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Bu arastirmada, Tarim Isletmeleri Genel Miidiirliigii (TIGEM)’ne bagh Bala ve
Ceylanpinar Tarim Isletmeleri’nde vyetistirilen Siyah Alaca populasyonlarinmn B-
laktoglobulin (f-LG) ve «x-kazein (CSN3) polimorfizmi bakimindan tanimlanmasi
amaclanmistir. Arastirmada, Bala (78 bas) ve Ceylanpmar (89 bas) Tarim
Isletmeleri’nde yetistirilen toplam 167 Siyah Alaca sigirmdan alinan kan ornekleri
materyal olarak kullanilmistir.

B-laktoglobulin ve k-kazein genotipleri PCR-RFLP yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Calisilan 6rneklerden DNA molekiiliiniin izole edilmesi tuz ¢oktlirme (salting-out)
yontemi kullanilarak yapilmistir. Uygun primerler kullanilarak cogaltilan f-LG ve
CSN3 PCR iiriinleri swrasiyla Hphl ve Hindlll restriksiyon enzimleriyle muamele
edilmistir. Daha sonra ornekler etidyum bromid ilave edilen % 2’lik agaroz jellerinde
elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez isleminden sonra jel
dokiimantasyon sistemi yardimiyla bilgisayar ortamina aktarilan bant modellerinden
yararlanilarak sigirlarin f-LG ve CSN3 lokuslarindaki genotipler belirlenmistir.

B-LG lokusunda S-LG A ve f-LG B olmak tizere iki farkl allel {izerinde ¢aligilmis olup,
S-LG A allelinin frekansi Bala ve Ceylanpinar populasyonlarinda sirasiyla 0.51+ 0.040
ve 0.34 + 0.035 olarak hesaplanmistir. CSN3 lokusu bakimindan CSN3 4 ve CSN3 B
olmak iizere iki farkli allel tespit edilmis olup yaygin olan CSN3 A allelinin frekansi
Bala ve Ceylanpinar populasyonlarinda sirasiyla 0.80 + 0.032 ve 0.84 + 0.027 olarak
tahmin edilmistir. f-LG lokusu bakimindan Bala ve Ceylanpimar populasyonlarinin
Hardy-Weinberg genetik dengesinde oldugu tespit edilmistir. CSN3 lokusu bakimindan
Bala populasyonunun Hardy-Weinberg genetik dengesinde oldugu, Ceylanpinar
populasyonunun ise Hardy-Weinberg genetik dengesinde olmadigi sonucuna
varilmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

IDENTIFICATION OF BETA-LACTOGLOBULIN AND KAPPA-CASEIN
GENOTYPING USING PCR-RFLP IN SOME HOLSTEIN CATTLE BREED
POPULATIONS IN TURKEY

Yasemin GEDIK

Ankara University
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Department of Animal Science

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet Ali YILDIZ

The aim of this investigation was determined to B-lactoglobulin (4-LG) and k-casein
(CSN3) polymorphism in Holstein cattle populations raised in Bala and Ceylanpinar
Agricultural Enterprises which belong to General Directorate of Agricultural
Enterprises (TIGEM). In the study total 167 blood samples taken from Holstein cattle
raised in Bala (78) and Ceylanpmnar (89) Agricultural Enterprises were used as a
material.

B-lactoglobulin and k-casein genotypes were determined by PCR-RFLP method. The
isolation of DNA from blood samples were performed with salting-out procedures. The
PCR products of f-LG and CSN3 amplificated by using proper primers were digested
with Hphl and Hindlll respectively. Then samples were analyzed by % 2 agarose gels
electrophoresis with ethidium bromide staining. After electrophoresis, cattle’s [-
lactoglobulin and k-casein genotypes were determined by using band models which
transferred to computer by gel documentation system.

In the S-LG locus two different alleles f-LG 4 and f-LG B were determined. f-LG A
allele frequencies were calculated 0.51 + 0.040 and 0.34 + 0.035 in Bala and
Ceylanpmar populations respectively. In the CSN3 locus two different alleles CSN3 A
and CSN3 B were determined and the frequency of CSN3 A allele were estimated 0.80 +
0.032 and 0.84 + 0.027 in Bala and Ceylanpinar populations respectively. In point of -
LG locus Bala and Ceylanpimar populations were in Hardy-Weinberg equilibrium. In
point of CSN3 locus Bala population was in Hardy-Weinberg equilibrium while
Ceylanpinar was not.

January 2009, 66 pages
Key Words: Holstein, Beta-lactoglobulin, Kappa-casein, PCR, RFLP
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1. GIRIS

Siyah Alaca 1rki sigirlar diinyada yayilma alani en genis olan, siit ve et verimi amaciyla
yetistirilen bir kiiltiir irkidir. Anavatan1 Hollanda’nin Frizya bolgesidir. Bu 1rkin
yeryiiziindeki mevcudu 100 milyondan fazladir. Siit¢ii irklarin en iri yapilisi olan Siyah

Alaca, baz1 Avrupa iilkelerinde et iiretimi amaciyla da yetistirilmektedir (Akman 1998).

Tiirkiye’de Siyah Alaca irki sigirlardan bir verim déneminde ortalama 5000-7000 kg siit
elde edilebilen isletmeler vardir. Diinya siit liretme rekorunu da (26.7 ton) elinde tutan
bu 1rk igerisinde 10 tonun iizerinde siit veren bireylerin orani bir hayli yiiksektir.
Siitlerindeki yag oranm1 % 3,0-3,5 olan Siyah Alaca sigirlar1 hizli gelisir ve erken
damizlikta kullanilirlar. Hizli gelisme 6zelligi sayesinde et iiretimine de uygundurlar.
Bir¢cok Avrupa iilkesinde ve Amerika’da erkek buzagilar1 14-16 haftalik yasa kadar 6zel
olarak beslenip kesilirler. Bu yasta yaklasik 120-180 kg canli agirliga ulasan Siyah
Alaca sigirlarinin eti (buzagi eti olarak) iyi fiyat bulur (Akman 1998).

Siit, yeni dogan memelilerin temel gidasi ve igerdigi besin maddeleri ile yeni dogan
canlilarin gereksinmelerini tamamiyla karsilayabilecekleri tek besin maddesidir. Insan
beslenmesinde temel gida olan siit, ayn1 zamanda gida sanayisinde ©Onemli bir
hammadde, hayvan yetistirmede besin materyali ve bunlarin disinda ilag sanayisi ile
diger endiistri dallarinda hammadde olarak kullanilmaktadir. Tiirkiye’deki toplam

hayvan sayisi, sagilan hayvan sayisi ve siit tiretimi Cizelge 1.1°de 6zetlenmistir.



Cizelge 1.1 2007 yili verilerine gére Tiirkiye’de hayvan sayisi ve siit iiretimi (TUIK 2008).

Hayvan sayisi (Bag) | Sagilan hayvan sayisi (Bag) | Siit tiretimi (Ton)
SIGIR 11036 753 4 229 440 11442 589
Kiiltiir irk1 3295678 1299 750 5050 533
Melez 4 465 350 1 698 801 4 608 728
Yerli irk 3275725 1 230 889 1783 328
KOYUN 25475293 10 109 987 782 587
Merinos 971 082 411 554 19 657
Yerli itk 24504 211 9698 433 762 930
KECI 6286 358 2 263 630 237 487
Kil kegisi 6 095 292 2 190 602 234 883
Ankara kegisi 191 066 73 028 2 604

Artan niifusun saglikli ve dengeli beslenmesi i¢in siit {iretimi ve siit tirlinleri son derece
onemlidir. Bu amagla siit liretimi ve kompozisyonu iizerine 1slah ¢alismalar1 yogun bir
sekilde yapilmaktadir. Ne var ki hayvanciliktan elde edilen verimlerin hemen hepsinin
kantitatif Ozellikte olmasindan dolay: iistiin genotipli bireylerin se¢imi ve yapilacak
1slah ¢alismalar1 uzun zaman almaktadir. Uzerinde durulan 6zellikle yiiksek korelasyon
halinde olan bagka bir 6zelligin dolayl seleksiyon kriteri olarak kullanilmasi, 1slah
calismalarina hiz kazandiracaktir. Siit proteinleri ile ilgili calismalar 100 yili askin bir
stiredir devam etmektedir. Siit protein sistemlerinin genetik temellerinin belirlenmesine
yonelik ¢aligmalarda, son yillarda gelistirilen ¢esitli molekiiler genetik yontemlerden

yaygin bir sekilde yararlanilmaktadir (Formaggioni et al. 1999).

Biyokimyasal genetik yontemler kullanilarak ilk protein polimorfizmi f-laktoglobulin
(B-LG, p-lactoglobulin) lokusunda belirlenmistir. f-LG lokusunun gosterilmesinde
BLG, LG, p-lg ve p-LG gibi simgeler yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu aragtirmada $-
laktoglobulin lokusu p-LG ile gosterilmistir. Biyokimyasal genetik yoOntemler
kullanilarak belirlenen en son kazein polimorfizmi kappa-kazein polimorfizmidir.
Kappa-kazein (k-kazein, x-casein) proteini, siit proteinlerinin % 80’lik bir boliimiinii
olusturan kazein proteinlerinin bir iiyesi olup, farkli bir kazein tipi olarak tanimlanan en
son siit proteinidir. Kappa-kazein lokusunun gosterilmesinde x-cn, CASK ve CSN3
simgeleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu aragtirmada x-kazein lokusu CSN3 simgesi

ile gosterilmistir.



p-laktoglobulin (B-LG) ve k-kazein (CSN3) gibi siit protein lokuslar1 bakimindan tespit
edilen biyokimyasal genetik varyasyon ile siit verimi ve siit bilesenleri arasinda gesitli
iligkiler belirlenmistir. Son yillarda siit protein lokuslarindaki genetik varyasyonun
tespit edilmesi amaciyla polimeraz zincir reaksiyonu (PCR, polymerase chain
reaction)’na dayanan restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP, restriction
fragment lenght polymorphism) ve DNA Dizi analizi yontemleri gelistirilmistir (Martin
et al. 2002).

Bu tez ¢aligmasinda, Tarim Isletmeleri Genel Miidiirliigii (TIGEM)’ne baglh Bala (78
bas) ve Ceylanpmar (89 bas) Tarim Isletmesi Miidiirliikleri’nde yetistirilen Siyah Alaca
irk1 sigir populasyonlariin PCR-RFLP yontemi kullanilarak f-laktoglobulin (8-LG) ve

r-kazein (CSN3) lokuslari bakimindan tanimlanmasi amaglanmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Siit Bilesenleri

Siitiin biiyiik bir kismini su olusturmaktadir. Geriye kalan kisim ise kuru maddedir. S6z

konusu kuru madde; yag, laktoz, kazein, serum proteinleri ve tuzlardan olugmaktadir

(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Siit bilesenleri (Yetismeyen 1995)

Siit proteinleri karmasik yapida, 30’dan fazla bilesenden olusan ve 2 ana grupta

siiflandirilabilen biyokimyasal molekiiller grubudur (Sekil 2.2).

St proteinler

I
Eazeinler (% 80)

F-kazein (%o 27)
a;-kazein (%o 43)
r-kazein (%o 10)

]
serum proteinler (%o 20)

Laktalbuminler (% 15)
Laktoglobulinler (%0 2)

Proteoz-peptonlar (% 3)

Sekil 2.2 Siit protein gruplar1 ve toplam protein i¢indeki oranlari (Metin 2003)




Sekil 2.2°de gosterildigi gibi, inek siitii bilesenleri ¢esitli yontemler kullanilarak ¢ok
detayli bir sekilde arastirilmistir. Siit proteinleri esas olarak; a) kazeinler ve b) serum

proteinleri olmak tizere iki ana gruba ayrilmaktadir.

Kazeinler ¢okeltildikten sonra geride kalan ¢ozelti serum proteinlerinden olugsmaktadir.
Serum proteinleri tek bir bilesik olmayip, c¢oktiiriildigiinde ti¢ farkli bilesene
ayrilmaktadir. Coziiniir olan kisim a-laktoalbumin (a-LA4), ¢éziinmeyen kisim ise f-
laktoglobulin (f-LG) ve proteoz-peptonlardan olusmaktadir. Serum proteinleri sivi

halde ¢6ziinmiis olarak bulunmaktadir.

Kazeinler, siitiin esas proteini olarak bilinmekte ve toplam siit proteinlerinin % 80’nini
olusturmaktadir. Kazeinlerin % 39-46’s1 ag;-kazein (as;-cn veya CSNISI), % 8-11’1
asz-kazein (as;-cn veya CSN1S2), % 25-35°1 f-kazein (f-cn veya CSN2) ve % 8-15’1 -
kazein (x-cn veya CSN3)’den olusmaktadir (Kaminski et al. 2007).

2.2 f-LG Lokusunun Tanimlanmasi

p-LG  (f-laktoglobulin) proteininin  biyolojik fonksiyonlar1 heniiz tam olarak
bilinmemekle birlikte, meme salg1 bezlerinde fosfat metabolizmasinda yer aldigi ve
ayrica bagirsakta retinol ile yag asitlerinin taginmasinda gorev yaptigi diisiiniilmektedir
(Rachagani et al. 2006). p-LG proteini, Palmer (1934) tarafindan tanimlandiktan sonra
iyonlar ile proteinler arasindaki denaturasyon konularini igeren biyokimyasal ve enzim
calismalarinda bir model protein olarak kullanilmistir (Formaggioni et al. 1999). p-LG
inek siitlinde bulunan baslica serum proteinidir. Geyik, bison, ve buffalo gibi
ruminantlar ile ruminant olmayan bazi hayvanlarin siitlerinde de S-LG proteini
bulunmaktadir (Rachagani et al. 2006). Insan siitiinde f-LG proteini bulunmamaktadir

(Martin et al. 2002).

Sekil 2.3’te de gosterildigi gibi, siirlarda f-LG protein geni detayli bir sekilde
tanimlanmistir. S-LG lokusu sigirlarda 11 numarali kromozom {iizerinde bulunmaktadir

(Braunschweig 2008). Sekil 2.3°de verilen f-LG lokusunun kromozomal yapisinin yer



aldig1 B seklindeki yatay cubuklar; amino asit karsili§i olmayan DNA dizisi siralarini
(introm), siyah kutular; amino asit karsiligt olan DNA dizi siralarimi (exon), beyaz
kutular; sinyal proteinini belirleyen DNA dizi siralarini (exon), geriye kalan gri renkli
kutular ise sentezlenen son S-LG proteinini belirleyen DNA dizi siralarmi (exon)
gostermektedir. Kutularin iist kisminda yer alan sayilar (1-7); amino asit karsilig1 olan
DNA dizi siralarini (exon), kutularin alt kisminda yer alan sayilar ise (136, 140, ...180)
ilgili DNA boélgesindeki niikleotid ¢ifti sayisini ifade etmektedir.
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Sekil 2.3 A: 11 numarali sigir kromozomunun igerigi (Bishop ef al. 1994). B: p-LG
lokusunun kromozomal yapis1 (Martin ef al. 2002)

S-LG proteini 36.000 dalton molekiiler agirliginda asite son derece dayanikli dimerik
yapida olan bir proteindir. f-LG proteini 162 amino asit iceren tek bir amino asit
zincirinden olugmaktadir. Sigir populasyonlarinda yaygin bulunan f-LG 4 ve f-LG B
tipleri arasinda sadece iki amino asit (64. ve 118.) farklidir (Wilkins and Kuys 1992).



