en çok yetiĢtiriciliği yapılan sığır ırklarının baĢındadır, bunun nedeni 

süt üretim kapasitesinin fazla olmasının yanı sıra farklı iklim Ģartlarına hızlı uyum 

sağlama yeteneklerinin de yüksek olmasıdır. Siyah Alacaların fenotipik özelliklerinden 

kıl rengi siyah beyaz olan varyasyonda en geniĢ yayılıma sahiptir. Özellikle 1950‟li 

yılların baĢında baĢlayan hayvan ıslah programlarının etkisiyle Siyah Alaca sığırlar 

baĢta süt verimi olmak üzere birçok yönü ile diğer bakımı ve yetiĢtiriciliği yapılan 

ırklardan farkını ortaya koyabilmiĢtir. Amerikan, Hollanda ve Ġsrail Siyah Alaca alt 

ırkları ise yapılan genetik iyileĢtirme faaliyetleri sonucunda günümüzde oluĢtuğu 

görülmektedir. Süt verimi açısından Amerikan Siyah Alacaları, sütteki yağ ve protein 

açısından Hollanda Siyah Alacaları, iklimsel koĢullardan sıcaklık koĢullarına 

dayanıklılık özelliği ile Ġsrail Siyah Alacaları öne çıkmaktadır. (Anonim, 2019). Siyah 

Alacalar süt verimine ek olarak beside yetiĢtiricilere et verimi ile de gelir getirmesi 

sayesinde iyi bir besi materyali de ve potansiyeli oluĢturmaktadır. YaĢamlarının 15. 

Ayına ulaĢtıklarında erkek danalar beside 1 kg‟ın üzerinde canlı ağırlığa ulaĢarak 500-

600 kg ağırlığa ulaĢabilmektedir. Memelilerin doğum anından süt veriminin kesilmesi 

arasında kalan süt verdiği süre olan laktasyon dönemi, yetiĢtiricilerin daha az giderle 

çok kar elde etmeyi hedefledikleri zaman aralığıdır. ÇalıĢmada incelenecek olan 

Holstein ırkı sığırları, Türkiye‟de yetiĢtiricilerin süt üretiminde yoğun olarak 

kullanıldığı bilindiğinden çalıĢmada materyal olarak tercih edilmiĢtir.  Sığırlarda 

seleksiyon çalıĢmasının amacı ilk olarak süt ve et verim özelliklerinin ıslahını 

amaçlamaktadır. Birçok farklı gen tarafından kontrol edilen kantitatif özelliklerde 

fenotipik değer çoğu kez genotipik değeri iyi bir Ģekilde yansıtmamakla beraber 

fenotipe dayalı seleksiyon verimliliği de azaltmaktadır. Bu durum sebebi ile önemli 

bulunan özelliğin genotipik değerlerinin de biliniyor olması mühimdir. Günümüzde 

geliĢen yeni möleküler genetik yöntemleri, sürü içinde verimli bireylerin belirlenerek bu 

bireylerin yavrulamada da verimli bireylerin doğumu için önemsenen.özelliklerle 
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yüksek bir korelasyon.gösteren, erken dönemlerde ve.cinsiyete bağlı kalmaksızın tespit 

edilebilen genetik markör ya da karakterlerden yararlanmayı mümkün hale 

getirebilmektedir. Pit 1 (pituitary-spesific transcription factor Pit-1);GH faktör-1 ya da 

POU1F1 olarak da adlandırılmakta ve GH, PRL ve TSH-beta alt birimi 

ekspresyonlarında pozitif düzenleyici bir rol oynadığı bilinmektedir. PRL ve GH, meme 

bezi geliĢimi ve süt verimi için gerekli olduğu eski çalıĢmalardan bilindiğinden, Pit-1 

geni özellikle sürü hayvanlarının verim özelliklerinde görülen genetik varyasyon için 

markör olması potansiyelinde olduğu düĢünülmektedir. Bu çerçeveden bakıldığında Pit-

1 geninin süt, et ve diğer verim özellikleriyle iliĢkilerinin tespit edilmesi, MAS 

programlarında aktif kullanım imkanı için yetiĢtiricilik ve doğru seleksiyonlama da 

genetik markörlerin tanımlanmasında faydalı olabileceği düĢünülmektedir.  

ÇalıĢmamız Afyonkarahisar bölgesinde yetiĢtirilen Holstein sığırlardan 96 baĢında Pit 1 

genin mutasyonlarının araĢtırılmasını amaçlamaktadır. 

 

1.1 Süt ve Sütün Önemi 

Süt ve sütün ham madde olarak kullanılarak üretildiği süt ürünleri insan beslenme 

sürecinde önemli bir kaynak olduğu bilinmektedir. Beslenme alıĢkanlıklarımızın önemli 

bir bölümünü kapsayan süt ve süt kaynaklı besinler dengeli ve sağlıklı beslenebilmek 

için önemlidir. Süt ve süt ürünleri; protein, kalsiyum, fosfor, B2 vitamini ve B12 

vitamini olmak üzere birçok besin öğesinin temel kaynağı olduğu bilinmektedir. Süt, 

hayvanların meme bezlerinin bir sekresyonu olup asıl amacı yavruyu beslemek olan 

yağ, protein, mineral madde ve sudan oluĢan karmaĢık bir yapı olduğu bilinmektedir. 

Farklı hayvanların sütlerinin bileĢimi farklılık gösterse de genel olarak besin değerleri 

yüksek olduğu bilinmektedir.(Tablo 1.2) .Tüketilen sütler sağlandığı hayvanlar 

açısından toplumların kültürlerine bağlı olarak farklılık gösterebilmektedir. Ancak 

ülkemizde süt söz konusu olduğunda akla ilk gelen inek sütü olmaktadır, buna karĢın 

tüketilmekte olan sütler inek, keçi, koyun ve manda sütü olarak dört çeĢittir. (Et ve Süt 

Kurumu:2017). Buna rağmen 2014-2015 yıllarında ki üretim temel alınarak ASUĠD 

tarafından paylaĢılan verilerine göre (tablo1.1) sığırlardan elde edilen süt toplam süt 

üretimin %90,8 ini oluĢturmaktadır.  
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Tablo 1.1 Tüik Hayvansal Üretim Ġstatistikleri, 2015 

 

Tablo 1.2 ESK sütün besin değeri  

SÜTLER SU(%) PROTEĠN(%) YAĞ(%) LAKTOZ(%) MĠNERAL 

MADDE(%) 

Ġnek sütü 87,3 3,4 3,5 4,8 0,75 

Keçi sütü 87,14 3,71 4,09 4,20 0,78 

Koyun 

sütü 

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

Manda 

sütü 

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

      

 

Tür ve ırklara göre süt 

üretimi 2014-2015 

2014 2015 

Hayvan türleri  Miktar (Ton)       Pay(%) Miktar (Ton)        Pay(%) 

Süt üretimi 18630859            100 18654682             100 

Sığır  

Kültür 

Kültür melezi  

Yerli  

16998850            91,2 

9383812              55,2 

6628337              39,0 

966701                5,8 

16933520             90,8 

9672573               57,1 

6315366               37,3 

945581                 5,6 

Koyun  

Merinos  

Yerli  

1113937              6,0 

44496                  0,2 

1069441              5,7 

1177228               6,3 

47990                   0,3 

1129237               6,1 

Keçi  

Kıl keçisi 

Tiftik keçisi 

463270                2,5 

460518                2,5 

2752                    0,0 

481174                 2,6 

477824                 2,6 

3350                     0,0 

Manda  54803                   0,3 62761                    0,3 
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Ġnsan beslenmesinde bu kadar önemli olan süt ekonomik olarak da büyük öneme 

sahiptir. Ülkemizin coğrafi Ģartları göz önünde bulundurulduğunda küçük ve büyükbaĢ 

hayvancılığı açısından uygun Ģartlara sahip olduğu görülmektedir. GeçmiĢte daha 

geleneksel yöntemlerle kırsalda yapılan hayvancılık günden güne teknolojik 

geliĢmelerin ıĢığında büyük üretim tesislerine dönüĢmektedir. Ülkemizde büyükbaĢ 

hayvancılıkta süt üretimi açısından diğer ırklara göre daha önde olan Holstein ırkı 

sığırların yetiĢtiriciliği önem kazanmaktadır.  

