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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

HOLSTEIN BUZAGILARDA PiT-1 VE CSN3 GENLERIi POLIMORFiZMi VE
BUZAGI DOGUM AGIRLIGI UZERINE ETKILERI

Ismail FINDIK
Damsman: Prof. Dr. Memis OZDEMIR

Amag: Bu ¢alismada, Giimiishane nin Kelkit ilgesinde 6zel bir isletme’de yetistirilen Holstein
k1 buzagilara ait Pit-1 ve CSN3 genleri polimorfik yapilarinin incelenmesi, genotip ve allel
frekanslarinin dagiliminin belirlenmesi, tespit edilen polimorfik yapilarin buzagilara ait dogum
agirlig iizerine etkilerinin incelenmesi amaclanmastir.

Yontem: Calismada kullanilan kan 6rnekleri 100 bas Holstein irki buzagilardan alinmustir.
Alman kan orneklerinden izole edilmis DNA’larda, PCR-RFLP y6ntemi kullanilarak Pit-1 ve
CSN3 genlerine ait Hinfl polimorfizmleri tanimlanmigtir. PCR-RFLP iiriinleri elektroforez
ortaminda yiiriitiilerek sonuclar ultraviyole (UV) cihazinda bantlar halinde goriintiilenmistir.
Arastirmada genotip, allel frekans dagilimlari ve popiilasyonun Hardy-Weinberg genetik denge
testleri yapilmistir. Pit-1/Hinfl ve CSN3/Hinfl polimorfik yapilarinin buzagi dogum agirhigi
tizerine etkileri arastirildi.

Bulgular: Calisilan popiilasyonda Hardy-Weinberg genetik denge testine gore Pit-1 genine ait
Hinfl polimorfizmi genotip frekanslari dagiliminin dengede oldugu (P>0.05) ancak incelenen
CSN3 gen polimorfizmi bakimindan dengede olmadigi (P<0.05) gozlenmistir. Popiilasyondaki
Pit-1 genine ait AA, AB ve BB genotip frekanslari sirastyla %13.4, %40.2 ve %46.3, A allelinin
frekans1 0.34 ve B allelinin frekansi 0.66 olarak tespit edilmistir. CSN3 genine ait AA, AB ve
BB genotip frekanslari sirastyla %24.5, %36.7ve %38.8, A allelinin frekans1 0.43 ve B allelinin
frekans1 0.57 olarak tespit edilmistir. Yapilan iliskilendirme analizlerinde hem Pit-1/Hinfl
hemde CSN3/Hinf1 polimorfizmine ait genotipler ile incelenen buzagi dogum agirlig1 arasinda
istatistiksel olarak énemli farkliliklarin olmadig1 goriilmiistiir.

Sonug: Holstein irki buzagilardan alinan kan &rneklerinden PCR-RFLP yontemi ile Hinfl
enzimi kullanilarak Pit-1 ve CSN3 genotipleri tespit edilmistir. Incelenen Holstein buzag
popiilasyonunda Pit-1 gen lokusu dagiliminin Hardy-Weinberg prensibine gore genetik
dengede oldugu, ancak CSN3 gen lokusu dapilimmin dengede olmadigi goriilmistiir. Pit-1 ve
CSN3 gen polimorfizmi bakimindan belirlenen genotip ve allel frekanslart buzag:
populasyonunun genotip c¢esitliligini ortaya koymada yeterli oldugu goriilmiistir. Her iki
polimorfik bolge genotipleri ile Buzagi dogum agirhig arasinda istatistiksel olarak herhangi bir
iliski bulunamamastir.

Anahtar Kelimeler: Pit-1, CSN3, polimorfizm, PCR-RFLP, Holstein buzagi, Hinfl
Aralik 2021, 44 sayfa



ABSTRACT

MASTER THESIS

POLYMORPHISM OF PIT-1 AND CSN3 GENES IN HOLSTEIN CALVES AND ITS
EFFECTS ON CALF BIRTH WEIGHT

Ismail FINDIK
Supervisor: Prof. Dr. Memis OZDEMIR

Purpose: In this study, it was aimed to examine the polymorphic structures of Pit-1 and CSN3
genes of Holstein calves bred in Giimiishane, to determine the distribution of genotype and
allele frequencies, and to examine the effects of determined polymorphic structures on some
performance characteristics of calves.

Method: Hinfl polymorphisms of Pit-1 and CSN3 genes were identified in DNA isolated from
blood samples of 100 Holstein calves used in the study, using the PCR-RFLP method. PCR-
RFLP products were run in electrophoresis medium and the results were visualized as bands in
an ultraviolet (UV) device. In the study, genotype, allele frequency distributions and Hardy-
Weinberg genetic equilibrium tests of the population were performed. The effects of Pit-
1/Hinfl1 and CSN3/Hinf1 polymorphism on calf birth weight were investigated.

Findings: According to the Hardy-Weinberg genetic equilibrium test, it was observed that the
distribution of genotype frequencies of Hinfl polymorphisms of Pit-1 genes in the studied
population was in equilibrium (P>0.05), but not in equilibrium in terms of CSN3 gene location
(P<0.05). The AA, AB and BB genotype frequencies of the Pit-1 gene in the population were
13.4%, 40.2% and 46.3%, respectively, the frequency of the A allele was 0.34 and the frequency
of the B allele was 0.66. The AA, AB and BB genotype frequencies of the CSN3 gene were
found to be 24.5%, 36.7% and 38.8%, respectively, the frequency of the A allele was 0.43 and
the frequency of the B allele was 0.57. In the association analysis, there were no statistically
significant effects on the calf birth weight examined with the genotypes of both Pit-1/Hinfl and
CSN3/Hinf1 polymorphisms.

Results: Pit-1 and CSN3 genotypes were determined from blood samples taken from Holstein
calves by PCR-RFLP method using Hinfl enzyme. It was observed that the distribution of Pit-
1 gene locus in the examined Holstein calf population was in genetic equilibrium according to
the Hardy-Weinberg principle, but the distribution of the CSN3 gene locus was not in
equilibrium. Genotype and allele frequencies determined in terms of Pit-1 and CSN3 gene
polymorphisms were found to be sufficient to reveal the genotype diversity of the calf
population. No statistically significant relationship was found between the genotypes of both
polymorphic regions and calf birth weight.

Keywords: Pit-1, CSN3, polymorphism, PCR-RFLP, Holstein calf, Hinfl
December 2021, 44 pages
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GIRIS
Sigirlarin 1slahi esas itibariyle siit verimi ve et verim Ozelliklerine yonelik olarak
seleksiyonla gerceklestirilmektedir. ilgili verim 6zellikleri kantitatif karakterler olup, birden
fazla gen tarafindan kontrol edilmektedir. Bu 6zelliklere ait fenotipik deger dogrudan genotipik
deger ile hesaplanamamaktadir. Dolayisiyla sadece fenotipe dayali seleksiyon ile dogru ve

giivenilir bir ilerleme saglanamamaktadir. Bu nedenle tizerinde durulan karakterin genotipik

degerinin tahmin edilmesi biiyiik onem arzetmektedir (Ozdemir ve Dogru, 2008).

Ciftlik hayvanlar1 yetistiriciliginde, diinyada giderek artan insan ihtiyaglarini
karsilayabilecek daha verimli ve ¢ok yonlii irklar tizerinde ¢aligmak amaglanmaktadir. Ciftlik
hayvanlarinda kantitatif verim 6zelliklerini etkileyen, genetik yapiy1 tanimlamada ve 1slah
programina alinacak hayvanin belirlenmesinde biiyiik kolayliklar saglayan markorler
kullanilmakta ve tanimlanmaktadir. Markor Destekli Seleksiyon (MAS; Marker Assisted
Selection) olarak tanimlanan bu yeni uygulamada, hayvan islah1 programlarinda kullanilmak
tizere farkli molekiiler markorler ve gesitli molekiiler genetik yontemler gelistirilmistir (Wang,
2012). Benzer genetik cesitlilik gosteren ¢ok sayidaki birey ile bu bireylerin kantitatif karakter
farkliliklar1 arasindaki iliskileri GWAS (Genome-wide association studies; Genom capinda
iligkilendirme g¢aligmalar1) sistemi inceler. Bu sistem organizmalarin genom farkliliklarinin
DNA dizi analizleriyle ortaya konmasini ve genis SNP (Single Nucleotide Polymorphism; tek
niikleotid polimorfizmleri) verilerinin olusturulmast gibi genotipleme teknolojilerinin
ilerlemesini saglamistir. Boylece tiim genomda genetik iliskilendirme haritalarinin yapilmasi
miimkiin olmus ve bir¢ok karmagik 6zelligin genetigi ile ilgili caligmalarin yapilmasina imkan

saglanmistir (Klein et al., 2005; Hoglund et al., 2014).

