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OZET

Konya ilinde Yetistirilen Holstein ve Holstein Melezi Sigirlarda HH1

Mutasyonunun Arastirilmasi

Modern siit sigircili@i endiistrisinde, yiiksek verimli hayvanlarin kullanilmasi
sonucunda dogurganliginin azalmasi énemli bir sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bilindigi tizere, suni tohumla yoluyla yiiksek verimli bogalarla ¢ok kisa bir siire
icinde mutasyonlar tiim diinyaya yayilmistir. Bu genetik mutasyonlarin ozellikle
gebeligin ilk t¢ aymda embriyonik oliimlerden sorumlu ve biiyiik ekonomik
kayiplara neden olugu disiiniilmektedir. Mutasyonlara bagli erken embriyonik
kayiplar, ve abortlar goriilmektedir. Olusan mutasyon, sigirlarin herhangi bir
fonksiyonel geninde meydana gelirse 6liime yol agabilmektedir. Bu arastirmada,
Konya bélgesinde 6zel bir isletmeden, Holstein ve Holstein melezi sigir irklarina ait
olan 300 bas hayvandan alian kan 6rnegi iizerinde calisiimistir. Orneklerin cinsiyet
dagilim1 %83,33 disi ve %16,97 erkek seklindedir. Calismada embriyonik 6liimle ve
yavru atmayla iliskili olan APAF1 geninde HH1 mutasyonu saptanmaya
calisgitlmistir.  HH1 mutasyonu tespit edebilmek igin ARMS-PCR teknigi
kullanilmistir. Calismada, toplam 300 ornek tizerinde jel elektroforez yontemi
uygulanmis ve bunlarin 287'sinden sonug¢ alinmistir. Sonug¢ alinan &rneklerin
%76,31'i homozigot, %23,69'u ise heterozigot olarak bulunmustur. Yapilan bu
caligmada, heterozigot ve homozigotlugun ik ve cinsiyet {izerinde 6nemli bir

etkisinin oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: APAF1 Mutasyon, ARMS-PCR, HH1, Holstein Sigir



SUMMARY

The Study of HH1 Mutation in Holstein and Holstein Crossbred Cattle Raised
in the City of Konya

In the modern dairy industry, the decrease in fertility as a result of the use of high-
yielding animals is a significant problem. As it is known, mutations spread around
the world in a very short time with high-yielding bulls through artificial
insemination. These genetic mutations are known to be responsible for embryonic
deaths, leading to significant economic losses, especially in the first three months of
pregnancy. Mutations cause early embryonic losses and abortions. If a mutation
occurs in any functional gene of cattle, it can lead to death. In this research, 300
blood samples from Holstein and Holstein hybrid cattle breeds were taken from a
private enterprise in the Konya region and studied. The gender distribution of the
samples is 83.33% female and 16.97% male. The study attempted to detect the HH1
mutation in the APAF1 gene, which is associated with embryonic death and
abortion. ARMS-PCR technique was used to detect HH1 mutation. In the study, the
gel electrophoresis method was applied to a total of 300 samples, and results were
obtained from 287 of them. 76.31% of the samples were found to be homozygous,
and 23.69% were heterozygous. This study found that heterozygosity and
homozygosity had a significant effect on race and gender.

Keywords : APAF1 Mutation, ARMS-PCR, HH1, Holstein Cattle
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1. Giris

Sigir yetistiriciliginde, ekonomik ozelliklerin gelistirilmesinde ve daha iyi duruma
getirilmesinde rolii olan molekiiler genetik tekniklerine ve bu alanda yapilan
arastirmalara olan ilgi artmistir. Hayvanciligin genetik alanindaki esas gelisimi,
ustiin fenotiplere sahip olan hayvanlarin segici olarak yetistirilmesine bagh
olmaktadir (Singh vd., 2014).

Hayvansal iiretimin temel amaci, hayvanlarin genetik 6zelliklerini gelistirerek daha
fazla verim elde etmektir (Hayes vd., 2013). Geleneksel hayvan yetistirme
araglariyla birlikte molekiiler genetik tekniklerin kullanilmasi, se¢im siirecini
dengelemek ve dolayisiyla hayvan yetistirme programini optimize etmek ig¢in 6nem
tasimaktadir (Singh vd., 2014).

Kalitsal bir hastaligin molekiiler mekanizmasinin bilinmesi, hastaligin siiriiden
eradikasyonu ve o kalitsal hastalik bakimindan ari siiriilere sahip olabilmek igin
biiyikk 6nem tasimaktadir (Citek vd., 2006). Bu baglamda, molekiiler belirteglerin
kullanimi oldukg¢a 6neme sahip olmaktadir (Singh vd., 2014). Bu test yontemleri
kullanilarak popiilasyonlardaki genetik sagligin kontrol edilmesi saglanabilmektedir.
Kalitsal bozukluklarin molekiiler temeli bilindiginde, heterozigot tasiyicilarin
dogumdan sonra ve hatta embriyo iken gen diizeyinde dogrudan tespit edilmesi
miimkiindiir. Bununla birlikte, sitogenetik anomalilerin tasiyicilarinin tespiti kalitsal
bozuklara sahip olan hayvanlarin iremede kullanilmamasima ve dolayisiyla

popiilasyonda genetik sagligin korunmasina olanak saglamaktadir (Citek vd., 2006).

Holstein irkinda siit tiretimine yonelik genetik segilimin, dogurganlik 6zelliklerini ve
hastaliga direng genlerini olumsuz yonde etkileyen genom modifikasyonlarina yol

actigin1 gostermistir (Brito vd., 2021)

Disi dogurganliginin zaman i¢inde diizenli olarak azalmasi, modern siit sigircilig

endiistrisinde 6nemli bir sorun olusturmaktadir. (Fritz vd., 2013).

Siit sigirlarinin ireme performansi son yirmi yilda 6nemli dl¢iide iyilesme gosterse
de, mevcut siit sigirlarinda standartlarin (1 yilda 1 buza) altinda iireme mevcuttur ve

bunun da siit endistrisinde biiyiik mali kayiplara yol agtigi goriilmiistiir (Rezende



vd., 2018). Sigir wrkinda iireme performansi, sigirin sagligi, erkek ve disi
dogurganligi, 6strus dongiilerinin diizensizligi, anovulasyon ve tohumlama sonrasi
embriyo kaybu, siirli yonetimi, beslenme, buzagilama 6zellikleri ve gevre gibi gesitli
faktorlere bagl olarak degismektedir (Hansen 2011, Berry vd., 2014). Bu gibi
faktorlerden dolay1, 6zellikle ineklerde tireme performansi kalitim derecesi % 0,02 —
0,04 olarak belirlenmistir (Berry vd., 2014).

Sigirlarin tireme performansinda azalmaya neden olan fizyolojik ve genetik faktorler
molekiiler biyoloji yontemleriyle ortaya g¢ikarilabilir (Butler, 2013). Tim genom
boyu iliski analizleri, dogurganliga ve 6lii doguma etki eden ¢ekinik bozukluklari
bulmak i¢in kullanilmaktadir (Glusman vd., 2014; VanRaden vd., 2011a). Bu
yontemler, ¢ok sayida bireye yonelik genotipleri, haplotipleri ve oldiriicii resesif
genlerin yerini belirlemek igin yeni bir yontem saglamaktadir. Tahmini etkilesim
basina ¢ok az gozlem olmasi nedeniyle, ¢ok biiyiik fenotipik ve soyagaci verileri
olsa bile, genomik veriler olmadan embriyo kaybina neden olan kusurlarin tespit

edilmesi zor olmaktadir (VanRaden ve Miller, 2006).

Holstayn 1rki sigirlarda erken embiriyonik o&liimlere ve atiklarla sonuglanan
haplotipler bulunmustur. (Fritz vd., 2013, Schiitz vd., 2016). Haplotip testleri, farkli
sigir wrklarinda, yapilan arastirmalarda bulunan bir ka¢ SNP (tek niikleotid
polimorfizmi) degerleri kesfedilerek bilinmeyen resesif bozukluklar1 bulmak igin
uygulanmistir Bulunan bu haplotiplerden en az yedi adedi nedensel mutasyonlar
sebebiyle aday genlerde belirlenmistir (Schiitz vd., 2016). Bunlardan HH1
(APAF1), HH4 (GART) ve HH5 / HH6 (SLC35A3) genlerinde bu duruma neden
olan SNP’ler tespit edilmistir (Fritz vd., 2013). Yapilan tiim bu ¢alismalara ragmen
yine de oliimciil haplotipler i¢in aragtirmalara devam edilmektedir (Schiitz vd.,
2016).

Bu calismamizda farkl iilkelerdeki sigir popiilasyonlarinda varligi belirlenen
Holstein Haplotip-1 kalitsal kusurunun, Konya ilinde yetistirilen Holstein ve
Holstein melezi sigir popiilasyonundan alinan 6rnekler kullanilarak incelenmistir.
Tamamlanan arastirma ile Konya bolgesinde siit sigir1 yetistiriciliginde diger
hastaliklara ek olarak tehdit olusturan kalitsal hastalik olan Holstein Haplotip-1
(HH1), Amplifikasyon-refrakter mutasyon sistemi PCR (ARMS-PCR) yontemi



kullanilarak arastirilmis ve saglikli siiriiler elde edilebilmesine fayda saglamak

amaglanmustir.
1.1.S1g1irin Kokeni

Jeolojik devirler igerisinde yer alan Geg Pleistosen (ge¢ buzul devri) ile erken
Holosen arasinda en yaygin goriilen sigir tirii, Kuzey Afrika'dan Avrasya'nin
Atlantik ve Pasifik kiyilarina kadar uzanan yaban okiiziiniin (Bos primigenius)
yasam alanimi olusturmaktadir. (Zeuner, 1963). Yapilan arkeolojik ve genetik
caligmalar kullanilarak Taurine sigirlarinin (Bos taurus) atalarmin, 10 000 yildan
daha fazla bir siire 6nce, Neolitik donemde (cilali tag devri) Bereketli Hilal (resim-
1.1.) diye adlandirilan yerde Bos primigenius primigenius'tan evcillestirildigini
gostermektedir (Bruford vd., 2003 ; Ajmone-Marsan vd., 2010).
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Resim 1.1: Bereketli Hilal Seridi (int. Kyn. 1)

Indicine sigirlarm ( Bos indicus ) atalari, indus Vadisi'nde Bos primigenius
nomadicus'tan, evcillestirildigini gostermektedir (Loftus vd., 1994). Evcillestirilmis
sigirlarin iki ana soyunun da ayni ata tiir olan yaban okiiziinden evcillestirilmesi ile
meydana gelmislerdir (Zeuner, 1963). Evcillestirilmis sigirlar insanlarla birlikte
diinyanin dort bir yanina yayilmistir.(McTavish vd., 2013) Bu iki gruba sirasiyla
taurine ve indicine sigirlar1 diyebiliriz. Bahsedilen gruplar arasindaki en belirgin

farkliliklar, indicine’in omuzlardaki gozle goriiliir kamburluk ve horgiig, taurine


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/eva.12674#eva12674-bib-0013

sigirlarindaki gibi dik kulaklarindan ziyade sarkik kulaklarinin olmasidir (Grigson
1991). Avrupa sigir wklart biiyik o6lgiide taurine kokenliyken, Hindistan
yarimadasindaki sigirlar indicine kokenlidirler (Frisch ve Vercoe 1977). Avrupa
taurine sigirlari, kullanim kolayligi ve uysalliklarinin yani sira siit ve et iiretimi igin
daha yogun bir se¢ime tabi tutulmustur (Freeman vd., 2004, MacHugh vd., 1997).
Genel olarak indicine sigirlar, yem stresine ve su stresine daha toleranshidir ve
taurine irklarina kiyasla tropikal ortama daha fazla uyum saglarlar (Frisch ve Vercoe
1977). Evcillestirilen Taurine sigirlar1 evcillestirildikten sonra kuzeybatiya,
Bereketli Hilal'den Tiirkiye iizerinden Balkanlar'a ve kuzey Italya'ya, ya Akdeniz
kiyr seridini ya da kismen Tuna Nehri boyunca uzanan bir rotay:r takip ederek
ardindan Avrupa'ya hizla dagilmislardir (Beja-Pereira vd., 2006, Pellecchia

vd.,2007). Bos taurine ve Bos indicine resim-1.2’de gosterilmistir.

Resim 1.2: Bos Taurine ve Bos indicine’in Sigirlari. (McTavish vd., 2013)
1.2.Holstein Frisian Irkimin Kokeni

Bos Taurus primigenus, Holstayn (Siyah alaca) irkinin atasidir. Ana vatani
Holanda’nin Frizya bolgesidir. Bu irka, Almanya da bulunan Holstein eyaleti ismini

vermistir ve siyah-beyaz alaca sigir buraya Frizya bolgesinden gelmistir. Tarihi



belgeler sayesinde Holstayn irkmin M.O. 350 senelerinde Frizya’da yetistirildigi
anlasilmaktadir. Bolgenin yapisi ve 6zellikleri nedeniyle giiniimiize kadar Frizya’ya
yabanct sigir ki sokulmamis boylece Frizya ki safligini  koruyabilmistir.
Hollanda’da 1879 yilinda, siyah-beyaz alaca sigir1 yetistiricilerini bir araya getirmek
icin Frizya soy kiitiigii dernegi kurulmustur. Dernek kurulmadan 6nceki seleksiyon
caligmalar1 daginik sekilde yapila gelmistir. Dernek kurulduktan sonra ise
seleksiyon ¢alismalarinin diizenli ve bilimsel bigimde uygulanmasini saglanmistir
(Alan ve Arpacik, 1998).