1.2 Siyah Alaca (Holstein Friesian) 

Siyah Alaca yetiĢtiriciliği yapılan ırklar içerisinde süt verimi ile tercih edilen sığır 

ırklarındandır.(tablo 1.3). Süt üretim kapasitelerinin diğer ırklara göre fazla olmasının 

yanında farklı iklim özelliklerine adaptasyon kabiliyetlerinin yüksek olmaları nedeniyle 

son zamanlarda yetiĢtiriciliği sayısal olarak geniĢ bir artıĢa neden olmuĢtur. Siyah Alaca 

ırkın ilk olarak görüldüğü yer Hollanda‟nın Frizya bölgesi olduğu bilinmektedir. Kıl 

örtüsünün kırmızı-beyaz veya siyah-beyaz olabildiği bilinmektedir. Renklerin kapladığı 

alanın büyüklüğünün değiĢiklik gösterebilmektedir. Boynuz yapılarına bakıldığında 

erkek ve diĢi bireylerde boynuz bulunduğu görülmektedir (Kılınçarslan,2021).(resim 

1.1) 

Tablo 1.3 Ülkemizde yetiĢtiriciliği yapılan farklı ırkların süt verimleri  (ESK) 

Zavot sığırı  2300-3300 litre 

Boz ırk sığırı 1095-2965 litre 

Jersey sığırı 2500-3000 litre 

Yerli karasığır 400-800 litre 

Guernsey sığır 6300-6650 litre 

Shorthorn sığır 5000-6000 litre 

Yerli Güney Sarısı sığırı (YGS) 444-794 litre 

Simental sığır (sarı alaca) 6500 litre 

Holstein sığır (siyah alaca) 5000-9000 litre 

Ayrshire sığır (dunlop) 5800 litre 

Doğu Anadolu kırmızısı sığırı(DAK) 939-2247 litre 

Güney Anadolu kırmızısı 1875-4675 litre 
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sığırı(GAK) 

Brown Swiss sığırı (Mantofon-

esmer) 

3500-4000 litre 

 

 

1950 yılından sonra programlı ve etkili ıslah çalıĢmaları sayesinde Siyah Alaca 

sığırların ilk olarak süt verimi olmak üzere diğer farklı verim özellikleri ile diğer sığır 

ırklarının çok üstünde seviyelere ulaĢmıĢtır.  

 

Resim.1.1 HolĢtayn sığır ırkı 

Dünyanın farklı ülkelerinde belirli hedefler amacıyla yapılmıĢ olan ıslah faaliyetleri 

sonucunda günümüzde Amerikan, Hollanda ve Ġsrail Siyah Alaca ırkları var olmuĢtur. 

Bu ırklar farklı özellikleri ile öne çıkmıĢlardır. Bahsi geçen ırklar süt verimi, sütün 

içeriği ve farklı coğrafi koĢullara karĢı gösterdikleri dayanıklılık gibi ırklara ait farklı 

özelliklerini barındırdığı bilinmektedir (Anonim, 2019). 
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1.2.1. HolĢtayn Sığırların Özellikleri 

 

Bu ırk süt verimi yönünden dikkat çekse de hem süt hem de et verimi için 

beslenebilmektedir. Süt verim özellikleri göz önüne alındığında bir laktasyon 

döneminde 5.000 ile 7.000 litre arasında verim elde eldilebilmektedir. Doğru ıslah 

çalıĢmaları ve ırk içerisinde üstün olanların seçimi ile gerçekleĢtirilmiĢ çalıĢmalar 

sayesinde 10.000 litre ye kadar verimine ulaĢabildiği bilinmektedir. 

140 ile 155 cm arasında değiĢen Cidago yüksekliğine sahip oldukları bilinmektedir. 

Uygun beslenme ile günlük ağırlık artıĢı 800 ile 1.200 gr arasında olabileceği 

bilinmektedir. Siyah alacanın sütündeki yağ miktarının % 3 – 3.5 arasında olduğu 

bildirilmektedir. Canlı ağırlığı 600 ile 1.000 kg arasında dıĢ etkenlere bağlı olarak 

değiĢmektedir. Irkın erkek buzağıları hızlı geliĢim göstermeleri nedeniyle et üretiminde 

sık kullanıldıkları bilinmektedir. (ESK) 

BüyükbaĢ hayvan yetiĢtiriciliğinde yetiĢtiricilerin ekonomik kayıplarına yol açan verim 

düĢüklüğünün sebebine bakıldığında karĢılaĢılan iki neden genotip özellikleri ve 

çevresel faktörler olarak açıklanmaktadır (Duru ve Tuncel, 2002; Ünalan ve Cebeci, 

2004; Akman vd., 2005). Verime olumlu yönde etki sağlayacak olan sürünün maruz 

kaldığı koĢullarda yapılan düzenlemeler de en az genetik iyileĢtirmeler kadar önemli 

olduğu bilinmektedir. Verime çevre faktörlerinin etkisi birçok ülkede farklı 

popülasyonlar üzerinde çalıĢılmıĢ döl ve süt verimi üzerinde bulunan çevre etkileri ile 

ilgili çok sayıda kaynak elde edilmiĢtir (Akbulut vd., 1997). Uygun mevsimlere göre 

doğumların planlamaması, bu ırkın ortam koĢullarına uyum sağlamakta zorluk 

çekmeleri diğer ırklara nazaran buzağılama aralığının fazla olmasının nedeni olabileceği 

bildirilmiĢtir (Akbulut ve Tüzemen, 1992).  

 

1.2.2. Süt Verimi Özellikleri 

1.2.2.1 Laktasyon Süresi 

 Ġneklerde buzağılamadan, süt veriminin kesildiği ana kadar geçen zamana laktasyon 

dönemi adı verilir. Süt meme bezlerinden buzağı için en iyi besin maddesi olarak bu 
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süreç boyunca salgılanmaya devam eder. Laktasyon dönemi farklı ırklar ve aynı ırkın 

farklı popülasyonları arasında değiĢiklik gösterebilmektedir. Laktasyon dönemi genetik 

özellikler dıĢında çevre Ģartları, besi ortamı gibi farklı özellikler de ilgili olabilmektedir. 

Farklı araĢtırmaların sonuçları göz önünde bulundurulduğunda ırklar arası ve aynı 

ırkların ayrı popülasyonları arasında laktasyon süresi farklılıkları olduğu gözlenmiĢtir. 

Örneğin 1996 yılında Özçelik ve Arpacık iç anadolu‟da yetiĢtirilen siyah alacalarda bu 

sürenin ortalama 267.8 gün olup, mevsimlere göre en kısa laktasyon süresinin kıĢ 

mevsiminde 1 gün eksiklikle görülüp en uzun sürenin ise yaz aylarında yavrulayan 

bireylerde görüldüğünü bildirmiĢlerdir. Erzurum ili için yapılan çalıĢma da Akbulut ve 

arkadaĢları (1992) laktasyon süresini 355.5 gün, Tahirova Tarım ĠĢletmesinde ki 

popülasyonun incelendiği çalıĢmada Tuna (1997) bu sürenin 304.64 gün ve yılın 

etkisini önemli,.mevsimin etkisini önemsiz.olduğunu bildirmiĢtir. Dillon ve arkadaĢları 

1999 yılında yaptıkları bir çalıĢmada Ġrlanda‟da bulunan Holstein ırkı sığırların 

laktasyon süresini 301 ile 308 gün arasında olduğunu bildirmiĢlerdir. BaĢka bir 

çalıĢmada Ojango ve Pollott (Ojango ve vd.,2002).Ġngiltere‟deki Holstein.sığırlarının 

laktasyon dönemini.334 gün olarak bildirmiĢlerdir. Haile – Mariam ve arkadaĢları 

(2003) Avustralya‟da gerçekleĢtirdikleri çalıĢmada ilk laktasyon süresini 303 gün, ikinci 

laktasyon süresini 294 gün olarak saptamıĢlardır. Etherington ve arkadaĢları (1996) 