EK 1 ve EK 2’de sirasiyla primer amino asit siras1 ve niikleotid dizisi verilen p-LG

lokusundaki farkliliklar Sekil 2.4’ de 6zetlenmistir.

64. kodon 118. kodon
p-LG 4 GAT GTC
(Aspartik asit) (Valin)
GGT GCC
5LG B (Glisin) (Alanin)
Hphl Kesim Noktasi Haelll Kesim Noktast
(GGTGA(N)s) (GGCCO)

Sekil 2.4 f-LG A ve f-LG B polipeptidleri arasindaki farkliliklar

a) f-LG A ve f-LG B tipleri arasinda meydana gelen birinci farklilik 64. kodon
bakimindan olusmaktadir. f-LG A tipinde 64. kodonda bulunan aspartik asit
(Asp) amino asidinin sentezinden sorumlu olan GAT kodonunun yerine /-
LG B tipinde glisin (Gly) amino asidinin sentezinden sorumlu olan GGT
kodonu bulunmaktadir. f-LG lokusunun 64. kodonunda S-LG A tipinde
bulunan aspartik asit (Asp) amino asidinin sentezinden sorumlu olan GAT
kodonunda A—G (GAT—GGT) seklinde bir mutasyon (transition tipinde)
meydana gelmekte ve glisin (Gly) amino asidinin sentezinden sorumlu olan
GGT kodonuna sahip olan S-LG B alleli olusmaktadir. Bu mutasyon
sonucunda olusan S-LG B alleline sahip DNA molekiillerinde Hphl
restriksiyon endoniikleazi i¢in bir tanima (GGTGA(N)g) ve dolayisiyla da bir
kesim noktast meydana gelmektedir. Bu farkliliktan yararlanilarak f-LG
lokusu bakimindan sigirlar arasindaki genetik farkliligin DNA seviyesinde
PCR-RFLP yontemi kullanilarak tespit edilmesi miimkiin olmaktadir
(Wilkins and Kuys 1992).




b) p-LG A ve [-LG B tipleri arasinda meydana gelen ikinci farklilik ise 118.
kodon bakimindan olugsmaktadir. 5-LG A tipinde 118. kodonda bulunan valin
(Val) amino asidinin sentezinden sorumlu olan GTC kodonunun yerine f-LG
B tipinde alanin (Ala) amino asidinin sentezinden sorumlu olan GCC kodonu
bulunmaktadir. f-LG lokusunun 118. kodonunda f-LG A tipinde bulunan
valin (Val) amino asidinin sentezinden sorumlu olan GTC kodonunda T—C
(GTC—GCC) seklinde bir mutasyon (fransition tipinde) meydana gelmekte
ve alanin (Ala) amino asidinin sentezinden sorumlu olan GCC kodonuna
sahip olan S-LG B alleli olusmaktadir. Bu mutasyon sonucunda olusan f-LG
B alleline sahip DNA molekiillerinde Haelll restriksiyon endontikleazi i¢in
bir tamima (GGCC) ve dolayisiyla da bir kesim noktasi meydana
gelmektedir. Olugan bu farkliliktan yararlanilarak S-LG lokusu bakimindan
sigirlar arasindaki genetik farkliligin DNA seviyesinde PCR-RFLP yontemi
kullanilarak tespit edilmesi miimkiin olmaktadir (Wilkins and Kuys 1992).

Sigirlar arasinda f-LG lokusu bakimindan meydana gelen genetik varyasyonun
molekiiler DNA seviyesinde PCR-RFLP yontemi kullanilarak belirlenmesinde hem 64.
hem de 118. kodonlarda meydana gelen mutasyonlar tek basina veya her ikisi birlikte

dikkate alinmaktadir (Strzalkowska et al. 2002).

Hemen hemen tiim sigir wrklarinda f-LG lokusu bakimindan yaygin olan tip f-LG B
tipidir ve molekiiler agirligi 18.277 daltondur. 16 amino asitten olusan bir sinyal
proteinin ilave edilmesiyle f-LG B tipi toplam 178 amino asitten meydana gelmektedir

(EK 1 ve EK 2) (Farrell et al. 2004).

2.3 CSN3 Lokusunun Tanimlanmasi

Kazeinler siitiin esas proteini olarak tanimlanmakta ve toplam siit proteinlerinin
yaklagik % 80’nini olusturmaktadir. Kazeinlerin % 39-46’s1 ag;-kazein (CSN1S1), % 8-
11°1 asx-kazein (CSN1S2), % 25-35’1 f-kazein (CSN2) ve % 8-15’1 k-kazein (CSN3)’den

olugmaktadir (Kaminski ef al. 2007). Kazeinler genel olarak siitteki asit gelisimi ve siite



asit ya da peynir mayas1 (rennet) ilave edilmesiyle c¢oktiiriilerek diger siit
proteinlerinden izole edilmektedir. Kazeinler sivi halde misel agregatlar1 halinde
dagilmis olarak bulunmaktadir. Siitte bulunan miseller, minerallerin ¢oziiniirliigiini
artirmakta ve besin maddelerinin emilmesini kolaylastirmaktadir. Kazeinler igerisinde
% 8-15 oraninda yer alan x-kazein (CSN3) proteini, memelilerin siitlerinde bulunan
misellerin boyut ve belirli fonksiyonlarinin yerine getirilmesinden sorumlu olan bir siit
proteinidir (Ward et al. 1997). Tim x-kazein bilesenleri kimozin (chymosin) ile
pargalanabilir. Boylece, x-kazein sicakliga karsi kararliligimi kaybeder. x-kazeinin
kimozin ile parcalanmasi peynirin pihtilagma siirecinin ilk asamasini olusturmaktadir

(Yahyaoui et al. 2003).

CSN3 lokusu bakimindan yaygin olarak bulunan CSN3 B tipi inek siitiiniin normal
pH’sinda 19.007 dalton molekiiler agirligina sahip olan bir proteindir. CSN3 proteini
169 amino asitten olusmaktadir (Farrel et al. 2004). CSN3 proteininde distilfit (S-S)
baglarinin olusmasina neden olan 2 sistein grubu bulunmaktadir. CSN3 proteini
kalsiyum iyonlar1 varli§inda tamamen ¢dziilebilir. Ayrica, x-kazein bir karbonhidrat ko-

faktorii olarak iliskilendirilebilecek tek kazein molekiiliidiir.

Molekiiler genetik yontemleri kullanilarak sigirlarda CSN3 siit protein geni detayli bir
sekilde tanimlanmistir (Dvorak et al. 2002). CSN3 lokusu sigirlarda 6 numarali
kromozom {lizerinde bulunmaktadir (Sekil 2.5). Sekil 2.5°de verilen CSN3 lokusunun
kromozomal yapisimin yer aldigi C seklindeki yatay cubuklar; amino asit karsiligi
olmayan DNA dizisi siralarini (intron), siyah kutular; amino asit karsiligi olan DNA
dizi siralarim1 (exon), beyaz kutular; sinyal proteinini belirleyen DNA dizi siralarini
(exonm), geriye kalan gri renkli kutular ise sentezlenen son proteini belirleyen DNA dizi
stiralarini (exon) gostermektedir. Kutularin iist kisminda yer alan sayilar (1-5); amino
asit karsilig1 olan DNA dizi siralarini (exon), kutularin alt kisminda yer alan sayilar (65,

62, ..173 gibi); ilgili DNA bolgesindeki niikleotid ¢ifti sayisini ifade etmektedir.
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Sekil 2.5 A: 6 numarali sigir kromozomu (Bishop et al. 1994) B: Kazein genlerinin
kromozomdaki organizasyonu ve amino asit igerikleri C: CSN3 lokusunun
kromozomal yapis1 (Martin et al. 2002)

Sigir populasyonlarinda yaygin bulunan CSN3 4 ve CSN3 B tipleri arasinda sadece iki
amino asit (136. ve 148.) farklidir (Martin ef al. 2002). EK 3 ve EK 4’de belirtilen
farkliliklar Sekil 2.6’da 6zetlenmistir.

136. kodon 148. kodon
ACC GAT
CSN3 4 (Treonin) (Aspartik asit)
Hinfl Kesim Noktast
(GANTC)
CATC GCT
CSN3 B (Izol6sin) (Alanin)
Hindll Kesim Noktast
(AAGCTT)

Sekil 2.6 CSN3 A ve CSN3 B polipeptidleri arasindaki farkliliklar

10




a)

b)

CSN3 A ve CSN3 B tipleri arasinda meydana gelen birinci farklilik 136.
kodon bakimindan olugmaktadir. CSN3 A tipinde 136. kodonda bulunan
treonin (Thr) amino asidinin sentezinden sorumlu olan ACC kodonunun
yerine CSN3 B tipinde izolosin (Ile) amino asidinin sentezinden sorumlu
olan ATC kodonu bulunmaktadir. CSN3 lokusunun 136. kodonunda CSN3 4
tipinde bulunan treonin (Thr) amino asidinin sentezinden sorumlu olan ACC
kodonunda C—T (ACC—ATC) bir mutasyon (¢ransition tipinde) meydana
gelmekte ve izolosin (Ile) amino asidinin sentezinden sorumlu olan ATC

kodonunun bulundugu CSN3 B alleli olusmaktadir (Pinder ef al. 1991).

CSN3 A ve CSN3 B tipleri arasinda meydana gelen ikinci farklilik ise 148.
kodon bakimindan olugmaktadir. CSN3 lokusunda 148. kodonda meydana
gelen mutasyon iki bakimdan 6nemlidir. S6z konusu kodonda meydana
gelen mutasyon HindllI restriksiyon endoniikleaz enzimi i¢in yeni bir tanima
(kesim bolgesi) yeri olustururken, ayni zamanda Hinfl restriksiyon
endoniikleaz enzimi i¢in ise var olan tanima (kesim bdlgesinin) yerinin yok
olmasimi saglamaktadir. Bu bakimdan eger 148. kodonda meydana gelen
farkliliktan yararlanilarak CSN3 lokusu bakimindan sigirlar arasindaki
farkliligin PCR-RFLP yontemi kullanilarak tespit edilmesi amaglanmigsa
hem HindlIl hem de HinfI restriksiyon endoniikleazlar1 kullanilabilir (Pinder
etal. 1991).

CSN3 A tipinde 148. kodonda bulunan aspartik asit (Asp) amino asidinin
sentezinden sorumlu olan GAT kodonunun yerine CSN3 B tipinde alanin
(Ala) amino asidinin sentezinden sorumlu olan GCT kodonu bulunmaktadir.
CSN3 lokusunun 148. kodonunda CSN3 A tipinde bulunan aspartik asit
(Asp) amino asidinin sentezinden sorumlu olan GAT kodonunda A—C
(GAT—GCT) seklinde bir mutasyon (transition tipinde) meydana gelmekte
ve alanin (Ala) amino asidinin sentezinden sorumlu olan GCT kodonunun
bulundugu CSN3 B alleli olusmaktadir. Bu mutasyon sonucunda olusan
CSN3 B alleline sahip DNA molekiillerinde Hindlll restriksiyon
endoniikleazi i¢in bir tanima (AAGCTT) ve dolayisiyla da bir kesim noktas1

11



meydana gelmektedir. Boylece, calismalarda yontem olarak eger HindlIll
enziminden yararlanilarak PCR-RFLP yontemi kullanilacaksa CSN3 A4
allelinde herhangi bir restriksiyon (kesim) meydana gelmeyecek, buna
karsilik CSN3 B allelinde ise bir restriksiyon meydana gelecektir (Pinder et
al. 1991).

d) Yukarida aciklandig1 sekilde 148. kodonda meydana gelen mutasyon ayni
zamanda Hinfl enziminin tanima (GANTC) bolgesinin yok olmasin
saglamaktadir. Boylece, calismalarda yontem olarak eger Hinfl enziminden
yararlanilarak PCR-RFLP yontemi kullanilacaksa CSN3 A allelinde bir
restriksiyon meydana gelecek, buna karsilik CSN3 B allelinde herhangi bir

restriksiyon meydana gelmeyecektir (Pinder et al. 1991).

2.4 Biyokimyasal Genetik Calismalar

2.4.1 f-LG lokusunda yapilan biyokimyasal genetik ¢aliymalar

Sigirlarda f-LG proteini polimorfik yapida oldugu belirlenen ilk siit proteinidir. 1955°te
Aschaffenburg and Drewry kagit elektroforezi yontemiyle elektroforetik hizlarindaki
azalisa gore f1 ve f2 olarak adlandirdiklar: iki farkli f-LG bant1 belirlemis ve bunlar
1957°de A ve B tipleri olarak yeniden isimlendirmiglerdir. Elektroforez ortaminda 64.
kodonda meydana gelen bu aspartik asit (Asp) farklilig1 f-LG A4 tipinin negatif yiikle
yiiklenmesine ve S-LG B tipinden daha hizli hareket etmesine neden olmaktadir.
Yapilan aragtirmalar sonucunda 12 farkli f-LG tipi tespit edilmis ve aralarindaki
filogenetik iliskiler Sekil 2.7°de, belirlendigi sigir wklar1t ise Cizelge 2.1°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 2.7 p-LG tipleri arasindaki filogenetik iliski (Formaggioni et al. 1999)

Yapilan c¢aligmalarda genellikle f-LG polimorfizmi ile siit liretimi ve peynir yapimi
arasindaki cesitli iligkilerin belirlenmesi {izerinde durulmustur. Bu amagcla, Tkonen

(2000) tarafindan yapilan arastirmada asagidaki sonuglar elde edilmistir.

a) S-LG allel genlerinin siitiin pithtilasmamasi (noncoagulation) iizerine c¢ok

belirgin bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir.

b) p-LG polimorfizminin siitin pihtilagsma o6zellikleri (MCP, milk cougulation

properties) lizerine olan etkileri ihmal edilecek kadar kiiciiktiir.

c) p-LG genotiplerinin ilk laktasyondaki siit liretimi lizerine agik bir sekilde etkili
oldugu ve p-LG A allel geninin varhiginda ilk laktasyon siit verimi ve siitteki

protein miktarinin arttig1 ifade edilmistir.

d) p-LG B allel geninin varliginda siitteki kazein igerigi, kazein sayist ve yag

iceriginin arttig1 bildirilmistir.

