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OZET

AYDIN iLINDE YETIiSTIiRiLEN YERLI SIGIRLARDA LEPTIN GEN
POLIMORFiZMIiNIN BELIRLENMESI

Zekai COBAN

Yiiksek Lisans Tezi, Zootekni Anabilim Dali
Tez Damismant: Prof. Dr. ibrahim CEMAL

2015, 47 sayfa

Bu calisma, Aydin ilinde yetistirilen yerli sigirlarda leptin gen polimorfizminin
belirlenmesi amaciyla yapilmistir. DNA, 5 farkli lokasyonda bulunan 117 bireyden
alman kan oOrneklerinden elde edilmistir. Genotiplerin belirlenmesi i¢in PCR-
RFLP metodu kullanilmigtir. Sigir leptin genine ait 422 bg¢’lik bolge PCR ile
cogaltilmis ve ardindan Sau3Al restriksiyon enzimi ile kesime tabi tutulmustur.
Sau3Al enzim kesimi sonucu 390, 303, 88 ve 32 bc¢’lik bantlardan olusan bir
karisim elde edilmistir. Caligmada, gen frekanslar1 A ve B allelleri i¢in sirasi ile
0.803 ve 0.197, genotip frekanslar1 ise AA, AB ve BB genotipleri i¢in sirast ile
0.641, 0.325 ve 0.034 olarak belirlenmistir. Daha somut bilgilerin ortaya
konabilmesi amaciyla bu gen bolgesinin DNA dizi analizinin yapilmasi faydali
olacaktir. Bu caligmadan elde edilen bulgular literatiire 6nemli katki saglayacak

diizeydedir.

Anahtar sozciikler: Yerli s1igir, Leptin geni, PCR-RFLP, Sau3Al
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ABSTRACT

DETECTING LEPTIN GENE POLYMORPHIZM IN NATIVE CATTLES
RAISING IN AYDIN PROVINCE

Zekai COBAN

M.Sc. Thesis, Department of Animal Sciences
Supervisor: Prof. Dr. ibrahim CEMAL
2015, 47 pages

This study was carried out to determine leptin gene polymorphism in native cattles
raised in Aydin province. DNA was extracted from 117 individual blood samples
collected from cattles raised in 5 different locations. The PCR-RFLP methods
were used to determine genotypes. A 422 bp DNA fragment within bovine leptin
gene was amplified with PCR and then digested with restriction endonuclease
enzyme Sau3Al. The Sau3Al digestion produced a mixture containing of 390,
303, 88 and 32 bp. In present study, A and B allele frequencies were identified
with 0.803 and 0.197; AA, AB and BB genotype frequencies were identified with
0.641, 0.325 and 0.034, respectively. In order to reveal more concrete information,
sequencing for the leptin gene may be useful. Results obtained from this study will

provide a significant contribution to the literature.

Keywords: Native cattle, Leptin gene, PCR-RFLP, Sau3Al
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1.GIRIS

Ciftlik hayvanlarinda kantitatif karakter veya ozellik olarak tanimlanan verim
ozellikleri veya fizyolojik Ozellikler genomda yer alan ve sayisi net olarak
bilinmeyen cok sayida genin eklemeli etkilerine ve bu genler arasi etkilesimlere
gore sekillenmektedir. Kantitatif karakterlere ait fenotipin sekillenmesinde goérevli
tiim genlerin tek tek etkilerini su an i¢in tanimlamak miimkiin olmadig1 i¢in klasik
Mendel genetigi yontemlerini kullanarak bu genleri tek tek inceleyebilmek ve
1slah etkinliklerini tamamen bu bilgilere dayal1 yiiriitmek giiniimiizde tam olarak
olanakli degildir. Ancak, molekiiler genetik alaninda son yillarda yasanan bas

dondiiriicii gelismeler buna kap1 aralamigtir.

Kantitatif ozelliklere ait fenotipleri sekillendiren genlerin sayisina ve bireysel
ozelliklerine iliskin bilgilerin sinirli diizeyde olmasindan dolayi teorik caligmalar
kimi varsayimlara dayanmaktadir. Temel varsayima gore kantitatif bir karakteri,
tiim lokuslarda frekanslar1 benzer, eklemeli etkileri ve dominans iliskileri hemen
hemen ayni olan cok sayida gen etkilemektedir (Falconer ve Mackay, 1996;
Roberts ve Smith, 1982). Bu tiir karakterlere etkili genlerin sayist ve etki
diizeylerinin bilinmesinin olanaksizlig1 kantitatif teorinin 0zgiin yapisiyla ortaya
cikmasinin temel nedenidir. Diger bir ifadeyle, kantitatif karakterlerin kalitimi
poligenik modele dayanmaktadir (Kinghorn vd., 1994). Kantitatif karekterlerin

kalitimu, etkili genlerin etkileri toplamlar1 ile aciklanmaktadir.