Amerika BirleĢik Devletleri‟nde yürüttükleri bir çalıĢmada laktasyon döneminin 341 

gün olduğunu bildirmiĢlerdir.  Pelister ve arkadaĢları (2000) laktasyon süresini Almanya 

orijini ve Türkiye orjini grupta karĢılaĢtırarak Almanya grubunda 286.31 gün, Türkiye 

grubunda ise 287.38 gün olduğunu bildirmiĢlerdir. KoçaĢ Tarım ĠĢletmesinde bulunan 

holstein sığırlarda yaptıkları çalıĢmada Duru ve Tuncel (2002)  bu sürenin 304.4 gün, 

Gelmen Tarım ĠĢletmesinde Akman ve arkadaĢları (2001) nın yaptıkları çalıĢmada ise 

322.6 gün olduğu bildirilmiĢtir. Kaya ve arkadaĢları (2003) Türkiye‟de bulunan Ġtalyan 

orijinli.Holstein‟lerin laktasyon.süresinin 336 gün olduğunu bildirmiĢlerdir. 

 

 

 

 



8 

 

1.3.Genetik YaklaĢımlar 

Kırsal veya geliĢmiĢ tesislerde fark etmeksizin hayvan yetiĢtiriciliğinde yüksek verim 

eldesi sağlaması ile bu yetiĢtiriciliği yapılan hayvanların hastalıklara dirençli, 

diğerlerine göre yüksek ve sağlıklı üreme potansiyeli olan hayvanların sürü içindeki 

seçimi yetiĢtiriciler için en önemli konulardandır. Genetik açıdan ırk içinde olumlu 

yönde yaĢanacak ilerleme, bu hayvanların seçiminde doğru tercihlerin yapılması ve bu 

doğru tercihlerin yaygınlaĢtırılması ile hızlandırmaktadır. Seleksiyon iĢleminin istenilen 

seviye ve etkili bir biçimde gerçekleĢebilmesi için önemli noktalar; konu olan gen veya 

genler açısından çalıĢmaya dahil edilen toplulukta polimorfizmin olması ve önemli 

görülüp çalıĢmaya dahil edilen özellikler arasında iliĢki bulunuyor olması gelecek 

dönemlerde seleksiyonu yapılmak istenen özelliklerin dikkate alınmasında istenilen 

nitelikteki damızlık tercihine yardımcı olarak olacaktır. Kullanılan moleküler analiz 

yöntemlerinin maliyetlerinin yüksek olabilmesi sebebiyle bu tür moleküler yöntemlerle 

seleksiyon yapılabilmesi güçleĢebilmekte bu nedenle et ve süt hayvanları yetiĢtiricileri 

tarafından kullanılması zorlaĢmakta ve göz ardı edilebilmektedir. Ġstenilen özelliklere 

sahip bireylere ulaĢmak, sürünün genetik özelliklerini gen veya genler bakımından 

planlanması damızlık seçimlerine bağlı olduğundan diğer bireylere göre istenilen 

özellikleri üstün olan hayvanların seçilmesi hayvan yetiĢtiricilerinin mevcut yapıları 

iyileĢtirilmesi ya da muhafazası bakımından önemlidir bu duruma göre planlama 

yapılması önem arz etmektedir. Hayvanların fenotipik özelliklerine bakarak en iyi allel 

genleri taĢıyan bireylerin saptanmasının zor olduğu bilinmektedir. Tespiti zor ve 

ekonomik olarak yüksek giderlere neden olabilen niceleyici özellikler bireylerin 

fenotipine bakılarak tespit edilememektedir (Aytekin ve Boztepe, 2013). Bireylerin 

genotipleri her zaman fenotipik özellikleri ile uyuĢmadığı bilinmektedir. Özellikle süt, 

et verimi gibi ekonomik değere sahip özelliklerin yanı sıra hastalıklara karĢı direnç, döl 

verimi, doğurganlık gibi kantitatif özellikler ile ilgili yapılan araĢtırmalarda ilgili 

allelleri bulunduran bireyleri DNA markörleri ile tespit edilebilir hale getirebilmek için 

yeni çalıĢmalar yapılmaktadır.  Marker Destekli Seleksiyon (MAS) çalıĢmalarında bu 

yeni veriler damızlık yetiĢtiriciliği yapan iĢletmelerce kullanılabilmektedir. Bilhassa 

sığır, koyun, keçi gibi doğum arasının zaman aldığı türlerde MAS tek baĢına veya 

geleneksel ıslah çalıĢmalarıyla beraber kullanılabilir. Son zamanlarda yapılan çalıĢmalar 

ile yetiĢtiriciliği yapılan hayvanların farklı ekonomik özellikleriyle alakalı MAS 
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çalıĢmalarında kullanılabilecek pek çok yeni aday gen tespit edilmiĢtir (Karslı vd., 

2013). 

 

1.4.PIT-1 (Hipofiz Özel Transkripsiyon Faktörü) Geni ve Süt Üretimine Etkisi 

Fpit, Pit-1 ve GATA-2 isimleri ile 3 ana değiĢme kanalının ön hipofiz bezinde olduğu 

bilinmektedir. Büyüme hormonu, GH üreten samotrop hücreler, prolaktin üreten 

laktorop hücreler ve tiroid uyarıcı hormon üreten triotrop hücrelerinin geliĢimleri Pit-1 

eksprese eden hücreler sayesinde gerçekleĢtiği bildirilmiĢtir (Söylemezoğlu ve Aydın, 

2014). Pit-1 memelilerde hormon ekspresyonunda ve hipofiz geliĢiminden yükümlü 

olan bir gendir (Doosti vd., 2011).   Ön hipofizin geliĢiminde görevli olan Pit-1 geni, 

hepatik progenitör hücrelerin prolaktin üreten hücrelere farklılaĢmasına neden olurlar ve 

insanda buluğ çağı olarak da adlandırılan ergenlik baĢlangıcı sürecini geciktirir (Li ve 

ark., 1990; Lee ve ark., 2005; Taha vd., 2005). Bu sebeplerle hayvanların büyümesi ve 

geliĢmesinin düzenlemesinde baĢrollerden olan Pit-1 genindeki mutasyonlar insanlarda 

görülen hasarlarla iliĢkisi önemlidir (Sobrier, 2016). Et üretim tavukları üzerinde 

yapılan son çalıĢmalarda Pit-1 geninin geliĢim  ve büyüme iliĢkisinin varlığı ortaya 

koyulmuĢtur (Chen vd., 2018). Çin sığırlarında yapılan bir çalıĢmada Pit-1 intron 5„teki 

polimorfizimlerin vücut ağırlığı, ortalama günlük kazanç ve 6, 12, 18, 24 aylık göğüs 

çevresi ile arasında anlamlı iliĢki olduğunu ve A allelinin bu ırk üzerinde büyüme 

özellikleri açısından avantajlı olabileceğini göstermiĢtir (Tang, 2012). Memeli 

geliĢimini düzenleyen POU transkripsiyon faktörleri ailesinin bir üyesidir.   