1.3.Holstein Frisian Irkimin Tiirkiye’de Yayilmasi

Tirkiye’de Holstein Frisian wkinin adi, Holanda ki ve Holstayn isimleri
kullanilarak ifade edilmektedir. Isimde birligin saglanmas: igin siyah-beyaz alaca
isminin kullanilmas1 daha yerinde olacaktir (Alan ve Arpacik, 1998). Tirkiye’de
1958 yilinda sistemli olarak siyah-beyaz alaca irki yetistiriciligine sadece kamu
kurumlarinda baglanmistir (Alan ve Arpacik, 1998; Kumlu, 1999). O yil 30 disi ve 1
erkek Holstein dana Amerika'dan getirilerek, siyah alaca siiriisii Karacabey

harasinda kurulmustur.

1986 yilindan itibaren, Tarim ve Orman Bakanlig1 ve bazi 6zel sirketler tarafindan
yaklagik 300 000 gebe diive tilkemize getirildi. Bu diivenlerin biiyiik bir ¢ogunlugu
Siyah-Alaca irki olarak iilkemize girisi saglanmistir (Akman, 1998; Kumlu, 1999).
Siyah-Alaca sigirlarininin sayisi, dis ticarette saglanan tesviklerin katkisiyla, son
zamanlarda sayilarmin oldukc¢a artmakta oldugu goézlenmistir. Bu gelisimden
faydalanmak ve bu gelismeye tesvik gergeklestirmek i¢in 6zellikle 1990 yilindan
baslayarak Tiirk-Alman ve Tiirk-italyan iilkeleri ile isbirligi yapilmustir. Bu gelisim
neticesinde Siyah-Alaca sigirlarinda soy kiitiigii olusturmak ve verim kayitlarini
tutmak i¢in birgok projeler yapilmistir ve 1995 yilinda bu projelere yonelik olarak
Holstayn Damizlik Sigir Yetistiricileri Birlikleri ilk kez kurulmustur (Kumlu ve
Akman 1996). Illerde bulunan bu birliklerden bir kismi birleserek 1998 yilinda,
Damizlik Sigir Yetistiricileri Merkez Birligi'ni (DSYMB) olusturmuslardir (Kumlu,
1999). Tarim ve Orman Bakanligmmin destegini de alarak, Damizlik Sigir
Yetistiricileri Merkez Birligi, “Ulusal Siyah-Alaca Damizlik Sigir Yetistirme
Programin1” uygulamaya koymustur (Kumlu, 1999; Kumlu ve Akman, 1999).



1.4.Holstein Frisiean Irkimin Fiziksel ozellikleri

Holstayn sigir1 fiziksel ozellikler bakimindan siit¢ii kapasiteye uygundur. Beden
yapisi, onden arkaya dogru bakildiginda viiciit genisler ve derinlikte artar bununla
beraber bas asil ve zarif, deri ince ve yumusak olup boyunda vertikal kivrimlar
yapar. Tiiyleri kisa ve parlaktir. Sirt bel ve sagr1 diizgiin bir hat sekillindedir. Kemik
yapist saglam ve diizglin durusa sahiptir. Memelerin genel goriiniimii, biyiik,
yumusak Ve iyi sekillenmis olup 6nce karinin alt bolgesinden arkaya yukariya dogru
diizgiin bir sekilde uzanarak baglanmigtir. Karnin altinda bulunan siit damarlarinin
uzun ve belirgin olusu siit¢iiliik kabiliyetini gostermektedir. Diger siit¢ili irklara gore
cidago yiikseklikleri daha uzundur (Cidago yiikseklikleri 140-155 cm). Viicut
agirliklart 600-1000 kg kadar olan bu irkin yilda ortalama 305 giinliik siit verimi
diger siit¢li irklara gore %5,6-8,6 oraninda daha fazla oldugu goriilmektedir (Alan
ve Arpacik, 1998, Ozkdk ve Ugur., 2007; Yaylak vd., 2015; int. Kyn. 2).

1.5.Gen Haritalama

Genetik haritalama, genomun matematiksel analizi olarak da bilinir ve genlerin
kromozomlar tizerindeki yerlerini bulmak ic¢in molekiiler teknikler ve istatistiksel
analizleri kullanilmaktadir. Genlerin lokalizasyonu ve islevleri arasinda baglanti

kurmak i¢in genetik haritalama kullanilmaktadir (Boyacioglu ve Diindar, 2012)
1.5.1. Homozigotluk Haritalamasi

Otozigotluk, homolog kromozomlarin her ikisinin de ayni orijinden gelmesi
durumuna denir. Akraba evliligi yapan ailelerden gelen ¢ekinik karakterde bir
hastalik tasiyan bireyler, hastalik lokusu ile baglantili olan markirlar agisindan
yiiksek bir olasilikla otozigottur. Lokos heterojenitesi nedeniyle bagka tiirlii
¢oziilmesi neredeyse imkansiz olan otozomal resesif hastaliklarin tespitinde bu
yontem basarili olarak kullanilmaktadir (Forshew ve Johnson, 2004, Woods vd.,
2004).

Homozigotluk haritalamas1 adi verilen yeni bir yaklasim, sigir 1rklarinda,
dogurganlig: etkileyen haplotipler olarak tanimlanan, fetal ve erken postembriyonik

mortaliteyle iliskili genom bolgelerinin tanimlanmasinda homozigotluk haritalamasi



yontemi kullanilmaktadir. Damizlik sigir popiilasyonlarindaki genis yayilmalar
nedeniyle, dogurganlig: etkileyen haplotipler, ineklerde dogurganligin azalmasinin
ana nedenlerinden birini olusturmaktadir. Basta sigirlar olmak tizere hayvanlarin
yapisal ve fonksiyonel genomigi iizerine yapilan arastirmalarin hizla arttigi g6z
onlinde bulundurularak yakin gelecekte yeni genetik kusurlarin kesfedilmesi
beklenebilir. Bu nedenle DNA teshisi, damizlik hayvan popiilasyonlarinda genetik
kusurlarin yayilmasindan kaynaklanan risklerin izlenmesinde ve yonetilmesinde
etkili bir arag haline gelebilecektir. Homozigotluk haritalama teknigi kullanilarak
belirlenen kusurlar dogurganlik haplotipleri olarak belirlenmektir. DUMPS, BLAD,
CVM ve brachyspina gibi o6nceden bilinen genetik kusurlar da bu ydntem
kullanilarak dogrulanmistir. Holstein irkinda kayitli olan, tohumlama basarisin1 ve
gebelikle sonuglanan tohumlama oranini etkileyen on dogurganlik haplotipi (HCD,
HH-0, HH1, HH2, HH3, HH4, HH5,) bulunmaktadir (Zinovieva, 2016).

1.6.Kalitsal Hastahklar Fenotip Olarak Ifade Edilmesi

Biitiin evcil hayvanlarda anne ve babadan yavruya aktarilan genetik materyalde
meydana gelen kalitsal hastaliklar morfolojik ve fizyolojik bozukluklarin yani sira
hayvanin sagligin1 ve verimini olumsuz yonde etkileyebilmekte veya embriyonik
olime sebep olarak fertiliteyi  distiren kalitsal  hastaliklar  olarak
tanimlanabilmektedir (Arthur vd., 2001, Citek vd., 2006). Sigir dogurganliginin
azalmas1 modern siit endiistrisinde onemli bir sorun olusturmaktadir. Bu distis, siit
iretimi i¢in yogun segilimin yani sira 6liimciil genetik kusurlar gibi diger faktorlere

de baglanmaktadir (Fritz vd., 2013)

Suni tohumlama yontemi basta siit sigir1 yetistiriciligi olmak tizere, hayvancilik
sektoriiniin gelisiminde 6nemli bir rolii vardir (Medeiros ve ark., 2002). Siit
sigirlarinda dogurganlik, siit ineklerinin tohumlanmasiyla baslayan ve buzagilarin
basarili bir sekilde canli dogumuyla biten karmasik bir olgudur (Han 2016). Ciftlik
hayvanlart yetistiriciliginde, suni tohumlama yontemiyle genetik ilerleme hizim
artirirken, yiiksek verimli erkek damizliklarin yaygin olarak kullanimiyla ¢ok sayida
yavru elde edilmistir. Suni tohumlama yontemi ile irk i¢indeki hayvan basina
verimlilik arttirirken genetik havuzun daralmasina ve genetik yatkinhigin da

artmasina neden olmaktadir (Akyliz ve Ertugrul, 2006, Thomsen ve ark., 2006).



Ulkemizde ise baz1 yetistiriciler, siyah alaca ki ineklerini farkl: siit irk1 bogalarin
spermalar1 ile tohumlanmis. Ancak bilingsiz olarak yapilan melezlemelerin
kulanilan wrklarda bozulmalara yol agabilecegi, ekonomik artisin saglanamayacagi

ve irklarin geleceginin tehlikeye girebilecegi bildirilmistir (Arpacik, 1982).

Yiiksek akrabali yetistirme oranlarindaki artis, siit sigirn irklarinda  distk
dogurganligin nedenini olusturabilmektedir ve iiretimi olumsuz yonde etkileyecek
kalitsal hastaliklarin kisa siirede tiim diinya ¢apinda yayilmasina neden olmaktadir

(Citek vd., 2006, Brito vd., 2021).

Suni tohumlama i¢in kullanilan damizlik adaylarinin rka 6zgii kalitsal hastaliklari
tasiyip, tagimadiklarinin kesin olarak belirlenmesi ile kalitsal hastaliklar kontrol
altina alinabilmektedir (Akyiiz ve Arslan, 2009). Cogu zaman, kalitsal hastaliklarin
yayilmasinda tasiyici bireyler onemlidir, ¢linkii bu hastaliklar genellikle otozomal
cekinik allellerden kaynaklanmaktadir. Otozomal ¢ekinik allellerin karakteristik
fenotipik 6zelligi, sadece her iki allelinde kalitildiginda ifade edilebilmektedirler.
Dolayisiyla otozomal ¢ekinik kalitilan alleller, bireyin heterozigot oldugu
durumlarda fenotipte tespit edilememesinden dolay: popiilasyon i¢inde varliklarini
devam ettirebilmektedirler (Akyiiz ve Ertugrul, 2006, Agerholm, 2007, Akyiiz ve
Arslan, 2009). Bu sebeple sigir yetistiriciliginde otozomal ¢ekinik kalitsal
hastaliklar, X’e bagli dominant veya x'e bagl cekinik olarak aktarilan ve pedigri
analizi kullanilarak nasil bir kalitm yolu izledigi daha kolay anlasilan kalitsal
bozukluklara kiyasla genis popiilasyonlar i¢in de daha biiyiik bir endise kaynagi
olmaktadirlar (Agerholm, 2007). Higbir klinik belirti géstermeden tasiyict olanlarin
genotiplerinde bulunan mutant alleller, kullanilan suni tohumlama ve embriyo nakli

ile ¢ok kisa siirede popiilasyona yayilabilmektedir (Soysal 2016).

Heterozigot lokuslara sahip bir ebeveynde, nesil genotiplerinin ebeveyndeki en az
bir heterozigot lokus agisindan ebeveynden farkli olmasi kosuluyla hangi haplotipin
bir nesilden bir nesile aktarildigini belirlemek miimkiin olur (Baruch vd., 2006).
Biitiin viicut hiicrelerindeki kromozomlar ikili sekilde bulunur bunlardan biri anadan
digeri babadan gelmektedir. Bu genler benzer olabilir ve babadan gelen allele
anadan gelen allel benzeyebilir. Benzedigi durumda, hayvan o gen i¢in homozigot
olmaktadir. Anadan ve babadan gelen alleller farkli olabilir, bu durum ise hayvan o



gen i¢in heterozigot olmaktadir (Soysal 2016). Sigirlarda belirlenen kalitsal
hastaliklarin % 87’ si ¢ekinik kalitim Ozelligi gostermekte ve bu kalitsal

hastaliklarin bir¢ogu irka 6zgii olmaktadir (Healy, 1996)
1.7.Holstayn Haplotipler (HH)

Genetik biliminde, haplotip, birlikte aktarilan kromozomlar tizerinde birbirleriyle
alakali DNA dizisine ya da lokuslardaki allel kombinasyonuna denir. Bir haplotip,
belirli lokus kiimelerinden olusan rekombinasyon vakalarina bagli olarak tek bir
lokusu veya tim bir kromozomu igerebilmektedir (International Hapmap
Consortium, 2003).