Yapilan ¢ok sayidaki arastirma sonuglar1 Strzalkowska et al. (2002) tarafindan

asagidaki sekilde 6zetlenmistir.
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a) f-LG AA genotipindeki hayvanlarin siitii f-LG BB genotipindeki hayvanlarin

siitlinden daha fazla f-LG, daha az kazein ve yag igerdigi saptanmustir.

b) p-LG BB genotipindeki hayvanlarin siitiinden S-LG AA genotipindeki

hayvanlarin siitiine oranla daha fazla peynir iiretildigi bildirilmistir.

c) p-LG AA genotipindeki hayvanlarin = siitlerindeki proteinlerin  diger

genotiptekilere oranla sicakliga daha dayanikli olduklar tespit edilmistir.

d) Heterozigot genotipteki (f-LG AB) hayvanlarin siitlerinin = sicakliga

dayanikliliginin orta seviyede oldugu ifade edilmistir.

e) f-LG BB ve p-LG AB genotipindeki ineklerin siitlerindeki somatik hiicre
sayisinin f-LG  AA genotipindeki hayvanlarin siitlerine goére daha diisiik

seviyelerde oldugu bildirilmistir.

f) p-LG B allel geni ile inek siitiindeki kazein ve yag icerigi arasindaki iliskinin
arasgtirildig1 arastirma sonucunda, f-LG AA genotipli Siyah Alaca irki ineklerin
siitlerinin diger genotipteki ineklerin siitlerine oranla daha fazla serum proteini
icerdigi ve buna bagli olarak da f-LG AA genotipli ineklerin siitlerinde toplam
protein miktarinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Martin ef al. 2002).

Strzalkowska et al. (2002) tarafindan yapilan ¢alismada, 102 Polonya Siyah Alaca inegi
p-LG lokusunda tespit edilen polimorfizmin c¢esitli siit kalite kriterleri {izerine olan

etkileri arastirilmigtir. Bu arastirma sonuglar1 asagida 6zetlenmistir.

a) Siitteki protein igeriginin p-LG AA genotipindeki hayvanlarda diger
genotiplerdekilere gore daha fazla oldugu ve protein orani bakimindan f-LG A4
(%3.81) > B-LG BB (% 3.62) > B-LG AB (%3.55) seklinde siralamanin
yapilabilecegi belirtilmistir.
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b)

d)

Siit ve toplam kuru madde miktarlar1 bakimindan f-LG genotipinde olanlarin

ortalamasinin digerlerinden istatistik olarak farkli olmadig: tespit edilmistir.

Toplam yag ve yaga gore diizeltilmis siit miktarlarinin f-LG AA-CSN3 AA
genotip kombinasyonuna sahip hayvanlarda siitlerinde diger genotip
kombinasyonlarindakilerden hayvanlarin siitlerindekinden daha fazla oldugu

belirtilmistir.

Yag ve protein oraninin f-LG AA-CSN3 AB genotip kombinasyonuna sahip
hayvanlarda diger genotip kombinasyonlarindaki hayvanlardan daha fazla
oldugu belirtilmistir. Ancak, bu genotip kombinasyonuna sahip ineklerin giinliik
siit verimi buna bagli olarakta protein ve yag veriminin diisilk olmasi bu

istiinliiklerini tartisilabilir kildig1 da vurgulanmastir.

Siit verimi, siitteki protein ve yag orani, toplam yag ve yaga gore diizeltilmis st
miktari, toplam kuru madde miktar1 gibi kriterler géz oniline alindiginda genel
olarak CSN3 AA-LGB AA genotip kombinasyonuna sahip hayvanlarin iistiin
oldugu belirtilmistir.
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Cizelge 2.1 p-LG tiplerinin tespit edildigi sigir irklar1 ve gen frekanslari

Tip Tiir ve Ulke | Irk (Gen frekans1 ) B allelinden farki | Kaynak
Shorthorn (0,11)
4 B. taurus Guernsey (0,22) Gly (64) — Asp | Aschanburg and Drewry
Ingiltere Siyah Alaca (0,40) Ala (118) — Val 1955, 1957
Ayrshire (0,31)
Shorthorn (0,89)
B B. taurus Guernsey (0,78) Aschanburg and Drewry
Ingiltere Siyah Alaca (0,60) 1955, 1957
Ayrshire (0,69)
B. taurus . Bell 1962
¢ Avusturalya Jersey Gln (59) — His Bell and Mckenzie 1964
g;;g::us Montbeliarde (0,02) Gronsclaude et al. 1966
D Glu (45) — GIn
B.taurus Kirmiz1 Alaca, Meyer 1966
Almanya Esmer, Highland
B. taurus x Gly (64) — Asp
Dr B. indicus Droughtmaster Ala (118) — Val | Bell et al. 1966, 1970
Avusturalya Asp (28) — Asn
Dyak ﬁ'ei; unniens Gronsclaude et al. 1976
E B - Glu (158) — Gly
E Javameus Bell et al. 1981
Avusturalya
B.javanicus Glu (158) — Gly
F Avusturalya Pro (50) — Ser | Bell et al. 1981
Asp (130) — Tyr
B. javanicus Glu (158) — Gl
G A\}]usturalya Ile (78) — Met Y| Bell eral. 1981
Murnau-Werdenfelser Weil} et al. 1980
B. taurus Jersey, Buchberger et al. 1980
d Almanya SiyagAlaca X fle (56) = Leu Weil} et gl. 1982
Simental Krause et al. 1988
Ho | BIAs Sivah Alaca Davoli et al. 1987, 1988
Italya
[ | Btaurus i (0,014) Glu(108) > Gly | Erhardt er al. 1998
Polonya
B, tawrus Baranyi et ql. 1993
J(X) . Boz Irk Pro (126) — Leu | Godovac-Zimmermann
Macaristan
et al. 1996
B Italya Siyah Alaca (0.59) Aleandri ef al. 1990
B Macaristan Boz Irk (0.75) Baranyi et al. 1993
B ABD Siyah Alaca (0.64) Bobe et al. 1999
B Arjantin Siyah Alaca (0.57) Bonvilliani ef al. 2000
B Yunanistan Siyah Alaca (0.48) Tsiaras ef al. 2005
B Slovakya Slovak Benekli (0.40) Michalcova and Krupova 2007
B | lsvigre f;g:glglrﬁ?zgg%)s . Hallen ef al. 2008

16




2.4.2 CSN3 lokusunda yapilan biyokimyasal genetik ¢alismalar

Sigirlarda  CSN3 polimorfizmi polimorfik yapida oldugu belirlenen en son siit
proteinidir. Mercaptoetanol gibi kimyasal maddelerin kullanilmasiyla CSN3 protein
molekiiliinde yer alan disiilfid (S-S) baglar1 kirilabilmekte ve biyokimyasal genetik
calismalarla farkli CSN3 tipleri belirlenebilmektedir. Yapilan ilk ¢alismalarda x-kazein
proteininin yaygin bulunan 4 ve B tipleri iizerinde durulmustur (Neelin 1964). Daha
sonra yapilan c¢ok sayidaki arastirma sonucunda 12 farkli CSN3 tipi belirlenmis ve
aralarindaki filogenetik iliskiler Sekil 2.8’de gosterilmistir. Cizelge 2.2°de de CSN3

tiplerine iligkin ¢aligmalar 6zetlenmistir.

= B
- - B -
= E - T
F o
O B = F
\ o3
\ = H
I

Sekil 2.8 CSN3 tipleri arasindaki filogenetik iliski (Formaggioni et al. 1999)

Yapilan caligmalarda genellikle CSN3 polimorfizmi ile siit liretimi ve peynir yapimi
arasindaki cesitli iliskilerin belirlenmesi tizerinde durulmustur. Bu amacla, Ikonen

(2000) tarafindan yapilan arastirmada asagidaki sonuclar elde edilmistir.

a) CSN3 polimorfizminin siitteki protein miktar: tizerine etkisi ¢ok belirgin oldugu
ifade eden arastirict CSN3 B allel geninin bulundugu genotiplerde siitteki -
kazein (protein) miktarimin arttigmi, CSN3 E allel geninin bulundugu

genotiplerde ise siitteki x-kazein miktarinin azaldigini bildirmistir.

b) CSN3 polimorfizminin siit pihtilasma 6zellikleri (MCP) iizerine olan etkisinin

cok belirgin oldugu; CSN3 B allel geninin bulundugu genotiplerin siitlerinin
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d)

a)

pihtilagsma 6zelliklerinin daha 1yi, buna karsilik CSN3 E allel geninin bulundugu
genotiplerin siitlerinin pihtilasma 06zelliklerinin ise daha kotii oldugu tespit

edilmistir.

CSN3 AB genotipine sahip sigir siitlerindeki kuru madde miktarinin CSN3 A4,
CSN3 AE ve CSN3 EE genotiplerine sahip olan sigir siitlerindekine oranla daha

fazla oldugu saptanmistir.

Siitteki protein miktarinin CSN2 ve CSN3 genotip kombinasyonlarina bagh
olarak biiyiik degiskenlik gosterdigi ifade edilmistir. Protein iceriginin CSN3 B
allel geninin bulundugu CSN2 A4;4,-CSN3 BB, CSN2 A;A;-CSN3 AB ve CSN2
A;A,-CSN3 AB genotip kombinasyonlarinda en yiiksek, buna karsilik CSN3 E
allel geninin bulundugu tiim genotip kombinasyonlarinda ise en diisiik miktarda
oldugu bildirilmigtir. Siit miktarinin; CSN2 A,A> CSN3 AB genotipine sahip
sigirlarda CSN2 A,A; CSN3 AA ve CSN2 A;A, CSN3 AE genotiplerinde olan
sigirlardakinden 100 kg daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Yapilan literatiir ¢caligsmas1 sonucunda genel olarak, CSN3 B allel genine sahip sigirlarda
stit, siitteki protein ve kazein miktarinin yiiksek oldugunu bildiren aragtirmalar
bulunmaktadir (Barroso et al. 1998, Strzalkowska et al. 2002, Tsiaras et al. 2005).
Ayrica, CSN3 B allel genine sahip olan sigirlarin siitlerinden yapilan peynirlerde
mayalanma siiresinin kisaldigini (Martin et al. 2002) ve iiretilen peynirlerin kalitesinin

oldukea yiiksek oldugunu (Hallén et al. 2008) bildiren arastirmalara da rastlanilmistir.

Strzalkowska et al. (2002), tarafindan yapilan calismada 102 baslik Polonya Siyah
Alaca populasyonunda CSN3 lokusunda tespit edilen polimorfizmin ¢esitli 6zelikler

tizerine olan etkileri arastirilmistir. Bu arastirmada;

Giinliik siit tiretiminin CSN3 A4 genotipindeki hayvanlarda diger genotiplerdeki
hayvanlara gore daha yiiksek oldugu ve CSN3 44 ve CSN3 AB genotipli
hayvanlar arasindaki farkin (P <0.01) 1.8 kg’a kadar ulastig1,
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b)

d)

Yaga gore diizeltilmis siit veriminin CSN3 BB genotipli hayvanlarda diger
genotiplerdeki hayvanlara gore fazla oldugu (P < 0.01) ve bunun nedeninin
CSN3 BB (CSN3 BB (% 5.10) > CSN3 AB (% 4.62) > CSN3 AA ( 4.56))

genotipli hayvan siitlerinin daha fazla yag i¢germesi oldugu,

Siitteki yag oraninin CSN3 BB genotipindeki hayvanlarda daha fazla olmasina
bagli olarak ayn1 zamanda, bu genotipteki hayvanlarin siitlerindeki toplam kuru
madde oranimnin da diger genotiplerdeki hayvanlarin siitlerindekine oranla

yaklasik olarak % 0.6 daha yiiksek oldugu (P <0.01),

CSN3 AA genotipindeki hayvanlarin siitlerindeki laktoz igeriginin CSN3 AB
genotipindeki hayvanlarin siitlerindekinden % 0.08, CSN3 BB genotipindeki

hayvanlarin siitlerindekinden ise % 0.16 daha ytiksek oldugu,

Protein igerigi bakimimdan CSN3 genotipleri arasindaki farkliligin % 0.2°ye

kadar ulastig1, ancak farkliliklar istatistik olarak dnemli olmadig,

Giinliik siit verimi, siitteki toplam yag, protein ve laktoz oranlari ile bunlarin
giinliik miktarlar1 gibi ¢esitli kriterler bakimimndan CSN3 genotipleri arasinda
CSN3 BB > CSN3 AA > CSN3 AB seklinde siralamanin yapilabilecegi
belirtilmistir.
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Cizelge 2.2 CSN3 tiplerinin tespit edildigi sigir irklar1 ve gen frekanslar

Tip Tiir ve Ulke Irk (Gen frekans1) Farklilik Kaynak
B. taurus .
Kanada Neelin 1964
5 vaurus A B | Schmidt 1964
AveB Bt Siyah Alaca Thr (136) — Ile
- aurs Asp (148)—Ala | MacKinlay and Wake 1964
Avusturya
B. taurus .
ABD Woychik 1964, 1965
c B. taurus Gri Alpin (0,007) B C Di Stasio and Merlin 1979
Italya Esmer Arg (97) — His | Mariani, 1983
2 B. taurus B B’ .. .
B Rusya Tle (153) — Thr Gorodetskij and Kaledin, 1987
B. taurus Angler (0,029), A E | Erhardt and Senft, 1989
E | Almanya Kir. Alaca (0,023), Ser (155) — Gly | Erhardt 1989
Siyah Alaca (0,06)
B. taurus A F .
F Rusya Yakut Asp (148) —Val Sulimova et al. 1992
B. taurus . A F
F Finlandiya Ayrshire (< 0,001) Arg (10) — His Ikonen et al. 1996
B. grunniens A G .
G Rusya Asp (148) —Ala Sulimova et al. 1996
B. taurus A G
G Avusturya, Pinzgauer (0,003) Arg (97) — Cys Erhardt 1996
Almanya
Az B.indicus Zebu Grosclaude et al. 1974
Madagaskan
" I Almanya Pinzeauer Thr (133) — lle Prizenberg and Erhardt 1998
B. taurus x & Prizenberg et al. 1999
B. indicus
Namibya
It g t.aZ}.’uS . A I Prizenberg and Erhardt 1998
- nareis Ser (104) —Ala | Prizenberg et al. 1999
Namibya
B. indicus, Boran, .
A(l) B. taurus x Boran x N’Dama, gﬁ;ezgeig a?d ZE?;ZI; 1999
B. indicus Siyah Alaca x Sahival enbetg et ar.
B. taurus B ]
J Fildisi sahi. Baoulé (0,02) Mahé et al. 1999
Burkine Faso Ser (135) —Arg
A Italya Siyah Alaca (0.75) Aleandri et al. 1990
A Macaristan Boz Irk (0.64) Baranyi et al. 1993
A ABD Siyah Alaca (0.82) Bobe et al. 1999
A Arjantin Siyah Alaca (0.94) Bonvilliani et al. 2000
A Yunanistan Siyah Alaca (0.48) Tsiaras et al. 2005
A Slovakya Slovak Benekli (0.60) Michalcova and Krupova 2007
A Isvigre Siyah Alaca (0.77) Hallen et al. 2008

Isve¢ Kirmuzist (0.72)
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2.4.3 f-LG ve CSN3 lokuslarinda Tiirkiye’de yapilan biyokimyasal genetik
calismalar

Tiirkiye yerli sigir irklarinda siit protein polimorfizminin belirlenmesine yonelik olarak
rastlanilan ilk calisma Ustdal (1980) tarafindan yapilmistir. S6z konusu calismada 222
bas Giliney Anadolu Kirmizisi, 185 bas Yerli Kara ve 170 bag Dogu Anadolu Kirmizisi
ki sigirda ¢esitli siit protein lokuslart bakimindan polimorfizmin belirlenmesine
calisilmigtir. Yapilan kaynak arastirmasit sonucunda, Tiirkiye’de yetistirilen sigir
irklarinda ¢esitli lokuslar bakimindan siit protein polimorfizminin biyokimyasal genetik
yontemler kullanilarak belirlenmesi amaciyla yapilan ¢ok sayida arastirmaya
rastlanilmistir. Bu aragtirmalarda hesaplanan f-LG B ve CSN3 A gen frekanslar Cizelge

2.3’de verilmistir.