Memelilerde GH, PRL, TSHβ ekspresyonundan sorumlu olarak bildirilen Pit-1 geni 

sınıf 1 hipofiz transkripsiyon faktörü olarak adlandırılmaktadır (McCormick vd, 1990; 

Haugen, 1993; Renaville vd., 1997b; Kopp ve Jameson, 1998; Miyai vd., 2005) .Pit-1 

genindeki herhangi bir olumsuzluk hormonların ekspresyonunu bozabildiği 

bilinmektedir (McCormick vd., 1990).  
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ġekil 1.1 PĠT-1‟in hücredeki.bölümü ve görevleri (Koumakis vd., 2019) 

Ġnsan plasentasında,.meme adenokarsinom hücre hattında,.hematopoetik ve lenfoid 

dokular.agibi diğer hücre dizilerinde ve dokularında Pit-1 in varlığı bildirilmiĢtir (Li 

vd., 1990; Gill-Puig vd., 2005). Meme kanseriahücrelerinde Pit-1‟in tümörabüyümesi 

ve metastazı ilediliĢkili olduğu ortaya koyulan bir çalıĢmada Pit-1 geninin varlığı 

belirlenen bu dokularda anormal ekspresyonun tümör ilerlemesi ile iliĢkili olduğu da 

bildirilmiĢtir. Memeakanseri prognostikadeğeri ise henüzatespit edilememiĢtir (Ben-

Batalla vd., 2010; Lisboa vd., 2013; Seoane vd., 2015). Aday bir gen olarak bildirilen 

Pit-1, 129 amino grup asitten oluĢan ve sığırlarda 1. kromozomun sentromerik kısmına 

(1q21-22) sınırlandırılmıĢ olan 282315 numaralı (Moody vd., 1995) 6 ekzon ve 5 

introndan oluĢtuğu bildirilmiĢtir. Woollard vd. (1994), ilk olarak ifade ettiği Pit1 geni 

HinfI polimorfizmi, HinfI restriksiyon enzimi ile 451 bç‟lik gen bölgesinin kesimi 

sonucu A→G baz değiĢikliği ile, BB genotiplilerde 244 bç ve 207 bç‟nde olmak üzere 2 

kesim bölgesine sahip olduğunu AA genotiplilerin ise 451 bç‟de tek bir bant verdiği 

bildirilmiĢtir. Sığırlarda Moody vd. (1995) yaptıkları çalıĢmada Pit-1 geninde bulunan 

HinfI kesim yerini tanımlamak için RFLP yöntemini kullanmıĢlardır. Yaptıkları 
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çalıĢmada linkage analizi.sonucunda kesim bölgesinin sığırlarda 1. kromozomun 

sentromerik bölgesine.sublokalize olduğunu,  bildirmiĢlerdir.  

Pit-1 geninin 6..Ekzonunda bulunan nokta mutasyonunun (G → A) polimorfizmin baz 

değiĢikliğinin nedeni olduğunu Dierkes vd. (1998) bildirmiĢlerdir. Bu genin intron 

5'inde bir SSCP polimorfizminin mevcut olduğunu Zhao vd. (2000), bildirmiĢlerdir. 

Daha sonra ise Zhoa vd. (2004), çalıĢmalarına genin intron3,.intron 4, intron 5 ve ekzon 

6‟daki polimorfik alanlarla ilgili araĢtırmalarla devam etmiĢlerdir. PRL ve GH meme 

hücrelerinin geliĢmesi ve süt verimi için gerekli olmakla birlikte (Oprzadek vd., 2003) 

somatotropik hücrelerin proliferasyonunda etkili olmalarından dolayı (Castrillo vd., 

1991) büyüme ve geliĢimin organizasyonunda memelilerde Pit-1 geninin aday gen 

olduğu bildirilmiĢtir (Zhang vd., 2009). Pit-1 geninin ilgili olduğu bilinen süt verimi, et 

verimi, büyüme geliĢme özellikleri ve bunların yanında döl verimi gibi niceleyici 

özellikler üzerinde oldukça yoğun çalıĢmalar yapılmıĢ ve yapılmaya devam 

edilmektedir (Gökcan,2019).  

Memeli canlılar için yaĢamın yeni doğan döneminden itibaren en önemli besin kaynağı 

olarak bilinen sütün canlı geliĢiminde gerekli görülen temel besin kaynaklarını içerdiği 

bilinmektedir (Javed vd., 2012). GeviĢ getiren hayvanlarda meme bezi, yavru için 

doğumdan sonra süt salgısı yapabilmek için geliĢen karmaĢık yapıda bir 

organizasyondur, süt veren alveol hücrelerin aracılığıyla hücrelerin salgı yapması ve 

gebelikte doğum sonrası yavruyu doyurmak için süt üretmek adına farklılaĢan 

epitelyum kısmı ve stroma kısmı olarak iki dokudan oluĢtuğu bildirilmiĢtir. (Li vd., 

2012). 

Genetik faktörler, beslenme, ırk ve epigenetik faktörlerin etkileriyle meme bezinin 

üretkenliği değiĢkenlik göstermekte olduğu bilinmektedir (Qiang vd., 2014). Fakat 

sütün sentezi ve salgılanması laktasyon süreci ile de iliĢkili olduğu bilinirken, 

Moleküler seviyede ki farklılıkların dıĢında beslenme, bakım Ģartları gibi dıĢ 

etkenlerinde bu sürece etkisi olduğu bilinmektedir. Moleküler seviyede ki farklılıkların 

ortaya çıkıĢı genetik ve epigenetik farklılaĢmaların neticesin de oluĢtuğu bilinmektedir. 

Fenotipik olarak ortaya çıkan bir değiĢimin genotipik bir değiĢim gerçekleĢmeden 

oluĢmasına epigenetik adı verilmektedir. Meme bezi geliĢiminde epigenetik etkinin 
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rolünün büyük olduğu öngörülmüĢ ve bu konuda yapılan çalıĢmalar Pit-1„in bu süreçte 

yapılacak olan yeni çalıĢmalara dahil olacağını göstermiĢtir (Dinçel, 2018). 

1.5.DNA Polimorfizmi 

Evrimsel süreçte genetik çeĢitlilik ;ayrı türlerin farklılaĢmasından ve aynı türün üyeleri 

arasında meydana gelen yeni farklılıklardan sorumludur. Genlerde, genetik çeĢitliliğe 

sebep olan bu farklılaĢmalardan biri polimorfizmdir. Hayvansal tüketim ürünlerin 

temini için yapılan hayvan yetiĢtiriciliğinde genetik çeĢitlilik, ıslah çalıĢmalarının temel 

taĢını oluĢturmaktadır. Ġklimsel özellikler açısından bir coğrafi bölgeye uyum göstermiĢ, 

bölgede popülasyonu yoğun olup sıklıkla yetiĢtiriciliği yapılan türlerin, bu türlere.ait 

ırkların genetik vasıflarını.ve dahil oldukları ekosistemde.birbirleri ile iliĢkilerinin 

durumlarını genetik çeĢitliliğin açıkladığı bilinmektedir (Ekmekçi vd., 2008). 

DNA markörleri, belirli tek bir türün içinde farklı bireylerde dizi polimorfizmi gösteren 

DNA bölgeleridir ve günümüzde değiĢimlerin belirlenmesinde sıklıkla baĢvurulan 

yöntemdir (Liu, 1998)..Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) buluĢunun ardından PCR 

temelli markörler genetik.alanında gerçekleĢtirilen araĢtırmalarda sıklıkla kullanılamaya 

baĢlanmıĢtır. PCR teknolojisi Karry.Mullis tarafından 1985 yılında ilk defa ortaya 

konulmuĢtur. Genomun kendine has bölgelerini in vitro ortamda çoğaltılarak 

elektroforez teknikleri ile görüntülenebilmesini sağlayan bu keĢif o yıllarda oldukça 

geliĢmiĢ bir teknoloji olduğu bilinmektedir. PCR temelli DNA markör sistemleri 

moleküler biyoloji ve DNA teknolojisindeki hızlı geliĢmelerle beraber daha ekonomik, 

kolay ve polimorfik olmalarından dolayı yaygın olarak kullanılmaya baĢlandığı 

bildirilmiĢtir. Özellikle RFLP, RAPD, EST, STS, SSCP, AFLP, STR ve SNP en sık 

kullanılan yöntemler olduğu bilinmektedir (Weber ve May, 1989; Liu, 1998). 