Kantitatif karakterler, 6zellikle de esikli karakterler, cevre etmenlerinden ¢cok daha
yiiksek derecede etkilenmektedirler (Cemal, 1996; Karaca vd., 1992). Dolayisiyla
genetik varyasyon, genel varyasyon icinde ancak c¢ok kiiclik degerler alarak
tanimlanabilmekte ve buna baghi olarak damizlik sec¢iminde duyarlilik diisiik
diizeyde olmaktadir. Bunun sonucu olarak, verim 6zelliklerinin 1slahinda klasik
islah yontemleri ile saglanan yillik genetik ilerleme orami ancak %1-3 kadar
olabilmektedir (Smith, 1985).

Ciftlik hayvanlarinda verimlerin gelistirilmesi anlaminda yapilan 1slah
calismalarinda genlerin eklemeli etkilerinin fenotipe dayali tahminini esas alan
programlar bir Onceki yiizyilda gelistirilerek kullanilmigtir. Bunun sonucunda,

uzun vadeli caligmalar ile yiiksek verimli irk, soy ve hatlar elde edilmistir.



DNA’nin ¢ift sarmal yapisinin kesfinden sonra molekiiler genetik alaninda ¢ok hizli
bir gelisme siireci yasanmugtir. Ozellikle son yillarda DNA diizeyindeki

tanimlamalara yonelik yontemlerde bas dondiiriicli hizda gelismeler yasanmaktadir.

DNA diizeyinde yapilan tanimlamalardan elde edilen bilgiler ile hayvanlara ait
fenotipik verilerin iligkilendirilmesi sonucunda hayvanlara ait verim veya liriin
kalitesi lizerine etkili olan, 6zellikle etki diizeyleri digerlerine oranla kismen veya
cok biiyiik olan bazi genlerin tamimlanmasi ve pratik genotip ayrimlarinin
yapilabilmesi miimkiin olmugtur. Kantitatif karakter lokuslarmin (QTL: Quantitative
Trait Loci), major gen olarak adlandirilan kismen daha biiylik etkili kantitatif
karakter lokuslarinin, genomda yer alan verim ve kalite artisiyla baglantili bazi
genom bolgelerinin veya fenotipte etkili kantitatif karakter niikleotidlerinin (QTN:
Quantitative Trait Nucleotide) tanimlanmasma yonelik bu yontemler sayesinde
giiniimiizde genoma ait bu bilgiler fenotipe dayal:1 klasik 1slah programlarina monte
edilerek daha isabetli damizlik degeri tahminleri yapilabilmektedir. Bunun
sonucunda, seleksiyon calismalarinda genetik ilerleme hizi daha yiiksek seviyelere
cekilebilmektedir. Calismalar kapsaminda nihai hedef genomik seleksiyondur. Son
donemlerde ciftlik hayvani tiirlerine yonelik yiiksek yogunluklu tek niikleotid
polimorfizmi (SNP: Single Nucleotide Polymorphism) ciplerinin genotipleme
calismalarinda kullanilmas1 ve referans popiilasyonlarda genom boyu iliski analizleri
yapilarak ilgilenilen verimle ilgili SNP’lerin ve SNP genotiplerinin etki diizeylerinin
belirlenmesi genomik seleksiyonu olanakli kilmis ve kimi gelismis iilkelerde bu
yontem kullanima girmistir. Fenotipik veriler ile genomik verilerin birlikte
kullanilmas1 yiiksek damizlik deger isabeti saglamakla birlikte, bu ¢iplere dayali
genotipleme caligsmalari ile hi¢ performans kaydi olmayan hayvanlarda da genomik
damizlik deger belirlenebilmekte, ancak bu tahmiinler daha diisiik isabete sahip
olmaktadir. Cip haricinde farkli molekiiler genetik analiz yontemleri ile elde edilen
genotip bilgileri de klasik fenotipe dayali damzlik deger tahmininde karigik model
esitliklerine dahil edilerek daha isabetli damizlik deger tahmini yapilabilmektedir.

Leptin geni, hayvanlarin biiyiime ve enerji dengesinin diizenlenmesinde onemli
anahtar rol oynayan biiyiik etkili bir gendir. 16 kilo dalton (kDa) agirliginda bir
protein olan ve 146 amino asit igeren leptin, 21 amino asitlik sinyal peptidin
molekiilden ayrilmasindan sonra ilk olarak adipoz dokudan salgilanmakta ve sonra
kan dolasimina karigmaktadir (Barb ve Kraeling, 2004; Zhang vd., 1994; Hashemi,
vd., 2011). Leptin geni, sigirlarda 4. kromozomda, insanlarda 7. kromozomda,
farelerde 6. kromozomda bulunmaktadir (Barendse vd., 1994; Stone vd., 1996).