Diinyada sigir genomu hakkinda daha fazla bilgi edinilirken ¢ok sayida sigirda
genetik kusura rastlanilmistir. Holstein, Jersey, Brown Swiss ve Ayrshire
wrklarindaki bir dizi yeni genetik kusur hakkinda bazi bilgileri ortaya ¢ikmaktadir.
Bunlar, genomik degerlendirmeler i¢in kullanilan inek ve bogalarin SNP50 genotip
veri tabaninin tamami degerlendirilerek ve cesitli haplotiplerin sikligi incelenerek
kesfedilmislerdir. Haplotip igin homozigot olan canli bireyler segilip ve tasiyici
bogalarla ineklerle tohumlandiklarinda gebe kalma oraninda gézlenen bir azalma ya

da olii dogumlarda artis belirlenmistir (Georges vd., 2019).

Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan belirlenen ve takibi yapilan “donmus boga
spermasi ithalatinda uyulmas: gereken usul ve kurallar” geregince bogalarin HH1,
HH2 ve HH3 genlerinin tasimamasi zorunluluk haline getirilmistir. Ancak 2015
yilinda Tiirkiye’de Tarim ve Orman Bakanlig: tarafindan, yurt disindan alinmasina
izin verilen donmus spermalardan, 273 boga icerisinde 1 boga HH1, 1 boga HH2, 4
boga HH3, 6 boga HH4 ve 22 boga HH5 geni tasimaktadir. Ozet olarak 31 boga
(%11.36) en az bir haplotip gen tasimaktadir Holstayn haplotipler, (HH1, HH2,
HH3, HH4 ve HH5) genel anlamda embriyonun ya da zigotun 6liimiine yol agmis ve
gebelik oranlarinda diistisler nedeniyle 2015 yilinda sperma ithalati talimatlarina
girmiglerdir. Bu haplotip genlere sahip olan boga spermalarinin ithalati ve bu
spermalarin Tirkiye’de hayvan yetistirmede kullanimina devam ettikge, gebelik
oranlar1 diisiis gdzlemlenecektir. Ithalat sartlarina uyulmazsa Tiirkiye’de yetistirilen

sigirlarda, zararli genlerin frekansi artacak, her bir gebelik i¢in daha fazla tohum



atilacak, daha az sayida buzagi dogumu, daha az damizlik diive elde edilecek ve
sonug olarak daha fazla damizlik diive ithalat1 gerceklesecektir (Inal ve Cam, 2016).
Holstein haplotiplere sebep olan babalarin isimleri, dogum yillari ile etkiledikleri

gen bolgeleri tablo 1.1°de belirtilmistir.
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Tablol.1: Holstein haplotiplerinin ilk tespit edilen babalar1 ve etkilenen genler

HAPLOTIPLER BELIRLENMIS ETKILENEN GEN
BABALAR
HH1 Pawnee Farm  Arlinda Apoptotik  peptid
Chief (1962) aktive edici faktor 1
geni (APAF1)
HH2 Willowholme Mark Intraflagellar
Anthony (1975) protein 80 (IFT80)

HH3 Gray View Skyliner (1954) Kromozom  2'nin
yapisal bakimi
(SMC2)

HH4 Besne Buck (1986) Glisinamid
riboniikleotid
transformilaz
proteini (GART)

HH5 Thornlea Texal Supreme Dimetil-adenosin

(1957) transferaz 1
(TFB1M).

HH6 Mountain (1987) SDE2 telomer
bakim  homologu
(SDE2)

HH7 Secret (1980), Dutch Boy Sentromer proteini

(1996), Merdrignac (1996) U (CENPU)

(Mohshina ve Gedik, 2022)

1.7.1. HH-0

Olii dogumla iliskili HH-0 haplotipi, 21. kromozom (BTA-21) iizerindeki 20-25 Mb
bolgesinde haritalandirilmigtir. (Vanraden vd., 2011a) HH-0 haplotipi ile FANCI
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(Fanconi anemia complementation group 1) geninde 3329 baz ciftinde bir eksilme
sonucunda meydana gelmektedir (Charlier vd.,2012). FANCI geni normalde 37
ekzon igerirken olusan mutasyon sonucunda 25-27’ ye kadar bir delesyon olusur bu
da 28. Ekzonda stop kodonun olusmasina ve erken sonlanmasina neden olmaktadir.
Bu haplotipini, babast Round Oak Rag Apple Elevation oldugu tespit edilmistir (Li
vd., 2016)

1.7.2. HH1

VanRaden ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada (2011a), Holstein sigirlarinda 6li
dogumlarda artig, gebelik oranlarinda azalma ve homozigot eksikligi ile iligkili olan,
Holstein Haplotip-1 (HH1) adi1 verilen mutasyonun sigir kromozomu 5 (BTA-5)

tizerinde oldugunu bulmuslardir.

Gebelik sirasindaki embriyonik ve fetal kayip, ulusal dogurganlik veri tabani
kullanilarak arastirilmig ve g¢ogunlukla HH1 i¢in gebeligin 60 ila 200. giinleri
arasinda meydana geldigi, ancak diger baz1 resesif defektler i¢cin daha 6nce meydana
geldigi bulunmustur (Adams vd 2016). Vanraden ve arkadaslar1 (2011b) HH1 igin
yaptiklar1 ¢alismada ise embriyo kayiplarinin gebelik boyunca meydana geldigini

ortaya koymuslardir.

HH1 haplotipinin izi, 50 yi1l 6nce dogan tek bir babaya kadar takip edilmistir
(Vanraden vd., 2011b). Adams ve arkadaslar1 (2016), VanRaden ve arkadaslarinin
(2011a) Soyagact verilerini kullanarak, 1962 dogumlu Pawnee Farm Arlinda Chief
(Chief) HH1 haplotipini tasiyan en eski genotipli ata olarak tanimlamislardir. Chief,
Holstein rkinin tarihindeki en etkili babalardan biri olmustur. 16 000'den fazla kiz
cocugu, 500 000'den fazla kiz torunu ve 2 milyondan fazla kayitli torununun yani
sira, popiiler babalar haline gelen bir¢ok damizlik boganin babasi olmustur. Chief’in
iki oglu, Walkway Chief Mark (Mark) ve Milu Betty Ivanhoe Chief (Ivanhoe
Chief), onceki genotipleme bilgilerine dayanarak HH1 tasiyicilar1 olarak
tanimlanmistir. Chief’in diger bir oglu S-W-D Valiant'm (Valant) HH1 haplotipini
tasimadig tespit edilmistir (VanRaden ve digerleri, 2011a).

Chief’in diger bir oglu S-W-D Valiant'in (Valant) HH1 haplotipini tasimadig: tespit
edilmistir. Chief ve Mark daha o6nceki bir ¢alismadan elde edilen tam genom
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dizisine sahipti ve bu nedenle HH1 haplotipindeki mutasyonlari tanimlamak igin bir

On tarama igin faydali olmuslardir (Larkin vd., 2012).

Chief ve ogullarindan 3'iiniin tam genom yeniden dizilim yontemi kullanarak HH1

mutasyonunun nedeninin BTA5'teki APAF1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor

1= APAF1 p.Q579X) geninde anlamsiz bir mutasyon belirlenmistir (Adams vd.,

2016). Chief ve ii¢ oglunun dogum yillari ile 2016 yilindaki en etkili 25 boga ile

karsisatirilmasi ¢izelge 1.1°de verilmistir.

Cizelge 1.1: HH1’in bulundugu bogalar icin soyagaci bilgileri: Pawnee Farm Arlinda Chief
(Chief), Milu Betty Ivanhoe Chief (Ivanhoe Chief), S-W-D Valiant (Valiant), ve Walkway

Chief Mark (Mark)

*

Boga ID

Chief 1427381
Ivanhoe 1578139
Chief

Valiant 1650414
Mark 1773417

Dogum Y1l

1962

1969

1973

1978

Boganin

Babasi

Pawnee
Reflection
Admiral
(138326)

Chief

Chief

Chief

Farm

Alellerin

Yizdesi
(%)™

14,3

8,7

7,8

Adams vd., 2016

"Holstein cinsi kimlik numarasi

2016 yilinda kullamilan en iyi Holstein bogalarla ortak alellerin yiizdesi (en etkili 25 boga listesinden boganin Holstein irkina

genel katkisinin bir gostergesidir.)

13



1.7.2.1. HH1 Haplotip Tespiti

HH1 haplotipini tanimlayabilmek i¢in yiiksek yogunluklu SNP genotiplemesini
kullanmiglardir. Haplotip sikligi %2,25 olmasina ragmen, genotiplendirilmis 78
000'den fazla birey arasinda HH1 igin homozigot birey bulunamamustir. Bu bulgu,
BTA5'in 8 Mbp'lik bir bolgesinde yer alan resesif 6ldiiriicii bir alelin popiilasyonda
dolastig1 hipotezine yol agmistir (VanRaden 2011a).

Chief'in HH1 kaynak haplotipinin tamami olmasa da bir kism1 olarak tanimlanan
rekombinant haplotipler, findhap.f90 kullanilarak 2011 yili itibartyla 54 001 SNP
genotipine sahip 78.465 hayvanin soyagacinda tespit edilmistir (VanRaden vd.,
2011b; Sonstegard vd., 2013). Varsayilan mutasyonu igeren 7,1 Mbp'yi kapsayan 75
isaretleyici kaynak haplotipinin tiim kopyalariin, Chief'e dayandigi ve baska hicbir

onemli ataya dayanmadigi goriilmiistiir (Adams vd.,2016).

VanRaden ve arkadaglar1 (2011a) yalnizca kaynak haplotipi iizerinde galismisken,
kaynak haplotipin yalnizca bir kism1 i¢gin homozigot olan rekombinant haplotiplere
sahip canli hayvanlar, haplotipin bu kisminin &liimciil mutasyon icermedigi
ihtimalini g6z ardi edilebilmektedir. Etkilenmemis hayvanlardaki homozigot
haplotip bolgelerini harig tutmak yerine, etkilenen hayvanlar tarafindan paylasilan
homozigotluk bolgesine odaklanan tipik homozigotluk haritalamasinin ayna
gortintiistidiir. Tim rekombinant haplotiplerin  islenmesinden sonra, harig
tutulmayan alan, agiklandigi gibi mutasyon agisindan kritik bolge olarak

tamimlanmustir (Sonstegard vd., 2013).

Yapilan galigmalar ile HH1’in varligi bulunmustur ve diinya genelinde prevalansina

bazi ililkeler bakmustir. Bakilan tilkelerdeki prevalans ise tablo 1.2°de gosterilmistir.
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Tablo 1.2: Farkli Ulkelerde HH1’in Yayginligi

ULKE HH1 REFERANS

FRANSA 1,6 Fritz vd., (2013); Hoz¢é vd., (2020)
URUGUAY 4,44 Briano-Rodriguez vd., (2021)
CIN 6,92 Khan vd., (2021)

HINDISTAN 2,96 Kumar vd., (2020)

RUSYA 2,96 Khatib vd., (2020)
KAZAKISTAN 0 Ussenbekov vd., (2022)
JAPONYA 2,9 Ghanem vd., (2018)

(Mohshina ve Gedik, 2022)
1.7.2.2.APAF1

APAF1'in uzunlugu ilk olarak Adams ve arkadaslar1 (2016) tarafindan rapor
edilmistir. Bu raporda, UCSC Genom Tarayicis1 tarafindan verilen polipeptit
uzunlugu olan 1.238 amino asit kullamilmistir. APAF1 proteininin (NP
001178436.1) UCSC Genom Tarayici agiklamasi, NCBI sigir genom agiklamasina
dayanmaktadir. Fritz ve arkadaglar1 (2013) goriiniise gore ya 248 amino asit olan
insan proteinini ya da sigir dizisinin 1 248 amino asit olan alternatif bir agiklamasini
(6rnegin, XP_005206703) kullanmiglardir. UNIPROT'ta sigir APAF1 proteini (Giris
FIMUWS4) 1 251 amino asitdir ve bu, amino terminaline 2 amino asitdin eklenmesi

ve bagka bir dahili kalintinin eklenmesinden kaynaklanmaktadir (Adams vd., 2016)

APAF1 tarafindan kodlanan protein, sitokrom-c aracili apoptotik kaskadinin
merkezi bir bilesenini olusturmaktadir ve dogrudan kanser, gelisimsel bozukluklar
ve norodejeneratif hastaliklarin etiyolojisinde rol oynamaktadir (Honarpour vd.
2001, Apweiler vd., 2004, Blake vd., 2010)

APAF1 proteini, sitokrom-c ve dATP ile baglandiginda kaspaz-9 preproteinini

baglayan ve onu olgun aktif formuna ayiran sitoplazmik bir yap1 olan apoptozomu
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olusturan bir oligomer olusturmaktadir. Kaspaz-9'un aktiflestirilmis formu, sonugta
apoptotik hiicre o6limiine yol acan kaspaz kaskadini basglatmaktadir. Fare geligimi
sirasinda APAF1'in ekspresyonu, cesitli hayati doku ve organlarda 7. ve 9. giinler
arasinda baslar ve merkezi sinir sisteminin gelisimi i¢in ¢ok 6nem tasimaktadir.
Farelerde homozigot APAF1 geninin nakavt edilmesi, 16,5. giinde embriyonik
oldiiriiciilige yol agar ve APAF1 cksikligi olan farelerde beyinde asir1 biiyiime ve
kraniofasiyal malformasyonlar goriilmektedir (Cecconi vd., 1998; Yoshida vd.,
1998; Honarpour vd., 2001; Miiller vd., 2005).