Karakdy Tarim Isletmesi Miidiirliigii’nde yetistirilen 210 bas Jersey s1gir1 populasyonun
B-LG ve CSN3 lokuslar1 bakimindan Hardy-Weinberg dengesinde oldugu ve ilk
laktasyon siit verimi bakimindan genotip gruplar: arasindaki farkliligin 6nemli olmadig:

tespit edilmistir (Ozbeyaz vd. 1991).

Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nde yetistirilen Esmer, Siyah Alaca ve Simental
stirtilerinde giinliik ortalama siit veriminin CSN3 genotiplerine gore farklilik (p < 0.05)
gosterdigi (Dogru ve Dayioglu 1996), Esmer sigirlarda f-LG A4 genotipindekilerin siit
yag1 oraninin yiiksek oldugu (p < 0.01), Siyah Alaca ve Simental sigirlarinda arastirilan
tiim 6zellikler bakimindan (gergek siit verimi, 305 giinliik siit verimi, glinliik siit verimi,
laktasyon uzunlugu, gercek yag verimi, 305 giinliik yag verimi ve yag orani) f-LG B
alleli tagtyan genotiplerin daha iyi oldugu bildirilmistir (Dayioglu ve Dogru 1997).

Karakdy Tarim Isletmesi Miidiirliigii’nde yetistirilen 167 bas Jersey sigirinda f-LG ve
CSN3 lokuslarinin da dahil oldugu siit proteinleri polimorfizminden yararlanilarak,
farkli genotipler ile lizerinde durulan verim 6zellikleri arasinda herhangi bir iliskinin

tespit edilmedigi belirtilmistir (Sekerden vd. 1993).
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Tiirkiye’de yetistirilen 189 baslik (Kayseri Yem Bitkileri Arastirma Istasyonu 20 bas,
Yesilhisar ilgesi 17 bas, Malya Tarim Isletmesi Miidiirliigii 152 bas) Isvi¢re Esmeri sigir
populasyonun CSNISI, CSN2, f-LG ve CSN3 lokuslar1 bakimimndan Hardy-Weinberg
genetik dengesinde oldugu tespit edilmistir (Dogan vd. 1997).

Konya’da yetistirilen Yerli Kara (110 bas) sigirlardan toplanan drneklerle ¢alisilmis ve
populasyonun f-LG lokusu bakimindan Hardy-Weinberg genetik dengesinde olmadigi
saptanmistir (Boztepe et al. 1999).

Kahramanmaras Tarim Isletmesinde toplam 96 bas Siyah Alaca inegin 305 giinliik siit
verimi bakimindan S-LG genotiplerinin f-LG AB > p-LG AA = p-LG BB seklinde
siralanabilecegi tespit edilmistir. Laktasyon siiresi bakimindan f-LG genotiplerinin f-
LG AB > p-LG BB > p-LG AA, CSN3 lokusu bakimindan ise CSN3 A4 > CSN3 AB >
CSN3 BB seklinde bir siralamanin yapilabilecegi ifade edilmistir (Kaygisiz ve Dogan
1999).

Dogan ve Kaygisiz (1999) tarafindan Malya Tarim Isletmesinde 88 bas isvigre Esmeri
ineginden alman Orneklerle yapilan ¢alismada CSN1S1, CSN2, f-LG ve CSN3 lokuslari
tizerinde durulmustur. 305 gilinlik siit verimi ve laktasyon siiresi bakimindan
genotiplerin siralamasinin -LG lokusu bakimindan f-LG AB > p-LG BB > f-LG AA
seklinde, CSN3 lokusu bakimindan ise CSN3 A4 > CSN3 AB > CSN3 BB scklinde
gergeklestigi de bildirilmistir (Dogan ve Kaygisiz 1999).

Kazova Tarmm Isletmesinde 134 bas Simental inegi ile yiiriitiilen arastirmada ¢alisilan
CSNIS1, CSN2, p-LG ve CSN3 ile lizerinde durulan 305 giinliik siit verimi, yag, protein,
kazein, toplam kuru madde ve yagsiz kuru madde orani gibi 6zellikler arasinda herhangi

bir iliskinin bulunmadig: ifade edilmistir (Sekerden vd. 1999).

Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftligi'nde yetistirilen
Siyah Alaca ve Isvigre Esmeri siiriilerinde sirasiyla 99 ve 145 bas inekle yiiriitiilen

calismada, S-LG tipleri ile siitteki toplam kuru madde (p < 0.05), yag (p < 0.01),
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kalsiyum (p < 0.05) ve fosfor (p < 0.05) bilesenleri arasindaki iligkilerin 6nemli oldugu
bildirilmistir (Celik 2003).

p-LG ve CSN3 lokuslarimin da dahil oldugu siit proteinleri polimorfizminden
yararlanilarak, Tirkiye yerli sigir wrklar1 arasindaki filogenetik iligkilerinin ortaya
konmasina calisilmistir. Dogu Anadolu Kirmisizi ile Yerli Kara sigir irklarinin diger
irklara oranla birbirlerine daha benzer genetik yapida olduklari ifade edilmistir (Cabuk

2004).

Bursa ilinde yetistirilen toplam 203 Siyah Alaca sigir1 populasyonunun S-LG lokusu
bakimindan Hardy-Weinberg genetik dengesinde oldugu, CSN3 lokusu bakimindan ise
Hardy-Weinberg genetik dengesinde olmadig1 tespit edilmistir (Oner and Elmac1 2006).

Cizelge 2.3 Tiirkiye’de yetistirilen si8irlarda f-LG B ve CSN3 A gen frekanslari

Gen frekanslari
Irk FLG B CSN3 A Kaynak
GAK 0.55 0.53 .
Yerli Kara 0.56 0.55 Ustdal 1980
Jersey 0.49 0.73 Ozbeyaz vd. 1991
Jersey 0.57 Sekerden vd. 1993
Siyah Alaca 0.13 - <
isvicre Esmer 0.28 Dogru ve Dayioglu 1996
Isvigre Esmer 0.59
Siyah Alaca 0.70 Dayioglu ve Dogru 1997
Simental 0.58
Isvigre Esmeri 0.50 0.52 Dogan vd. 1997
Yerli Kara 0.77 Boztepe et al. 1999
Siyah Alaca 0.48 0.68 Kaygisiz ve Dogan 1999
Isvigre Esmeri 0.47 0.86 Dogan ve Kaygisiz 1999
Simental 0.53 0.80 Sekerden vd. 1999
Siyah Alaca 0.73 .
Isvigre Esmeri 0.56 Celik. 2003
Yerli Kara 0.62 0.70
GAK 0.66 0.43
DAK 0.65 0.67 -abuk 2004
Boz Irk 0.56 0.60
Siyah Alaca 0.43 0.71 Oner and Elmaci 2006
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2.5 f-LG ve CSN3 Lokuslarinda DNA Seviyesinde Yapilan PCR-RFLP Calismalar

Yapilan kaynak arastirmasi sonucunda, rastlanilan arastirmalarda genel olarak genotip
ve gen frekanslar1 hesaplanmis, genotip ve genler ile ¢esitli 6zellikler arasinda genetik
iligkilerin belirlenmesine ¢alisilmistir. Cizelge 2.4’de f-LG B ve CSN3 A gen frekanslari

verilen arastirma sonuglari asagida kisaca 6zetlenmistir.

Kanada suni tohumlama bogalarinda (641 Siyah Alaca, 132 Ayrshire, 20 Jersey) f-LG
ve CSN3 lokuslari iizerinde durularak, bogalarin se¢iminde kullanilan ydntemlerin
calisilan siit protein lokuslarindaki gen frekanslarinin dagilimi iizerine onemli bir

etkisinin olmadigi ifade edilmistir (Sabour et al. 1992).

Israil’de yetistirilen 112 bas Siyah Alaca bogalarmin S-LG ve CSN3 lokuslari
bakimindan Hardy-Weinberg dengesinde oldugu tespit edilmistir (Ron et al. 1994).

Polonya Siyah Alaca (102) populasyonunda CSN3 ve S-LG lokuslar1 bakiminda tespit
edilen polimorfizmin ¢esitli 6zelikler lizerine olan etkileri arastirilmistir (Strzalkowska

et al. 2002).

Brezilya’da 79 bas Nelore, 30 bag Canchim, 30 bas Simmental ve 245 bas Angus
sigirlarinda f-LG ve CSN3 lokuslart bakimindan tespit edilen polimorfizmlerin biiyiime

ve karkas ozellikleri tizerine etkilerinin olmadigi bildirilmistir (Curi et al. 2005).

Cek Fleckvieh populasyonunda (440 bas) CSNISI, CSN2, p-LG ve CSN3 lokuslari
lizerinde durulmustur. Istatistik olarak ©nemli olmamakla beraber S-LG lokusu
bakimindan f-LG AA genotipindeki hayvanlarin siit ve protein miktarlar1 daha ytiksek
olmasina karsilik, f-LG AB genotipindeki hayvanlarin siitlerinde protein oraninin daha
yiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica, s6z konusu c¢alismada CSN3 BB
genotipindekilerin siitlerinde yag ve protein oraninin yiiksek oldugu da bildirilmistir

(Kucerova et al. 2006).
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Hindistan yerli irklarindan Sahiwal ve Tharparkar populasyonlarinda S-LG lokusu
bakimindan Sahiwal populasyonunun Hardy-Weinberg genetik dengesinde oldugu,
Tharparkar populasyonunun ise Hardy-Weinberg genetik dengesinde olmadigi tespit
edilmistir (Rachagani et al. 2006).

Hindistan’da yetistirilen Siyah Alaca ve Jersey melezlerinde f-LG ve CSN3 lokuslari
bakimindan genotip ve gen frekanslar1 tahmin edilmistir. Arastirma sonucunda

hesaplanan genotip ve gen frekanslar1 Cizelge 2.4 te gdsterilmistir (Patel ez al. 2007).

Cizelge 2.4 DNA seviyesinde PCR-RFLP yontemi kullanilarak yapilan ¢aligmalarda tespit
edilen f-LG B ve CSN3 A4 gen frekanslari

Gen frekanslari

Ulke Irk Kaynak
p-LG B CSN3 A

Siyah Alaca 0.55 0.86
Ayrshire 0.59 0.78

Kanada Sabour et al. 1993
Jersey 0.32 0.08
Siyah Alaca 0.58 0.89

Israil Siyah Alaca 0.48 0.89 Ron et al. 1994

Polonya Siyah Alaca 0.63 0.77 Strzalkowska et al. 2002
Nelore, Canchim

Brezilya ) 0.74 0.81 Curi et al. 2005
Simmental, Angus

Cek Cumbhuriyeti Fleckvieh 0.49 0.60 Kucerova et al. 2006

o Sahiwal 0.83 )

Hindistan Rachagani ef al. 2006
Tharparkar 0.61
Siyah Alaca melezi 0.74 0.72

Hindistan ) Patel et al. 2007
Jersey melezi 0.70 0.52
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Hayvan materyali

Bu tez ¢aligmasinda, T.C. Tarim ve Kdoyisleri Bakanligi Tarim Isletmeleri Genel
Miidiirliigii (TIGEM) ne bagh Bala ve Ceylanpinar Tarim Isletmeleri Miidiirliiklerinde

2005 ila 2007 yillart arasinda yetistirilen 167 bas Siyah Alaca sigira ait kan 6rnegi
materyal olarak kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Siyah Alaca si181ir kan 6rneklerinin alindigi il, isletme ve 6rnek genislikleri

il Isletme Ornek genisligi
Ankara Bala Tarim Isletmesi Miidiirliigii 60 Erkek
18 Disi
Sanlurfa | Ceylanpinar Tarim Isletmesi Miidiirliigii 89 Disi
Toplam 167
3.1.2 Aracg ve gerecler

Arastirma Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Biyometri ve Genetik
ABD Genetik Laboratuari’nda yiriitilmistiir. Mevcut laboratuar bu ve benzeri
aragtirmalarm ytritiilebilmesi i¢in gerekli alt yapiya sahiptir. Bu ¢aligmada kullanilan

ara¢ ve gereclerin listesi Cizelge 3.2°de verilmistir.