Pomp vd. (1997) ile Wilkins ve Davey (1997) yaptiklar1 caligmalarda leptin geninin
polimorfik oldugunu gostermislerdir. Pomp vd. (1997), 1820 b¢’lik olan leptin genine
iligkin PCR {iriinlerini Sau3 Al restriksiyon enzimini kullanarak fragmentlere ayirmiglardir.

Zwierzchowski vd. (2001b) farkli et¢i s1gir irklari ile yaptiklar: arastirmada leptin
genindeki polimorfizm ile yem tiiketimi ve yemden yararlanma arasinda bir ilginin
oldugunu ve bazi karkas ozelliklerinin genotipik farkliliktan etkilendigini
gostermislerdir. Bu arastirmadan elde edilen sonuclar AA genotipli (A alleli 3
restriksiyon fragmenti meydana getirmektedir) bogalarin daha yiiksek yem
tilketimine sahip oldugunu, AB (B alleli 4 fragment meydana getirir) genotiplilerin
ise parcalanan karkastan secilen orneklerde daha fazla yagsiz et iirettiklerini ortaya
¢ikarmistir. Benzer bir sekilde, Oprzadek vd. (2003) Siyah-Alaca wrkiyla yaptiklari
arastirmada karkas o©zellikleri ile polimorfik leptin geni varyantlari1 arasinda
onemli iliskiler bulundugunu bildirmislerdir. Hale vd. (1998) tarafindan Angus
sigir irki ile yapilan bir baska calismada, leptin geninin karkas 6zelligi icin markor

olarak kullanilmasinin yararh olabilecegi one siiriilmektedir.

Aydm ilinde, yerli sigir varligt 1993 yilindan itibaren son 20 yillik siirecte yaklasik
olarak %62 azalarak 2013 yilinda 38.679 basa gerilemistir (TUIK, 2013). Yerli
sigirlardaki bu denli sayisal diistisiin en 6nemli nedeni olarak yerli irklarin et ve siit
verimleri bakimindan kiiltiir wklariyla yarisamamasi olarak gosterilsede, mera alanlarin
farkli tarim uygulamalarinda degerlendirilmeye baslanmasi da 6nemli bir etken olarak
gosterilebilir. Aydin ilinde yerli sigir yetistiriciligi, genel olarak mera kosullarinda yilin
yaklagik 365 giinii serbest bir sekilde gerceklestirilmektedir. Yetistiriciler, yilin belli
bagh donemlerindeki uygulamalarda (as1, bakanlik kiipesi uygulamalar1 vb) ya da satig
oncesi donemde sigirlar1 yerlesim merkezine yakin yerlere getirmektedirler. Diger
zamanlarda ise sigirlar merada serbest olarak dolasmaktadirlar. Dogadan maksimum
fayda saglanarak yetistirilen yerli sigirlarin karhlik oraninin, 6zellikle besi sigirt
yetistiricili§inde, hazir bakim-besleme yapilan kiiltiir rklar1 ya da bunlarin melezlerine
gore daha fazla oldugu asikardir. Neredeyse tiim y1l boyunca sadece meradan yararlanan
hayvanlarin girdi maliyetleri yok denecek kadar azdwr. Yetistiricilerle yapilan
goriismelerde, mera alanlar1 cesitli nedenlerle kisitlanmadigi siirece yerli sigir
yetistiriciligini stirdiireceklerini, hatta karlihgindan dolayr hayvan sayilarim artirma

arzularinin oldugunu dile getirmislerdir.

Bu calisma, Aydin’da yetistirilen yerli sigirlardaleptin gen polimorfizminin DNA
diizeyinde PCR-RFLP yontemi ile tanimlanmasi1 amaciyla yapilmustir.






2. LITERATUR OZETi
2.1. Tiirkiye’de Sigir Varhgi ve Et Uretimi

Hayvansal iretim, c¢iktilar1 acisindan insanlarin  protein ihtiyacglarmin
karsilamasinda 6nemli bir tiretim dalidir. Hayvansal iiriinler i¢inde et ve et iirtinleri
bu ihtiyact karsilamanin yaninda istihdam saglama, ekonomik biiylime ve

kalkinma acisindan 6nem tasimaktadir.