APAF1 polipeptitinden 670 C-terminal amino asidinin silinmesi, sigir proteininde
tahmin edilen fonksiyonel WD40 alanini olusturan 15 WD40 tekrarin1 ortadan
kaldirir. WDA40 alanlar1 sinyal iletimi, transkripsiyonel diizenleme ve apoptozda rol
oynayan birgok proteinde bulunur ve protein-protein etkilesimleri igin gereklidirler.
(Acehan vd., 2002). WD40 alaninin silinmesi muhtemelen kaspaz-9'un baglanmasi
ve apoptoz yolunun baslatilmasi i¢in gerekli olan apoptozomlarin olusturulmasinda

basarisizlikla sonuglanacaktir. (Acehan vd., 2002; Riedl and Salvesen, 2007).
1.7.3. HH2

Gebeligin 60. giiniinden 6nce olan donemde fetusun dlimiine neden olan Haplotip,
Holstein haplotip-2’dir (VanRaden vd., 2011a; VanRaden vd., 2011b). HH2, BTA-
1'de 94,8 ile 96,5 MB arasindaki kromozomal aralikta yer almaktadir (McClure vd.,
2014).

Yang ve arkadaslar1 (2022), intraflagellar tasima proteini 80 (IFT80) geninde
cerceve kaymasi mutasyonuna neden olan bir baz silinmesini bildirmistir. HH2'de
timin silinmesi, IFT80 geninin 11. eksonunda 10 7172 616 genomik pozisyonunda
meydana gelir. (Yang vd., 2022).

1.7.4. HH3

HH3'lin 8. Kromozom (BTA-8) iizerinde 90-95 Mb bélgesinde haritalandigi
Vanraden ve arkadaslar1 (2011a) tarafindan ortaya konulmustur. Holstayn

sigirlarinda 6liimcil kusur olan HH3, gebeligin ilk ii¢ aymndan 6nce yavru kaybina
neden olur (VanRaden vd., 2011b; McClure vd., 2014). HH3'nin genotiplendirilmis
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en eski atasi, Gray View Skyliner adli tiretken bir Amerikan bogasidir (VanRaden
vd., 2011b).

HH3, 8. kromozomda 92-97Mb araliginda tanimlanmis olup, neden olan mutasyon,
SMC2 geninin 24. eksonunda tek bir niikleotid Yyer degistirmesinden
kaynaklanmaktadir. HH3'teki T'den C'ye degisiklikler, 1 135. amino asitte serinden
fenilalanin ikamesine neden olur, bu da SMC2 proteinindeki NTPase alanini
degistirir Mutasyona ugramis HH3 embriyolarinda, ATP hidrolize etme kapasitesi
biiyiik 6l¢lide zayiflar ve normal yogunlasma aktivitesini engeller, bu da embriyonik
gelisimle bagdasmayan kromozomlarin yapisal anormalliklerine neden olmaktadir
(McClure vd., 2014).

1.7.5. HH4

Yapilan bir ¢alismada, HH4, 1. kromozom (BTA-1) iizerinde yer alan glisinamid
riboniikleotid transformilaz  (GART) geninde nedensel bir mutasyona
(9.A1277227C; p.Asn290Thr) sahip oldugu tespit edilmistir (Fritz vd., 2013).

HH4 ilk olarak Fransiz Holstayn sigirlarinda rapor edilmistir (Fritz vd., 2013). HH4
homozigot embriyo gebeligin 60. giiniinden 6nce abort yapmaktadir (Fritz vd.,
2013; Cooper vd., 2014). HH4'in ilk heterozigot tasiyict bogasi, 1986 dogumlu
Besne Buck adli bir Fransiz bogadir (Cole vd., 2016).

HH4 haplotipi BTA-1'in 1,9-3,3 Mb bolgesini kapsamakta olup 6ldiriiciilik GART
genindeki bir mutasyondan kaynaklanmaktadir (Fritz ve ark., 2013). GART proteini
tiim Okaryotlarda tamamen korunmustur ve kalitsal molekiillerin 6nemli bilesenleri
olan piirinlerin birincil sentezi i¢in gerekli olmaktadir. GART gen fonksiyonu
olmayan bir embriyonun, niikleik asit sentezleyememesi nedeniyle erken gebelikte

abort yapmas: muhtemel olmaktadir (Fritz vd., 2013).
1.7.6. HH5

Gebeligin ikinci aymma kadar olan donemde embriyonik kayiplara neden olan
Haplotip HH5, kromozom 9 (BTA-9) iizerinde bulunmaktadir (Vanraden vd.,
2011a). HH5 ile iliskili fetal mortalitenin nedeninin 138 kb'lik bir delesyon oldugu

tespit edilmistir
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Mutasyon olayinin homolog rekombinasyon/delesyon sonucu meydana geldigi
sonucuna varilmigtir. Delesyon, mitokondriyal transkripsiyon faktorii B1 olarak da

bilinen dimetiladenozin transferaz 1 geninin tam dizisini etkiler. (Schiitz vd., 2016).
1.7.7. HH6

Oliimciil haplotip HH6, gebeligin ¢ok erken bir asamasinda (35 giinden once)
gebelik kaybina neden olmaktadir. HH6, suni tohumlamada yaygin olarak kullanilan
Mountain adli bir Amerikan bogasindan yayildig: bildirilmektedir. Sigir SDE2 geni,
yedi ekzondan olusan 15 504 baz uzunlugunda bir diziye sahiptir. SDE2 geninin
niikleotit dizisindeki ATG (Met) kodonunu ACG'ye degistirir; bu, ¢eviri en yakin
cerceve i¢i Met kodonunda basladiginda 83 amino asitle kesilir. Bu kagirilan amino
asitler, okaryotlar arasinda korunan 8 amino asitli bir motifi (SDE2-C olarak
adlandirtlir) igerir. SDE2, hiicrelerin replikasyon stresini hafifletmesine yardimci
olur ve kiiltirlenmis insan HelLa hiicrelerinde tam bir DNA replikasyon siireci
saglar. Ek olarak SDE2, Schizosaccharomyces pombe'de secilen pre-mRNA'larin
intron spesifik bir sekilde eklenmesini destekler. SDE2-C motifi icermeyen
mutasyona ugramis HH6 embriyolari, SDE2 protein fonksiyonu tizerinde 6nemli bir
etkiye sahip olabilir ve bu da birkag¢ hiicre boliinmesinden sonra embriyo 6liimiine
neden olabilir (Fritz vd., 2018).

1.7.8. HH7

Holstein irkinda HH7'nin gebeligin 35. giiniinden &nce embriyonik 6liimden
sorumlu oldugu rapor edilmistir. ikisi ABD menseli Secret ve Dutch Boy ve Fransiz
menseli Merdignac olmak iizere ti¢ boganin HH7'nin en erken tasiyicilart oldugu
rapor edilmistir. HH7, CENPU genindeki doért bazin silinmesinin sonucudur. Bu
silme islemi, CENPU genindeki dort niikleotidi (g.14168130 ila 14168133 TACT)
ortadan kaldirir ve ortaya ¢ikan mutasyon, genin birlestirme modelini degistirir.
CENPU geni 13 ekzona, 47546 baz dizisine sahiptir ve 409 amino asit uzunlugunda
protein dretir. CENPU, mitoz sirasinda uygun kromozom ayrimi i¢in gerekli olan bir
sentromer bilesenidir. Insanlarda ve farelerde CENPU geninin bozulmas: sirasiyla

mitotik kusurlar ve dldiiriiciiliik gostermektedir (Hozé vd., 2020).
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Bahsedilen haplotiplerin embiriyo ve abort yaptiklar1 giinler tablo 1.3’de

gosterilmistir.

Tablo 1.3: Holstein Haplotiplerinin Embriyo Kayiplar1 ve Abort Giinleri
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HHE™

HH7™

Yukardaki cizelgede en bas kisim 0. giin olarak almmus ve ilgili haplotipin embriyo ve abort zamanlari gosterilmistir.
"HH1, HH2, HH3, HH4 ve HH5 (Zmovieva 2016)
""HH6 ve HH7 (Mohshina ve Gedik, 2022)
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2. MATERYAL METOD

Bu ¢alisma, Afyon Kocatepe Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Medikal Biyolojisi
ve Genetik Anabilim Dali Laboratuvarinda yapilmistir. Bu arastirmada alinan kan
orneklerinden genomik DNA molekiiliiniin izole edilmesi, kalitsal kusurlarla ilgili
bolgelerin PCR ve Amplifikasyon-refrakter mutasyon sistemi PCR yontemleri ile

cogaltilmasi ve olusan jel goriintiileri incelenmesini igermektedir.
2.1.Materyal
2.1.1. Hayvan Materyali

Bu calismada kullanilan hayvanlar, Konya ilinde bulunan 6zel bir ¢iftlikteki dogum
ve tireme kayitlarina sahip hayvanlar incelenerek secilmistir. Secilen bu sigirlar, 205
bag saf kan disi Holstein Frisian irki, 45 bas Holstein X Simental melezi disi
sigirdan ve 40 bas saf kan erkek Holstein Frisian irki, 10 bas Holstein X Simental
melezi erkek sigirdan olugmak ftizere, toplamda 300 bas hayvandan kan numunesi

alinmustir.
2.1.1. Kullanmilan Cihazlar

Bu arastirmada, Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Medikal Biyoloji

ve Genetik Anabilim Dali laboratuvarinda bulunan malzemler kullanilmistir.
2.1.1.1. PCR Cihaz1

Calismamizda Holstien Haploti-1 gen bolgesinin gogaltilmasi igin Veriti 96-Well
Thermal Cycler PCR cihazi (ThermoFisher Scientific) kullanilmistir.
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Resim 2.1: PCR Cihazi
2.1.1.2.Yatay Elektroforez Sistemi

Kan oOrneklerinden elde edilen DNA, PCR ve ARMS-PCR irinlerinin
gorlintiilenmesi i¢in, Thermo 4000P giic kaynagi ve midicell primo EC 320

(Thermo) elektroforez jel sistemi kullanilmistir.

Resim 2.2: Elektroforez Sistemi
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2.1.1.3.Jel Goruntiileme Sistem

DNA, ve ARMS-PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiillme isleminden
sonra jel gorintilerinin alinabilmesi i¢in Vilber Lourmat BIO-VISION jel

goriintiileme cihaz1 kullanilmistir.

Resim 2.3: Jel Gortuintiileme Sistem

2.2.Metod

2.2.1. Kanlarin Toplanmasi ve Saklanmasi

Bu calismada kullanilan kan oOrnekleri, ciftlikte 6n calisma ile belirlenmis olan
hayvanlardan alinmistir. Kan alinirken hayvan, uygun kosullarda zapturapt edilerek,
hayvanin kuyrugu bir el ile kaldirilip diger bostaki el ile kuyrugun altindaki venadan
(Vena Coccygea lateralis) kan alma islemi gergeklestirilmistir. Kuyruk
kaldirildiktan bosta kalan el ile, vacutainer ve kan alma ignesi kullanilarak kuyruk
venasina girilir. Girildikten sonra kuyruk birakilmadan vacutainer i¢ine kapakli ve
vakumlu K2 EDTA’li 3 ml’lik kan alma tiipii konularak kanin dolmasi beklenir.
Kan tiipe dolduktan sonra tiip vacutainerden cgekilir ve igne damardan ¢ikartilir.

Kanlar alindiktan sonra hizli bir sekilde buz akiileri ile birlikte, Afyon Kocatepe
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Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Medikal Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Laboratuvarina soguk zincir bozulmadan gotiiriilmiistiir. Laboratuvara gelmis olan
kanlar, -20 °C de muhafaza edilmis ve DNA izolasyonu gergeklestirilene dek

saklanmuistir.
2.2.2. DNA Izolasyonu

Calismada kullanilmak amaciyla alinan kan oOrneklerinden, spin kolon yontemi

uygulanarak DNA izole edilmistir.