Generasyon aralig1 kisa, d6l verimi ve siit verimi bakimindan {istiin bireyler, siit sigir
isletmelerinin karlilig1 acisindan oldukg¢a onemlidir. Siit verimi, kalittm derecesi diisiik ve
poligenik kalittim yolu izleyen kantitatif bir 6zelliktir. Bu nedenle siit verimi igin klasik
seleksiyon yontemleri ile hedeflenen genetik ilerlemenin elde edilmesi olduk¢a uzun ve
masrafli olmaktadir. Bu tiir kantitatif 6zelliklerin 1slahinda klasik seleksiyon yontemlerinin
sahip oldugu dezavantajlar ancak molekiiler markdrlerden yararlanilmak suretiyle giderilebilir
(Erhardt and Weimann, 2007; Ozdemir ve Dogru, 2008). Ciftlik hayvanlarinda “markor gen”
olarak adlandirilan ve incelenen fenotiplerle iligkisi ortaya konulan baz1 genlerden 1slah amagl
yararlanarak hayvanlarin bazi 6nemli verim Kkarakterleri ile birlikte saglik ve refah gibi

ozelliklerininde iyilestirilmesinde basari oraninin artabilecegi diisiiniilmektedir.



Ciftlik hayvanlarinin ~ seleksiyonunda genetik markoér kulanimi, hayvanlari
degerlendirmek ve bu hayvanlarin sahip olduklari yararli 6zellikleri calismayr miimkiin kilar.
Genetik markorler hem tek bir geni hemde bir 6zellik veya 6zellik grubuna ait gen grubunun
tanimlanmasinda kullanilabilir. Genetik markorlerin diger avantaji; hayvanlar degerlendirme
metodunun giivenilirligi, ekonomik olarak bagimsizlig1 ve geng yasta kontrol seleksiyonu ve
teknolojik olarak degerli genleri belirlemeye izin vermesidir. Seleksiyonda genetik markor
kullanarak seleksiyon siirecini hizlandirabilir, tarimsal {iretimin kalitesini artirabilir, iiretim

maliyetini diisiirebilir ve diger tretici firmalarla rekabete girilebilir.

Birkag 6nemli ¢alismada, genetik polimorfizmler ve gesitli ¢iftlik hayvanlarinda verim
oOzellikleri arasindaki iliskiler incelenmistir (Khatami et al., 2005; Zhang et al., 2013). Genetik
polimorfizmlerin ve molekiiler belirteclerin kullanilmasi, ¢iftlik hayvani secimi ve
yetistiriciliginin hizin1 ve verimliligini nemli 6l¢tide artirdigi bildirilmistir (Dario et al., 2009).
Aday genler genellikle siit verimi ve canli agirlik artis1 gibi nicel 6zellikler tizerindeki fizyolojik
veya biyolojik etkileri veya bu ozellikleri etkileyen genlerle fiziksel iligkileri nedeniyle
secilmektedir (Unanian et al., 2002). Hayvanlarin verimliligini etkileyen 6zelliklerin ¢ogu
karmagiktir ve hayvanlarin beslenmesi ile bakimi gibi c¢evre faktorlerinden biiyiik Slciide
etkilenir. Bununla birlikte, molekiiler biyoloji ve biyoteknolojideki son gelismeler, markor
destekli seleksiyonun (MAS) verim ozelliklerinin daha dogru ve etkili se¢imini saglayacagini
gostermektedir (Hua et al., 2009; Litwinczuk and Krol., 2002).

Sigirlar iizerinde yapilan iligskilendirme caligsmalarinda, siit verimi ile iligkili bir¢cok
markor genin oldugu bildirilmistir (Jiang et al., 2010). Siit veriminin 1slaht ile ilgili yapilan
caligmalarda cogunlukla kapa-kazein ve beta-laktoglobulin gibi siit protein genleri
incelenmistir (Parmentier ve ark., 1999). Bu genleri, bitylime hormonu (GH) ve hipofiz bezi

transkripsiyon faktorii 1 (Pit-1) gibi genler izlemistir (Dybus et al., 2003; 2005).

Ciftlik hayvanlarinda et verimi igin bir belirte¢ gérevi gorebilecek bir gen, hipofize 6zgii
transkripsiyon faktorii (Pit-I, POU1F1 olarak da bilinir) genidir. POU transkripsiyon faktorleri
ailesinin bir iiyesi olan Pit-l, hayvanlarda biiylime ve gelismeyi diizenler (Zhang et al., 2009).
Sigirlarda 1. kromozomda yer alan Pit-1, memelilerde hipofiz gelisiminde ve somatik hiicrelerin
cogalmasinda ve biiylime hormonu (GH) ve prolaktin (PRL) hormonunun salgilanmasinda rol
oynamaktadir (Zhang et al., 2009; Aytekin vd. 2013). Pit-I'in yoklugu veya yetersiz ifadesi,
hem insanlarda hem de farelerde ciicelikle iliskili bulunmustur (Pfaffle et al., 1992). Pit-I
geninin meme bezi gelisimine ve siit liretimine katkida bulundugu diistiniilmektedir (Cohen et
al., 1997; Mangalam et al., 1989; Moddy et al., 1995). Diinyada ve Tiirkiye'de siit liretimi igin
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en 6nemli s1g1r irk1 Holstein sigirlaridir. Holstein sigirlarinin toplam sayisi son yillarda stirekli
olarak artmakta ve Holstein irki sigirlar ile yapilan melezleme c¢alismalart ile de yerli irklarin

sayis1 azalirken verimlilikleri artmaktadir.

Markor destekli seleksiyon; verim unsurlari, hastaliga karsi direng, abiyotik strese karsi
tolerans ve kalite (et ve siit kalitesi) gibi 6zellikler ile iligkili bulunan genetik belirleyicilerin
(markor) dolayli olarak seleksiyonda kullanimini igeren bir siire¢ olarak ifade edilebilir
(Ozdemir ve Dogru, 2008). Ilgili 6zellik iizerinde veya ona yakin bulunan ve polimorfizm
gosteren markorlerden amag, markor allel frekanslarindaki farkliliklar ile ele alinan verim
ozelligi arasinda bir iliskinin varligim1 ortaya koymaktir. Gilinlimiiziin molekiiler genetik
yontemleri, gelecek generasyonu olusturacak yiiksek verimli hayvanlarin se¢imi igin, tizerinde
durulan 6zelliklerle yiiksek bir iliskiye sahip, hayatin erken déonemlerinde ve cinsiyete bagh
kalmaksizin tespit edilebilen genetik markor ya da karakterlerden yararlanmay1r miimkiin hale
getirmektedir. Boylece, 1slah c¢aligmalarinda, hayvanin genetik degeri daha yiiksek bir
dogrulukla tahmin edilmekte ve bunun sonucu olarak seleksiyonla elde edilen genetik kazang
artmakta, daha hizli, ekonomik ve daha dogru seleksiyon yapilmasina imkan saglanmaktadir
(Ozdemir ve Dogru, 2008).

Arastirmanin amaci

Bu ¢alismada, Giimiishane’de 6zel bir isletmede yetistirilen Holstein 1irki buzagilara ait
Pit-1 ve CSN3 (kappa kazein) genleri polimorfik yapilarinin incelenmesi, genotip ve allel
frekanslarmin dagilimimin belirlenmesi, ayrica tespit edilen polimorfik yapilarmin buzagi

dogum agirhigi lizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmastir.



KURAMSAL CERCEVE VE ILGILI ARASTIRMALAR

Sigirlarin genetik degeri sahip olduklar1 genotip yapilarina ait damizlik degeri ile
oOlgiiliir. Yani bir genotipin genetik degerinin en iyi ve dogru sekilde tahmini 6lgiisii olarak
damizlik degeri kullanilmaktadir. Teoride damizlik degeri, hayvanin sahip oldugu tiim genlerin
ortalama etkileri toplamu ile 6l¢iilmektedir. Baska bir ifade ile, damizlik degeri toplanabilir gen
etkilerinin bir sonucudur. Seleksiyona tabi tutulan bir populasyonun genetik yapisini ve
potansiyelini gelistirmek ancak ve ancak genotipik degere dayali bir seleksiyon ile saglanabilir
(Vanli, 1987). Poligenik kalitima sahip kantitatif 6zelliklerde, fenotipik karakter genotipin iyi
bir gostergesi olmayabilmektedir. Bu nedenle, fenotipik deger ile yapilan seleksiyon her zaman
basarili olmamakta ve dolayisiyla ele alinan Kantitatif ozellikle ilgili genotipik deger

tahmininde daha saglikli sonug veren yontemlerden yararlanmak gerekmektedir (Vanli, 1987).
Markor Destekli Seleksiyon ( MAS)

Islah programlarinda incelemeye tabi tutulan aday genden kasit, fonksiyonel bir gene
yakin sekilde bagl ve/veya ilgili 6zelligin fonksiyonu iizerine herhangi bir biyolojik etkiye
sahip gen olarak tanimlanabilir. Secilen aday genler iginde veya yakin bolgedeki mevcut
genetik farkliliklarin etkilerini gérmek amaciyla kantitatif 6zelliklerle olan iliskileri
incelenmekte ve dolayli seleksiyon programlarinda kullanilabilirlikleri arastirilmaktadir (Wu
vd. 2005). Bu gibi genlerin diizenleyici yada yapisal bolgelerinde varolan allelik varyasyonlar,
verim lizerinde kalitatif yada kantitatif faklilagsmalara yol agabilmektedir (Beckmann and
Soller, 1983). Hatta, intron yada genin yan dizilimlerinde meydana gelen varyasyonlarin da

genetik markor olarak degerlendirilebilecegi rapor edilmistir (Beckmann and Soller, 1983).