Ulkemizde 2002 yilinda 9.8 milyon bas olan sigir sayist % 47 oraninda artarak
2013 yilinda 14.4 milyon basa yiikselmistir (TUIK, 2013). Yine TUIK (2013)
verilerine gore, 2002 yilinda 3.58 milyon bas olan yerli sigir varlig1 %35 azalarak
2013 yilinda 2.34 milyon basa gerilemistir. Yillara gore Tiirkiye’de ki sigir

sayilarinin degisimi Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1.Tiirkiye’de yillara gore sigir varligi

Yil Kiiltiir Melez Yerli Toplam
2002 1.859.786 4.357.549 3.586.163 9.803.498
2003 1.940.506 4.284.890 3.562.706 9.788.102
2004 2.109.393 4.395.090 3.564.863 10.069.346
2005 2.354.957 4.537.998 3.633.485 10.526.440
2006 2.771.818 4.694.197 3.405.349 10.871.364
2007 3.295.678 4.465.350 3.275.725 11.036.753
2008 3.554.585 4.454.647 2.850.710 10.859.942
2009 3.723.583 4.406.041 2.594.334 10.723.958
2010 4.197.890 4.707.188 2.464.722 11.369.800
2011 4.836.547 5.120.621 2.429.169 12.386.337
2012 5.679.484 5.776.028 2.459.400 13.914.912
2013 5.954.333 6.112.437 2.348.487 14.415.257

Tiirkiye’de et iiretiminin yaklasik %55’ ini tavuk eti olusturmaktadir. Geriye kalan
%45’1ik tretimin ise yaklasik %76’s1 sigirdan, %24’1i ise koyun, keci, manda ve
diger hayvan tiirlerinden saglanmaktadir (TUIK, 2013).

Sigirciliktan elde edilen gelirlerin biiyiik boliimiinii siit iretimi olusturmaktadir.
Ozellikle entansif tarimin uygulandig iilkelerde 1slah programlarmin temel hedefi

dol verimi ile siit verimi ve kalitesinin arttirilmasidir. Bu nedenle, entansif tarmmin



yayginlagsmasi ile kiiltiir k1 ve kiiltiir irk1 melezi yetistiriciligi yayginlagsmaktadir.
Yerli wklarimizin bazi verim 6zellikleri bakimindan potansiyellerinin diisiik
olmas1 yaninda, mera alanlarmin daralmasi ile de yerli wklarin sayisal azalisi
arasinda iligki oldugu sdylenebilir.

Tiirkiye’de kirmizi et iretiminde, biiyiik ve kiiglikbas hayvan yetistiriciligi onemli
bir yere sahiptir. Sigirin Diinya ve Avrupa Birligi (AB) et iiretimindeki pay1
sirastyla % 22.8 ve % 18.7 olarak hesaplanabilmektedir. Koyun-ke¢inin Diinya ve
AB et iiretimindeki payi ise yine ayni sira ile % 5 ve % 2.5°dir. Bu degerlerden;
diinya et iiretiminde domuz, tavuk ve sigirin 6nemli bir yer aldigi, koyun, keci ve

mandanin katkilarinin sinirli oldugu anlagilmaktadir (Anonim,2012a).

BUYUKBAS HAYVAN SAYILARI
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Sekil 2.1.Aydin iline ait yillara gore biiyiikbas hayvan sayilar1

Aydin iline ait yillara gore biiylikbas hayvan sayiarinin degisimi, kiiltir irki
hayvanlar, bunlarin yerli wklarla melezleri ve yerli wrklar icin Sekil 2.1.’de
verilmistir. Aydin ilinde 1993 yilinda 42.110 bas olan kiiltiir k1 s18ir sayis1 20
yillik siiregte %582 artarak 2013 yilinda 245.232 basa yiikselmistir. Yine 1993
yilinda 62.380 bas olan yerli sigir sayis1 20 yillik siiregte yaklasik olarak %62
azalarak 2013 yilinda 38.679 basa gerilemistir (TUIK, 2013).Yerli sigirlardaki bu
denli sayisal diislisiin nedenleri arasinda, yerli wrklarin et ve siit verimleri
bakimindan  kiiltiir  wklartyla  yarisamamasi, kamu  politikalarmin  ve
desteklemelerinin kiiltiir wklarina yoneltilmesi, kimi bolgelerde yayginlasan

entansif tarima, ekstansif sartlarin hayvani olan yerli wklarin uygun olmamasi,



kirsal yasam kosullarinin iyilestirilmesine ve geleneksel iiretim sistemlerinin

siirdiiriilebilirligine yonelik onlemlerin alinmamasi sayilabilir.