10 ul Proteinaz-K (20mg/ml), 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplere konulmustur.
Ardindan 200 pl kan numuneleri tiiplere ilave edilmistir. Olusan karigimin iizerine
200 ul ekstraksiyon c¢ozeltisi eklenerek 15 sn. giiclii bir sekilde vortekslendikten
sonra etiivde 15 dakika boyunca 56°C'de bekletilmistir. Siire tamamlandiktan sonra
etiivden c¢ikartilip kapakta kalan damlaciklart uzaklagtirmak amaciyla kisa siireli
santrifiij islemi uygulanmistir. Sonrasinda tizerlerine 210 pl kadar binding buffer
ilave edilerek 15 sn vortekslenmistir. Kapakta kalan damlaciklar1 uzaklagtirmak igin
kisa siireli santrifiij islemi uygulanmis ve mikrosantrifiij tiipleri igerisindeki tiim
icerek spin kolon tiiplerine aktarilmistir. Tiiplerin kapaklar1 kapatilarak 1 dk kadar 6
000 rpm’de santrifiij edilmistir. Spin kolon tiipiiniin altinda kalan sivi atilmistir.
Sonrasinda, 650 pl yikama soliisyonu-1 spin kolonlarin iizerine eklenerek 1 dk 6 000
rpm’de santrifiij edilerek Spin kolon tiipiiniin altinda kalan sivi dokiilmistiir. 500 pl
yikama soliisyonu-1l spin kolonlara eklenerek 1 dk 6 000 rpm’de santrifiij islemi
uygulanmis ve Spin kolon tiipiiniin altinda kalan sivi kisim atilmigtir. Daha sonra,
tekrar 250 pl yikama soliisyonu-I1 spin kolonlara ilave edilerek 3 dk 14 000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda spin kolon yeni mikrosantrifiij
tiiplerine aktarilmig ve {izerilerine 50 pl TE buffer (10mM Tris, 1 mM EDTA pH
8,0) soliisyonu ilave edilerek 8 dk oda sicakliginda birakilmistir. Bekleme siiresi
dolduktan sonra tiipler, 1 dk daha 6 000 rpm’de santrifiij edilmistir. Kanlardan elde
edilen DNA’lar, daha sonra kullanilmak i¢in -20°C’de muhafaza edilmistir.
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2.2.3. Primer Tasarim

Holstein Haplotip-1 gen dizisi icin NCBI gen bankasindan faydalanilarak primer
tasarlama islemi ve ¢alismamizda kullanilan primer setlerinin dizayni i¢in Kumar ve
arkadaslarinin (2020) yaptig1 calismadan yararlanilmistir. Kullanilan primer setleri
Cizelge 2.1.de  gosterilmistir.  (Genbank  No: NM  001191507.1)

(www.ncbi.nlm.nih.gov)

Cizelge2.1: HH1 ARMS-PCR Primer tasarimlar1 (Kumar vd. 2020)

Outer Forward (OF) ACATCTTCTTGGACGACAGCCATTTCCT

Outer Revers (OR) ATGACATAGTCAGCGCTCTGCTCCCTCT

Inner Forward (IF) GTGAACTGGAAACTTCAGAGGTTTATCTGC

Inner Revers (IR) GTGAACTGGAAACTTCAGAGGTTTATCTGC
2.2.4. Gradient PCR

Elde edilen DNA’lar kullanilarak, Holstein Haplotip-1 (HH1) gen bolgesinin
cogaltilmasinda kullanacak olan primerlerin en iyi baglanma sicakliklarint (TM,
Melting Temprature) tespit edebilmek icin Gradient PCR yapilmustir. Oncelikle
elimizde bulunan DNA o6rneklerinden karisik bir sekilde secilmis olan 6 farkli
ornekten toplamda 12 pl DNA o6rnegi bir havuzda toplanilmistir. Daha sonra bu
DNA havuzuna yapilan Gradient PCR da HH1 bélgesini ¢ogaltmak igin en uygun
sicaklik 61 °C, en uygun MgC 1. miktar1 2 mM/ul olarak bulunmustur.

Gradient PCR, primerlerin baglanma sicakligmmin (Tm, Melting Tempature)
belirlenmesinde kullanilan prosediir su sekildedir ve ayn1 zamanda tablo 2.1°de de
gosterilmistir. Mikro santrifiij tiipii olarak, 2 ml tiiplerinin igine, PCR tiiplerine; 1 ul
10x Buffer, 25 mM 0,75 ul MgCI2 (1.5 mM), 0,3 ul dNTP, 0,25 ul out forward 1
(20 nmol) ve 0,25 ul out revers (10 nmol) 0,25 ul in forward 1(10nmol) ve 0,25 ul in
revers 1(10nmol) Tag DNA polimeraz (Thermo) 0,0625 pul, 1,5 ul DNA ve 7,8875
ul ultra distile su ilave edilmis toplam hacimin 12,5 pl olmasi saglanarak bir PCR

karisimi elde edilmistir.
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Tablo 2.1: HH1 bolgesinin Gradient PCR’1n1 belirlemek igin kullanilan PCR iiriinleri

Bilesenler 1 6rnek i¢in kullanilan miktar 1 6rnek i¢in kullanilan miktar
10x Buffer 1ul

25 mM MgCI2 0,75 ul
DNTP 0,3 ul
Outer forward 0,25 ul
Outer revers 0,25 ul
Inner forward 0,25 ul
Inner revers 0,25 pl

Taq polimeraz 0,0625 ul

Utra distile su 7,8875 ul

DNA 15 ul

2.2.5. ARMS-PCR

Amplifikasyon-refrakter mutasyon sistemi (ARMS), alele 6zgii polimeraz zincir
reaksiyonu (ASPCR) veya belirli alellerin PCR amplifikasyonu olarak
tamimlanmistir. ARMS yontemi, tek baz degisikliklerini veya kiigiik delesyonlari
iceren herhangi bir mutasyonun varligin1 saptamak i¢in basit, hizli ve giivenilir bir
yontemdir. ARMS, yalnizca hedef alel numune i¢inde bulundugunda test DNA'sinin
amplifikasyonuna izin veren ve hedef olmayan aleli amplifiye etmeyecek diziye
ozgii PCR primerlerinin kullanilmasina dayanir. Bir ARMS reaksiyonunu takiben,
bir PCR iirtiniiniin varlig1 veya yoklugu, hedef alelin varligi veya yoklugunu ortaya
koydugu i¢in tanisaldir (Little, 1995).

Teorik olarak ARMS, polimorfik kisitlama bolgesi g¢evresinde yeterli genomik
sekansin bilinmesini saglayarak, bu gibi durumlarda hizli haplotip analizine izin
vermektedir (Newton vd., 1989).
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ARMS-PCR testi, hedef olmayan alelde yanlis tetiklemeyi en aza indirmektedir ve
hedef alelide saptayabilmektedir. ARMS-PCR iiriiniinii tiretecek olan primer dizisini
ve reaksiyon kosullarmin bir kombinasyonunu belirlemek gerekmektedir. Yaklagim,
miimkiin oldugu kadar ¢ok degiskeni (6rnegin, termal dongii parametreleri, enzim
konsantrasyonu, vb.) standardize etmek icin degiseni degistirerek reaksiyonu
optimize etmek gerekmektedir (Little, 1995).

Albertino vd. (2022), yaptiklar1 ¢alismada ARMS-PCR teknigi icin gelistirdikleri
primerler ve protokoliin, %100 spesifik ve etkili oldugunu yaptiklar1 ¢alismada
tespit etmislerdir. Bu yontemle hayvanlarin genotipini belirlemek icin nispeten basit

ve ekonomik oldugu kanitlanmistir.

Kumar vd. (2020), yaptiklari bir calismada, ARMS PCR yontemini HH1

mutasyonunun saptanmasi i¢in gelistirmislerdir.

Gelistirilen ARMS-PCR yontemleri gz oniinde bulundurularak ¢alismamiz igin
gerekli olan ARMS-PCR yontemimizi gelistirdik. Bu yontem su sekildedir ve
Tablo2.2’de gosterilmistir. HH1 bolgesi, her bir 6rnek igin PCR tiiplerine; 1,5 pl
DNA 6rnegi 1 pl 10x Buffer, 25 mM 0,75 ul MgCI2 (1.5 mM), 0,3 ul dNTP, 0,25 pl
out forward 1 (10 nmol) ve 0,25 pl out revers (10 nmol) 0,25 ul in forward
1(10nmol) ve 0,25 pl in revers 1(10nmol) Taq DNA polimeraz (Thermo) 0,0625 pl,
2 ul DNA ve 7,8875 pl ultra distile su ilave edilmis toplam hacimin 12,5 ul olmasi
saglanarak bir PCR karigimi1 elde edilmistir.
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Tablo 2.2: HH1 bolgesinin ARMS PCR {iriinleri

Bilesenler 1 6rnek igin kullanilan miktar 1 6rnek i¢in kullanilan miktar
10x Buffer 1wl
25 mM MgCI2 0,75 ul

DNTP 0,3 ul
Outer forward 0,25 ul
Outerrevers 0,25 ul
Inner forward 0,25 ul
Inner revers 0,25 ul
Taqg polimeraz 0,0625 ul
Utra distile su 7,8875 ul

DNA 1,5l

Bahsedilen ARMS-PCR yo6ntemiyle olusturlan PCR dirlinlerini PCR cihazinda

¢ogaltmak i¢in kullanilan yontem tablo 2.3’de gésterilmisrir.

Tablo 2.3: HH1 bolgesini ¢ogaltmak i¢in kullanilan PCR protokolii

SICAKLIK SURE DONGU
95 3dk 1

95 30 sn 40

61 30sn

72 45 sn

72 10 dk 1
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2.2.6. Jel Elektroforez

Izole edilerek elde edilen DNA’lar1 ve PCR iiriinlerini goriintiilleme islemi icin (%
2’lik) agaroz jel yapilmistir. Bunun igin 2 gr Agaroz toz hassas kantar ile tartilip,
balon jojeye dokiildiimiis ve iizerine 100 ml TAE (TrisAsetat- EDTA) soliisyonu
eklenmistir. Daha sonrasinda mikrodalga firina konularak erimesi saglanmistir.
Piirtizsiiz bir sekilde erimis olan jelin i¢ine 1 ul kadar RedSafe boya soliisyonu ilave
edilmistir. Olusan karisimin 1lik bir hale gelmesi beklenmis ve daha sonrasinda
elektroforez tepsisine aktarilmistir. Elektroforez tepsisinin igine taraklar konularak
elde edilen jel 30 dk oda sicakliginda ve 30 dk’ da buzdolabi iginde +4 derecede
katilagsmasi i¢in bekletilmistir. Sonrasinda elektroforez tepsisinin iginde bulunan
taraklar tepsiden uzaklastirilmistir. Tepsi, elektroforez tankina alinmistir.
Elektroforez tankina konulan jelin tizerini gegecek sekilde TAE soliisyonu
koyulmustur. Olusan her bir kuyucuga 8 pl yiikleme boyasi (Loading Dye) ile 6 pl
miktarinda PCR {iriinii barindiran karisim ilave edilmistir. Yikleme isleminden
sonra cihaz calistirilmis ve 30 dk boyunca o6rnekler 90 voltta jelde yiirtitiilmesi
saglanmigtir. Ardindan Vilber Lourmat BIO-VISION jel goriintiileme sisteminden
faydalanilarak jel goriintiilenmistir. Gorlintiiniin gézlenmedigi bantlar negatif olarak
degerlendirilirken goriintiiniin oldugu bantlar ise pozitif olarak degerlendirmeye
alinmistir. ARMS PCR'de ti¢ farkli bant elde edilmistir. Normal olanlar 2 bant
seklinde, mutant allel tasiyanlar ise 3 bant seklinde gozlemlenmistir. (mutant T aleli

icin 105 bp, normal C aleli i¢in 140 bp ve ortak fragman olarak 189 bp)
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3. BULGULAR

HH1, kromozom 5 (BTA-5) iizerindeki pozisyon (63 150 400) da meydan gelen
mutasyon sonucunda C—T doniisiimiinden kaynakli oldugu bilinmektedir. ARMS-
PCR testi yotemi, tek bir PCR reaksiyonunda HH1 mutasyonunun tespiti igin

kullanilmistir.

3.1.Gradient PCR Bulgulari

ARMS-PCR yonteminde kullanilan primerler igin, primerlerin  baglanma
sicakliklarini belirlemek amaciyla gradient PCR yapilmigtir. Holstein Haplotip-1’in
primerlerinin optimum baglanma sicaklik (Tm) derecesinin 61°C oldugu tespit
edilmistir. Gradient PCR sonucunda elde edilen Tm derecelerine gore tiim 6rneklere
ARMS-PCR yontemi uygulanmistir. Olusan PCR {irlinlerinin agaroz jel

elektroforezdeki goriintiileri sekil 3.1’de gosterilmistir.

P

Resim 3.1: HH1’in Gradient PCR
agaroz jel elektroforez goriintiisii

3.2.ARMS-PCR Bulgulari
ARMS-PCR yontemi kullanilarak g¢ogaltilan PCR iriinlerinin jel elektroforez

yontemi ile goriintiileri elde edilmistir. Elde edilen goriintiilerde, ii¢ farkli fragman

bulunmasi hedeflenmistir. Bu elde edilen goriintiilerde, ii¢ farkli fragman (mutant T
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aleli i¢in 105 bp, normal C aleli i¢cin 140 bp ve ortak fragman olarak 189 bp)
goriilerek normal ve HH1 tasiyict numunelerin ayirt edebilmesi saglanmistir. Olusan

PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezdeki goriintiileri sekil 4’te gosterilmistir.