Klasik seleksiyon yonteminde sigir, koyun, kegi gibi daha uzun generasyon araligina
sahip hayvanlar igin genetik ilerleme hizi olduk¢a yavas olmaktadir. Geleneksel seleksiyon
metodlarina ilave olarak kullanilan markér yardimli seleksiyonun, generasyon araligini
kisaltabilecegi, genetik ilerlemeyi dogru yonde ve hizli sekilde saglayabilecegi ve kantitatif
ozellikler i¢in ¢ok etkili olabilecegi vurgulanmistir (Drogemuller et al., 2001).

Kashi et al., (1990), ciftlik hayvanlarinda genetik kazang oraninin markdr destekli
seleksiyon ile %15-30’a kadar arttirilabilecegini bildirmektedir.

Edwards and Page (1994), uygulanan seleksiyon modeline bagli olarak MAS ile
beklenen toplam kazancin % 44.7 den % 99.5’e kadar bir aralikta seyredebilecegini



belirtmislerdir. MAS uygulamanin kalitatif 6zellikler i¢in yapilan seleksiyonun dogrulugunu

gelistirilebilecegi ifade edilmektedir (Brenneman et al., 1996).

Bishop et al., (1995), yeni teknolojiler ile birlikte MAS kullanmanin, sigirlarda
generasyon araligini1 69 aydan 45 aya kadar kisalttigini bildirmislerdir.

Calismalardan ¢ikardigimiz sonug, geleneksel seleksiyon yontemlerine ilave olarak
MAS uygulamasina yer verilmesi gerektigi ve bu amaca yonelik olarak yapilacak ¢alismalarla
genlerin seleksiyona olan katkis1 incelenmeli ve mevcut seleksiyon yontemi igerisinde
uygulanan MAS payinin ne kadar olabilecegi tartisiimalidir (Ozdemir ve Dogru, 2008). Tabiki
ilave olarak, giinimiiz molekiiler genetik teknikleri ile MAS amach yararli genetik markorleri

tespit etmek en oncelikli adimdir.

Genetik markorler, direkt gen markorleri ve bagli gen markorleri olarak iki sekilde
degerlendirilmektedir. Direkt gen markorleri, bir gen bolgesi i¢inde kodlanan yada
kodlanmayan DNA sirasindaki varyantlar olarak tanimlanirken, bagl gen markorleri, ayni
kromozom Kkolu tizerinde bir ya da daha fazla genin yan yana bulunmasi olarak
tanimlanmaktadir (Hetzel, 2004). Populasyonda istenilen genlerin frekansini artirmak suretiyle
yapilan seleksiyona dayali yetistirme programlarinda kullanilabilen genetik markoérler, 6zellikle
maliyeti yiikksek ve dogru bir bigimde oOlglilmesi zor olan, yada yasamin daha sonraki
donemlerinde veya sadece eseyin birinde goriilebilen kantitatif 6zelliklerin 1slah1 i¢in oldukga

yararhdir.

Giintimiizde genetik markor belirleme yontemleri molekiiler genetik teknik alanindaki
gelismelere paralel olarak seyretmektedir. mtDNA, PCR-RFLP, SSCP, VNTR, mikrosatelitler,
SNPs, AFLP, RAPD, ve DNA dizilimi gibi bir ¢ok molekiiler teknik bunlardan bazilaridir
(Ihara et al., 2004; Ozdemir ve Dogru, 2008). Bu yontemlerden bazilar1 rnegin mikrosatellit
markorler, hem biyogesitlilik hemde MAS amaciyla bir ¢ok calismada incelenmis ve
tamimlanmistir (Ashwell et al., 1997; Van Tassell et al., 2000; Ron et al., 2004; Chen et al.,
2006). Yaygin kullanim alanina sahip bir diger yontem olan PCR-RFLP, sigirlarda genetik
farklilig1 belirlemek i¢in ucuz, hizli ve dogru bir metot olarak 6nerilmekte ve genler iizerindeki
yada yakin bolgelerindeki polimorfizmlerin ortaya konmasi amaciyla ¢aligmalarda

kullanilmaktadir (Ozdemir ve Dogru, 2008).

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), ¢esitli Restriksiyon endoniikleazlar
(RE)’lar ile DNA kesimi sonucu olugan DNA fragmentlerinin biiylikliigii ve sayisini

karsilagtirmak esasina dayanir. Bantlanan 6rnekler, restriksiyon kesim bolgelerinin varligi veya
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yoklugu ile ortaya ¢ikar ki degisim mutasyon sonucudur. Genetik mesafe, populasyonun
varyasyonu, gen akisi, etkili populasyon biiyiikliigi, tarihi biografi 6rneklemesi, akrabalik testi

gibi caligmalarda uygulama alanlarina sahiptir (Meghen et al., 2002).

Ciftlik hayvanlarinda 6zellikle de sigirlarda siitiin {iretim siirecinde rol oynayan gen ve
bu genlerdeki polimorfizmlerin belirlenmesi ve siit verim 6zelliklerinin 1slahinda kullanilmasi
ile ilgili arastirmalar yogun ilgi gormektedir (Maryam et al., 2014). Bu amagla farkl iilkelerde
ve farkli irklar iizerinde yapilan caligmalar sonunda siit proteinlerinden xk-kazein ve [-
laktoglobiilin, GH, LEP, MYF5, DGATI1, GHR ve Pit-1 genleri gibi baz1 hormon ve protein
genlerinin siit verimini artirmada aday gen olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Chrenek et
al., 2003; Hradecka et al., 2008; Jiang et al., 2010; Komisarek et al., 2011; Thuy et al., 2018;
Kiyici vd., 2019).

CSN3 (Kappa Kazein) geni

Kazein, siit, peynir ve tereyagi kalitesini ¢esitli sekillerde etkileyen ve esas olarak ikincil
siit irtinlerinin stabilizasyonunu kontrol eden kazein misellerinin olusumu yoluyla etkileyen bir
meme bezi salgisidir (Masina vd. 2007). Siit proteininin% 80'ini olusturur ve siit kalitesi, peynir
ve tereyagl olusumunda ve kazein misellerinin pihtilagsmasi, stabilizasyonu ve toplanmasinda
onemli rollere sahiptir (Khaizaran et al., 2014; Kaminski et al., 2007; Gedik, 2009). Kazein dort
ana proteinden olusur: CSN1S1 (a-sl1), CSN1S2 (a-s2), CSN2 (B-) ve CSN3 (k-kazein)
(Otaviano et al., 2005; El Nahas et al., 2013). CSN3 geni, siitiin kalitesi ve pihtilasmasinda ve
ayrica kazein misellerinin olusumu, stabilizasyonu ve agregasyonunda ¢ok onemli bir role
sahiptir. Bu nedenle, CSN3'lin genetik varyantlar: siitliin protein igerigi, peynir verimi ve verim
sikligr ile iliskilidir ve pihtilagsma stiresi tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. CSN3'lin st iiretimi
iizerindeki biiyiik etkisi, si8ir, keci, koyun ve bufalo gibi bu gen bolgesi {izerinde ¢ok sayida
calismaya yol agmistir (Othman et al., 2011; Feligini et al., 2005; Ren et al., 2011). Sigir CSN3,
kromozom 6 (6q31) iizerinde bulunur ve toplam uzunlugu 13 kb'dir. 5 ekson ve 4 intron igerir

ve olgun protein kodlama dizilerinin ¢ogu 4. ekzondadir (Khaizaran et al., 2014).