3.1.3 Tampon ¢ozeltiler
DNA molekiillerinin izolasyonu, PCR optimizasyonlarinin yapilmasi, restriksiyon

enzimi ile muamele edilmesi, agaroz jellerinin hazirlanmasi ve elektroforez islemlerinin

yapilmasinda kullanilan ¢ozeltiler Cizelge 3.3’de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Arag ve gereglerin listesi

Adi1 (model)

Calismada kullanim amaci

Bidestile Saf Su Cihaz1 (Biichi Fontavapor 285)
Ultra Saf Su Cihazi (Sg Ultra Clear Basic)

DNA izolasyonu ve PCR reaksiyonlari igin
kullanilan tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

pH metre (Orion 420)

Tampon ¢dzeltilerin hazirlanmasi i¢in gerekli
pH’nin belirlenmesi

Otoklav (Hyrama)

Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu

NanoDrop Spectrofotometre (ND 1000)

DNA o6rneklerinin yogunluk ve saflik
derecelerinin belirlenmesi

Calkalayicili Sicak Su Banyosu (Kotterman)

DNA izolasyonu

Isiticili Manyetik Karigtirici (Janke& Kunkel KG)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Calkalayici-Vortex (Julabo Paramix3)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmas1 ve DNA
izolasyonu

Santrifiij (NUVE NF1215 5000 rpm)
Mikro Santrifiij (SIGMA 1-15, 14.000 rpm)
Mikro Santrifiij (HERMLE Z 231M, 15.000 rpm)

DNA izolasyonu ve PCR asamalarinda 6rneklerin
santrifiij edilerek ¢oktiiriilmesi

Sogutmali Santrifiij
(Thermo I. M. Rf 8467 0260, 16.800 Rpm, 30.000 g)

DNA izolasyonu sirasinda drneklerin bozulmadan
santrifiij edilmesi

Hassas Terazi (Sartorius 200 G)
Dijital Hassas Teraziler (Sartorius R 200 ve D 1000G)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda sarf
malzemelerin tartiimasi

Gradient Thermal Cycler 96 Ornek. (Biorad-My Cycler)
Thermal Cycler 25 Orneklik (Techne TC 312)

PCR ile lokuslarin gogaltiimasi

Yatay Agaroz Jel Elektroforez Takimlar1 (Thermo)
Dikey PAGE Jel Elektroforez Takimlari (HSI 2000)

DNA izolasyonu ve PCR {irlinlerinin tespit
edilmesi, restriksiyon sonucu elde edilen bant
modellerinin jelde belirlenmesi

Gii¢ Kaynaklari
(HSI 2500 DC, Bimetra P25, Bio Rad Model 200/2.0)

Elektroforez sistemlerinin elektrik ortamlarinin
saglanmast

Jel Goriintilleme ve Analiz Sistemi
(Kodak Gel Logic 200)

DNA izolasyonu, PCR iiriinleri ile RFLP
lokuslarin jelde goriintiilenmesi ve bilgisayar
ortamina aktarilmasi

Termal Yazici (Sony Digital Graphic Printer Up-D895)

DNA izolasyonu, PCR iiriinleri ile RFLP
lokuslarin arsivlenmesi i¢in baski yapilmasi

Mikro Dalga Firini (Argelik MD 500)

Agaroz jellerin hazirlanmasi

UV Transilluminator (Vilber Lourmat)
UV Lambasi ve Gozliikleri
(Mineralight Lamp UV-254/366 Nm)

DNA izolasyonu ve PCR iiriinlerinin 6n
denemelerinin agaroz jel elektroforez ayrimi
sirasinda kontrollerinin yapilmasi

Derin Dondurucu (Rua Instruments, -80 C°)
Derin Dondurucu (Argelik, -25)
Derin Donduruculu Buzdolabi (Argelik, ( -25) — (+4)

Ornekler ile bazi sarf malzemelerin saklanmasi

Steril DNA izolasyon Kabini (Metisafe Class II)

DNA izolasyonu ve PCR’larin steril bir ortamda
yapilmasi

Ceker Ocak (Metisafe Class II)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmast
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Cizelge 3.3 Tampon ¢ozeltilerin molaritesi, miktar1 ve icerikleri

Tampon Cozelti Molarite Miktar Icerik
032 M Sukroz
Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi 10.00 mM EDTA
5.00 mM MgCl,
. . N 75.00 mM NaCl
Fizyolojik Tampon Cdzeltisi 2500 mM EDTA
500.00 mM Tris-HC1
Lisis TE Tampon Cozeltisi 20.00 mM EDTA
10.00 mM NaCl
. 10.00 SDS
SDS Soliisyonu (% 10) 100.00 ﬁlililitreye tamamlanir Deiyonize bdH,O
o 10.00 mM Tris
TE Tampon Cozeltisi 1.00 mM EDTA
o e 3.51 NacCl
6M NaCl Cozeltisi 10.00 gmililitreye tamamlanir Deiyonize bdH,0
5.00 ml Gliserol
DNA Yiikleme Tampon Cozeltisi %28 21 Elr)ovlrn Afenol
1.50 ml Deiyonize bdH,0O
108.00 g Tris
10 X TBE Elekrtroforez / 55.00 g Borik Asit
Jel Stok Tampon Cozeltisi 40.00 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
1.00 litreye tamamlanir Deiyonize bdH,O
1 X TBE Elekrtroforez / 200.00 ml 10 X TBE
Jel Tampon Cozeltisi 2.00 litreye tamamlanir Deiyonize bdH,0O
. 0.50 ul Hphl / Hindlll
Hphl ‘/ HdeH et 1.00 pl Tampon B
Restriksiyon Cozeltileri 8.50 wl Deiyonize bdH,0
1.00 pl Genomik DNA
2.50 pl 10 X PCR tamponu
2.50 pl 10 x ANTP (0.6 mM)
F-LG PCR Stok Tampon Cozeltisi 2.00 pl MgCl, (1.5 mM)
(25 ub 1.00 wl Ileri Primer
1.00 wl Ters Primer
0.20 ul Taq DNA polimeraz (1 U)
14.80 pl Deiyonize bdH,O
2.00 pl Genomik DNA
2.00 pl 10 X PCR tamponu
2.00 pl 10 x ANTP (0.2 mM)
CSN3 PCR Stok Tampon Cozeltisi 1.50 wl MgCl, (1.5 mM)
(20 pl) 1.00 pl Tleri Primer
1.00 pl Ters Primer
0.20 ul Taq DNA polimeraz (1 U)
10.30 pl Deiyonize bdH,0
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3.2 Yontem

3.2.1 Kan orneklerinin alinmasi

Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Biyometri ve Genetik Anabilim
Dal1 Genetik Laboratuari’nda yiiriitiilen bu ¢alismada kullanilan kan 6rnekleri, 10 ml’lik
EDTA’L tiiplere, steril ve tek kullanimlik igneler ile vena jugularis’ten alinmistir.
Hayvanlardan alinan kanlar soguk zincirde laboratuara getirilmistir ve genomik DNA

izolasyonlar1 yapilincaya kadar +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.2 Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA molekiiliiniin izolasyonunda Miller et al. (1988) tarafindan bildirilen
DNA izolasyon protokolii laboratuar ortaminda optimize edilmis ve asagidaki sekilde

uygulanmustir.

1. +4 °C’de muhafaza edilen kan 6rnekleri oda sicakliginda (23-25 °C) bekletilmistir.

2. Her bir kan 6rneginden 500 pl alinarak 1.5 ml’ lik ependorf tiip icine konulmustur.

3. Orneklerin iizerine 1.000 ul Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.3) ilave
edilmis, kisa bir siire vorteksle karistirilarak 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

4. Bekletme siiresinin sonunda 6rnekler 3.000 rpm de 10 dk santrifiij edilmistir.

5. Ependorf tiiplerin iist kisminda toplanan sivi kisim (siipernatant) dikkatli bir sekilde
uzaklastirilmigtir. Dipte kalan peletlerin (hiicre kismi) rengi gozlenerek peletlerin
rengi beyaz olana kadar Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi ile tekrar (en fazla 3
defa) muamele edilmistir.

6. Peletlerin tizerine 1.000 pl Fizyolojik Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.3) eklenmis ve
kisa bir siire karistirilmistir.

7. Ornekler 3.000 rpm de 10 dk santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda sivi kisim
dikkatli bir sekilde tekrar uzaklastirilmistir.

8. Peletlerin iizerine 600 pl Lisis TE Tampon Céozeltisi (Cizelge 3.3) eklenmis ve

peletlerin iyice ¢dzlinmesi saglanmistir.
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10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Coziilen peletlere 100 pl % 10’ luk SDS soliisyonu (Cizelge 3.3) ve 5 pul proteinaz
K (10 mg/ml) eklenerek hafifce karistirilmis ve 65 °C’de 1,5 saat su banyosunda
tutulmustur. inkiibasyon siiresince her 15 dk bir elle hafifce karistirilmstir.
Inkiibasyondan ¢ikarilan 6rneklerin iizerine 200 pl 6M NaCl Cozeltisi (Cizelge 3.3)
eklenmis ve 15 dk vorteksle iyice karistirilmistir.

Ornekler 11.000 rpm de 10 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda istte kalan ve DNA molekiillerini iceren sivi kisim yeni bir
ependorf tiip icine konmustur.

Ornekler 10.000 rpm de 5 dk tekrar santrifiij edilmis ve yine iistte kalan s1vi kisim
yeni bir ependorf tiip i¢ine alinmustir.

Ornekler {izerine drnek hacminin iki kati hacimde (yaklasik 1.000 pl) % 99,9’luk
etil alkolden (-20 °C’de muhafaza edilen) ilave edilmistir.

Etil alkol ilave edildikten sonra ependorf tiipli DNA iplikgikleri kiimelesinceye
kadar 4-5 kez hafifce elle ¢alkalanmustir.

Kiimelesen DNA iplik¢iklerinin tiipiin dibine ¢dkmesi i¢in tiip 10.000 rpm de 5 dk
santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda etil alkol uzaklastirilarak tiipin dibine ¢O0kmiis olan DNA
peletinin tizerine 1.000 ul % 70’ lik etil alkol ilave edilerek 10.000 rpm de 5 dk
santrifiij edilmistir.

Santrifiij isleminden sonra tiipiin iistiinde yer alan alkol uzaklagtirilmistir.

Tiip i¢indeki alkoliin tamamen uzaklagmasini saglamak amaciyla drnekler c¢eker
ocak i¢inde kurumaya birakilmistir.

Tamamen kuruyan ornekler iizerine 100 pl TE Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.3)
ilave edilmis olup, DNA peletinin ¢6ziilmesi i¢in bir gece buzdolabinda +4 °C’ de
bekletilmigtir.

Genomik DNA izolasyonunun miktar ve saflik kontrollerinin yapilmasinda
NanoDrop Spektrofotometre (ND 1000)’den yararlanilmis ve elde edilen veriler
bilgisayar ortamina aktarilmistir.

Orneklerden izole edilen genomik DNA molekiillerinin tek parca olup
olmadiklarimin (kirilip kirtlmadigi) kontrolleri % 2’ lik agaroz jellerinde yapilmistir.
Spektrofotometre dlglimleri sonucunda 260/280 dalga boylarinda 1,8-2,0 saflik ile

miktar olarak 50 ng / pl degerinin iizerinde bulunan ve ayrica % 2’ lik agaroz
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jellerinde tek parca oldugu tespit edilen her bir 6rnege ait DNA molekiilleri PCR

islemi yapilincaya kadar +4 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.2.3 f-LG geninin PCR ile ¢ogaltilmasi

p-LG geninin PCR ortaminda c¢ogaltilmast amaciyla Wilkins and Kuys (1992)
tarafindan bildirilen yontem arastirmanin yuriitiildiigi laboratuar kosullarina adapte
edilmistir (Cizelge 3.3). f-LG ¢ogaltilmasi icin asagida verilen ileri ve ters primerler

kullanilmistir.

lleri (forward) primer : 5> ACC TGG AGA TCC TGC TGC AGA AATG 3’
Ters (reverse) primer : 5° CAT CGA TCT TGA ACA CCG CAGGGAT 3’

Genomik DNA disindaki tiim bilesenlerin bulundugu f-LG PCR Stok Tampon
Cozeltisi (Cizelge 3.3), her seferde incelenecek drnek sayisi ile orantili olacak sekilde
steril 1,5 ml’lik ependorf tiipii iginde hazirlanmistir. 1 pl 6rneklere ait genomik DNA’lar
0.2 mI’lik PCR tiiplerine konulduktan sonra f-LG PCR Stok Tampon Cozeltisi’nde
her bir 6rnek i¢in 24 pl alinarak 0.2 ml’lik PCR tiiplerine dagitilmistir. Daha sonra PCR
tiiplerinin kenarlarina yapismis olan kismu dibe ¢oktiirmek i¢in bu karisim 3-5 sn.
mikrosantrifiijde 3.500 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucunda i¢inde
orneklerin bulundugu 0,2 ml’lik PCR tiipleri PCR cogaltimlarinin yapildigi termal
cycler cihazina yerlestirilmistir. BLG geninin ¢ogaltilmasinda Wilkins and Kuys (1992)
tarafindan bildirilen f-LG lokusu PCR programi uygulanmistir (Cizelge 3.4).

Elde edilen p-LG PCR firiinlerine, icerigi Cizelge 3.3’de verilen DNA Yiikleme
Tampon Cozeltisi’'nden 3-4 pl ilave edilerek % 2’ lik agaroz jellerinde, f-LG geninin
cogaltilip cogaltilmadigr kontrol edilmistir (Sekil 4.2). f-LG PCR iirlinleri Hphl
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile muamele edilmek iizere +4 °C’ de muhafaza

edilmistir.

31



Cizelge 3.4 p-LG lokusu i¢in PCR programi (Wilkins and Kuys 1992)

DNA eksenlerinin birbirlerinden ayrilmasi
(initial denaturation)
DNA eksenlerinin birbirlerinden ayrilmasi
(denaturation)
30 Primerin komplimenter kalip DNA ekseni bolgesiyle hibritlenmesi
dongii (annealing)
Uzerinde durulan DNA bdlgesinin sentezinin yapilmasi
(extension)
Uzerinde durulan DNA bélgesinin sentezinin son kez yapilmasi
(final extension)

94 °C » 3dk
94 °C » 1dk
61 °C —» 30 sn
72 °C —» 25 dk

72 °C » 5.dk

3.2.4 CSN3 geninin PCR ile cogaltilmasi

CSN3 geninin PCR ortaminda c¢ogaltilmasi amaciyla Pinder et al. (1991) tarafindan
bildirilen yontem laboratuar kosullarina adapte edilmistir (Cizelge 3.3). CSN3 geninin

PCR ile ¢ogaltimiasi i¢in asagida verilen ileri ve ters primerler kullanilmistir.

lleri (forward) primer  : 5> GTG CTG AG(T/C) AGG TAT CCT AG 3’
Ters (reverse) primer  : 5° GTA GAG TGC AAC AAC ACT GG 3’

Genomik DNA disindaki tiim bilesenlerin bulundugu CSN3 PCR Stok Tampon
Cozeltisi (Cizelge 3.3), her seferde incelenecek drnek sayisi ile orantili olacak sekilde
steril 1,5 ml’lik ependorf tiipii iginde hazirlanmistir. 2 pl 6rneklere ait genomik DNA’lar
0.2 ml’lik PCR tiiplerine konulduktan sonra CSN3 PCR Stok Tampon Cozeltisi’nde
her bir 6rnek i¢in 18 pl alinarak 0.2 ml’lik PCR tiiplerine dagitilmistir. Daha sonra PCR
tiiplerinin kenarlarina yapismis olan kismu dibe ¢oktiirmek i¢in bu karisim 3-5 sn.
mikrosantrifiijde 3.500 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucunda i¢inde
orneklerin bulundugu 0.2 ml’lik PCR tiipleri PCR cogaltimlarinin yapildigi termal
cycler cihazina yerlestirilmistir. CSN3 geninin ¢ogaltilmasinda Pinder ef al. (1991)
tarafindan bildirilen CSN3 lokusu PCR programi uygulanmistir (Cizelge 3.5).