Ulkemizde yillara gore kesilen hayvan (s1gir) sayilar1 ve et iiretim miktarlar1 Cizelge
2.2.’de o6zetlenmistir (TUIK, 2013). 1992-2013 yillar1 arast dénemi kapsayan 22
yillik siirecte kesilen sigir sayisinda yaklagik %66’lik bir artis oldugu, bunun et
iiretimine olan yansimasmin ise %189 artis seklinde oldugu anlagilmaktadir. Bu
oranlar dikkatle incelendiginde birim hayvan bagimna iiretilen et miktarinda onemli
bir artis oldugu ortadadir. Bunun en temel iki sebebi; daha yiiksek et iiretim
potansiyeline sahip kiiltir ki veya melezi sigirlarin oranmin artmasi ve

entansiflesme egilimi ile bakim-besleme sartlarinda iyilesme saglanmasidir.

Cizelge 2.2. Tiirkiye’de yillara gore kesilen hayvan sayilar1 ve iiretilen sigir eti miktarlar1

VIL Kesilen hayvan Etiiretim VIL Kesilen hayvan Etiiretim
sayisi (bas) miktari (ton) sayisi (bas) miktari (ton)
1992 2.064.982 300.652 2003 1.591.045 290.455
1993 2.085.350 296.066 2004 1.856.549 364.999
1994 2.249.483 316.654 2005 1.630.471 321.681
1995 1.820.770 292.447 2006 1.750.997 340.705
1996 1.816.000 301.828 2007 2.003.991 431.963
1997 2.382.346 379.541 2008 1.736.107 370.619
1998 2.200.475 359.273 2009 1.502.073 325.286
1999 2.006.758 349.681 2010 2.602.246 618.584
2000 2.101.583 354.636 2011 2.571.765 644.906
2001 1.843.320 331.589 2012 2.791.034 799.344
2002 1.774.107 327.629 2013 3.430.723 869.292

2.2. Leptin Geni Dogas1

Leptin geni; hayvanlarin biiylime ve enerji dengesinin diizenlenmesinde anahtar
rol oynayan biiylik etkili bir gendir. Yapilan ¢alismalarda leptin geninin, sigirlarin
yem aliminin ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde, biiyiime, viicut
agirligi, canli agwhk, dol verimi {izerinde, hastaliklara kars1 direng
mekanizmasinda ©nemli bir rol oynadigi ortaya konmustur (Barb, 1999;
Campfield vd., 1995; Fruhbeck vd., 1998; Houseknecht ve Portocarrero, 1998;
Liefers vd., 2005b; Macajova vd., 2004).
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Sekil 2.2. Leptin geninin sigirlarda bazi verimler {izerine etkileri

Leptin geninin sigirlarda bazi verimler iizerine etkileri Sekil 2.2.’de verilmistir.
Farkl etci sigir irklari ile yapilan arastirmalarda leptin genindeki polimorfizm ile
yem tiiketimi ve yemden yararlanma arasinda bir ilginin oldugu ve bazi karkas
ozelliklerinin genotiplere gore farklilastigi gozlenmistir (Buchanan vd., 2002).

2.2.1. Leptin Geninin Yapisal Ozellikleri

Leptin, adipoz doku tarafindan salgilanan (Itossner ,1998), yem tiiketimi ve yem
degerlendirme, enerji dengesi, metabolizma ve iiremenin denetiminde (Block vd.,
2003; Liefers vd., 2002) 6nemli rol oynayan 16 kDa agirliginda polipeptit bir hormon
olup, ilgili gen 3 ekson ve 2 intron bolgesine sahiptir. Sigir 4. Kromozomunda yer alan

leptin geninin yapis1 (Yukio vd., 2002) Sekil 2.3.’te verilmistir.

Exon 1 Exon2 Exon3
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Sekil 2.3. Sigir leptin geninin yapisi



Plazma leptin seviyesi, viicuttaki yag miktar1 ve enerji dengesini etkileyen onemli
bir faktordiir (Block vd.,2003). Sigir ve koyunlarda plazma leptin seviyesi
viicuttaki yag miktarinin ve enerji dengesinin artisina parelel olarak artmaktadir
(Blache vd., 2000; Delavaud vd., 2000; Ehrhartd vd., 2000).

2.2.2.Leptin Geni Polimorfizmi ve Sigirlardaki Canh Agirhk Artisina EtkKisi

Leptin geninin hem intron hem de ekson bolgeleri sekanslandiginda, toplamda 20
farkli polimorfik bolge gdzlemlenmektedir. Leptin geninin ekson 2 bdélgesinde 2
Kisitlanmig  Parca Uzunluk Polimorfizmi  (Restriction Fragment Length
Polymorphism / RFLP)belirlenmistir: Clal (bir aminoasitin tirozindenfenilalanine
doniismesine yol agan A/T bazdegisikligi) ve Kpn2l (bir aminoasitin argininden
sisteine doniismesine yol agan C/T bazdegisikligi) gozlemlenmektedir. Genin
ekson 3 bolgesinde de 2 farkli RFLP tespit edilmistir: Nrul (bir aminoasitin
valinden alanine doniismesine yol acan C/T bazdegisikligi) ve Hphl (bir
aminoasitin alaninden valine doniismesine yol acan C/T bazdegisikligi) ayrica
intron 2 bolgesinde bir Sau3 Al polimorfizmi tespit edilmistir. Bunlara ilave olarak
BovMap veri tabaninda 19 farkli tek niikleotid polimorfizmi listelenmistir
(Konfortov vd., 1999).