Birgok varyanti bulunan CSN3’tin en ¢ok A ve B alleline rastlanilmakta ve
incelenmektedir. 169 aminoasitten olusan CSN3’iin 136. ve 148. kodonlar1 bu allelik varyasyon
icin belirleyici olmaktadir. Nitekim, A allelinde 136. kodonda treonin (ACC), 148. kodonda
aspartik asit (GAT) varken, B allelinde sirasiyla, izolosin (ATC) ve alanin (GTC) yer
almaktadir (Kaminski 1996). Bu allel farklilig1, bazi restriksiyon endontikleazlar (Alul, HindllIl,
Hinfl, Taql) tarafindan kolaylikla tespit edilebilmektedir (Dogru vd. 2008). Bu allellerin



disinda ¢ogunun nadir goruldugi Al, B2, C, D, E, F1, F2, G1, G2, H, |, ve J allelleri de
tanimlanmistir (Threadgill and Womack 1990; Caroli et al., 2009; Prinzenberg et al., 1999).

Holstein irk1 bogalar iizerinde PCR-RFLP yontemiyle belirlenen CSN3 genotiplerinin
cesitli verim 6zelliklerinin iliskilendirildigi bir ¢alismada, 43 boga arasinda B allelinin frekans1
0.105 ve A allelinin frekanst 0.895 olarak bulunmustur. Calismada AB genotipli bogalarin AA
genotipli bogalardan siit, protein ve yag verimi bakimindan daha yiiksek babalik yetenegine
sahip olduklar1 tespit edilmistir (Hu and Mao, 1995). Ayrica, CSN3 B alleline sahip sigirlar A
alleine sahip sigirlardan daha yiiksek siit protein verimine sahip olduklar1 ve diger siitlerin

peynir tiretiminden daha iyi sonug verdikleri bildirilmistir (Hu and Mao, 1995).

Ozdemir ve Dogru (2005), Tiirkiyede yetistirilen Esmer Isvigre ve Siyah Alaca sigirlart
tizerinde Nisasta-Jel elektroforezi yontemi ile CSN3 gen polimorfizmini incelemislerdir.
Calismada her iki irkta da CSN3 genotip gruplari ile yag orani ve 305 giin yag verimi arasinda
onemli iliskiler tespit ederken, inceledigi diger siit verimi, 305 giin siit verimi, yag verimi ve
laktasyon siiresi gibi Ozellikleri ile genotip gruplari arasinda anlamli iligkiler tespit
edilemedigini bildirmislerdr. Incelenen her iki 1rkta da CSN3 B geni frekansinin artirilmasiyla
sigirlarda 6nemli verim oOzelliklerinin 1slahinda 6nemli yol katedilebilecegi Onerilmistir

(Ozdemir ve Dogru, 2005).

Strzalkowska et al., (2002), Polonya’da yetistirilen 102 Siyah Alaca inekler {izerinde
CSN3 genotipleri ile siit verim &zellikleri arasindaki iligkilerini aragtirdiklart ¢alismalarinda,
CSN3 geni A ve B allel gen frekanslarini sirasiyla 0.77 ve 0.23 olarak bildirmislerdir. Ele alinan
stit verim Ozellikleri tizerine CSN3 lokusu genotip gruplarinin etkilerinin anlamli oldugunu
belirlemislerdir (Strzalkowska et al., 2002). Sonug olarak, sigirlarin seleksiyon programlarinda
CSN3 genotiplerinin degerlendirilmesi gerektigi ve siit verim 6zelliklerinin 1slahina 6nemli

katk1 saglayabilecegi onerilmistir.

Lundenetal., (1997), CSN3 polimorfizmine bagli olarak yaptiklari ¢alismada, B alleline
sahip sigirlarin A alleline sahip sigirlara gore daha yiiksek siit verimi, sogutmaya kars1 siitiin
daha iyi stabilize oldugu, daha iyi peynir verimine ve daha kisa siirede peynir olusumuna sahip

olduklarimi gostermislerdir.

Dogru vd. (2008), PCR-RFLP yontemiyle sigirlarda CSN3 geni polimorfik (A ve B
tipleri) yapilarini belirlemek amaciyla Alul, HindIIl, Hinfl ve Taql enzimlerini kullandiklar
caligmalarinda, kullanilan enzimlerin, verim 6zellikleri ile iligskili CSN3 genini genotiplerine

dogru ve etkili sekilde ayirdigini bildirmislerdir.
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Caroli etal., (2009), CSN3 geni polimorfizmini inceledikleri ¢alismalarinda, heterozigot
genotipe sahip sigirlarin ortalama bir durum seyretmesine ragmen, A alleline sahip sigirlardan
elde edilen siitlere gore, B alleline sahip olan sigirlardan elde edilen siitlerin, peynir mayasi ile
reaksiyona daha kisa siirede girdigi ve peynir pihtisi olusum siiresinin kisa oldugunu

bildirmislerdir.

Akyliiz vd. (2013), 50 Simmental 1rk1 hayvanla CSN3 gen polimorfizmlerini belirlemek
amaciyla yaptiklar1 bir ¢alismada, CSN3’tin genotiplerini AA (%25,8), BB (%3,8) ve AB
(%20,4) olarak belirlemislerdir. CSN3’¢ ait allel frekanslar ise %72 degeri ile en yliksek A
allelinde ve %28 degeri ile B allelinde saptanmistir. Bu 1rka ait genotip frekans dagiliminin
Hardy-Weinberg genetik denge testine gore dengede (p>0.05) oldugu belirlenmistir (Akyiiz et
al. 2013)

Akyiiz ve Cinar (2014), Simmental irkla CSN3 gen polimorfizmini belirlemek amaciyla
yiiriittiikleri caligmada, 1rka ait CSN3 geninin AA, AB ve BB genotiplerinin frekanslari sirasiyla
0,500, 0,343 ve 0,157, A ve B allel gen frekanslar1 ise 0,671 ve 0,329 olarak belirlenmistir.
Ayrica genotip frekans dagiliminin Hardy-Weinberg genetik denge testine gore dengede
(P>0.05) oldugu bildirilmistir.

Soyudal (2017) tarafindan Holstein irki ineklerde CSN3 gen polimorfizmi ile laktasyon
stit verimi ve 305-giinliik siit verimi arasindaki iliskiler incelenmistir. Yapilan ¢alismada ayn1
stiride bulunan 189 bas Holstein inekte CSN3 gen polimorfizmi ile laktasyon siit verimi
arasinda iligki bulunmazken, 305-giinliik siit verimi arasinda anlamli bir iliski oldugu tespit
edilmistir (P<0.005). CSN3 i¢in AA, AB ve BB genotipleri belirlenmis ve 305-giin siit verimi
ortalamalar1 bakimindan en yiiksek 305 giin siit verimine heterozigot yapida olan AB genotipine
sahip (8633 kg) ineklerde rastlanirken, en diisiik 305-giin siit verimine BB genotipine sahip
(8287 kg) ineklerde rastlanmustir.

Hipofiz spesifik transkripsiyon faktorii 1 (Pit-1) geni

Hipofiz spesifik transkripsiyon faktorii 1 (Pit-1), memelilerde hipofiz gelisimi ve
hormon tiretiminden sorumludur (Othman et al., 2011; Misrianti et al., 2011). Biiyiime hormonu
ve PRL ekspresyonunu diizenleyen ve somatotropik ve laktotrofik hiicrelerde hormona 6zgii
aktivatorlerin ekspresyonunda rol oynayan bir gendir (Scully et al., 2000). Prolaktin geninin,
bliylime hormonu geninin, tiroid stimiilasyon hormonu b-alt biriminin, biiylime hormonu

salgilayan hormon reseptdr genlerinin ve Pit-1 geninin ekspresyonunu diizenler. Pit-1, biiyiime,



karkas ve siit verimi 6zellikleri i¢in aday bir genetik belirtectir (Othman et al., 2011; Khaizaran
etal., 2014).

Sigirlarda yaklasik 33 kDa agirliginda ve 291 amino asitten olusan hipofiz spesifik
transkripsiyon faktor-1 (pituitary specific transcription factor-1, Pit-1 veya POU1F1), hipofiz
bezinin gelisimi ve hipofiz bezinin hormon salgilamasindan sorumlu, hipofiz spesifik bir
transkripsiyon faktoriidiir (Renaville et al., 1997). Sigir karyotipinin 1. kromozomunda (BTA1)
bulunan ve 5 intron ile 6 eksona sahip olan PIT-1 genindeki bazi mutasyonlarin hipofiz
tarafindan salinan biiylime, prolaktin ve tiroid uyarict hormonlarinin (TSH) {iretiminin
durmasina veya az lretilmesine sebep oldugu bildirilmistir (Renaville at al., 1997; Thuy at al.,
2018). Bu gorevlerinden dolay: Pit-1 geninin ¢iftlik hayvanlarinda siit iiretiminin artirilmasi,

biliylime ve gelismenin diizenlenmesinde iyi bir aday gen oldugu diistinlilmiistiir (Zhang at al.,

2009; Heidari at al., 2012).