RFLP-“Restriction fragment length polymorphism” olarak adlandırılan farklı 

uzunluktaki DNA parçalarının restriksiyon endonükleaz (RE).enzim kesimleri ile 

oluĢturulduğu ve bu farklı uzunluktaki DNA parçaları restriksiyon parça uzunluk 

polimorfizmlerinin belirlenebildiği yöntem olarak bilinmektedir. Her bir RE‟nin DNA 

üzerinde kendine özgü bir kesim bölgesi bulunmaktadır bu RE‟ler kendisine özel 

bölgeyi tanıyarak bu kısımdan DNA‟yı ikiye kesmektedir. Bu yöntemi sayesinde 

dizilim farklılıkları DNA dizisi üzerinde baĢarılı ve kolay bir Ģekilde belirlenebilir 
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olduğu bildirilmiĢtir. RFLP‟lerin belirlenmesi yönteminde DNA parçacıkları agaroz jel 

elektroforezinde ayrıĢtırılmak için RE enzimi ile DNA kesimi gerçekleĢtirilir. Aynı tür 

içinde DNA fragman profilleri oluĢturmaya olanak sağlayan ve dizilim.farklılıklarına 

göre genomabölgesinde farklıaRE kesim bölgeleri çalıĢılabilir. Southern blot yöntemi 

ile nitroselüloz kâğıdı üzerine jelde denatüre olmuĢ DNA fragmanları alınır. DNA 

fragmanları ve profili tespit etmek için radyoaktif iĢaretli bir DNA probu kullanılır 

(Botstein vd., 1980). Özgün bir diziye ihtiyaç kalmadan iĢlemin yapılabilmesi bu RFLP 

markörlerin en önemli avantajı olduğu bilinmektedir. Bu yöntem türlerin ve cinslerin 

analizlerinde kullanabilmesi dıĢında büyük popülasyonların analizinde de kullanılabilir 

olması nedeniyle kullanım alanı açısından geniĢtir ve çalıĢma da kolaylık sağlar. Tercih 

edilen markör sistemi olması nedeni polimorfizm oranı çok yüksek olması sebebiyle 

özellikle aile ağacı ve haritalama analizlerinde kullanılabilir olmasıdır. Pahalı bir 

yöntem olmasının yanında uzun ve yorucu bir iĢlem olması, çalıĢma için yeterli DNA 

miktarına ihtiyaç duyulması dezavantajı olarak görülebilmektedir (Botstein vd., 1980). 

SSCP- “Single-strand conformational polymorphism” markörleri, tek zincir 

konformasyon polimorfizmleri, nokta mutasyonları ve dizi varyantlarını 1000 baz 

çiftinden kısa bir DNA dizilim bölgesinde belirleyebilen bir markör sistemidir (Orita 

vd., 1989). Uygun ısıda denatürasyona uğratılan, PCR ürünün mutasyon bölgesindeaII. 

ve III. DNAğkonformasyonlarının oluĢturulması temeline dayanan bir yöntem olduğu 

bilinmektedir. II. ve III. Konformasyondaki, varyasyona bağlı olarak oluĢan DNA 

molekülleriğjel elektroforezindeğfarklı bantlar oluĢturmasıyla varyantlarınğtespitine 

olanak sağladığı bilinmektedir. Bu yöntemin en büyük dezavantajı basit bir teknoloji 

olmasına karĢın her mutasyon için farklı ortamlarınğoluĢturulması gerekmesi olarak 

bildirilmiĢtir (Liu, 1998). 

 RAPD- “Randomly amplified polymorphic DNA” Rastgele.çoğaltılmıĢ polimorfik 

DNA markörleri, ilk.kez Williams vd., (1990) tarafından geliĢtirildiği bilinmektedir. 

PCR temellidir. Herhangi bir nükleotid dizilimi olan bir primerin çalıĢtırılmasıyla DNA 

parçaları çoğaltılmakta ve oluĢan.farklı bant profiline göre DNA polimorfizmi tespiti 

gerçekleĢtirilmektedir. Bu markör kullanılarakhyapılan.çalıĢmalarda, aynığlokustaki iki 

farklı alelhbelirli.büyüklükteki bantların varlığıylakyagda yokluğuyla ayırt 

edilebilmektedir (Liu, 1998). Avantajı DNA dizi bilgisineğihtiyaç duyulmadan, diğer 
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markörlerle karĢılaĢtırıldığında daha ekonomikğve daha azgmiktarda DNA ile kısa 

sürede sonuçlarğalınabilmesi olduğu bildirilmiĢtir. Dezavantajı ise RFLP‟ye göre 

güvenilirliğinin daha düĢük olmasıdır (Williams vd., 1990). 

 AFLP- “Amplified fragment length polymorphism” yöntemi çoğaltılmıĢ parça uzunluk 

polimorfizmi, RE enzimleri sayesinde kesilen DNA' nın genomik DNA kısımlarının 

seçici PCR ile çoğaltılması prensibiyle yapılabilmektedir. DNA‟nın enzimler yardımıyla 

kesilip, oligonükleotid adaptörlerin bağlanmasının ardından kesilmiĢ olan bölgelerin 

seçici PCR yöntemiyle çoğaltılması ardından çoğaltılan bu bölgenin poliakrilamid jelde 

analiz edilmesi olarak üç temel adımdan oluĢmaktadır. Genellikle parmak izi 

analizlerinde yaygın olarak kullanılan bu markör sistemi, jel elektroforez yöntemi ile 

görüntülenen RE ile kesilen parça bölgeleri nükleotid dizilimi bilinmeden görüntü 

verebildiği bilinmektedir. RFLP‟ye göre analizi, markörüne benzer özelliklere sahip 

olmakla birlikte daha kolaydır ve daha az miktarda DNA ile çalıĢma 

gerçekleĢtirilebildiği bilinmektedir (Vos vd., 1995). 

SNP-“Single nucleotide polymorphism” tek nükleotid polimorfizmleri, tek nükleotid 

dizilimi farklılıklarının genomun rastgele bir bölgesinde olmasıdır. Bu markörlerin 

intron ve ekzon bölgelerinde, 500–1000 bç sıklıkta genomda oldukça yaygın 

bulundukları bilinmektedir (Wang vd., 1998). SNP markörlerinin polimorfizmleri 

açıklanırken veri tabanı ve polimorfizm dizi bilgisine ihtiyaç duyulduğu bilinmektedir. 

Genellikle iki alele sahiptirler (Smigielski vd., 2000). Dizinin konumu, fonksiyonu, 

türler arası homoloji ve heterozigotluk derecesi olmak üzere 4 büyük bilgi ekseni tek 

veya daha fazlası bir arada olmak üzere düzenlenebilen SNP‟ ler araĢtırmacıların 

çalıĢmaları kolaylaĢtırmakta oldukları bilinmektedir (Smigielski vd., 2000).ğGenomda 

bilinen 1.42 milyonğSNP‟nin her 1.91 KbçğbaĢına 1 SNP yoğunlukta bulunduğu 

bilinmesinin yanında ekson gen bölgelerindep60 000 SNP varlığı ve eksonunğ%85‟inin 

SNP‟ninğ5 Kbç yakınında yer aldığı bildirilmiĢtirğ(The International SNP Map 

Working Group, 2001). Farklı kaynaklardan edinilen bilgilerleğ(GenBank, PubMed, 

LocusLink ve Genome Sequence) NCBI veri tabanındaki bilgiler kullanılarakğSNP 

bilgilerine ulaĢılabilmektedir (Smigielski vd., 2000). Günümüzde kullanılan moleküler 

biyoloji teknikleri birçok SNP analizi çabuk ve daha az harcama ile yapılabilmesine 

imkan tanımıĢtır. Popülasyonların genetik yapısı, kantitatif özellik lokusları, MAS 
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çalıĢmaları ve atasal iliĢkilerin araĢtırılmasında kullanılan SNP‟ler sıklıkla kullanılmaya 

devam edilmektedir. 
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2.MATERYAL VE METOT 

 

2.1. Materyal 

 

2.1.1. HayvanpMateryali 

 

Hayvan materyali temini bu tez çalıĢmasında AfyonğKocatepe Üniversitesi, Veteriner 

Fakültesi, Medikal Biyoloji ve Genetik ABD Laboratuvarı‟ndan sağlanmıĢtır. 