Tek bir niikleotid mutasyonu (bir aminoasitin argininden sisteine doniigsmesine
yolagan C/T bazdegisikligi) allellik ¢esitliliginin adipoz dokulardaki leptin mRNA
seviyeleriyle alakali oldugu ve ergin inekteki yag depolanmasimi artirdigi
gozlemlenmistir (Buchanan vd., 2002).

2.2.3. Leptin Salgilanmasimin Diizenlenmesi

Leptinin salgilanma diizeyi, viicut yag kitlesi ve enerji dengesine baghdir. Kan
plazmasindaki diizey iretilen miktar ile orantihidir (Buchanan vd., 2003).
Leptininsalgilanmasi alt1 reseptoriin etkisi altindadir. Obezlerde ve disilerde daha
fazla salgilanmaktadir. Laktasyondaki siit ineklerinde yapilan ¢aligmalar insulin ve
glukozun plazma leptin diizeyini artirdigini; plazma leptin diizeyi diistiigiinde ise
biiyiime hormonu ve serbest yag asitlerinde artig oldugu gozlemlenmistir (Block
vd., 2003).
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2.2.4. Leptin Reseptorleri

Leptinin OB-Rb (uzun, tek form) ve OB-Ra (kisa 5 form) olmak iizere iki tip
reseptorii bulunur. OB-Rb hiicre i¢i sivilara sinyal gonderen tek izoformdur. En
fazla hipotalamusta bulunmasina ragmen siit sigirlarinda yapilan caligmalar
sonucunda  bobrek, dalak, karaciger, iskelet kaslari, kalp, testis,
akciger,abomasum, duedonum, jejunum, ileum, beyin ve yag dokuda da
bulundugu tespit edilmistir (Chelikani vd., 2004).

OB-Ra reseptorlerin beyin damarlar1 ve sinir aginda bulunmasi, leptinin merkezi
sinir sistemine taginmasinda 6nemli gorev listlendigini gostermektedir. Kisa form
reseptorlerin bulundugu doku ve organlarda (bobrek, karaciger, dalak, hipofiz,
beyindamarlar1) bulunur (Chelikani vd., 2004).

2.2.5.Leptin Geninin Yem Tiiketimi ve Enerji Metabolizmasina Etkisi

Leptinin siit sigirlarinda istah ve yem tiiketimi {lizerine etkisi hipotalamusta
gerceklesmektedir. Dogum sonrasi siit ineklerinde enerji yetersizligi plazma leptin
diizeyinin diismesine neden olmaktadir. Siit veriminin diismesine bagli olarak
enerji yetersizliginin ortadan kalkmasi, leptin konsantrasyonunun yiikselmesine
neden olmaktadir. Laktasyon basindaki siit sigirlarmin, yem tiiketimleri diisiik ve
negatif enerji dengesinde olduklarinda, leptin diizeyi de diisiik olmaktadir (Liefers
vd., 2005a).

2.2.6. Obezite-Leptin liskisi

Obez, asir1 yag birikimi anlamina gelmekte ve obesite nedeni olarakta asir1 yeme
gosterilmektedir (Friedman, 2003). Obez hayvanlarda leptin konsantrasyonunun
diisitk oldugu belirlenmistir. Leptin genine sahip olmayan farelerde sinirsel
uyarilarla igtahlarmnin arttig1r ve fazla yiyerek yaglandiklari belirlenmistir (Pinto
vd.,2004). Yagl ergin Sarole (Charolois) ve Siyah Alaca ki inekler, yasama pay1
enerji ihtiyacinin yiizde 30’u diizeyinde beslemeye tabi tutulduklarinda, yagh
ergin hayvanlarda yemtiiketiminin fazla oldugu ve yag dokudaki hiicrelerde artis
oldugu goriilmiistiir. Diisiik diizeyde beslenen zayif ineklerde plazma leptin
seviyesi diismiis, yagli ineklerde artmis; besleme diizeyi yiikseltildiginde ise

plazma leptin seviyesi de yiikselmistir (Delavaud vd., 2006). Angus, Sarole,



11

Hereford buzagi, diive ve bogalarla yapilan besi denemesinde bogalarda karkas
yag doku kitlesine bagli olarak plazma leptin seviyesinin yiiksek oldugu, geng
buzagilarda ise daha diisiik oldugu belirlenmistir (Geary vd., 2003).