Pit-1 (pituitary-spesific transcription factor Pit-1): GH faktor-1 ya da POU1F1 olarak
da ifade edilmektedir ve GH, PRL ve TSH-beta alt biriminin salgilanmasinda pozitif
diizenleyici bir rol iistlenmetedir. PRL ve GH, meme bezi gelisimi ve siit verimi i¢in gerekli
oldugundan (Bauman et al., 1985; Peel and Bauman., 1987) dolayi, Pit-1 geni genetik
varyasyonunun verim 6zellikleri ile iliskili olabilecegi ve markdr olarak degerlendirilebilecegi

diistiniilmiistiir.

Sigirlarda, Pit-1 ekson 6 iizerindeki bir SNP, restriksiyon endoniikleaz Hinfl ile
karakterize edilebilen bir A'dan G'ye mutasyona sahiptir. Bu polimorfizm sessiz bir

mutasyondur ve Pit-1 A ve Pit-1 B allellerini saptamak i¢in bir¢ok ¢alismada kullanilmstir.

Renaville et al.,. (1997) Italyan Holstein Frisian bogalari iizerinde yaptiklar calismada
Pit-1 A allelinin, siit ve protein verimi iizerine etkili oldugu ve ayrica viicut derinligi, kalca

dolgunlugu ve arka bacak yapisi iizerine pozitif etkilerinin oldugunu belirtmiglerdir.

Oprzadek et al., (2003) Holstein sigir irki tizerinde yaptiklari arastirmada, karkas

ozellikleri tizerine Pit-1 genotiplerinin 6nemli etkileri oldugunu gostermislerdir.

Et¢i sigirlar {izerine yapilan bir iliskilendirme ¢alismasinda, Pit-1 geni ve et verimi

ozellikleri arasinda anlamli iligkiler bulunamamustir (Di Stasio et al., 2002).

Angus sigirlarinda Pit-1 geni polimorfizmi ile gelisme ve karkas 6zellikleri arasinda
herhangi bir 6nemli iliski bildirilmemistir (Zhao et al., 2004).



Zhao et al., (2001), Angus sigirlar1 tizerinde Pit-1/Hinfl polimorfik yapilarini
inceledikleri ¢aligmalarinda, polimorfik yapilar ile dogum agirligi (p=0.03) ve siitten kesim
agirhigr (P<0.01) arasinda 6nemli iligkiler bildirmislerdir. Pit-1 geninin Angus irki sigirlarda

seleksiyon i¢in aday gen olabilecegini belirtmislerdir.

Dybus et al., (2003a), Limousine 1rkina ait 130 buzag tizerinde PCR-RFLP metodu
kullanarak ortaya koyduklar1 Pit-1 geni polimorfizmine ait genotip ve allel gen frekanslarini
sirasiyla, AA-0.0692, AB-0.4077, BB-0.5231 ve A-0.2731, B-0.7269, olarak tespit ederken,
tespit edilen polimorfik yapilar ile buzagilara ait verim 6zellikleri arasinda anlaml iliskiler

oldugunu bildirmislerdir.

Romanya Simmental sigirlar1 tizerinde PCR-RFLP metodu kullanilarak Pit-1/Hinfl
polimorfizminin incelendigi calismada, Pit-1/Hinfl AA genotipi 0.07, AB genotipi 0.53 ve BB
genotipi 0.40, Pit-1/Hinfl allel gen frekanslar1 A ve B alleli igin sirastyla 0.33 ve 0.67 olarak
bildirilmistir. Calismada Pit-1 genotipleri ile incelenen siit verim 6zellikleri arasinda 6nemli

iliski tespit edilememistir (Vlaic et al., 2003).

Groza et al., (2005), Romanya siit inekleri iizerinde CSN3 ve Pit-1 polimorfik yapilarini
incelemisler ve Pit-1 AA genotipi ve A allelinin yiiksek siit verimi ve protein igerigiyle iliskili
oldugu, k-Cn BB genotipinin ise yiiksek protein i¢erigiyle iliskili bulundugunu bildirmislerdir.
Calismada, siit k1 sigirlarin 1slaht ve seleksiyonunda genetik markor kullanmanin yararl

olacag onerilmistir.

Curi et al., (20006), et irk1 sigirlar tizerinde POU1F1/Hinfl polimorfizmi allel ve genotip
frekanslarin1 tahminleme ve fedlot yontemiyle elde edilen biiylime ve karkas 6zelliklerine
mevcut polimorfizmin etkisini belirlemek amaciyla yaptikari ¢alismalarinda, PUO1F1/Hinf1
polimorfizminin hayvanlarin incelenen verim 0zellikleri iizerine Onemli bir iliskisinin

olmadigin1 belirtmislerdir.

Xueetal., (2006), 100 Nanyang sigiriin bitylime 6zellikleri {izerine etkili olan POU1F1
geni genetik varyasyonunu inceledikleri ¢alismalarinda, Hinfl enzimi kesimi sonrasi
polimorfik bolgenin allel frekanslari; A alleli 0.465 ve B alleli 0.535 olarak tespit edilirken,
populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu bildirmislerdir. Biiylime 6zellikleriyle
yapilan iligki analizlerinde ise; dogum agirligy, siitten kesim siiresi agirlik artisi, 12 aylik canli
agirlik, kesim zamani canli agirlik, viicut uzunlugu, ve 6. ve 12. ay gogiis derinlikleri

bakimindan BB genotipli sigirlar1 AA genotipli sigirlara gére daha Ttstlin olduklarini
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bildirmislerdir (P<0.05). Calisma sonucunda, B allelinin sigirlarda biiyiime 6zelliklerini pozitif

yonde etkiledigi belirtilmistir.

Cosier (2006), Romanya’da yetistirilen Simmental k1 sigirlar tizerinde Pit-1 geni
RFLP/Hinf | polimorfizmini incelemis, A ve B allel gen frekanslarin1 0.22 ve 0.78 olarak,
genotip frekanslarini ise; AA genotipi 0.118, AB genotipi 0.20 ve BB genotipi 0.69 olarak
bildirmistir. Calismada ayrica, A alleline sahip olan ineklerin B alleline sahip olanlardan daha
yiiksek siit ve protein verimine sahip olduklari ve daha iyi viicut konformasyon skoru

gosterdikleri belirtilmistir.

Bufalolar tizerinde yapilan bir ¢alismada, sigir Pit-1 polimorfizminin siit verimi ve siit

konformasyon 6zellikleri ile iliskili oldugu bulunmustur (Othman et al., 2011).

181 Holstein ve 71 Dogu Anadolu Kirmizisi (DAK) sigirda, Pit-1/Hinfl geni
polimorfizmi PCR-RFLP yontemleriyle genotiplendigi bir ¢aligmada, Pit-1 geninde AA, AB
ve BB genotiplerinin frekanslarin1 DAK igin sirastyla %14, %54, %32 ve Holstein igin % 4, %
31, % 65 olarak hesaplanmistir. Ayrica her iki irkin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu
bildirilmistir (Ozdemir, 2012).

Aytekin ve Boztepe (2013), 301 Esmer Isvigre sigir iizerinde Pit-1 polimorfizmini
arastirdiklar1 ¢aligmada, Pit-1 genotipleri ile 305 giin siit verimi, test glini siit verimi, yag,
protein, laktoz, yogunluk gibi 6zellikleri arasindaki iliskileri degerlendirmislerdir. Pit-1 geni
polimorfizminde A alleli 0.374 ve B alleli 0.626 frekansinda bulmuslardir. Hardy-Weinberg
dengesinde olan calismalarinda, Pit-1 polimorfizmlerinin Esmer Isvigre popiilasyonunda siit
verimi ve kompozisyonu iizerine etkisini Onemsiz olarak goézlemlemislerdir. Ayrica
caligmalarinda siit 6zelliklerinin segilmesinde aday bir gen olarak Pit-1 polimorfizminin

kullanilamayacagini ifade etmislerdir.

Pit-1 genlerindeki polimorfizmlerin saptanmast ve Slovak Simmental inek
popiilasyonundaki siit performansi 6zelliklerinin etkilesimine bakilan ¢alismada, Pit-1 geni igin
baskin allel olarak 0.77 frekansla B allelli ve BB genotipi igin frekansi 0.60 olarak
hesaplamiglardir. BB genotipinin siit performansina etkisinin anlamli bulundugu ¢alimada,

genotip’in siit verimi {izerinede olumlu etkisi oldugunu bildirmislerdir (Trakovi¢ka et al.,
2015).