Resim 3.2: HH1’in ARM-PCR Jel Elektroforez

Gortintisi

ARMS-PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan PCR tiriinleri jel elektroforez yontemi
ile goriintiilenmesi sonucunda saf/melez hayvanlar i¢in homozigot/heterozigotluk

belirlenmistir.
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Sonuglar incelendiginde, toplam 300 bas hayvana bakilmistir. Bakilan hayvanlardan
245 saf kan hayvandan alinan drneklerin 171’1 homozigot, 62’si ise heterozigot
olarak bulunmus ve 12’sinden goriintli alinamamistir. Buna ek olarak 55 melez
hayvandan alinan 6rneklerin 48’i homozigot, 6’s1 ise heterozigot olarak bulunmus

ve 1’inden goriintii alinamamistir. Sonuglar ¢izelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1: Saf Kan/Melez Hayvanlarin Homozigot/Heterozigotluk Dagilimi

Saf kan (n*=245) Melez (n*=55)
Homozigot 171 48
Heterozigot 62 6
Jel Gorlintiisii 12 1

Alinamayanlar

*: Toplam hayvan sayisi

Calismada kullanilan hayvan materyalinin cinsiyet dagilimi; 40 saf kan erkek
hayvan, 10 melez erkek hayvan, 205 saf kan disi hayvan ve 45 melez hayvan olarak

belirlenmistir. Bu dagilim ¢izelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2: Saf kan ve melez hayvanlarin cinsiyet dagilimi

Saf kan (n=245) Melez (n=55)
Erkek 40 10
Disi 205 45

Jel goriintiilerinin sonuglari homozigot ve heterozigotlugun irk ve cinsiyet {izerinde

onemli bir etkisinin oldugunu gostermektedir (p=0,078>0,05).

Toplam 300 bas hayvandan alinan 6rneklere jel elektroforez yontemi uygulanmistir.
Jel elektroforez yontemi uygulanan 6rneklerin 13 tanesinden goriintii alinamamistir
(Cizelge 3.3).
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Saf disi hayvanlarin 140 tanesi homozigot olarak bulunmustur. Melez disi
hayvanlarin 40 tanesi homozigot olarak bulunmustur.

Saf disi hayvanlarin 53 tanesi Heterozigot olarak bulunmustur. Melez disi

hayvanlarin 4 tanesi heterozigot olarak bulunmustur.

Saf erkek hayvanlarin 31 tanesi homozigot olarak bulunmustur. Melez erkek

hayvanlarin 8 tanesi homozigot olarak bulunmustur.

Saf erkek hayvanlarin 9 tanesi Heterozigot olarak bulunmustur. Melez erkek

hayvanlarin 2 tanesi heterozigot olarak bulunmustur.

Cizelge 3.3: Homozigotlu/Heterozigotlugun Cinsiyete ve Saf kan/Melez Olmasina

Gore
Saf kan Melez
Erkek Disi Erkek Disi
Homozigot 31 140 8 40
Heterozigot 9 53 2 4

4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismadan elde edilen verilerin tanimlayici istatistikleri sayisal degiskenler igin
ortalama, standart sapma ile kategorik degiskenler i¢in frekans ve yiizde olarak ifade
edilmistir. Nicel degiskenlerin (yas, tohumlama sayisi ve laktasyon sayisi) irklara ve
heterozigot/homozigot sayisina gore karsilastirilmasinda bagimsiz drneklemler igin t
testi kullanilmistir. Kategorik verilerin (cinsiyet, heterozigot/homozigot ) irklara
gore karsilagtirllmasinda ise Ki-kare testi kullanilmigtir. Analizler SPSS 22.0

programi yardimiyla gergeklestirilmistir. p<0,05 anlamlilik seviyesi segilmistir.
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4.1. istatistiksel Analiz Bulgular:

Holstein ve Holstein melezi sigirlarin baz1 6zelliklerine iliskin bulgular, frekans ve

yiizde dagilimlari tablo 4.1°de sunulmustur.

Tablo 4.1: Holstein Sigirlarin Bireysel Ozelliklerine Iliskin Bulgular

Degiskenler N (%)
Saf 245 (81,67)
Saf/Melez
Melez 55 (18,33)
o Erkek 50 (16,67)
Cinsiyet
Disi 250 (83,33)
. ) Homozigot 219 (76,31)
Homozigot/Heterozigot i
Heterozigot 68 (23,69)

Ayhk Yas (N=300) (Ort+Ss / Medyan(Min-
Maks)

Tohumlama (N=247) (Ort+Ss /
Medyan(Min-Maks))

Laktasyon (N=222) (Ort+Ss / Medyan(Min-
Maks)

37,40 £ 19,59 |35,5(6-105,1)

1,79+ 121 |2(0-6)

1,20£0,90 |1 (0-5)

Calismamizda kullanilan hayvanlarin %81,67°si (n=245) saf holstein irki iken
%18,33’1 (n=55) melez holstein irkina ait sigirlardan olusmaktadir ve toplam
hayvan sayist 300 olarak belirlenmistir. Caligmamizda kullanilan hayvanlarin
cinsiyet dagilimlart ise, %83,33’ii (n=250) disi iken %16,67’si (n=50) erkek
hayvanlardan olusmaktadir. Yapilan ¢alismada alellerin, %76,31’i (n=219)
homozigot iken %23,69’u (n=68) heterozigot olarak belirlenmistir. Calismamizda
kullanilan hayvanlarin yas ortalamalar1 37,4 + 19,59 ay, tohumlama sayisi
ortalamasi 1,79 + 1,21, laktasyon ortalamasi ise 1,20 + 0,90 olarak hesaplanmistir
(Tablo 4.1)

Tablo 4.2°de Irklarin cinsiyet ve heterozigot/homozigotluga gore karsilastirilmasina
yonelik ki kare analizi sonuglar1 sunulmustur. Tablo incelendiginde saf/melez disi

ve erkek olarak benzer dagilim gosterdigi tespit edilmistir (p=0,739>0,05). Buna ek
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olarak ¢aligmada saf/melezlerin heterozigot/homozigot iizerinde dnemli bir etkisi
oldugu goriilmiistiir (p=0,016<0,05).

Tablo 4.2: Saf kan/Melez Dagiliminin Cinsiyet ve Heterozigot/homozigotluga Goére

Karsilastirilmasi
Degiskenler Gruplar Saf Melez X2 “p
Cinsiyet Erkek 40(16,3) 10(18,2)

0,111 | 0,739

Disi 205(83,7) | 45(81,8)

Heterozigot/ Homozigot 171(73,4) 48(88,9)

homozigotluk i 5,824 | 0,016
Heterozigot 62(26,6) 6(11,1)

*X?2: Ki-Kkare testi; **p<0,05

Tablo 4.2 incelendiginde Saf erkek hayvanlarin %16,3 (n=40) oldugu melez erkek
hayvanlarin ise %18,2 (n=10) oldugu gorilmiistir. Buna ek olarak disi saf
hayvanlarin %83,7 (n=205) oldugu, melez hayvanlarin %81,8 (n=45) oldugu
goriilmistiir (Tablo 4.2).

Saf kanlarin %73,4’t4 (n=171) homozigot, %26.6> smin (n=62) ise heterozigot
oldugu goriilmiistiir. Buna ek olarak melez hayvanlarin %88,9’unda (n=48)

homozigotluk goriiliirken %11,1’inde (n=6) heterozigotlik goriilmiistiir (Tablo 4.2).

Bizim caligmamizda, saf kan hayvanlarda heterozigotluk melezlere goére daha
yiiksek ¢ikmistir. Buda demek olur ki saf kan hayvanlarda heterorozigot olma
olasilig1 daha ytiksektir. Saf kan hayvanlar, Holstein Friesian irkinin tam genom
dizisini tagimaktadir. Melez hayvanlarda ise hayvan materyali kisiminda bahsedilen
Holstein X Simental melezlemesinden dolayr genom diziminde degisiklik olmus

olabilecegi diisliniilmektedir.

Tablo 4.3’de aylik yas, tohumlama sayisi ve laktasyon sayisinin saf/melez
olmalarma gore karsilastirilmasina iliskin analiz sonuglar1 sunulmustur. Calismanin
tutarli olmasi igin, aylik yas, tohumlama sayis1 ve laktasyon sayisinda istatiksel

olarak bir fark beklenmemistir. Tablo 4.3’daki bulgular incelendiginde saf/melez
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arasinda aylik yas, tohumlama sayis1 ve laktasyon sayisi bakimindan anlamli bir

farklilik olmadig1 goriilmistiir (p>0,05).

Tablo 4.3: Aylik Yas, Tohumlama Sayisi ve Laktasyon Sayisinin Saf/Melez’e Gore

Karsilastirilmasi
Degiskenler Gruplar N X ***SS o
Saf 245 37,05 19,49
Ayhk Yas 0,510
Melez 55 38,98 20,13
Tohumlama Saf 203 1,80 1,23
0,709
Sayis1 Melez 44 1,73 1,15
Laktasyon Saf 179 1,16 0,90
0,220
Sayis1 Melez 43 1,35 0,87

*Hayvan sayis1 **Degerlerin ortalamasi ***Degerlerin standart sapmasit ****p<0,05

Saf hayvanlarin yas ortalamasi ve standart sapma degerleri, 37,05 + 19,59 ay olarak
hesaplanmis olup Melez hayvanlar igin yas ortalamasi ve standart sapma degerleri
ise. 38,98 + 20,13 olarak hesaplanmistir. Saf hayvanlarin tohumlama sayisina gore
ortalamasi ve standart sapma degerleri, 1,80 + 1,23 olarak hesaplanmis olup Melez
hayvanlar igin tohumlama sayisina gore ortalamasi ve standart sapma degerleri ise.
1,73 + 1,15 olarak hesaplanmigtir. Saf hayvanlarin laktasyon sayisina gore
ortalamasi1 ve standart sapma degerleri, 1,16 + 0,90 olarak hesaplanmis olup Melez
hayvanlar icin laktasyon sayisina gore ortalamasi ve standart sapma degerleri ise.
1,35 + 0,87 olarak hesaplanmistir. (Tablo 4.3)
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Aylik yas, tohumlama sayisi ve laktasyon sayisinin kendi iginde gruplar
olusturularak safkan/melez olmasina gore karsilastiritlmasina yonelik ki kare testi ve
bagimsiz 6rneklem i¢in t testi sonuglari Tablo 4.4’de sunulmustur. Tablo 4.4’daki
bulgular incelendiginde saf/melez arasinda aylik yas, tohumlama sayis1 ve laktasyon
sayist bakimindan kendi i¢inde gruplar olusturulmus ve bu gruplar arasinda anlamli

bir farklilik olmadigi goriilmistiir (p>0,05).

Tablo 4.4: Aylik Yas, Tohumlama Sayis1 ve Laktasyon Sayisinin Gruplar Halinde

Saf/Melez’e Gore Karsilastirilmasi

Degiskenler Gruplar Saf Melez X2 “p
0-12 Ay 26(10,6) 5(9,1)
Ayilk Yas 12-24 Ay 45(18,4) 8(145) | 0,650 | 0,722
24 Ay Uzeri 174(71) 42(76,4)
0 30(14.8) 7(15,9)
1 56(27,6) 12(27,3)
Tohumlama > 65(32) 14(31.8) 0,038 | 0,998
3 ve Uzeri 52(25,6) 11(25)
0 39(21,8) 8(18,6)
Laktasyon =7 iyeri | 140(78,2) | 35(814) | 0210 | 0,646

*X?2: Ki-kare testi; **p<0,05

Aylik yaslar kendi aralarinda 3 farkli gruba ayilmis ve saf/melez olmalarina gore
karsilagtirilmistir. Grup 1 olarak segilen hayvnalarin aylik yaslar1 0-12 arasinda
olup, 26 saf kan hayvandan ve 5 melez hayvandan olusmaktadir. Grup 2 olarak
secilen hayvnalarin aylik yaslar1 12-24 arasinda olup, 45 saf kan hayvandan ve 8
melez hayvandan olugsmaktadir. Grup 3 olarak segilen hayvnalarin aylik yaslar1 24
aylik ve tizeri olup, 174 saf kan hayvandan ve 42 melez hayvandan olugmaktadir

(Tablo 4.4).

Tohumlama sayis1 4 farkli gruba ayilmis ve saf/melez olmalarina gore
karsilastirilmistir. Grup 1 olarak seg¢ilen hayvnalarin tohumlama sayisi 0 olup, 30 saf
kan hayvandan ve 7 melez hayvandan olusmaktadir. Grup 2 olarak segilen
hayvnalarin tohumlama sayist 1 olup, 56 saf kan hayvandan ve 12 melez hayvandan
olusmaktadir. Grup 3 olarak sec¢ilen hayvnalarin tohumlama sayis1 2 olup, 65 saf kan

hayvandan ve 14 melez hayvandan olugsmaktadir. Grup 4 olarak segilen hayvnalarin
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tohumlama sayist 3 ve 3’iin iizeri olup, 52 saf kan hayvandan ve 11 melez

hayvandan olusmaktadir (Tablo 4.4).