Laboratuvar da mevcut bulunan 81 baĢ Holstein ırk sığıra ait kan örnekleri 

kullanılmıĢtır. 

 

2.1.2. KullanılanpTeknik Aletler 

 

2.1.2.1. PCRpCihazı 

Applied Biosystem Veriti 96-Well Thermal Cycler marka PCR cihazı   

Pit-1 genine ait bölgenin çoğaltılması ve sekans PCR‟ı yapılması için kullanılmıĢtır. 

 

2.1.2.2. Yatay Elektroforez Sistemi 

Thermo midicell primo EC 320 ve Thermo midicell primo EC 330 elektroforez jel 

sistemi kan örneklerinden izole edilen DNA ve PCR için kullanılacak ürünleri 

görüntülemek için kullanılmıĢtır. 

 

2.1.2.3. Jel Görüntüleme Sistemi 
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PCR iĢlemi izole edilen DNA ile gerçekleĢtirildikten sonra, PCR sonucunda oluĢan 

ürünler elektroforez sisteminde agaroz jelde yürütülmüĢtür. Elde edilen ürünlerin 

görüntülemek için Vilber Lourmat BIO-VISION cihazı kullanılmıĢtır. 

 

2.2. Metot 

 

2.2.1. Örneklerin Eldesi ve Saklanması 

Bu çalıĢmada Afyon Kocatepe Üniversitesi Veteriner Fakültesi Medikal Biyoloji ve 

Genetik A.B.D. laboratuvarında, -20 °C‟de cryo tüplerde numuneler çalıĢma da DNA 

izolasyon iĢlemi yapılmasına kadar saklanmıĢtır. 

2.2.2. DNA Ġzolasyonu 

AraĢtırma sırasında kan örneklerinden, spin kolon yöntemi kullanılarak DNA izole 

edilmiĢtir. 10 μl Proteinaz-K (20mg/ml), 1.5 ml‟lik mikrosantrifüj tüplere konulmuĢ ve 

200ğμl kan numuneleri tüplereğeklenmiĢtir. BuğkarıĢımın üzerine 200üμl 

miktarındağekstraksiyon çözeltisi eklenmiĢtir ve 15 sn. kuvvetli Ģekildeğvortekslenip, 

56°C‟değ15 dk. etüvdeğbekletilmiĢtir. Süre bittikten sonra etüvden çıkarılıp kapakta 

damlacık kalmasını önlemek amacıyla kısa zamanlı santrifüj iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Daha sonrağüzerlerine 210üμl binding bufferüeklenerek 15üsn. vortekslenmiĢtir. 

Kapakta örnek parçası kalmaması amacıyla yeniden kısa süreli santrifüj iĢlemi 

uygulanmıĢ ve spin kolon tüplerine lizatlar aktarılmıĢtır. Ardından tüplerin kapalı hale 

getirilerek 1 dk.*8.000 rpm'de santrifüj edilmiĢtir. Toplama-tüpünün alt kısmında kalan 

sıvı7atılmıĢtır, 1 dakika 8.000 rpm‟ de santrifüj edilmek için yıkama solüsyonu-I den 

650 μl spin kolonların üzerine ilave edilip santrifüj edilmiĢtir. Daha sonra toplama 

tüpünün altındaki sıvı dökülmüĢtür. 500 μl yıkama solüsyonu-II spin kolonlara 

eklendikten sonra 1 dk. 8.000 rpm‟de santrifüj iĢlemi yapılmıĢ ve toplama tüpünün 

altında kalan sıvı yine atılmıĢtır. Daha sonra, tekrar 250 μl yıkama solüsyonu-II spin 

kolonlara ilave edilerek 3 dk. 14.0008rpm‟de santrifüj9edilmiĢtir.9Yeni mikrosantrifüj 

tüplere, spin kolon aktarılmıĢğve üzerlerine 200 μl/TE buffer (10mM Tris,*1 mM 

EDTA pH 8,0) solüsyonu eklenerek 5 dk. oda sıcaklığında8bekletilmiĢtir.9Bekleme 
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süresi bittikten sonra tüpler, 1 dk. daha 8.000 rpm‟de santrifüj edilmiĢ ve elde edilen 

DNA‟lar daha sonra kullanılmak için6- 20°C‟de saklanmıĢtır. 

2.2.3 Primer Tasarım 

ÇalıĢama da , Woollard vd. (1994)‟nın bildirdiği primer çifti Pit-1 geninin hedef bölgesi 

intron 5 - ekzon 6 olup çalıĢmada kullanılmıĢtır. NCBI kullanılarak ve FastPCR 

Professional 6.1.2 paket programından yararlanılarak Pit-1 gen dizisi için primer 

tasarlama iĢlemi yapılmıĢtır. Primerlerin arasında hairpin ve dimer oluĢma durumu 

programda kontrol edilmiĢtir. Bu araĢtırmada kullanılan primer çifti 

Forward 5‟ -AAACCATCATCTCCCTTCTT-3‟ 

Reverse 5‟ –AATGTACAATGTGCCTTCTGAG-3‟  dir. 

 

2.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

Primerlerin bağlanma sıcaklığının (Tm, Melting Tempature) belirlenebilmesi için 

Gradient PCR kullanılmıĢtır. 1 μl 1xPCR, 3 mM 0,7 μl MgCl2, 2,2 μl 5Q solüsyonu 

(Qiagen) 2 mM 0,2 μl dNTP, 2,5 mM 0,25 μl forward 1 ve 0,25 μl revers 1 Platinium 

Taq polimeraz (Invitrogen), 1 μl DNA (20 ng/μl) ve 4,4 μl ultra distile su ilave edilip 

toplam hacmin 10 μl olması sağlanmıĢ ve bir PCR karıĢımı hazırlanmıĢtır. Pit-1 primeri 

için optimum Tm derecesi 56 °C olduğu belirlenmiĢtir. 

 

2.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi 

Elde edilen PCR ürünlerinin görüntülenebilmesi için (% 1‟lik) agaroz jel hazırlanmıĢtır 

. Bunun için 1 gr Agaroz tozu ile 100 ml TAE (TrisAsetat- EDTA) solüsyonu 

karıĢtırıldı ve mikrodalga fırında agaroz tozu eritilmiĢtir. Homojen bir sıvı halin gelen 

jelin içine 1 μl kadar RedSafe boya solüsyonu eklenmiĢtir. OluĢan karıĢımın sıcaklığının 

azalması fakat soğuyup donmadan ılık bir hale gelmesi beklenmiĢ sonrasında 

elektroforez tepsisine dökülmüĢtür. Elde edilen jel 30 dk. oda sıcaklığında ve 30 dk. da 

buzdolabı içinde +4 derecede donması için bekletilmiĢ , ardından elektroforezin içinde 
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bulunan taraklar tepsiden kuyucuklara zarar vermeden uzaklaĢtırılmıĢtır. Tepsi, 

elektroforez tankına alınmıĢtır. Elektroforez tankına jelin üzerini geçecek Ģekilde TAE 

solüsyonu eklenmiĢtir. OluĢan her bir kuyucuğa 8,5 μl kadar yükleme boyası (Loading 

Dye) ile 2,5 μl miktarında PCR ürünü içeren karıĢım ilave edilmiĢtir. Kuyucuklara 

örnek yükleme iĢlemi tamamlandıktan sonra 30 dk. boyunca örnekler 90 Voltta jelde 

yürütülmüĢtür. Yürütme iĢlemi tamamlandıktan sonra Vilber Lourmat BIO-VISION jel 

görüntüleme sisteminden yararlanılarak jel görüntülemesi yapılmıĢtır. Görüntünün 

gözlenmediği bantlar negatif olarak değerlendirilirken görüntünün olduğu bantlar ise 

pozitif olarak değerlendirilmiĢtir. 