Elde edilen CSN3 PCR irilinlerine, igerigi Cizelge 3.3’de verilen DNA Yiikleme
Tampon Cozeltisi’nden 3-4 pl ilave edilerek % 2’ lik agaroz jellerinde, CSN3 geninin
cogaltilip c¢ogaltilmadigi kontrol edilmistir (Sekil 4.3). CSN3 PCR iiriinleri Hindlll
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restriksiyon endoniikleaz enzimi ile muamele edilmek iizere +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

Cizelge 3.5 CSN3 lokusu i¢in PCR programi (Pinder ef al. 1991)

DNA eksenlerinin birbirlerinden ayrilmasi
(initial denaturation)
DNA eksenlerinin birbirlerinden ayrilmasi
(denaturation)
30 Primerin komplimenter kalip DNA ekseni bolgesiyle hibritlenmesi
dongii (annealing)
Uzerinde durulan DNA bélgesinin sentezinin yapilmasi
(extension)
Uzerinde durulan DNA bdlgesinin sentezinin son kez yapilmasi
(final extension)

95 °C » 5dk
95 °C - 1.dk
57 °C » 1 sn
74 °C —» 3 dk

72 °C - 5dk

3.2.5 Elektroforez

Orneklerin elektroforez islemi icin elektroforez ¢dzeltisi olarak Cizelge 3.3’te icerigi
verilen 1 X Elektroforez / Jel Tampon Cozeltisi kullanilmistir. Elektroforez ¢ozeltisi
once 10 X Elektroforez / Jel Stok Tampon Cozeltisi olarak hazirlanmistir (Cizelge
3.3). Hazirlanan bu stok cozelti deiyonize su ile 10 kati sulandirilarak (1 X TBE
Elektroforez / Jel Tampon Cozeltisi) hem jelin hazirlanmasinda hem de elektroforez
tampon ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. Jelin hazirlanmasi i¢in 100 ml, Elektrolit
Cozeltisi olarak da 1000 ml 1 X TBE Elektroforez / Jel Tampon Cozeltisi

kullanilmustir.

3.2.6 Agaroz jellerin hazirlanmasi

S-LG genotipleri % 2’ lik agaroz jellerinden yararlanilarak tespit edilmistir. Agaroz
jelleri 2 g agaroz (PRONA AGAROSE BASICA LE) tartilip 250 ml’ lik erlen mayerin
icine konmus ve iizerine 100 ml 1 X TBE Elektroforez / Jel Tampon Cozeltisi
eklenerek hazirlanmistir. Belirtilen ¢ozelti iginde agaroz iyice homojenize edildikten
sonra jel tampon ¢ozeltisi 2-5 dk mikro dalga firinda kaynatilmigtir. Jel kaynatildiktan
sonra lizerine 5 pl etidyum bromid ¢ozeltisi (10 mg etidyum bromid / ml deiyonize su)

ilave edilmistir. Hazirlanmis olan jel 8 x 20 x 0,8 cm ebatlarinda olan ve iizerinde 22

33




kuyucuklu tarak bulunan yatay konumdaki jel tablasina dokiilerek oda sicakliginda
sogumasi saglanmistir. Yaklagik 30 dk sonra tarak kuyulara zarar vermeden ve jeli
yirtmadan dikkatli bir sekilde ¢ikartilmistir. Hazirlanan jel 1 x TBE Elektroforez / Jel
Tampon Céozeltisi ile dolu olan yatay elektroforez tankina yerlestirilmistir. Jel tanka
yerlestirildikten sonra iizerini tamamen kaplayacak sekilde kadar 1 X TBE

Elektroforez / Jel Tampon Cozeltisi ilave edilmistir.
3.2.7 PCRiiriinlerinin jele yiiklenmesi

PCR iiriinlerinden 10 pl alinarak 0,2 pl’lik PCR tiiplerine konulmus ve iizerine 3-4 pl
DNA Yiikleme Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.3) eklenmistir. Orneklerin jele
ylklenmesinden 6nce PCR iirlinlerinin tiiplerin kenarlarina bulagmis olma ihtimalini
azaltmak icin bu karisim 3-5 sn mikrosantrifiijde 3.500 rpm’de santrifiij edilmistir. Daha
sonra bu karigim kuyulara dikkatli bir sekilde yiiklenmistir. PCR iirlinlerinin
biiyiikliiklerinin tahmin edilebilmesi i¢in 50 b¢’lik (Fermentas® GeneRuler SMO241)
standart DNA markeri (DNA ladder) yiiklenmistir. Elektroforez islemi 85 V/cm’de

yaklagik olarak 1 saat sonra tamamlanmustir.
3.2.8 f-LG PCR iiriinlerinin Hphl restriksiyon enzimi ile muamele edilmesi

Elektroforez sonunda 961 bg’lik bantlarin elde edildigi drneklere ait PCR iiriinleri Hphl
(Fermentas® ER1101) (Fermentas®) restriksiyon enzimi ile muamele edilmistir.
Caligmada 10 {inite/ul konsantrasyonundaki 300 U Hphl restriksiyon enzimi
kullanilmistir. Hphl restriksiyon enzimi asagida verilen niikleotid siralarini tantyarak bu

bolgelerden yapiskan uglu (sticky, cohesive) kesim yapmaktadir.

5'....GGTGA(N)s)....3'  Hphl 5. GGTGA(N)s 3
3"....CCACT(N)71.....5' > 3. CCACT(N), N...5'

Restriksiyon enzim ile kesim islemi bir 6rnek i¢in toplam hacmi 10 pl olacak sekilde

hazirlanmustir. igerigi Cizelge 3.3°de verilen bu 10 ul Hphl Restriksiyon Cozeltisi 15
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ul PCR iirtinlerinin tizerine eklenmistir. Hphl kesim ¢ozeltisi bir seferde kesilecek olan
ornek sayisiyla orantili olarak steril 1.5 ml’lik ependorf tiip i¢inde hazirlanmis ve her bir

PCR iiriiniiniin bulundugu tiipe 10’ar pl olacak sekilde dagitilmustir.

Uzerine Hphl kesim ¢ozeltisi eklenmis olan PCR fiiriinleri 37 °C’de 1 saat muamele
edilerek kesim islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra kesim {irlinlerinde genotiplerin
belirlenmesi icin, 3.2.5.1°de anlatildig1 sekilde % 2’lik agaroz jellerinde elektroforez

islemi gerceklestirilmistir.

3.2.9 CSN3 PCRiiriinlerinin HindIll restriksiyon enzimi ile muamele edilmesi

Elektroforez sonunda 874 bg’lik bantlarin elde edildigi orneklere ait PCR {irlinleri
Hindlll (Fermentas® ER0501) restriksiyon enzimi ile muamele edilmistir. Calismada
10 tnite/ul konsantrasyonundaki 300 U HindlIll restriksiyon enzimi kullanilmistir.
HindIll restriksiyon enzimi asagida verilen niikleotid siralarini taniyarak bu bolgelerden

yapiskan uglu (sticky, cohesive) kesim yapmaktadir.

5'....Al]AGCTT....3' HindIll 5. A + AGCTT....3
3...TTCGATA...5 > 3'... TTCGA ALY

Restriksiyon enzim ile kesim islemi bir 6rnek igin toplam hacmi 10 pl olacak sekilde
hazirlanmustir. Icerigi Cizelge 3.3 de verilen bu 10 ul HindlIll Restriksiyon Cozeltisi 10
ul PCR iiriinlerinin iizerine eklenmistir. HindlIll kesim ¢ozeltisi bir seferde kesilecek
olan 6rnek sayisiyla orantili olarak steril 1.5 ml’lik ependorf tiipii iginde hazirlanmis ve

her bir PCR {iriintliniin bulundugu tiiplere 10’ar ul olacak sekilde dagitilmistir.

Uzerine Hindlll kesim ¢dzeltisi eklenmis olan PCR iiriinleri 37 °C’de 1 saat muamele
edilerek kesim islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra kesim {irlinlerinde genotiplerin
belirlenmesi icin, 3.2.5.1°de anlatildig1 sekilde % 2’lik agaroz jellerinde elektroforez

islemi gergeklestirilmistir.
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3.2.10 Agaroz jellerindeki genotiplerin bilgisayar ortamina aktarilmasi

Elektroforez isleminden sonra jel {lizerindeki PCR-RFLP bant modelleri Jel
Goriintliileme Analiz Sistemi (Kodak Gel Logic 200) yardimiyla bilgisayar ortamina

aktarilmistir. Boylece, genotipler goriiniir hale getirilmistir.

3.2.11 B-LG genotiplerinin belirlenmesi

p-LG genotiplerinin belirlenmesi bilgisayar ortamina aktarilan bant modellerinden
yararlanilarak yapilmis ve sonuglar Cizelge 3.6’da verilmistir. Buna gore; f-LG AA
genotipinde olan sigirlar 741 bg ve 220 bg’lik iki banttan olusan bir model
olusturmaktadirlar. f-LG AB genotipinde olan sigirlar 741 bg, 220 bg, 166 bg ve 54
b¢’lik 4 banttan olusan bir model olusturmaktadir. f-LG BB genotipinde olan sigirlar ise
741 bg, 166 be ve 54 b¢’lik 3 banttan olusan bir model olusturmaktadir. Cizelge 3.6’da
goriildiigli gibi tiim genotiplerde meydana gelen 741 bg’lik bantin genotiplerin
ayiriminda herhangi bir ayirici gorevi bulunmamaktadir. Buna karsilik 220 b¢’lik bant
AA ve AB’yi BB’den ayirirken, 166 ve 54 bg’lik bantlar AA’yr AB ve BB’den
ayirmaktadir. Ayrica, f-LG lokusu bakimindan c¢ogaltilan DNA boélgesi, bu bolgede
bulunan Hphl restriksiyon enziminin kesim bolgeleri ve restriksiyon sonucu allellerde

beklenen RFLP haritast Sekil 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.6 f-LG genotiplerinin Hphl restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak
belirlenmesi (Wilkins and Kuys 1992)

- S-LG genotipleri
PCR lirtnd B-LG A4 B-LG AB B-LG BB
961 be 741 be 741 be 741 be
220 be 220 be
166 be 166 be
54 be 54 bg
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Hph I Kesim bolgesi HphlI
F. Primer R. Primer
—— A—
_‘_\I i E 3
| £/ 961 be I
77
A - Alleli
7 2
| 41 be 7 ; 220 be ;
77
B - Alleli
7 5
: 41 be e : 166 be i 4 be |
77

Sekil 3.1 f-LG genotiplerinin RFLP haritasi

3.2.12 CSN3 genotiplerinin belirlenmesi

CSN3 genotiplerinin belirlenmesi bilgisayar ortamina aktarilan bant modellerinden
yararlanilarak yapilmis ve sonuglar Cizelge 3.7’de verilmistir. Buna gore; CSN3 AA
genotipinde olan sigirlar 874 bg’lik tek bir banttan olusan bir model olusturmaktadirlar.
CSN3 AB genotipinde olan sigirlar 874, 521 ve 353 bg’lik 3 bant banttan olusan bir
model olusturmaktadir. CSN3 BB genotipinde olan sigirlar ise 521 ve 353 be¢’lik 2
banttan olusan bir model olusturmaktadir. CSN3 lokusu bakimindan ¢ogaltilan DNA
bolgesi, bu bolgede bulunan Hindlll restriksiyon enziminin kesim bolgesi ve

restriksiyon sonucu allellerde beklenen RFLP haritast Sekil 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.7 CSN3 genotiplerinin HindlIl restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak
belirlenmesi (Pinder ef al. 1991)

- CSN3 genotipleri
PCR iirini CSN3 AA CSN3 AB CSN3 BB
874 bg 874 be 874 be
521 be 521 be
353 bg 353 bg
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Hind IIT Kesim bolgesi

|etoctzag(t/c)aggtatectag|

Exon 4
| ggtcacaacaacgtgagatg|
< Cogaltilan DNA ( 874 bg ) 5
A - Alleli
| i 874 be .
o4
B - Alleli
L 521 bg LL ] 353 be ]
Vo4

Sekil 3.2 CSN3 genotiplerinin RFLP haritasi
3.2.13 istatistik analizler

Bala ve Ceylanpmar Tarim Isletmesi Miidiirliikleri’nde yetistirilen Siyah Alaca
populasyonlarinda f-LG ve CSN3 lokuslar1 bakimindan genotip ve gen frekanslari
hesaplanmistir. f-LG ve CSN3 lokuslar1 bakimindan muhtemel olan tiim genotipler
(heterozigot genotipler her iki homozigot genotipten de ayrildig1) elektroforez
ortaminda belirlendigi i¢in, gen frekanslarinin hesaplanmasinda gen sayma (counting
the number of genes) yontemi kullanilmigtir (Nei 1987). Bu yonteme bagh kalinarak i.

allelin frekansi (P;) ve i. allelin frekansinin standart hatasi (Sp;);

2/ +/5)

p=Eht )
2N
P(-P
SPi_ l( l)
2N
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Esitliklerinden hesaplanmistir. Bu esitliklerde;

P; : 1’inci allelin frekansim

N :1’inci allel bakimindan homozigot genotipli bireylerin sayisini
f : 1’inci allel bakimindan heterozigot genotipli bireylerin sayisini
N : Toplam birey sayisini

Spi :1’inci allelin frekansinin standart hatasini ifade etmektedir.

Bala ve Ceylanpmar Tarmm Isletmesi Miidiirliikleri’nde yetistirilen Siyah Alaca
populasyonlarinin f-LG ve CSN3 lokuslar1 bakimindan, Hardy—Weinberg genetik
dengesinde olup olmadiklar1 Khi-Kare ( ) testi ile kontrol edilmistir. Khi-Kare ( )

degeri;

s i)

X =22 4

e

esitliginden hesaplanmistir. Bu esitlikte;
* = Khi — kare degerini
f; = i. genotipin gozlenen frekansi

fi’=1i. genotip i¢in beklenen frekansi ifade etmektedir.