Laktasyon sayis1 kendi icinde 2 farkli gruba ayillmis ve saf/melez olmalarina goére
karsilagtirilmistir. Grup 1 olarak segilen hayvnalarin laktasyon sayisi 0 olup 39 saf
kan hayvandan ve 8 melez hayvandan olusmaktadir. Grup 2 olarak segilen
hayvnalarin laktasyon sayis1 1 ve iizeri olup, 140 saf kan hayvandan ve 35 melez

hayvandan olusmaktadir (Tablo 4.4).

Aylik yas, tohumlama sayist ve laktasyon sayisinin kendi iginde gruplar
olusturularak heterozigot/homozigotluga gore karsilastirilmasina yonelik ki kare
testi ve bagimsiz 6rneklem igin t testi sonuglar1 Tablo 4.5’de sunulmustur. Tablo
4.5°daki bulgular incelendiginde heterozigot/homozigotluga arasinda aylik yas,
tohumlama sayis1 ve laktasyon sayist bakimindan kendi i¢cinde gruplar olusturulmus

ve bu gruplar arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).

Tablo 4.5: Aylik Yas, Tohumlama Sayis1 ve Laktasyon Sayisinin Gruplar Halinde

Heterozigot/Homozigotluga Gore Karsilagtirilmasi

Degiskenler | Gruplar Homozigot | Heterozigot X2 “p
0-12 Ay 29(13,2) 2(2,9)
Aylik Yas 12-24 Ay 38(17,4) 14(20,6) 5,762 | 0,056
24 Ay Uzeri | 152(69,4) 52(76,5)
0 28(15,7) 5(8,9)
1 49(27,5) 15(26,8)
Tohumlama > 57(32) 20(35.7) 1,829 0,609
3 ve Uzeri 44(24,7) 16(28,6)
0 37(23,6) 9(17,3)
Laktasyon 0 Uzeri | 120(76.4) 13@27) | 0892 | 03B

*X?2: Ki-Kkare testi; **p<0,05

Aylik yaslar kendi aralarinda 3 farkli gruba ayilmis ve heterozigot/homozigot
olmalarina gore karsilastirilmistir. Grup 1 olarak secilen hayvnalarin aylik yaslar1 0-
12 arasinda olup, 29 hayvan homozigot ve 2 hayvan heterozigot olarak bulunmustur.
Grup 2 olarak secilen hayvnalarin aylik yaslart 12-24 arasinda olup, 38 hayvan

homozigot ve 14 hayvan heterozigot olarak bulunmustur.. Grup 3 olarak segilen
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hayvnalarin aylik yaslari 24 aylik ve iizeri olup, 152 hayvan homozigot ve 52
hayvan heterozigot olarak bulunmustur. (Tablo 4.5).

Tohumlama sayis1 4 farkli gruba ayilmis ve heterozigot/homozigot olmalarina gore
karsilagtirilmistir. Grup 1 olarak secilen hayvnalarin tohumlama sayisi 0 olup, 28
hayvan homozigot ve 5 hayvnada heterozigot olarak bulunmustur. Grup 2 olarak
secilen hayvnalarin tohumlama sayisi 1 olup, 49 hayvan homozigot ve 15 hayvnada
heterozigot olarak bulunmustur Grup 3 olarak se¢ilen hayvnalarin tohumlama sayist
2 olup, 57 hayvan homozigot ve 20 hayvnada heterozigot olarak bulunmustur. Grup
4 olarak sec¢ilen hayvnalarin tohumlama sayist 3 ve 3’lin {izeri olup, 44 hayvan

homozigot ve 16 hayvnada heterozigot olarak bulunmustur (Tablo 4.5).

Laktasyon sayist kendi iginde 2 farkli gruba ayilmig ve heterozigot/homozigot
olmalarina gore karsilastirllmigtir. Grup 1 olarak secilen hayvnalarin laktasyon
sayist 0 37 hayvan homozigot ve 9 hayvnada heterozigot olarak bulunmustur Grup 2
olarak segilen hayvnalarin laktasyon sayisi 1 ve tizeri olup, 120 hayvan homozigot
ve 43 hayvnada heterozigot olarak bulunmustur (Tablo 4.5).

Saf/Melez  ve  cinsiyet  dagiliminin  heterozigot/homozigotluga  gore
karsilagtirilmasina yonelik bagimsiz orneklem igin Ki-kare testi sonuglar1 Tablo
4.6’de sunulmustur. Tablo 4.6 incelendiginde homozigot ve heterozigotlugun irk ve

cinsiyet lizerinde dnemli bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir (p=0,078<0,05).

Tablo 4.6. Saf/melez ve Cinsiyet Dagilimmin Heterozigot/homozigot Gore

Karsilastirilmasi

Saf Melez
Degisken Gruplar X2 Tp
Erkek Disi Erkek Disi

Homozigot | 31(14,2) | 140(63,9) | 8(3,7) 40(18,3)
Heterozigot/ 6,812 0,078
Homozigot  |Heterozigot | 9(13,2) 53(77,9) | 2(2,9) 4(5,9)

*X?2: Ki-Kkare testi; **p<0,05
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Erkek hayvanlarin heterozigot/homozigot dagilimi saf ve meleze gore
incelendiginde; homozigot saf erkek hayvanlarin %14,2 (31) olarak hesaplanmis
olup melez erkek hayvanlarda ise %3,7 (8) olarak hesaplanmistir. Heterozigot saf
erkek hayvanlarin %13,2 (9) olarak hesaplanmis olup melez erkek hayvanlar %2,9

(2) olarak hesaplanmustir.

Disi hayvanlarin heterozigot/homozigot dagilimi saf ve meleze gore incelendiginde;
homozigot saf disi hayvanlarin %63,9 (140) olarak hesaplanmis olup melez disi
hayvanlarda ise %18,3 (40) olarak hesaplanmistir. Heterozigot saf disi hayvanlarin
%77,9 (53) olarak hesaplanmis olup melez disi hayvanlarda ise %5,9, (4) olarak

hesaplanmustir.
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5. TARTISMA

Genetik degeri en yiiksek olan babalardan bazilarinin, dogurganlig: etkileyen resesif
mutasyonlart barindirdigi ve bunun popiilasyonda hizla yayilabilecegi gosterilmistir.
Bu bozukluklar ineklerde tohumlama basina diisik ve gebelikte azalma ile

sonuglanabilmektedir. (Ghanem vd., 2018).

PCR tabanli deneyler, bu tiir genetik mutasyonlarin taranmasi i¢in en uygun ve
ekonomik yontemleri olusturmaktadir (Mamotte, 2006). HH1 mutasyonun (APAF1)
tanisi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testi ve sekans dizilimi ile ortaya
konulmustur. Bu yontemlere ek, tek sarmalli konformasyon PCR (Kaminski,2020),
alelik spesifik PCR (Ghanem vd., 2018), ve amplifikasyon refrakter mutasyon
sistemi PCR (Kumar vd., 2020), gibi test yontemleri de kullanilabilmektedir. Biz
kendi ¢alismamizda bu yontemlerden ARMS-PCR yo6ntemini kullandik.

Holstein haplotip 1, diinya ¢apinda Holstein Friesian sigirlarinda erken embriyonik
kayiplardan ve abortlardan sorumlu olan 6liimciil mutasyonlardan birisidir. HH1’in
taranmasi i¢in ARMS-PCR teknigi kullanilarak, PCR bazli analiz gelistirilmis ve
dogrulanmistir (Kumar 2020) HHZ'in nedeninin sigir kromozu 5 (BTADS)'teki
apoptoz peptid aktive edici faktér 1 geninde anlamsiz bir mutasyon (g9.C6315040T;
p.GIN579X) oldugu bulunmustur. APAF1 genindeki ekson 11'de sitozinin timin
(C—>T) ile yer degistirmesi sonucu olusan mutasyondan kaynaklandigi ve 579
amino asit pozisyonunda (Q579X) erken durdurma kodonu ile Glutamin degisimine

yol actig1 tespit edilmistir (Adams vd., 2016).

Fritz ve arkadaslarn (2013) yaptiklar1 calismada kullandiklar1 toplam 47 878
Holstein Frisian 1rki sigir kullanilmistir. Bu ¢alismaya dahil edilen tiim hayvanlar,
[llumina Bovine 50k BeadchipH ile genotiplendirilmis ve babalar1 ile anne
tarafindan biiyiikbabalart ayni ¢iple genotiplendirilmislerdir. HH1 mutasyonu igin
test edilen 4 878 hayvandan 1 245’inde (%2,6) mutayon varlig1 goriilmiistiir.

Inal ve Cam (2015) tarafindan yapilan calismada, Tiirkiye’ye ithal edilen boga
spermalar1 incelenmistir. Incelenen 273 boga spermasindan 1’inde (%0,36)

heterozigotluk (HH1 tasidigi) tespit edilmistir.
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Ghanem ve arkadaslarinin (2018) Japon’da, yaptiklar1 ¢alismada, 240 Holstein-
Friesian sigir1 kullanilarak (disi 240), APAF1 geninin 11. ekzonundaki tek bazlik
mutasyonu ayirt etmek icin alele spesifik PCR (AS-PCR) kullanmislardir.
APAF1'deki C/T mutasyonunu AS-PCR yontemi kullanarak etkili bir sekilde ayirt
etmislerdir. Calismada kullanilan 240 inekten 7 inegin (%2,9) APAF1 mutant
alelinin bir kopyasini tagidigin tespit etmislerdir (Ghanem vd., 2018).

Kumar ve arkadaslart (2020) Hindistan’da yaptiklar1 bir c¢aligmada, 228 erkek
hayvan kullanarak, HH1’in taranmasi i¢in Amplifikasyon Refrakter Mutasyon
Sistemi PCR tekniginden yararlanmiglardir. HH1 icin amplifiye edilmis trtinler
%2,5 agaroz jeli kullanilarak jel elektroforezi ile gorsellestirilip yorumlanmustir.
ARMS PCR testi, tek PCR reaksiyonunda HH1 mutasyonunun tespiti igin
gelistirilmistir. ARMS PCR'da ii¢ farkli fragman (mutant T aleli i¢in 105 bp, normal
C aleli i¢in 140 bp ve ortak fragman olarak 189 bp) normal ve HH1 tasiyici
numunelerini ayirt etmek igin kullanilmistir. Bu teknik ile tasiyict frekansimi %3,34

olarak bulmuslardir.

Daha onceki alel spesifik PCR analizi ile HH1 mutasyonunun saptanmasi amaciyla
homozigot ve heterozigot aleli ayr1 ayr1 ¢ogaltmak igin iki PCR reaksiyonu gerekli
olmaktadir (Ghanem vd., 2018). ARMS PCR yonteminde, tek PCR reaksiyonunda
amplifikasyonun o6zgiilliigiiniin daha yiiksek olmasi nedeniyle alel spesifik PCR'a
gore daha iyi bir teknik olarak kabul edilmektedir (Little, 1997).

Kaminski yaptig1 ¢alismada (2020), Polonya’da 1996-2017 yillar1 arasinda dogan
bogalar1 analiz ederek 178 erkek hayvani (boga) calismasinda kullanmistir. Yaptig
calisma ile, potansiyel Q579X polimorfizmi tasiyicilarini taramak i¢in hizli ve ucuz
bir yontem kullanmak ve bir Polonya Holstein-Friesian boga 6rneginde yaygimligin
kontrol etmek istemisdir. Kaminski (2020), HH1’den sorumlu C/T anlamsiz
mutasyonunun neden oldugu APAF1 genini yeni polimeraz zincir reaksiyonu tek
iplikli konformasyon polimorfizmi (PCR-SSCP) teknigi ile teshis etmistir. PCR-
SSCP yontemi, HH1'den sorumlu APAF1 mutasyonunun net bir sekilde
tanimlanmasinda  kullanilmistir  ve  jel elektroforez  goriintiisinde, C/C
homozigotlarinda 3 bant ve C/T heterozigotlarinda 4 bant gériintiisii gormiistiir ve
178 boga arasinda 85 HH1 (%47.75) tastyicisi bulmustur (Kaminski 2020).
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Khatib ve arkadaslar1 (2020) Rusya’da yapilan bir ¢alismada toplam 1 991 Holstein
Frisian 1rk1 sigir (1 500 erkek 491 disi) kullanarak ¢alismay1 gergeklestirmislerdir
HH1 i¢in test ettikleri hayvan sayis1 1 521 bas hayvandan olusmaktadir.
Calismalarinda DNA c¢ipleri kullanarak genotiplendirme yapmislar ve PCR ile
cogaltip goriintlisiinii almislardir. HH1 mutasyonu igin test edilen 1 521 hayvandan

45’inde (2,96) mutayon varlig1 gériilmiistiir.

Briano-Rodriguez ve arkadaslar1 (2021) Uruguay'da bulunan 27 giftlikten toplam
383 buzagmnin (1-30 giinlik) HH1 mutasyonununu arastirmak igin BeadChip
Bovino 50K (GeneSeek) kiti kullanarak genotiplerini belirlemislerdir. Bu belirlenen

genotiplere gore HH1 mutsayonu 383 buzadan 17 (%4,44) adedinde gériilmiistiir.