 

2.2.6. RFLP (Restriksiyon Fragment Length Polymorphism) 

Jelde görüntüleme iĢleminin ardından aranan mutasyonunun belirlenmesi için Pit-1 PCR 

ürünleri, HinfI (Thermo, ER0801) restriksiyon enzimiyle kesilerek RFLP 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Bu enzim ile protokolde belirtilen oranlarda karıĢtırılan PCR ürünleri, thermal cycler 

cihazında inkube edilmiĢtir (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) Ardından restriksiyon 

enzimiyle kesilerek oluĢturulan fragmentler boyutlarına göre ayrılarak polimorfizmlerin 

belirlenmesi için 40 dakika %2‟lik agaroz jelde yürütülmüĢtür. Bu iĢlem esnasında 

fragmentlerin uzunluklarının belirlenebilmesi için DNA ladder kullanılmıĢtır.  

2.2.7. Ġstatistik Analiz  

 

PCR aĢaması sonucu ürünler RFLP ile görüntülenmiĢtir. Popülasyonların genotip 

frekanslarına göre allel frekansları   

f(A)=p=(2nAA + nAG )/2N 

f(G)=q=(2nGG+ nAG)/2N 

p+q=1 eĢitliğine göre 
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EĢitliklerde ; 

f(A )=p=A allelinin frekansı 

f(G)=q=G allelinin frekansı 

N: çalıĢmaya dahil edilen toplam birey sayısı 

Formülüne göre hesaplanmıĢtır. 

 

Daha sonra Khi kare testine göre gözlenen ve beklenen değerler arasındaki kıyaslama 

belirlenmiĢtir. 
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3. BULGULAR 

 

Pit-1 geni intron 5- ekzon 6 bölgesi bakımından PCR ile çoğaltılan 451 bç‟lik gen 

bölgesinin HinfI restriksiyon enzim kesimi ve % 1‟lik agaroz jelde yürütüldükten sonra 

elde edilen kesim ürünleri jel görüntüleme sisteminde görüntülenmiĢtir. DNA ladder 

kullanılarak8elde edilen genotipler6Woollard ve ark. (1994)‟nın3bildirdiği gibi 

skorlanmıĢtır.*AA genotipliler*HinfI restriksiyon*enziminin herhangi bir-kesim bölgesi 

olmadığından-aynı PCR-ürününde olduğu gibi yalnız-451 bç bölgede9bir bant,7AG 

genotipliler*451 bç, 244*bç ve 207 bç bölgelerinde olmak üzere üç1bant,pGG 

genotipliler ise hem 244 bç hem de 207 bç‟nde olan ikiğbant oluĢturduğu gözlemlenmiĢ 

ve populasyonunğgenotiplendirilmesi bu kesimğürünleri temelindeğgerçekleĢtirilmiĢtir 

(ġekil 3.1). 

 

 

ġekil 3.1  Pit-1 intron 5- ekzon 6 bölgesinin PCR ürünü ve HinfI kesim bölgesi 

 

ÇalıĢmaya dahil edilen Afyonkarahisar bölgesinde yetiĢtirilen 81 adet Holstein sığırdan 

elde edilen DNA örneklerinden yürütülen çalıĢmada Pit-1/Hinf1 polimorfizmi allel gen 

frekansları bakımdan incelendiğinde A allelinin 0.24 ve G allelinin 0.75 frekansında 

olduğu belirlenmiĢtir. Irkta G allelinin yüksek frekansta görüldüğü gözlemlenirken, 
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genel olarak AA genotipi % 6,17, AG genotipi %37,03 ve GG genotipi %56,79 

oranında olduğu tespit edilmiĢtir. 

Tablo 3.1 ÇalıĢma sonucunda elde frekans değerleri ve χ² testi 

Siyah 

Alaca 

N Genotipler Allel 

frekansları 

Genotip frekansları χ²  

 

0,049 

AA AG GG A G AA AG GG 

Gözlenen 81 5 30 46 0,246 0,753 6,17 37,03 56,76 

Beklenen 81 4,9 30,0 45,92 0,060 0,370 0,567 

 

 

Gözlenen ve beklenen genotip frekansları dikkate alınarak yapılan hesaplamalardan 

sonra ortaya koyulan χ² testi sonucunda 0.049 değeri elde edildi ve bu değerin χ² 

dağılım tablosundaki 1 serbestlik dereceli 0.05 önem seviyesinin (TD1:0.05= 3.841) 

altında olduğu görülmüĢtür. ÇalıĢmaya dahil edilen popülasyonun bu gen bölgesi 

bakımından Hardy-Weinberg dengesinde olduğu sonucu görülmüĢtür (P>0.05) (Tablo 

3.1). 
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4. TARTIġMA  

Siyah Alaca sığır ırklarında yapılan geçmiĢ çalıĢmalarda Woollard vd. 1994 yılında 

yaptıkları çalıĢmada A allel frekansını 0.15, B allel frekansını ise 0.85 olarak 

bildirmiĢtir. Moody vd. 1995 yılında A allel frekansını 0.26, B allel frekansını 0.74, 

Renaville vd. 1997 yılında yaptıkları benzer bir çalıĢmada A allel frekansını 0.188 ve B 

allel frekansını 0.812, Hori-Oshima ve Barreras-Serrano 2003 yılında gerçekleĢtirdikleri 

çalıĢma sonucunu A allel frekansı değerini 0.155, B allel frekansı değerini ise 0.845, 

Oprzadek vd.. aynı yıl yaptıkları çalıĢmada A allel frekansı 0.247 ve B allel frekansı 

0.753 olarak bildirmiĢlerdir. Vargas vd. 2004 yılında A allel frenkansını 0.283, B allel 

frekansını 0.717 bildirirken Dybus vd. aynı yıl A allel frekansını 0.243, B allel frekans 

değerini ise 0.757 bildirmiĢlerdir. Bu çalıĢmalardan birkaç yıl sonra Yan vd. 2006 

yılında A allel frekansını 0.132, B allel frekans değerini ise 0.868 olarak bildirmiĢlerdir 

ertesi yıl Zakizadeh vd. A allel frekans değerini 0.208 B allel frekans değerini ise 0.792 

olduğunu belirtmiĢlerdir. Edriss vd. 2008 yılında yaptıkları çalıĢmanın sonucu olarak A 

allel frekans değerini 0.256, B allel frekans değerini 0.744, bir baĢka çalıĢmada 

Jawasreh vd. 2009 yılında A allel frekans değerini 0.174 B allel frekans değerini 0.826 

olarak ortaya koymuĢlardır. Misrianti vd. 2010 yılında A allel frekans değerini 0.244 B 

allel frekans değerini 0.756 olarak bildirdikleri aynı yıl Yang vd. A allel frekans 

değerini 0.475 B allel frekans değerini de 0.525 olarak bildirmiĢlerdir. Yan vd. 2011 

yılında A allel frekans değerini 0.132, B allel frekans değerini 0.868 bildirmiĢlerdir. 