Irak bolgesinde yetistirilen melez ineklerde Pit-1 geninin genetik polimorfizmleri

arastirmak amaciyla yapilan ¢alismada, Hardy-Weinberg dengesine gore hesaplanan allellik
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frekanslar1 A alleli 0.16 ve B alleli 0.84 olarak bulunmus ve AA genotipinin siit verimine

olumlu katkisi oldugu ifade edilmistir (Hussain, 2016).

Bayram vd. (2017), Tiirkiye‘de Kayseri civarinda yetistirilen Holstein 1rk1 sigirlarda
(n=352) Pit-1 genlerinin polimorfizmlerinin belirlenmesi amaciyla yaptiklari ¢alismalarinda,
Pit-1/Hinfl polimorfizmlerini PCR-RFLP metoduyla belirlemislerdir. En yiiksek frekans A
allelinde 0,87 olarak goriilmiis olup ve AA genotpilerinin siit verimine olumlu etkisi oldugu
bildirilmistir

181 Holstein sigirlar {izerinde yapilan bir ¢aligmada, Pit-1/Hinfl polimorfik bolgeleri ile
incelenen bazi verim o6zellikleri (Gergek siit verimi, 305giin siit verimi, Erigskin Siit verimi, Pik
slit verimi, Pik Siit verimi siiresi ve laktasyon uzunlugu) arasinda istatistiksel olarak anlamli

iliskilerin bulunmadig bildirilmistir (Ozdemir vd. 2018).
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MATERYAL ve YONTEM

Materyal

Giimiishane ili Kelkit ilgesinde faaliyet gdsteren Dogan Organik Uriinler A.S.
isletmesinden ayni yil ve mevsimde dogan 100 Holstein irki buzagilara ait bireysel kan
ornekleri ile dogum agirligi kayitlart materyal olarak kullanilmistir. Caligmanin laboratuvar
asamalar1 Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Bo&liimii, Molekiiler Genetik

Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

Yontem
Hayvanlardan Kan alim

Giimiishane ili Kelkit ilgesinde faaliyet gosteren Dogan Organik Uriinler A.S.
isletmesinden ayni yil ve mevsimde dogan 100 Holstein irki buzagidan 10 ml’lik K3
EDTA(Etilen DiaminTetra-Asetik Asit)’l1 vakumlu tiiplere kan 6rnekleri alinmis, numaralama
ve etiketleme islemleri tiip iizerine kaydedildikten sonra bu tiipler +4 °C buz kaliplarinin
bulundugu sogutucu tasima ¢antalar1 ile Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii

Molekiiler Genetik Laboratuvarina taginmaistir.

DNA izolasyonu

Holstein irki buzagilardan elde edilen kan orneklerinden asagidaki DNA izolasyon
(Qiagen Purgene DNA isolation kit) prosediirii uygulanarak genomik DNA’lar elde edilmistir.
Islemler Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Molekiiler Genetik

Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

2 ml’lik tiip hazirland1. Uzerine 900 pl RBC eklendi. Uzerine 300 ul kan eklendi. Oda
1s1sinda 10-15 dk bekletildi(arada bir alt Gist edildi). 13000 g’de 1 dk santrifiij edildi, siipernatant
(ist kisim) bir pipet yardimiyla tiiptin dibinde 5-10 pl kalacak sekilde atildi ve tam homojen
olmasi igin vorteks yapildi. Uzerine 300 ul cell lysis eklendi ve alt iist edildi. Uzerine 100 pl
protein precipitation eklendi ve vorteks yapildi. 13000 g’de 2 dk santrifiij edildi. 2. bir tiip
hazirland1 ve tizerine 300 pl (2- propanol) izopropanol eklendi. 1. Tiipteki siipernatant 2. tiipe
eklendi ve iyice alt iist edilerek DNA’nin goriilmesi saglandi. 13000 g’de 2 dk santrifiij edildi
ve siipernatant atildi.(Siipernatant1 atarken alkolii dokiip, DNA’nin dokiilmemesine dikkat
edilir. Birsiire alkol i¢in tiipiin agz1 a¢ik tutuldu. Sonra iizerine 300 pl % 70’lik etanol eklendi.
13000 g’de 2 dk santrifiij edildi, slipernatant 5-10 dk acik havada kurumasi i¢in bekletildi. DNA
miktarma gore 100 pl dehidrasyon solusyonu eklendi. 5 dk kadar 65 °C’de bekletildi. DNA
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¢oziildiikten sonra (kisa, orta ve uzun vade i¢in +4,-20 ve -80’de depoland1 (¢6ziilmemisse 37

°C’de 15 dk bekletilerek pipetaj yapildi).

% 1,2’lik agaroz jeli hazirlama;
0,60 gr agaroz tizerine 150 ml TBE(1X) eklenir ve calkalanir. 4 dk mikrodalgada
kaynatilir. Mikrodalgadan ¢ikardiktan sonra iizrine 10ul Etbromiir eklenir. Tablaya dokiiliir ve

donmasi beklenir.

% 2’lik agaroz jeli hazirlama;

3,1 gr agaroz tizerine 155 ml 1X TBE buffer eklenir ve ¢alkalanir. 4 dk mikrodalgada
kaynatilir. Mikrodalgadan ¢ikardiktan sonra iizerine 10ul EtBr eklenir. Tablaya dokiiliir ve

donmasi1 beklenir.

PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) islemi

Genomik DNA’dan ilgili gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in uygulanan Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) isleminde kullanilan primerler Tablo 2’de, PCR i¢in gerekli malzemeler ve

miktarlar1 Tablo 3’de ve ilgili PCR programlar: Tablo 4’de sunulmustur.

Tablo 1. Pit-1 ve CSN3 genlerine ait primer dizilimleri
Primerler Boyut Referans

F:5'-ACT CGC TAT TAC ACA ATAGGA GCC T-3'
R:5'-TCC TGC CAACTC CTC ACC TCC C-3'

Pit-1 260bg  (Ozdemir, 2012)

F:5'- ATT TAT GGC CAT TCC ACC AA-3'
CSN3 351b¢  (Dogru vd. 2008)
R: 5'- ATT AGC CCA TTT CGC CTT CT-3'

Tablo 2. Pit-1 ve CSN3 gen bdélgeleri igin PCR bilesenleri ve ilgili miktarlar

Malzeme Hacim
dNTP 1l

Taq 05-1U
MgCl2 (25 mM) 1 uL

10x buffer 3uL
Primer F 1 uL
Primer R 1 ulL
Genomik DNA 100-150 ng
distile su 15ul

Her bir gen bolgesi i¢cin PCR iglemleri, her bir genomik DNA 6rneklerinden 0,2ml’lik
tiplere ayr1 ayrt 3—5 ul alinmig ve iizerine Tablo 2’de belirtilen miktarlarda malzeme

eklenerek, tiipler flashing santrifiijleme ile santrifiij edilmistir. Sonrasinda tiipler dikkatlice
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PCR cihazina yerlestirilmis ve Tablo 3’de belirtilen PCR programi ile PCR islemleri
gergeklestirilmistir.

Tablo 3. Pit-1 ve CSN3 gen bolgeleri igin uygulanan PCR programi

Bolge Sicaklik Siire Dongii  Basamak
94 °C 5dk Baslangig
94 °C 45 sn =) Ayrilma
Pit-1 60 °C 45 sn g Baglanma
72 °C 50 sn 2 Uzama
72 °C 5dk Son uzama
94 °C 5dk Baslangig
94°C 45 sn 2, Ayrilma
CSN3 60 °C 45 sn g Baglanma
72 °C 60 sn = Uzama
72 °C 7 dk Son uzama

PCR iiriinlerinin gozlenmesi

PCR islemi sonrasinda amplifikasyonun gergeklesip gerceklesmedigini belirlemek icin
%1 lik agaroz jelde her bir PCR iiriinii yiiriitiilmiistiir. Bu amag i¢in her bir PCR iiriiniinden 8
ul aldiktan sonra parafin kagit lizerinde bulunan yiikleme tamponu ile karistirilmis sonra
otomatik pipet aracilifi ile 1XTBE tamponuyla dolu olan elektroforez tankindaki jel
kuyucuklarina yiiklemesi yapilmis ve 80 Watt’da 20 dakika yiiriimeye birakilmistir. Daha sonra
jeldeki bantlar1 UV 15181 ile goriintiilenmistir. Amplifikasyonu ger¢eklesmis olanlar -20 °C’de

muhafaza edilmistir.