Elde edilen Khi-Kare ( y* ) degeri 1 serbestlik derecesine uygun tablo degeri ile

karsilastirilarak verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu boliim 3.2.2°de acgiklanan ydntem uygulanarak, Bala ve
Ceylanpmar Tarim Isletmesi Miidiirliikleri’nde yetistirilen toplam 167 bas Siyah Alaca
sigirina ait taze kanlardan tuz c¢oktiirme yontemi kullanilarak yapilmistir. DNA
izolasyonu sonucunda elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.1°de verilmistir. izole edilen
DNA molekiillerinin ortalamast 154,03 + 6,70 ng/ul’dir. Genomik DNA’larin
NanoDrop Spektrofotometre ile Olglimii yapildiktan sonra 260 ve 280 nm’daki
absorbanslarin oranina gore yeterli derecede saf olmadigina karar verilen orneklerde
genomik DNA izolasyonu islemi tekrarlanmistir. 260 / 280 degeri DNA’nin safligini
belirlemek i¢in kullanilir. 260 ve 280 nm’daki absorbans orani ~ 1.8 ise DNA saf olarak
kabul edilir. Absorbans oraninin bu degerden diisiik olmasi protein, fenol ya da DNA
disindaki diger molekiil kalintilarin bulundugunun gdéstergesidir. Elde edilen genomik
DNA’larin yeterli derecede saf olduguna karar verildikten sonra PCR islemine

baslanmugtir.

Sekil 4.1 izole edilen genomik DNA’larin % 2’lik agaroz jellerindeki goriiniimii
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4.2 f-LG Geninin PCR ile Cogaltilmasi
B-LG geninin PCR ile ¢cogaltilmas: boliim 3.2.3°de agiklanan Wilkins and Kuys (1992)

tarafindan bildirilen PCR yontemi kullanilarak yapilmistir. f-LG geninin PCR ile
¢ogaltilmasi sonucunda 961 bg uzunlugunda PCR firiinleri elde edilmistir (Sekil 4.2).

<— 961 b

Sekil 4.2 f-LG geninin PCR ile ¢ogaltilmast sonucunda elde edilen 961 bg¢’lik PCR
tirtinlerinin % 2’lik agaroz jellerindeki goriinimi (M, 100 b¢ Fermentas®
GeneRuler DNA marker).

4.3 CSN3 Geninin PCR ile Cogaltilmasi

CSN3 geninin PCR ile ¢ogaltilmasi boliim 3.2.4’de aciklanan Pinder et al. (1991)
tarafindan bildirilen PCR yontemi kullanilarak yapilmistir. CSN3 geninin PCR ile

cogaltilmasi sonucunda 874 b¢ uzunlugunda PCR iiriinleri elde edilmistir (Sekil 4.3).

M 1

Sekil 4.3 CSN3 geninin PCR ile ¢ogaltilmasi sonucunda elde edilen 874 b¢’lik PCR
driinlerinin % 2’lik agaroz jellerindeki goriiniimii (M, 100 b¢ Fermentas®
GeneRuler DNA marker)
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4.4 f-LG Lokusunda Genotiplerin Belirlenmesi

p-LG lokusunda elde edilen 961 bg¢’lik PCR iiriinleri Hphl restriksiyon enzimiyle
muamele edildikten sonra % 2’lik agaroz jel elektroforez iglemine tabi tutulmustur.
Elektroforez isleminden sonra jel iizerindeki bant modelleri bilgisayar ortamina
aktarilmigtir. Bilgisayar ortamindaki goriinti analizlerinden yararlanilarak f-LG
genotipleri belirlenmistir. f-LG lokusunda tespit edilen 3 farkli genotip modeli Sekil

4.4’de verilmistir.

Sekil 4.4’de goriilebilecegi gibi, 961 b¢’lik PCR iiriinleri Hphl enzimiyle kesildiginde
tim Orneklerde 741 bg¢’lik sabit bir bant olusmaktadir. Bu sabit bantin genotiplerin
belirlenmesinde herhangi bir katkis1 bulunmamaktadir. Bu sabit bant ayn1 zamanda
restriksiyon kontrol banti olarak da kabul edilmektedir. f-LG A4 genotipli sigirlar 741
b¢ ve 220 bg’lik iki banttan olugan bir model meydana getirmektedirler. f-LG AB
(heterozigot) genotipli sigirlar 741 bg, 220 bg, 166 bg ve 54 bg’lik 4 banttan olusan bir
modele sahiptirler. f-LG BB genotipli sigirlar ise 741 bg, 166 bg ve 54 b¢’lik 3 banttan

olusan bir model olusturmaktadirlar.
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PR MR A BB AB PR Muke PR A1 BB 4B PR MR

=961 b
«— T4 b

— 220b
— 166 ¢

— Sdhe

Sekil 4.4 -LG genotiplerinin % 2’lik agaroz jellerinde belirlenmesi. PCR: 961 bg¢’lik -
LG PCR iiriinleri. Marker: 100 b¢’lik DNA markeri

4.5 CSN3 Lokusunda Genotiplerin Belirlenmesi

CSN3 lokusunda elde edilen 874 bg¢’lik PCR iiriinleri Hindlll restriksiyon enzimiyle
muamele edildikten sonra % 2’lik agaroz jel elektroforez islemine tabi tutulmustur.
Elektroforez isleminden sonra jel iizerindeki bant modelleri bilgisayar ortamina
aktarilmigtir. Bilgisayar ortamindaki goriintii analizlerinden yararlanilarak CSN3
genotipleri belirlenmistir. CSN3 lokusunda tespit edilen 3 farkli genotip modeli Sekil

4.5’de verilmistir.

Sekil 4.5°de goriilebilecegi gibi, CSN3 AA genotipli sigirlar 874 bg’lik tek banttan
olusan bir modele sahiptirler. CSN3 AB (heterozigot) genotipli sigirlar 874 bg, 521 bg ve
353 be¢’lik 3 banttan olusan bir model meydana getirmektedirler. CSN3 BB genotipli
sigirlar ise 521 bg ve 353 bg’lik 2 banttan olusan bir model olusturmaktadirlar.
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~3T4he
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—3%he

Sekil 4.5 CSN3 genotiplerinin % 2’lik agaroz jellerinde belirlenmesi. M: 100 bg’lik DNA
markeri

4.6 f-LG Lokusunda Genotip ve Gen Frekanslarinin Hesaplanmasi

Arastirma materyalini olusturan T.C. Tarim ve Kdyisleri Bakanhigi Tarim isletmeleri
Genel Miidiirliigii (TIGEM) ne bagh Bala (78 bas) ve Ceylanpmar (89 bas) Tarim
Isletmeleri Miidiirliiklerinde yetistirilen toplam 167 bas Siyah Alaca siirmin 27’si -
LG AA, 86’s1 f-LG AB, 54’1 ise [-LG BB genotipinde bulunmustur (Cizelge 4.1).

Bala populasyonunu olusturan toplam 78 bas sigirin 17°si f-LG AA4, 46’s1 f-LG AB, 15°1
ise f-LG BB genotipinde oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1).

Ceylanpmar populasyonunu olusturan toplam 89 bas sigirin 10’u S-LG AA, 40’1 f-LG
AB, 39’uise p-LG BB genotipinde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1 Bala ve Ceylanpinar populasyonlarinda f-LG genotip ve gen frekanslari

. S-LG genotipleri S-LG gen frekanslar
Isletme N X
p-LGAA | p-LG AB | p-LG BB p-LG A p-LGB

Gozlenen 17 46 15

Bala 78 0.51+0.040 | 0.49+£0.040 | 2.54
Beklenen 20.3 39.0 18.7
Gozlenen 10 40 39

Ceylanpinar | 89 0.34+£0.035 | 0.66£0.035 | 0.01
Beklenen 10.3 40.0 38.7

p-LG lokusunda p-LG B allel geninin frekansi orta frekanslarda olup, Bala ve
Ceylanpimar populasyonlarinda sirasityla 0.49 + 0.040 ve 0.66 £ 0.035 olarak tahmin
edilmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.2°’de goriilebilecegi gibi, f-LG lokusu bakimindan Bala ve Ceylanpinar
populasyonlarinda gozlenen ve beklenen genotip frekanslari arasindaki faklilik y? testi
ile kontrol edilmis ve siasiyla 2.54 ve 0.01 olan y* degerine dayanilarak bu

farkliliklarin istatistik olarak 6nemli olmadig1 anlagilmistir.

4.7 CSN3 Lokusunda Genotip ve Gen Frekanslarinin Hesaplanmasi

Arastirma materyalini olusturan T.C. Tarim ve Koyisleri Bakanhig1 Tarim Isletmeleri
Genel Miidiirliigii (TIGEM) ne bagli Bala (78 bas) ve Ceylanpinar (89 bas) Tarim
Isletmeleri Miidiirliiklerinde yetistirilen toplam 167 adet Siyah Alaca sigirinmn 115’
CSN3 AA, 441 CSN3 AB, 8’1ise CSN3 BB genotipinde bulunmustur (Cizelge 4.2).

Bala populasyonunu olusturan toplam 78 bas sigirin 50°si CSN3 A4, 25’1 CSN3 AB, 3’1
ise CSN3 BB genotipinde oldugu tespit edilmistir. Ceylanpinar populasyonunu olusturan
toplam 89 bas sigirin 65°i CSN3 A4, 19°u CSN3 AB, 5’1 ise CSN3 BB genotipinde
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Bala ve Ceylanpinar populasyonlarinda CSN3 genotip ve gen frekanslari

. CSN3 genotipleri CSN3 gen frekanslari
Isletme N e
CSN3 AA | CSN3 AB | CSN3 BB CSN3 A CSN3 B
Gozlenen 50 25 3
Bala 78 0.80 £0.032 | 0.20£0.032 | 0.01
Beklenen 50.0 24.9 3.1
Gozlenen 65 19 5 .
Ceylanpinar | 89 0.84 £0.027 | 0.16 £0.027 | 4.25
Beklenen 62.8 23.9 2.3
*:p<0.05

CSN3 lokusunda CSN3 A4 allel geninin frekansit orta frekanslarda olup, Bala ve

Ceylanpmar populasyonlarinda sirastyla 0.80 = 0.032 ve 0.84 + 0.027 olarak tahmin

edilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2°de goriilebilecegi gibi, CSN3 lokusu bakimindan Bala populasyonunda

gdzlenen ve beklenen fenotip/genotip frekanslari arasindaki faklilik y? testi ile kontrol

edilmistir. CSN3 lokusu bakimindan Bala populasyonunda goézlenen ve beklenen

genotip frekanslari arasindaki faklilik (x* = 0.01) istatistik olarak 6nemli bulunmamustir.

Buna karsilik, CSN3 lokusu bakimindan Ceylanpinar populasyonunda gdzlenen ve

beklenen fenotip/genotip frekanslari arasindaki faklihk (y* = 4.25) istatistik olarak

o6nemli bulunmustur (p < 0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Aragtirma materyalini olusturan Bala ve Ceylanpinar siiriilerinde f-LG ve CSN3
lokuslarinda 3 farkli genotip belirlenmistir. f-LG ve CSN3 lokuslarinda tahmin edilen
gen frekanslari temelinde Bala ve Ceylanpinar siiriilerinin f-LG ve CSN3 lokuslari

bakimindan polimorfik yapida oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1 ve 4.2).

Tirkiye’de yetistirilen sigir populasyonlar1 tizerinde bu lokuslarda DNA seviyesinde
karsilagtirilabilir  herhangi bir aragtirmaya rastlanilmamistir. Ancak, Diinya’da
biyokimyasal genetik (Cizelge 2.1) ve DNA seviyelerinde (Cizelge 2.4) yiiriitiilen
arastirmalar ile Tiirkiye’de biyokimyasal genetik yontemler kullanilarak (Cizelge 2.3)
tamamlanan c¢ok sayida arastirma bulunmaktadir. Belirtilen aragtirmalarda c¢alisilan
populasyonlarin hemen hemen tamaminda f-LG B allelinin yaygin olarak bulundugu
bildirilmistir. Buna dayanilarak Bala ve Ceylanpinar populasyonlarinda tahmin edilen j-

LG B gen frekansinin belirtilen aragtirma sonuglariyla benzerlik gosterdigi sdylenebilir.

Cizelge 4.1°de goriilebilecegi gibi, f-LG lokusu bakimindan ne Bala ne de Ceylanpinar
populasyonlarinda gézlenen ve beklenen genotip frekanslar1 arasindaki faklilik istatistik
olarak Onemli bulunmustur. Bala ve Ceylanpinar populasyonlarimin f-LG lokusu
bakimindan Hardy-Weinberg genetik dengesinde oldugu seklinde degerlendirmek
gerekir. Calisilan populasyonlarda f-LG lokusu bakimindan herhangi bir genotip
lehine/aleyhine seleksiyonun yapilmadigi ve yapilan c¢iftlestirmelerin (kullanilan

spermalarin) rastgele olarak gergeklestigi ifade edilebilir.

Diinya’da (Cizelge 2.1 ve 2.4) ve Tirkiye’de (Cizelge 2.3) calisilan populasyonlarin
hemen hemen tamaminda CSN3 A4 allelinin yaygin olarak bulundugu bildirilmistir. Bala
ve Ceylanpinar populasyonlarinda CSN3 A geninin frekanst belirtilen arastirma

sonuglariyla benzerlik gdstermektedir.

Cizelge 4.2°de goriilebilecegi gibi, CSN3 lokusunda yer alan genotipler i¢in Bala

populasyonunda gozlenen ve beklenen frekanslar arasindaki faklilik istatistik olarak
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onemli bulunmamistir. Bala populasyonunun CSN3 lokusu bakimindan Hardy-
Weinberg genetik dengesinde oldugu belirlenmistir. Bala populasyonunda CSN3 lokusu
bakimindan herhangi bir genotip lehine/aleyhine seleksiyonun yapilmadigi ve yapilan

ciftlestirmelerin (kullanilan spermalarin) rastgele gergeklestigi ifade edilebilir.

CSN3 lokusu bakimindan Ceylanpinar populasyonunda gozlenen ve beklenen
fenotip/genotip frekanslar1 arasindaki faklilik istatistik olarak énemli bulunmustur (p <
0.05). Ceylanpinar populasyonunun CSN3 lokusu bakimindan Hardy-Weinberg genetik
dengesinde olmadig1 tespit edilmistir. Ceylanpinar populasyonunda CSN3 AA
genotipleri lehine selektif bir avantajin uygulandig1 ve yapilan ¢iftlestirmelerin rastgele
olarak gergeklestirilmedigi ifade edilebilir. Diger bir ifadeyle, herhangi bir veri
bulunmamakla birlikte Ceylanpmar populasyonunda belirli boga spermalarinin

kullanilmasinin tercih edildigi tahmin edilmektedir.

Sonug olarak, Bala ve Ceylanpimnar Tarim Isletmesi Miidiirliikleri’nde yetistirilen Siyah
Alaca sigir populasyonlart  p-laktoglobulin (5-LG) ve x-kazein (CSN3) lokuslar
bakimindan DNA seviyesinde PCR-RFLP yontemi kullanilarak tanimlanmistir.
Tiirkiye’de yetistirilen sigir populasyonlarinda DNA seviyesinde siit protein lokuslari
bakimindan yiiriitiilmiis herhangi bir aragtirmaya rastlanmamaistir. Dolayistyla yapilan
bu calisma, Tirkiye’de yetistirilen sigir populasyonlarinda DNA seviyesinde siit protein

polimorfizmi bakimindan yiiriitiilmiis ilk caligma olma 6zelligini tagimaktadir.