Doosti vd. 2011 yılında farklı bir popülasyon üzerinde yaptıkları çalıĢmada A allel 

frekans değerini 0.298, B allel frekans değerini 0.701 olarak bildirmiĢlerdir. Özdemir 

ise 2002 yılında yaptığı çalıĢmada A allel frekans değerini 0.20, B allel frekans değerini 

0.80, Heidari vd. aynı yıl farklı bir popülasyonda A allel frekans değerini 0.170 B allel 

frekans değerini 0.830 olarak bildirmiĢlerdir. Khaizaran ve Al-Razem 2014 yılında ki 

çalıĢmalarının sonucunu A allel frekans değeri 0.683 B allel frekans değeri 0.317, 

Trakovická vd. aynı yıl A allel frekansının değerini 0.185, B allel frekansının ise 

değerini 0.815 olarak bildirmiĢlerdir. Ebrahimi Hoseinzadeh vd. (2015a,b)  A allel 

frekans değerini 0.26 ve B allel frekans değerini 0.74, Ahmadi vd. (2015) A allel 

frekans değerini 0.22, B allel frekans değerini 0.78, Öner vd. 2017 de A allel frekans 

değerini 0.253 ve B allel frekans değerini 0.747 olarak bildirmiĢlerdir. Bayram vd. 2017 

yılında A allel frekansını 0.32, B allel frekans değerini ise 0.68, bir sonraki yıl yapılan 
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bir baĢka çalıĢma da Thuy vd. A allel frekans değerini 0.216, B allel frekans değerini 

0.784, Gökcan 2019 yılında yaptığı çalıĢmada A allel frekans değerini 0.1346, B allel 

frekans değerini 0.8654 olarak ortaya koymuĢlardır. A ve B allel frekansları göz önüne 

alınarak literatürde bildirilen değerler ile yapılan mevcut araĢtırmada ortaya koyulan 

değerler karĢılaĢtırıldığında Khaizaran ve Al-Razem (2014)‟in ortaya koyduğu A 

(0.683) ve B (0.317) değerleri göz ardı edildiğinde benzer sonuçlara ulaĢıldığı fikrine 

varılmıĢtır. Günümüzde geliĢen moleküler genetik metotları ve mevcut çalıĢmalar göz 

önünde bulundurularak hedeflenen ve geliĢtirmek istenilen özellikler ile ilgili MAS 

çalıĢmalarının arttırılması yetiĢtiricinin faydasına olacaktır. 

Afyonkarahisar ilinde yetiĢtirilen holstein ırkı sığırlardan toplanarak mevcut anabilim 

dalı laboratuvarında muhafaza edilen kan örnekleri üzerinden gerçekleĢtirilen , PCR-

RFLP yöntemi kullanılarak, Pit-1/Hinf1 polimorfizmine (AA, AG ve GG genotipleri) 

ve ait genotipler tespit edilmiĢtir. Popülasyondaki Pit-1/Hinf1 polimorfizmi için AA, 

AG ve GG genotip frekansları sırasıyla %6,17, % 37,03 ve % 56,79, A allelinin frekansı 

0.24 ve G allelinin frekansı 0.75 olarak bulunmuĢtur. 

Pit-1/Hinf1 polimorfizmleri açısından belirlenen genotip ve allel frekansları ırkın 

genotip çeĢitliliğin ortaya çıkabilmesinde yeterli oranda çalıĢma sonucunda 

görülmüĢtür. 

Bu konuda her iĢletme yada coğrafi popülasyon da benzeri çalıĢmalar yapılarak tespit 

edilen polimorfik yapıların, farklı iklim özelliklerinin ve besi Ģartlarının bulunduğu 

farklı bölgelerde, farklı ırklar üzerinde ve çok yönlü performans özellikleriyle 

iliĢkilendirilmesiyle hayvan ıslahında kullanılabilirliğinin belirlenmesi önerilmektedir. 

Ülkemiz toplam hayvan yetiĢtiriciliği hacmi ve üretimi gerçekleĢtirlen ürünler göz 

önüne alındığında süt sığırcılığı açısında belirli bir seviyeye geldiği kabul edilse de bu 

konuda üretimi ve kapasitesini geliĢtirmiĢ ülkeler ile kıyaslandığında laktasyon süresi 

boyunca verimlerin düĢük olduğu bilinen bir gerçektir. Bahsi geçen verimlerin düĢük 

olması ilk olarak var olan popülasyonların genotipik özelliklerinin verimi olumlu yönde 

etkileyecek seviyelere çıkarılamıyor olmasıdır. YetiĢtiriciler için ekonomik öneme sahip 

ve sektörün sürdürülebilirliğini etkileyen süt ve et gibi temel özellikler birçok genin 

kalıtımıyla ortaya çıkması, bu özellikleri çok sayıda genin etkilemesine sebep 

olmaktadır. Bu genlere çevre Ģartlarının etkileri ile fenotipler ortaya çıkmaktadır.  
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Fenotip sadece genetik yapıdan oluĢmayıp çevre Ģartlarından da etkilenmesi sebebi ile 

genotipik yapı üzerinde istenilen özellikler üzerine yoğunlaĢılırken bakım ve besleme 

gibi çevre Ģartlarının da düzenlenmesinin önemi göz ardı edilmemelidir. Kantitatif 

özelliklerden olup süt verimi ve elde edilen sütün içeriğindeki bileĢenlerini etkilediği 

düĢünülen genler mevcut çalıĢmalar ıĢığında tam anlamı ile açıklanamamaktadır. Ancak 

bu özelliklerin varyasyonlarında en çok paya sahip olduğu düĢünülen majör genler 

üzerinde son yıllarda geliĢen moleküler yöntemler yardımıyla yapılan çalıĢmalar hız 

kazanmıĢtır. Günümüzde moleküler genetik metotları ve mevcut çalıĢmalar göz önünde 

bulundurularak popülasyonlarda kazanç açısından etkili olan özellikleri etkileyen genler 

ile ilgili MAS çalıĢmalarının gerçekleĢtirilmesi faydalı olacaktır. 
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER  

GeliĢen günümüz dünyasında her geçen gün artan nüfus ve uzayan insan ömrü dikkate 

alındığında bazı ülkeler de yaĢam standartları hızla artarken, birçok ülke de de aynı 

hızla azalmaktadır. Buna bağlı olarak artan gıda ihtiyacı, geliĢen yeni yetiĢtiricilik 

yöntemlerinin maliyetinin artması gibi nedenler le birim hayvan baĢına elde edilen 

verimin artıĢ göstermesi gerekmektedir. Bu sebepler ile özellikle insan yaĢamında 

hayvansal proteinin temel kaynağı olan sığırlar ve sığırlardan elde edilen temel 

maddelerden olan süt ve süt ile üretilen diğer gıdalar önemini arttırmıĢtır. YetiĢtiriciler 

etçi ırkların yanında birçok gıdanın ham maddesinin sütün elde edildiği ırklara da 

yönelmeye baĢlamıĢlardır. Bazı geliĢmiĢ ülkelerde ise hem süt hem de et verimi 

yönünden geliri zengin ırklar tercih edilmeye baĢlanmıĢtır. ÇalıĢmamıza dahil edilen 

siyah alaca ülkemizin yanında dünyanın da birçok ülkesine yayılma fırsatı bulmuĢ ve bu 

özellikleri sayesinde halen tercih edilmektedirler. Pit-1 geni yakın geçmiĢte baĢlayan ve 

günümüzde halen devam eden çalıĢmalar sayesinde yetiĢtiriciliği yapılan hayvanların 

farklı ekonomik özellikleriyle alakalı MAS çalıĢmalarında kullanılabilecek pek çok yeni 

tespiti yapılan birçok önemli aday gen den biridir. Bu gen deki bir olumsuzluk 

hormonların ekspresyonunu ve buna bağlı büyüme geliĢme, süt üretimi, döl verimi gibi 

farklı açıdan bozulmalara neden olabildiği geçmiĢteki ortaya koyulan çalıĢmalarca 

bildirilmiĢtir. Memelilerde GH, PRL, TSHβ ekspresyonundan sorumlu olduğu bilinen 

ve hakkında daha geniĢ popülasyonlarda farklı coğrafi bölgelerde yoğun çalıĢmalar 

yapılması gereken bunun yanında uzun süreli çalıĢmalara dahil edilip yavru bireylerinde 

dahil olduğu çalıĢmalar yapılmasının gerektiği düĢünülmektedir. Bunun yanında ırk 

içindeki öne çıkmıĢ veya diğer özelliklerinin performansının Pit-1 geni ile iliĢkileri de 

yeni gerçekleĢtirilecek çalıĢmalarda ortaya koyulmalıdır. 

GerçekleĢtirilen çalıĢmanın sonucunda çalıĢmaya konu edilen Pit-1 geni HinfI 

polimorfizminin sonucunda ortaya  çıkan genotipler ortalamaları bakımından GG 

genotiplilerin AG genotiplilerle karĢılaĢtırıldığında GG genotiplilerin popülasyondaki 

değerlerinin AG genotiplere göre yüksek değerlerde oldukları görülmüĢtür.   
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