2.3.Leptin Gen Polimorfizmini Belirlemek icin PCR-RFLP Yontemi ile
Yapilmis Calismalar

2.3.1. Leptin Polimorfizminin Besi, Karkas ve Canh Agirhk Ozellikleri ile
Mliskisi

Zwierzchowski vd. (2001a) farkli et¢i sigir wrklari ile yaptiklar: arastirmada leptin
genindeki polimorfizm ile yem tiiketimi ve yemden yararlanma arasinda bir
ilgininoldugunu ve bazi karkasozelliklerinin genotipik farkliliktan etkilendigini
gostermiglerdir. Bu arastirmadan elde edilen sonuglar AA genotipli bogalarin daha
yilkksek yem tiiketimine sahip oldugunu, AB genotiplilerin ise parcalanan
karkastan secilen orneklerde daha fazla yagsiz et iirettiklerini ortaya c¢ikarmustir.
Arastiricilar elde ettikleri sonuglar dogrultusunda leptin geninin karkas 6zellikleri

ve yem tiiketimi i¢cin markdr gen olarak kullanilabilecegini ifade etmektedirler.

Buchanan vd. (2002) gebeligin olumsuz etkileri nedeniyle yem aliminin
sinirlandigr laktasyonun ilk donemlerinde yiiksek siit veriminin devam
ettirilebilmesi i¢in kuru donemde viicutta yag depolanmasinin onemli oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar, 4 farkh etci sigir wkindan olusan(Angus, Hereford,
Simental ve Charolois)toplam 154 boga iizerinde leptin geninin ekson 2
bolgesindeki Kpn2l polimorfizmini PCR-RFLP yontemiyle tespit etmek ve bu baz
degisikliginin et sigirlarinda karkas yaglanmasi iizerine etkisini arastirmak
amaciyla yaptiklari ¢calismada, T allelini artan yag depolanmasi ve yag dokuda
daha yiiksek seviyede leptin mRNA’s1 ile iligkili bulmuslar ve ayni genetik

varyasyonun siit sigirlarinda da mevcut oldugunu bildirmiglerdir.

Oprzadek vd. (2003), Siyah-Alaca wkiyla yaptiklar1 arastirmada karkas ozellikleri
ile polimorfik leptin geni varyantlar1 arasinda onemli iligkiler bulundugunu

bildirmislerdir.

Lusk (2006), yapmis oldugu calismada leptin geni iizerindeki iki tek niikleotid
degisiminin (UASMS2 ve R25C) canli agirlhik ve sut yagr kalinhigi iizerine
etkilerini arastirnmslardir. Yapilan analizler sonucunda R25C polimorfizminin tek

basma canli agulik ve sut yag kalinhgina etki etmedigi, ancak UASMS2
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polimorfizminin canli agirlik iizerine etkisinin énemli diizeyde (P<0.001) oldugu
bulunmustur. Canli agirlik artist UASMS2-CC genotipli hayvanlarda daha diisiik,
UASMS2-TT genotipli hayvanlarda ise daha yiiksek olmustur. UASMS?2 ve R25C
polimorfizmlerinin kombine etkileri arastirildiginda ise R25C-CC / UASMS2-TT
genotipine sahip hayvanlarda sirt yag: kalinliginin hizli bir sekilde arttigi, R25C-
CC / UASMS2-CC genotipine sahip hayvanlarda ise sirt yagi kalinliginin ¢ok
yavas arttig1 gdozlemlenmistir (P<0.001).

Zhang ve Scarpace (2000), yaptiklar1 calismada, 539 bas Nanyang (NY),
Quinchuan (QC), Luxi (LX), Xizhen (XZ) ve Siyah Alaca sigir wrklarinda leptin
geni polimorfizmlerinin, canli agirlik, ve bazi viicut parametreleri iizerine
etkilerine bakmislardir. Farkli donemlerde genotiplere ait canli agirliklar Cizelge

2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.3. Baz1 sigir irklarinda genotiplere ait gesitli donem agirliklar: (kg)

Genotipler
Ozellikler AA AB BB
Dogum agirlig1 30.90+4.05 30.26£12.48 29.28+1.55
6.ay agirhig 170.13£13.78 157.76+8.57 157.55+0.06
12.ay agirhig 227.904£28.36 221.65£21.91 222.28+21.08
18.ay agirhig 301.63+45.46 300.07£28.30 295.28+24.04

2.3.2. Leptin Polimorfizminin Siit Verim Ozellikleri ile iliskisi

Santos-Alvarez vd. (1999), siit sigirlarinda buzagilamadan ©nce artan viicut
kondisyonunun, laktasyon doneminde siit iiretimini desteklemek icin enerji
depolar1 olusturdugunu, fakat yine de siit sigwlarmin laktasyonun erken
donemlerinde yiiksek siit verimine karsin gebeligin fiziksel ve hormonal olumsuz
etkileri sonucu diisiik diizeyde kuru madde almalari1 nedeniyle, negatif enerji

dengesinde olduklarmi bildirmislerdir.