PCR-RFLP Metodu

Restriksiyon enzimiyle DNA’larin kesimi

Calismada hem Pit-1, hem de CSN3 gen bdlgeleri polimorfizmini tespit etmek i¢in kullanilan
restriksiyon enzimi Hinfl olup, 5°-3’ tanima bolgesi GA*TC dizilimidir. PCR-RFLP i¢in, PCR
islemi tamamlanan her bir drnekten yaklagik 8-10 pl alinip 0,2 ml’lik steril tiiplere konularak
tizerine 6-8 U ilgili bolge icin restriksiyon enzimi olan Hinfl, 6-8 ul RE tamponu (Buffer Tango
ve Buffer R), 5-7 pl distile saf su eklendi ve iizerine 6-8 ul Mineral oil eklenerek yiizeyi
kapatildi. Daha sonra etiivde 37 °C’de 12 saat inkiibasyon islemi gergeklestirildi.
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Hinfl ile kesilen iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi ve genotipleme

Hinfl ile DNA’larin kesim islemleri tamamlandiktan sonra sucunu gézlemlemek igin;
etlivden c¢ikarilan restriksiyon kesimi uygulamis 6rneklerin her birine, 3 pl yiikleme tamponu
olan bromfenol boyasi ilave edildi. Mineraloil’den arindirilmasi i¢in mikropipet yardimiyla
parafilm {izerinde tiim tiriinler gezdirildi. Daha 6nceden hazirlanan %2’lik agaroz jele ayr1 ayri
yiiklenerek 1XTBE tamponuyla doldurulmus olan elektroforez tankina jel yerlestirildi. Daha
sonra 45 V’da 90 dak siireyle elektroforez islemine tabi tutuldu. Elektroforez islemi sonrasinda
jel alinarak UV 15181 altinda herbir {irin standart markor yardimiyla genotiplendi. Her bir

buzagiya ait genotipler belirlendikten sonra sonuglar bilgisayara kaydedildi.
Istatistiksel analizler

Buzag1 popiilasyonundaki genotip ve allel sayilari jel goriintiilerine bakilarak tespit

edilmistir. Genotip frekanslar1 agagidaki esitlige gore hesaplanmistir.

f(CC)=p2=3(44)IN

f(CT)=2pq=>.(AB)/N

f(TT)=q2=>(BB)/N

Denklemde;

N:incelenen toplam birey sayisin1 gdstermektedir.
Popiilasyonlarin genotip frekanslarina gore allel frekanslar1 asagidaki formiile gore hesaplanda.
f(C)=p=(2nAA + nAB )/2N

f(T)=g=(2nBB + nAB)/2N

pt+qg=1 esitligine gore

Esitliklerde ;

f(C )=p=A allelinin frekansini,

f(T)=g=B allelinin frekansini,

N:Incelenen toplam birey sayisin1 gostermektedir.

Gen frekanslarinin standart hatalar1 asagidaki esitlige gore hesaplandi.

St. Hata=vq(1-q)/2N
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Burada;
g=Verilen bir allel genin frekansin
N=Incelenen toplam birey say1s1

Verimle iliskilendirme analizlerinde, elde edilen veriler Varyans analizine (ANOVA)
tabi tutulmus ve bu amagla SPPS istatistik paket programi kullanilmistir. Buzagilara ait verim
ozelliklerinden dogum agirlig1 6zelligi esas alinmisg ve genotip farkliliklari ortaya konmaya

calisilmgtir.
Arastirmadaki verim 6zelliklerine gore asagidaki istatistiksel model kullanilmigtir.
Yij :utaitej

Yij: Herhangi bir buzaginin ele alinan performans (dogum agirligi, yasama giicii) 6zelliklerine

ait degeri

1: popiilasyon ortalamasi

ai: i.Genotip etkisi (i:1-3; AA:1 ,AB:2 , BB:3)
ejj: Hata pay1

Kullanilan modelde, genotip sabit hata ise sansa bagli olarak kabul edilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA
PCR sonuclarinin gozlenmesi

Holstein buzagi kanlarindan elde edilen genomik DNA 6rneklerinin her birine Pit-1 ve
CSN3 gen bolgeleri igin ayr1 ayr1 PCR yapilarak %1.2’lik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve DNA
bantlar1 elde edilmistir. Sekil 1 ve 2’de PCR iiriinlerine ait UV 15181 altindaki agaroz jel

gorilntiisii goriilmektedir.

Sekil 1. Pit-1 PCR iiriinlerinin UV altinda %1,2’lik agaroz jel goriiniimii (M:markor, 1.-10. Pit-
1:260 bg)

Sekil 2. CSN3 PCR iiriinlerinin UV altinda %1,2’lik agaroz jel goriinimi (M: markor,
CSN3:351 bg)

PCR-RFLP Sonuclar

Holstein buzagilardan elde edilen DNA 6rnekleri Pit-1 ve CSN3 genleri i¢in ayri ayri
PCR cihazinda ¢ogaltilmis ve Hinfl Rekstriksiyon Endoniikleaz enzimiyle kesilmesiyle Pit-1
ve CSN3 genleri polimorfik bdlgeleri tespit edilmistir. Teorik olarak Pit-1 genotipleri; AA:260
be, BB:190/70 bg ve AB:260/190/70 bg uzunlugunda bantlar vermektedir. Sekil 3’de UV 15181
altinda Pit-1/Hinfl polimorfizmi PCR-RFLP sonucuna ait 6rnek bir agaroz jel goriintiisii

sunulmustur.
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Sekil 3. Pit-1/Hinfl polimorfizmine ait PCR-RFLP jel goriintiisii: AA;260 bg, AB;160/190/70
be¢, BB;190/70 bg.

Holstein 1rk1 buzagilardan elde edilen DNA 6rnekleri PCR cihazinda ¢ogaltilmis ve Hinfl
Rekstriksiyon Endoniikleaz enzimiyle kesilmesiyle CSN3 geni polimorfik bolgeleri tespit
edilmistir. teorik olarak; BB; 262-89, AA;131-89 ve AB;262-131-89 b¢ uzunlugunda bantlar
vermektedir. 131. b¢ bolgesindeki kesim yeri polimorfik olarak tanimlanirken, 262 bg’deki
kesim bolgesi standart kesim yeri olarak gortilmistiir. Sekil 4’de CSN3/Hinf1 polimorfizmine

ait PCR-RFLP sonucunun 6rnek bir agaroz jel goriintiisii sunulmustur.

7 — — _

Ak

A

100k

Sekil 4. CSN3/Hinfl polimorfizmine ait PCR-RFLP jel goriintisi: AA;131/89 bg,
AB;262/131/89 bg, BB;262/89 bg.

Gen ve Genotip Frekanslari ile Genetik Denge Testi Sonuclari

Aragtirmada hem Pit-1/Hinfl ve hem de CSN3/Hinfl gen bolgeleri iizerinde 3 farkli
genotip AA, AB ve BB tanimlanmistir. Tespit edilen genotipler ve allel gen frekanslar1 Tablo
4’de, Hardy-Weinberg Genetik Denge Testi ve X? bagimsizlik testi sonuglar1 Tablo 5°de

sunulmustur.
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Tablo 4. Buzagilara ait Pit-1 ve CSN3 genleri, genotip ve allel gen Frekanslart

_ PiT-1 CSN3
Genotip

n % n %
AA 11 13.4 24 24.5
AB 33 40.2 36 36.7
BB 38 46.3 38 38.8

) A B A B

Allel Gen Frekansi (%) 34 66 43 57

Buzagi popiilasyonu Pit-1/Hinfl polimorfizmi allel gen frekanslart bakimdan
incelendiginde A allelinin 0.34 ve B allelinin 0.66 frekansinda oldugu belirlenmistir (Tablo 4).
Irkta B allelinin yiiksek frekansta goriildiigi gozlemlenirken, genel olarak AA genotipi % 13.4,
AB genotipi %40.2 ve BB genotipi %46.3 oraninda tespit edilmistir. CSN3/Hinf1 polimorfizmi
allel gen frekanslar1 bakimdan incelendiginde A allelinin 0.43 ve B allelinin 0.57 frekansinda
oldugu belirlenmistir (Tablo 4). Siirtide B allelinin yiiksek frekansta goriildiigl gozlemlenirken,
genel olarak AA genotipi % 24.5, AB genotipi %36.7 ve BB genotipi %38.8 oraninda tespit
edilmistir. Her iki polimorfik bolgeye ait allel gen frekanslar1 ve genotip frekanslar
degerlendirildiginde hem Pit-1/Hinfl polimorfizmi hemde CSN3/Hinfl polimorfizmi
bakimindan siiriide goriilen heterozigot birey oraninin yiiksek olarak degerlendirildigi ve 1slah

programlari i¢in siiriiniin yeterli biyolojik ¢esitlilige sahip oldugu sdylenebilir.