Khan ve arkadaslarin (2021) Cinin Pekin kentinde bulunan alt1 siit ¢iftliginden
toplamda 1 633 Holstein Frisian irki sigirdan kan 6rnekleri alinmig ve Kompetitive
alel-spesifik PCR (KASP) yontemiyle HH1 mutasyonu tespit edilmistir. Calismanin
sonucunda 1 633 inekten 113 (%6,92) adedinin HH1 mutasyonunu tasidigi tespit

edilmistir.

Albertino ve arkadaslar1 (2022), Brezilya’da yaptiklar1 ¢alismada toplam 248
Holstein Frisian irk1 sigirin DNA 6rneklerini (210 inek ve 38 boga) ARMS-PCR
teknigi kullanarak analiz etmislerdir. Arastirmayi yapan bilim adamlar tarafindan
gelistirilen primerleri dogrulamak igin sentetik genler firetilmistir. ARMS-PCR
teknigi i¢in gelistirilen primerler ve protokol, genotiplere gore amplikon olusumlari
beklendigi gibi oldugundan %100 o6zgiillik ve etkinlikle caligmaktadir. Burada
dogrulanan APAF1 mutasyonu i¢in ARMS-PCR protokolii, hayvanlarin genotipini
belirlemek igin nispeten basit ve ekonomik bir yontem olabilir. Bu g¢aligmada
degerlendirilen ineklerin ve bogalarin ortalama yaslart sirasiyla ortalamalar1 ve
standart sapmalari, 5 (£1,5) ve 3 (£1,5) seklinde bulunmustur. Sonug¢ olarak,
Brezilya Holstein sigir popiilasyonunda yapilan bu prevalans c¢aligmasinda
APAF1'den sorumlu mutasyon tespit edilememistir (Albertino vd., 2022).

Ussenbekov ve arkadaslar1 (2022) Kazakistan’da yaptiklar1 ¢alismada toplam 164
Holstein Frisian k1 sigir igin HH1 mustasyonunu, PCR-Restriksiyon fragment

uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemiyle arastirmislardir. Yaptiklar arastirma
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sonucunda  Kazakistan’da  yapilan bu c¢alismada HH1  mutasyonuna

rastlanilmamustir.

Albertino ve arkadaslarinin (2022) yaptigi ¢alismada, kullanilan ineklerin ortalama
yaslar1 ve standart sapmasi 60 +18 ay seklinde bulunmustur. Bogalarin ortalama
yaslar1 standart sapmalari1, 36 + 18 ay seklinde bulunmustur. Yaptigimiz ¢alismada;
Saf hayvanlarin yas ortalamasi ve standart sapma degerleri, 37,05 + 19,59 ay olarak
hesaplanmistir. Melez hayvanlar igin yas ortalamasi ve standart sapma degerleri ise.
38,98 + 20,13 olarak hesaplanmustir.

Khan ve arkadaslar1 (2024), Cin'in Pekin kentindeki Holstein Frisian 1rk1 sigirlardan
toplamda 484 bas hayvandan rastgele kan ornegi almislardir. Bu alinan kan
orneklerinde multipleks floresan amplifikasyon-refrakter mutasyon sistemi (mf-
ARMS) PCR yontemini ve tek baz farkini bile tespit edebilen kilcal elektroforez
kullanilarak HH1 mutasyonunu tespit etmislerdir. mf-ARMS PCR yontemi PCR, 2x
PCR karigim1 (5uL), mf-ARMS primer karisimi 10um (1uL), niikkleaz igermeyen saf
su (3uL) ve sablon DNA 50ng/uL (1pL) igeren 10uL reaksiyon karigiminda
gerceklestirilmigtir.  Optimum  baglanma sicakligi 58°C olarak bulunmustur.
Primerlerle ortiisen lokuslarin pargalarini ve boyutlarini floresan FAM veya HEX
boyasi ile etiketlemisler ve yogunluga gore ayarlamiglardir. Yapilan bu g¢alisma
sonrasinda Pekin’den alinan 484 6rnekten 14 (%2,89) tanesinde HH1 mutasyonu

vardir ve bu hayvanlar heterozigottur.

Kumar ve arkadaslarmin (2020) ARMS-PCR protokolii ile karsilastirildiginda,
Albertino ve arkadaglarinin (2022) protokolii ile karsisatirildiginda birkag farklilig
vardir, amplikon pargalarinin boyutlar: ilk olarak verilenler Kumar ve arkadagslarina
(2020) aitken ikinci olarak verilenler Albertino ve arkadaslarina (2022) aittir, dis
primerler i¢in 189 bp, i¢ (C) igin 140 bp ve i¢ (T) ig¢in 105 bp'ye kars1 dis primerler
icin 430 bp, i¢ i¢in 286 bp (C) ve i¢ (T) icin 198 bp seklide idi. Amplifikasyon
kosullar1 karsilastirildiginda ise 95°C 'de 3 dakika ilk denatiirasyon, ardindan
94°C’de 30 saniye, 60°C’de 30 saniye, 72°C’de 1 dakika 35 dongii olacak sekilde ve
son olarak 72°C'de 10 dakika Kumar ve arkadaslar1 (2020) tarafindan yapilmustir.
Albertino ve arkadaglari (2022) tarafindan, 95°C'de 10 dakika ilk denatiirasyon,
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ardindan 95°C’de 45 saniye, 60,1°C’de 1 dakika, 72°C’de 45 saniye 35 dongii
olacak sekilde, son olarak da 72°C'de 10 dakika seklinde yapilmistir.

Khan ve arkadaslar1 (2024), yaptiklari ¢alismada ARMS-PCR yontemini floresan
boya kullanarak yapmislardir ve 95°C'de 5 dakika ilk denatiirasyon, ardindan bunu
95°C'de 30 saniye, 58°C'de 1 dakika, 30 dongii olacak sekilde ve son olarak 60°C'de
30 dakika seklinde yapmislardir.

Calismamizda amplikon pargalarinin boyutlari Kumar ve arkadaslarinin da (2020)
belirttigi gibi, dis primerler i¢in 189 bp, i¢ (C) i¢in 140 bp ve i¢ (T) i¢in 105 bp
olarak belirlenmistir. Bizim kullandigimiz  Amplifikasyon kosullari, ilk
denatiirasyon 95°C'de 3 dakika, ardindan 95°C’de 30 saniye, primerlerin baglanmasi
icin 61°C’de 30 saniye, 72°C’de 45 saniye olacak seklilde 40 dongii; son olarak
72°C'de 10 dakika ve 4 °C’de bekletilecek sekilde programlanmustir.

ARMS-PCR yontemi kullanilarak ¢ogaltilan HH1 mutasyonunun varligimi tespit
etmek igin jel elektroforez kullanilmistir. Bu durum arastirmacilara gore farklilik
gostermektedir. Kumar ve arkadaslari (2020) yaptiklar1 ¢alismada %2,5’luk jel
kullanmis, Ussenbekov ve arkadaslar1 (2020) ise %3’luk jel kullanmiglardir. Bizim
yapmis oldugumuz ¢alismada %2’lik jel kullanilmistir. Khan ve arkadaslari (2024),

ise kilcal elektroforez yontemini kullanmislardir.

Bizim ¢alismamizda, HH1 mutasyonuna sebep olan APAF1 geninin prevalansi,
yapilan diger ¢alismalara benzer sekilde bir sonug vermistir. Calismamizda, 300 bas
ornegin 245’1 saf kan hayvanlardan olugmaktadir. Saf kan hayvanlardan alinan bu
orneklerin 171’1 homozigot, 62’si ise heterozigot olarak bulunmus ve 12’sinden
goriintii alinamamistir. Buna ek olarak 55 melez hayvandan alinan 6rneklerin 48’1
homozigot, 6’si ise heterozigot olarak bulunmus ve 1’inden goriintii alinamamustir.
Goriintii alinan 287 hayvana ait alellerin, %76,31°’i homozigot (n=219) iken
%23,69’u heterozigot (n=68) olarak belirlenmistir. Calismamizda kullanilan
hayvanlarin cinsiyet dagilimlar1 ise, %83,33 disi (n=250) iken %16,97’si erkek
(n=50) hayvanlardan olusmaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada toplam 287 hayvandan 68’inde (%23,29) mutasyonun varligi
tespit edilmistir. Fritz ve arkadaslar1 (2013) 47 878 hayvandan 1 245’inde (%2,6),
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Khatib ve arkadaglari (2020) 1 521 hayvanadan 45’inde (%2,96), Khan ve
arkadaglar1 (2021) 1633 hayvandan 113’iinde (%6,92) HH1 mutasyonunu tespit
etmislerdir. Khan ve arkadaglar1 (2024) 484 disi hayvandan 14’iinde (%2,89)
heterozigotluga rastlamiglardir. Briano-Rodriguez ve arkadaslari (2021) 383
hayvandan 17’sinde (%4,44) heterozigotluga rastlamiglardir. Ussenbekov ve
arkadaslar1 (2022) ise 164 hayvandan hi¢ birinde HH1 mutasyonunun varligina

rastlamamislardir.

Calismamizda kullanilan toplam 50 erkek hayvanlardan %22’si heterozigot olarak
bulunmustur. inan ve Cam (2015) 273 boga spermasi (erkek) ile calismis olup
1’inde (%0,36) heterozigotluk tepsit etmislerdir. Kumar ve arkadaslar1 (2020) 228
erkek hayvanda c¢alismis olup %3,34 heterozigotluk tepsit etmislerdir. Kaminski
yaptig1 c¢alismada (2020), 178 boga arasinda 85’ini (%47.75) heterozigot olarak
bulmustur. Albertino ve arkadaslar1 (2022), yaptiklar1 ¢alismada 38 erkek hayvan

kullanmislar ve heterozigotluga rastlamamiglardir.

Calismamizda kullanilan toplam 238 disi hayvanlardan 57’si (%24) heterozigot
olarak bulunmustur. Ghanem ve arkadaslarinin (2018) yaptig1 ¢alismada, 240 disi
hayvanin 7’sinde (%2,9) heterozigtoluk bulmuslardir. Albertino ve arkadaslar
(2022), yaptiklar1 galismada 210 disi hayvan kullanmislardir ve heterozigotluga

rastlamamiglardir.

Yaptigimiz ¢alismada kullanilan hayvan materyalinin saf kan/melez, disi/erkek
olarak homozigot ve heterozigotluga orani detayli olarak incelenmistir. Saf erkek
hayvanlarin, homozigotlugu %14,2 (n=31) ve heterozigot %13,2 (n=9) olarak
hesaplanmistir. Melez erkek hayvanlarda ise homozigotlugu %3,7 (n=8) ve
heterozigotlugu %2,9 (2) olarak tespit edilmistir. Saf disi hayvanlarin,
homozigotlugu %63,9 (n=140) ve heterozigotlugu %77,9 (53) olarak hesaplanmistir.
Melez disi hayvanlarda ise homozigotlugu %18,3 (n=40) ve heterozigotlugu %5,9,
(4) olarak tespit edilmistir.

Calismamizda kullanilan homozigot/heterozigotluk oranlarinin diger caligmalara
gore farklilik gostermesinin sebebi olarak, zamaninda isletme igin alinan boga

spermalarinin kontrol edilmeksizin satin alinmis olabilecegi, bu spermalarin siirii
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icerisinde kullanilmasi ve siirii igi ¢iftlesmeler neticesinde heterozigotluk oraninin

artmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

6. SONUC VE ONERILER

Kalitsal hastaliklar, diger bir¢ok hastalikta oldugu gibi ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Kalitsal hastaliklarin, embriyo kayiplarina ve abortlara sebep oldugu
bilinmektedir. Molekiiler teknikler kullanilarak kalitsal hastaliklarin teshisi daha
kolay olmaktadir. Yapilan genetik arastirmalar ile kalitsal hastaliklara neden olan

mutasyonlar ortaya konulmaktadir.

Holstein haplotiplerinin, Holstein sigirlarinda erken embriyonik kayip ve abortlara
neden oldugu bilinmektedir. HH1 bu haplotiplerin bir {yesidir ve APAF1
genininden kaynaklanan bir mutasyon sonucunda meydana gelmektedir. HH1
haplotipinin varlig1 sigirlarda ve farelerde embriyonik liimlere sebep olmaktadir ve
yapilan ¢alismalar bu durumu desteklemektedir. Holstein sigirlarinda HH1
mutasyonundan kaynaklanan dol verimi ve gebelik oranlarinda diisiisler olmakta ve

bu diistisler ekonomik kayiplara neden olmaktadir.

Saglikli bir siirii elde etmek i¢cin HH1 gibi mutasyonlari tasiyan bogalarin tespit
edilip stirilerde kullanilmasinin 6niine gegilmelidir. Suni tohumlamanin hizli bir
sekilde kullanilmasindan dolayr sperma aliminda ve ihracatinda HH1 gibi

mutasyonlardan ari hayvnalarin se¢ilmesi gerekmektedir.

Yapilan aragtirma Tiirkiye’de bir ilk olma 6zelligi tasimaktadir. Ayirca bu ¢alisma,
Tiirkiye’de yetistirilen Holstein sigirlarinda HH1 mutasyonlari i¢in yapilacak diger

genetik caligmalara alt yap1 olusturacaktir.
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