Genel olarak, DNA seviyesinde molekiiler genetik yontemler kullanilarak genotiplerin
belirlenmesinin daha duyarli yapildigi kabul edilmektedir. Bu sekilde bireylerin
genotipler daha yansiz olarak tespit edilerek populasyonlarin tanimlanmasi miimkiin
olmaktadir. Tiirkiye’de mevcut sigir populasyonlarinda siit proteinleri bakimindan
belirlenebilecek polimorfik yapr ile ekonomik O6neme sahip verimler arasinda cesitli
iligkilerin tespit edilme ihtimali bulunmaktadir. Tespit edilebilecek muhtemel bir iliski,
molekiiler genetik markerlerin dolayli seleksiyon kriteri olarak kullanilabilirlikleri

tizerinde durmay1 gerektirecektir.
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DNA seviyesinde molekiiler genetik yontemler kullanilarak belirlenen polimorfizmin
hayvan 1slah1 ¢alismalarinda kullanilabilirliginin saptanmasi ve sonuglarin pratik sigir
yetistiriciligine aktarilmasina yonelik olarak, daha genis populasyonlarda g¢alisiimasi
Tiirkiye hayvan genetik kaynaklarinin tanimlanmasi ve gelistirilmesine yeni olanaklar

saglayabilecektir.
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EKLER

EK 1 p-laktoglobulin (S-LG) primer amino asit sirasi
EK 2 p-laktoglobulin (5-LG) geni niikleotid dizisi
EK 3 x-kazein (CSN3) primer amino asit sirasi

EK 4 x-kazein (CSN3) geni niikleotid dizisi

EK 5 Amino asitlerin {i¢ ve tek harf kodlari
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EK 1 p-laktoglobulin (S-LG) primer amino asit sirasi

1
Leu-Ile-Val-Thr-GIn-Thr-Met-Lys-Gly-Leu-Asp-Ile-Gln-Lys-Val-Ala-Gly-Thr-Trp-Tyr-

21
Ser-Leu-Ala-Met-Ala-Ala-Ser-Asp-Ile-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-Gln-Ser-Ala-Pro-Leu-Arg-

41
Val-Tyr-Val-Glu-Glu-Leu-Lys-Pro-Thr-Pro-Glu-Gly-Asp-Leu-Glu-Ile-Leu-Leu-GIn-Lys-

61 Asp (Varyant A)
Trp-Glu-Asn- Glu-Cys-Ala-GIn-Lys-Lys-Ile-Ile-Ala-Glu-Lys-Thr-Lys-Ile-Pro-Ala-

Gly (Varyant B)
81
Val-Phe-Lys-Ile-Asp-Ala-Leu-Asn-Glu-Asn-Lys-Val-Leu-Val-Leu-Asp-Thr-Asp-Tyr-Lys-
101 Val (Varyant A)
Lys-Tyr-Leu-Leu-Phe-Cys-Met-Glu-Asn-Ser-Ala-Glu-Pro-Glu-Gln-Ser-Leu- ~ Cys-Gln-

Ala (Varyant B)

121

Cys-Leu-Val-Arg-Thr-Pro-Glu-Val-Asp-Asp-Glu-Ala-Leu-Glu-Lys-Phe-Asp-Lys-Ala-Leu-

141
Lys-Ala-Leu-Pro-Met-His-Ile-Arg-Leu-Ser-Phe-Asn-Pro-Thr-Gln-Leu-Glu-Glu-GIn-Cys-

161
His-Ile
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EK 2 p-laktoglobulin (5-LG) geni niikleotid dizisi

LOCUS 748305 9432 bp DNA linear MAM 15-FEB-1995
DEFINITION B.taurus gene for beta-lactoglobulin variant B.
ACCESSION 748305

VERSION Z48305.1 GI1:669060
KEYWORDS beta-lactoglobulin.
SOURCE Bos taurus (cattle)

ORGANISM Bos taurus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi ;
Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Cetartiodactyla;
Ruminantia;
Pecora; Bovidae; Bovinae; Bos.
REFERENCE 1 (bases 1 to 9432)
AUTHORS Hyttinen,J.M., Korhonen,V.P., Myohanen,S. and Janne,J.
JOURNAL  Unpublished

Forward Primer: acctggagatcctgctgcagaaatg

Reverse Primer: catcgatcttgaacaccgcagggat

Translation=
"“"MKCLLLALALTCGAQALIVTQTMKGLD IQKVAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLRVY
VEELKPTPEGDLE I LLQKWENGECAQKK I IAEKTKIPAVFKIDALNENKVLVLDTDYKKYLLFCMENSAEP

EQSLACQCLVRTPEVDDEALEKFDKALKALPMHIRLSFNPTQLEEQCHI™

sig_peptide 2811..2858
/note=""beta-lactoglobulin signal peptide"
mat_peptide Join(2859..2900,3572..3711,4575..4648,5768. .5878,

6554..6658,6881..6894)
/product=""beta-lactoglobulin variant B"

exon 3572..3711
/note=""exon 2"
exon 4575..4648
/note=""exon 3"
exon 5768..5878
/note=""exon 4"
exon 6554 . .6658
/note=""exon 5"
exon 6881..6922
/note=""exon 6"
exon 7312..7494

/note="exon 7"
polyA_signal 7470..7475
polyA site 7494
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EK 2 p-laktoglobulin (5-LG) geni niikleotid dizisi (devam)

ORIGIN

1
61
121

3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621

9301
9361
9421

gatcccacat
tgtgcccacg
agaaaaagaa

ccctggagtg
ggcggeecage
ggagctgaag
ccccccaaaa
gcaggaggga
gaggtccacc
ttaatttgat
ttggaagggg
gcaggtattc
acgttttcat
gacaaagccg
ctcggggecc
caggagagag
ttggggtgcc
cctggcccat
ggttggccag
ttctgccect
cagctgtctt
aagatccctg

gctgcaggge
ggccacagcc
gttcggtaga

cagctcaagg
gacatctccc
cccacccctg
aaagcatgga
ccagggcccc
caaggctgct
gcttcagaac
agataaaatc
tgaattcgct
tatttctggt
gcgggggaga
aggcagttcc
ctgggtgggt
tgtggtcaag
ccacccggtc
ccggecccect
ggccctcagt
tcagggagaa
cggtgttcaa

aacaagcccc
agagaaaacc
tacagctgtg

tccctecccca
tgctggacge
agggcgacct

cacgctgcaa
cacagacggc
aagccctctg

ggtggcgggg
ccagagtgcc
ggagatcctg

ccactgagct
aatgaagtcc
gtcctggact

acttggtact
cccctgagag
ctgcagaaat

gcacccactg
cagcacaacc
gcttttgagg

ccttggccat
tgtatgtgga
ggtgggcgtc

acccccactc
agggctgggg
tatccagggc
atcatcaaac
cactgaagtg
gttagtttga
ctgaacagct
ggccecgtgtg
cactaccagc
gtgggggcag
gctctcccca
acctgtggcc
atgcccacgc
tcatcctgat
cggtgagtgt
gatcgatggt

ttctttcatg
cagttcagca
gcagtctcta

tgtatatatg
cgcaggcttt

ga

tattttgttc
ctctctagtt
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cccagggata
aacggggctt
tttctctttc
aaatgaacac
gaaatgcata
ggattacaaa
cagtatctaa
aaggccgctg
cctgtccacc
agatggggac
accttttctc
ccagaggtga
cacccgcctc
gaaaatggtc
gctcagaaga
gagtgctggg

tcattttttg
gcagtatgag

tggaccccce
ggagtttcct
tttttttccce
aaaacatcat
ggaaagatac
tgcacttgag
aatgaacaag
ggcggctgea
ctcagacggg
ctgaacccca
cctggctcca
cagtgagtgc
cagcccctcc
catgcccgtg
agatcattgc
tccccagggg

gctgtgctgg
aacttctctc

ggggtggggt
ggtacccctg

ccaactttta
tttcgttaac
atacagtaag
caacagagag
atgtcatgga
gacctgggtc
ggtcagagtg
ggactgcctt
tctgacttct
agccaaggcc
tggggccgee
gctcagaaag
agaaaaaacc
acgcccacca

ctcttcgttg
attgcggagt



EK 3 x-kazein (CSN3) primer amino asit sirasi

1

PyroGlu- Glu- Gln- Asn-Gln- Glu- GIn-Pro-Ile-Arg-Cys-Glu-Lys-Asp-Glu-Arg-Phe-Phe-Ser-Asp-
(Gln) (Glu) (Glu)

21

Lys-Ile-Ala-Lys-Tyr-1le-Pro-lle-GIn-Tyr-Val-Leu-Ser-Arg-Tyr-Pro-Ser-Tyr-Gly-Leu-

41

Asn-Tyr-Tyr-GIn-Gln-Tys-Pro-Val-Ala-Leu-Ile-Asn-Asn-GIn-Phe-Leu-Pro-Tyr-Pro-Tyr-

61

Tyr-Ala-Lys-Pro-Ala-Ala-Val-Arg-Ser-Pro-Ala-Gln-Ile-Leu-Gln-Trp-Gln-Val-Leu-Ser-

81

Asp-Thr-Val -Pro-Ala-Lys-Ser-Cys-Gln-Ala-Gln-Pro-Thr-Thr-Met-Ala-Arg-His-Pro-His-

(Asn) (Pro)

101

Pro-His-Leu-Ser-Phe-Met-Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-GIn-Asp-Lys-Thr-Glu-1le-Pro-
(His)

121 Thr (Varyant A)
Thr-Ile-Asn-Thr-Ile-Ala-Ser-Gly-Glu-Pro-Thr-Ser-Thr-Pro-Thr-  Glu-Ala-Val-Glu-
Ile (Varyant B)

141 Asp (Varyant A)

Ser-Thr-Val-Ala-Thr-Leu-Glu- SerP-Pro-Glu-Val-Ile-Glu-Ser-Pro-Pro-Glu-Ile-Asn
Ala (Varyant B)

161

Thr-Val-Gln-Val-Thr-Ser-Thr-Ala-Val-
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EK 4 x-kazein (CSN3) geni niikleotid dizisi

LOCUS
DEFINITION
allele

ACCESSION
VERSI10N
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

AJ841941 874 bp DNA linear MAM 14-NOV-2006
Bos taurus partial k-casein gene for kappa-casein, exon 4,
BB.

AJ841941

AJ841941.1 GI1:52745105

k-casein gene; kappa-casein.

Bos taurus (cattle)

Bos taurus

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;

Euteleostomi;

Ruminantia;
REFERENCE

AUTHORS
Thi

JOURNAL

source

gene

MRNA

exon

cs

Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria; Cetartiodactyla;

Pecora; Bovidae; Bovinae; Bos.
1
Le Thi,T., Luu Quang,M., Nguyen Van,H., Pham Doan,L., Tran

Thu,T., Nguyen Trong,B. and Nguyen Dang,V.
Unpublished

Forward primer: gtgctgagtaggtatcctag
Reverse primer: gtagagtgcaacaacactgg

1..874

/organism="Bos taurus"
/mol_type=""genomic DNA"
/db_xref=""taxon:9913"
/clone="14coc"
/country="Viet Nam:Vinhphu"
<1..>454

/gene=""k-casein"

<1..>454

/gene=""k-casein"
/allele="BB"

<1..>454

/gene=""k-casein"

/number=4

/allele="BB"

<1..420

/gene=""k-casein"
/codon_start=1

/allele="BB"
/product=""kappa-casein"
/protein_id="CAH56572_1"
/db_xref="GI1:52745106"
/db_xref="GOA:Q5ZET1"
/db_xref="InterPro: 1PRO00117""
/db_xref="UniProtKB/TrEMBL:Q5ZET1"
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EK 4 x-kazein (CSN3) geni niikleotid dizisi (devam)

Translation=

"VLSRYPSYGLNYYQQKPVAL INNQFLPYPYYAKPAAVRSPAQ I LQWQVLSNTVPAKSCQAQPTTMARHP

HPHLSFMAIPPKKNQDKTEIPTINTIASGEPTSTPTTEAVESTVATLEASPEVIESPPEINTVQVTSTAV

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

gtgctgagta

ggtatcctag

attaataatc
gcccaaattc
cagccaacta
aagaaaaatc
acaagtacac
gaagttattg
aaactctaag
aagattcatg
aatctgttac
atgtatatac
aaattgcaga
gttttatttt
ttcttatctc
attttaattg

aatttctgcc
ttcaatggca
ccatggcacg
aggataaaac
ctaccaccga
agagcccacc
gagacatcaa
gacttattaa
agagaaggcg
tagattcttt
ttttattatt
acttctgttc
aaaaatatgt
tataccagtg

ttatggactc
atacccatat
agttttgtca
tcacccacac
agaaatccct
agcagtagag
tgagatcaac
agaagacaac
taaaatcgta
aaatgggcta
cccaacaaga
aaaccttttt
acacacaaaa
tttcttagaa
ttgttgcact

aattactacc
tatgcaaagc
aatactgtgc
ccacatttat
accatcaata
agcactgtag
acagtccaag
gcaggtaaat
acatctaaac
attataactt
aagttttaaa
caacaattgg
acagtaaagt
aaaaatcata
ctac
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aacagaaacc
cagctgcagt
ctgccaagtc
catttatggc
ccattgctag
ctactctaga
ttacttcaac
aagcaaaatg
tagcgtagat
acatttgctg
atattttaca
tatactcctt
acagtgtcaa
taggatatga

agttgcacta
taggtcacct
ctgccaagcc
cattccacca
tggtgagcct
agcttctcca
tgcggtctaa
aataacagcc
ggataaatta
gttctttatc
aaatgagtaa
gaatctatta
ctcatgattt
gtttaaatat



EK 5 Amino asitlerin {i¢lii ve tek harfli simgeleri

Amino asit Uc Harf Kodu Tek Harf Kodu
Alanin Ala A
Asparajin veya Aspartik asit Asx B
Sistein Cys C
Aspartik asit Asp D
Glutamik asit Glu E
Fenialalanin Phe F
Glisin Gly G
Histidin His H
[zoldsin Ile I
Lizin Lys K
Losin Leu L
Metiyonin Met M
Asparajin Asn N
Prolin Pro P
Glutamin Glu Q
Arjinin Arg R
Serin Ser S
Treonin Thr T
Valin Val A%
Triptofan Trp w
Tirozin Tyr Y
Glutamin veya Glutamat Glx Z
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