Pit-1/Hinf1 geni ile ilgili daha 6nce farkli Holstein sigirlart tizerinde (Renaville et al.,
1997; Jia et al., 2011; Ozdemir, 2012; Bayram vd. 2017; Ozdemir vd., 2018), Esmer Isvicre
sigir1 izerinde (Aytekin ve Boztepe 2013), Siyah-Beyaz sigirlar {izerinde (Zwierzchowski et
al., 2002; Dybus et al., 2004), Simmental sigir1 (Viorica, 2006; Vlaic et al., 2007; Trakovicka
et al., 2015) tizerinde yapilan ¢aligmalarda ii¢ genotipinde tespit edildigi bildirilmistir. Bayram
vd. (2017) disinda BB genotipinin ve B allel gen frekansinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir.
Bu c¢aligsmalardan elde edilen sonuglar calisma sonucumuzla uyum igerisinde oldugu

gorilmiistiir.

CSN3/Hinfl polimorfizmi bakimindan daha 6nce farkli sigir irklar lizerinde; Esmer
Isvigre sigirlarda (Ozdemir ve Dogru 2005; Akyiiz 2011) ve Holstein/Siyah Alaca sigirlarda
(Kaygisiz ve Dogan 1999; Giircan 2001; Ozdemir ve Dogru 2005; Gedik 2009; Akyiiz 2011;
Demirel 2019; Unal, 2020) ve Simmental sigirlarda (Akyiiz 2011; Akyiiz et al. 2013; Akyiiz ve
Cmar 2014) caligmalar yapilmig ve CSN3/Hinfl polimorfizmine ait AA, AB ve BB
genotiplerinin tespit edildigi ve ¢ogu calismada B allel gen frekansinin daha yiiksek frekansta
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bulundugu bildirilmistir. Ilgili calismalar incelendiginde, gen ve genotip frekansma ait

bulgularin ¢alisma sonuglarimizla uyumlu olduklari gériilmektedir.

Holstein buzagilarin Pit-1/Hinfl polimorfizmine ait genotip ve allel gen frekanslar

Sekil 5’de, CSN3/Hinfl polimorfizmine ait genotip ve allel gen frekanslari Sekil 6’da

goriilmektedir.
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Sekil 5. Holstein buzagilarin Pit-1/Hinfl polimorfizmine ait genotip ve allel gen frekanslar
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Sekil 6. Holstein buzagilarin CSN3/Hinfl polimorfizmine ait genotip ve allel gen frekanslar

Holstein buzagilarin Pit-1/Hinfl ve CSN3/Hinfl polimorfizmlerine ait Hardy-Weinberg

genetik denge test sonuglar1 Tablo 5’de sunulmustur.
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Tablo 5. Gen bolgelerine ait Hardy-Weinberg genetik denge testi sonuglari

BOLGE n Gozlenen Beklenen X2testi P
AA AB BB AA AB BB

Pit-1 82 11 33 38 9.2 36.3 36.2 0.78 0Ss

CSN3 98 24 36 38 18.0 48.0 320 6.13 *

"OS: 6nemsiz (P>0.05), *:P<0.05,

Holstein buzagilarin Pit-1/Hinfl polimorfizmine ait genotip frekanslart dagiliminin
Hardy-Weinberg genetik denge testine gore dengede (P>0.05) oldugu, ancak CSN3/Hinfl
polimorfizmine ait genotip frekanslari dagilimmin dengede olmadigi (P<0.05) saptanmistir
(Tablo 5). Bu durum muhtemelen siiriide 1slah uygulaniyor olmasindan ya da yapilan 6rnekleme

hatasindan kaynaklanmis olabilir.

Pit-1/Hinfl ve CSN3/Hinfl Genleri Fenotiplerinin Buzag Dogum Agirhig: Uzerine Etkisi

Pit-1/Hinfl ve CSN3/Hinfl polimorfizmine ait genotipler ile buzagi dogum agirlig:
arasindaki iligkiler incelenmis ve varyans analiz sonuglar1 Tablo 6’da verilmistir. Pit-1/Hinfl
ve CSN3/Hinfl genotiplerinin buzagi dogum agirhigina ait en kiigiik kareler ortalamalar1 ve

standart hatalar1 Tablo 7°de sunulmustur.

Tablo 6. Pit-1/Hinfl ve CSN3/Hinfl polimorfizmlerinin buzag: dogum agirligina ait varyans
analiz sonuglari

Varyasyon Kaynaklari S.D. Kareler Ort. F P
Pit-1 Genotipi 2 12.467 1.477 0S
Hata 79 8.441

CSN3 Genotipi 2 12.838 1.736 OS
Hata 95 7.397

OS: Onemsiz (P>0.05)

Tablo 7. Pit-1 ve CSN3 genotiplerinin buzagi dogum agirhigi (kg) bakimindan en kiigiik kareler
ortalamalar1 ve standart hatalari.

Pit-1 CSN3
Genotip n X + Sx n X + SXx
AA 11 41.45 0.813 24 42.29 0.738
AB 33 41.09 0.375 36 41.06 0.376
BB 38 42.26 0.563 38 41.95 0.399
Genel 82 41.68 0.323 98 41.70 0.277

Holstein buzagilarda, Pit-1/Hinfl polimorfizminin dogum agirhigina ait genel
ortalamasi 41.68 + 0.323 kg olarak belirlenmistir. Elde edilen verilere gére dogum agirligi
acisindan Pit-1 genotiplerinden en yiiksek ortalama BB genotipinde (42.26 + 0.563 kg) ve en
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diisiik ortalama AB genotipinde (41.09 + 0.375 kg) belirlenmistir. AB genotipli buzagilara ait
dogum agirhigr ortalamas: AA ve BB genotipli buzagilardan sirasiyla 360 g ve 1170 g kadar
daha az bulunmus (Tablo 7), ancak bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir
(P>0,05) (Tablo 6). Xue et al., (2006), Nanyang sigirlarda Pit-1/Hinfl polimorfizmine ait BB
genotiplilerin AA genotipli buzagilara gore buzagi dogum agirlik ortalamalarinin daha iistiin
olduklarinit bildirmislerdir (P<0.05). Her iki calismada da BB genotiplilerin dogum agirlig
ortalamalarinin yiiksek olarak bulunmasi, B allelinin sigirlarda biiyiime ozelliklerini pozitif

yonde etkiledigi sonucunu vermektedir.

CSN3/Hinfl polimorfizminin dogum agirligina ait genel ortalamasi 41.70 + 0.277 kg
olarak belirlenmistir. Elde edilen verilere gore dogum agirligi acisindan CSN3/Hinfl
genotiplerinden en yiiksek ortalama AA genotipinde (42.29 + 0.738 kg) ve en diisiik ortalama
AB genotipinde (41.06 + 0.376 kg) belirlenmistir. AB genotipli buzagilara ait dogum agirhigi
ortalamasi AA ve BB genotipli buzagilardan sirasiyla 1230 g ve 890 g kadar daha az bulunmus
(Tablo 7), ancak bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (P>0,05) (Tablo 6).

Daha oOnce bu konuda yapilan benzer caligmalar incelendiginde, CSN3/Hinfl
polimorfizmi ile buzagi dogum agirhigr arasindaki iliskinin incelendigi farkli bir ¢alismaya

rastlanmamuistir.
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SONUC

Gilimiighane ili Kelkit ilgesinde faaliyet gosteren Ozel bir isletmeden ayni yil ve
mevsimde dogan 100 Holstein irki buzagilara ait bireysel kan ornekleri iizerinde, PCR-RFLP
yontemi kullanilarak, Pit-1/Hinfl polimorfizmine (AA, AB ve BB genotipleri) ve CSN3/Hinfl
polimorfizmine (AA, AB ve BB genotipleri) ait genotipler tespit edilmistir.

Popiilasyondaki Pit-1/Hinfl polimorfizmi i¢in AA, AB ve BB genotip frekanslari
sirasiyla %13.4, % 40.2 ve % 46.3, A allelinin frekansi 0.34 ve B allelinin frekansi 0.66 olarak
bulunurken, CSN3/Hinfl polimorfizmi i¢in ise AA, AB ve BB genotip frekanslar1 sirasiyla
%24.5, %36.7 ve %38.8 ve A allelinin frekansi 0.43 ve B allelinin frekansi 0.57 olarak tespit
edilmistir. Pit-1/Hinfl ve CSN3/Hinfl polimorfizmleri agisindan belirlenen genotip ve allel

frekanslar1 irkin genotip cesitliligini ortaya ¢ikarmada yeterli olarak goriilmiistiir.

Holstein 1rki buzagilarda tespit edilen Pit-1/Hinfl ve CSN3/Hinfl polimorfizmlerine ait
genotipler ile buzagi dogum agirligi arasinda istatistiksel olarak oOnemli bir iliski

bulunamamustir.

Bu ve benzeri ¢alismalar yapilarak tespit edilen polimorfik yapilarin, farkli bolgelerde
farkl1 irklar tizerinde ve daha farkli performans 6zellikleriyle iligskilendirmek suretiyle hayvan

1slahinda kullanilabilirliginin ortaya konmasi 6nerilmektedir.
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