Komisarek vd. (2005), sun’i tohumlama bogas1 damizlik degerine dayal: siit verim
ozellikleri ile leptin geni polimorfik yapilar1 (ArgdCys ve Ala59Val) arasindaki
iliskileri incelemek amaciyla yaptiklart caligmalarinda, ArgdCys allel gen
frekanslarmi; C alleli 0.55 ve T alleli 0.45, Ala59Val allel gen frekanslarmi ise; C
alleli 0.73 ve T alleli 0.27 olarak tespit etmislerdir. ArgdCys TT genotipi siit ve
protein veriminde ¢ok 6nemli etkiye sahipken, yag verimi lizerine etkisi Onemsiz

bulunmustur. Ala59Val genotipi verim Ozellikleri ile iligkili bulunamamistir.
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Liefers vd. (2002), iki farkl: siirtideki toplam 595 bas Siyah Alaca ineginde leptin
geni intron 2. bolgesindeki Sau3Al ve ekson 3. bolgesindeki Hphl
polimorfizmlerinin laktasyonun ilk 15 haftasinda siit verim 6zellikleri, canli agirlik
ve yem tiikketimi iizerine etkilerini arastirmuslardir. Arastirmada, Sau3Al
polimorfizmi agisindan AA, AB genotipleri arasinda siit verimi, protein verimi,
laktoz verimi ve yem tiiketimi arasindaki farkliliklarin 6nemli diizeyde oldugu, AB
genotipli hayvanlarin AA genotipli hayvanlara gore 1.23 ila 1.32 kg/giin daha
fazla siit verdigi, 0.39 kg/giin daha yiiksek kuru madde tiikettigi, 0.73 kg/giin daha
fazla yem tiikettigi, laktasyonun 15. haftasinda ortalama 9.1 kg artis oldugu
gozlemlenmistir. Arastiricilar, sonu¢ olarak Sau3Al polimorfizminin siit veriminin

yani sira yem tiikketimi ve canli agirlik artisini etkiledigini bildirmislerdir.

Buchanan vd. (2003), et sigirlarinda artan yag depolanmasi ve yag dokuda daha
yiiksek seviyede leptin mRNA’s1 ile iligkili oldugu bilinen leptin geni ekson 2.
bolgesindeki Kpn2l polimorfizminin siit sigirlarinda siit verim ozellikleri iizerine
etkisini belirlemek amaciyla 416 bas Siyah Alaca inegin genotipik ve laktasyon
verilerini karsilagtirarak yaptiklar1 calismada tiim laktasyon dénemi boyunca TT
ve TC genotipli ineklerin CC genotiplilere gore sirasiyla 1.5 ve 0.91 kg/giin fazla
stit verdigini; laktasyonun ilk 100 giinliitk doneminde TT ve TC genotipli ineklerin
CC genotiplilere gore sirasiyla 2.44 ve 1.74 kg/giin fazla siit verdigini;
laktasyonun 101-200. giinleri aras1 bu farkin TT ve TC genotipli inekler lehine
sirastyla 1.74 ve 1.38 kg/giin, laktasyonun 200. giiniinden sonraki donemde ise TT
ve TC genotipli inekler lehine swasiyla 0.24 ve 0.22 kg/giin oldugunu
bildirmislerdir. Sonugta, leptin TT genotipinin siit yag verimini degistirmeksizin
siit verimi ve protein verimindeki artisla iliskili oldugunu ve T alleli bakimindan
homozigot hayvanlarin gostermis oldugu siit verimi istiinliigiiniin siit iireticileri

icin ekonomik yonden biiyiik 6nem tasidigini ortaya koymuslardir.

Madeja vd. (2004), 117 bas Polonya Alacasit Boga iizerinde yaptiklar1 ¢calismada
slit ve protein verimi bakimindan damizlik degerleri tizerine ekson 3. bolgesindeki

Hphl polimorfizminin etkisinin 6nemsiz oldugunu bildirmislerdir.

Kulig vd. (2005a), 860 bas Polonya Alacas1 ki inegin siit verim 6zellikleriyle
leptin geni iizerinde tespit edilen genotipler arasindaki iliskileri inceledikleri
caligmalarinda, 0.1 frekansimin {izerindeki tek polimorfizmin LEP-
C3100T/Sau3Al oldugunu ve CC/AA genotiplilerin 0.315, CT/AA genotiplilerin
0.272 ve CC/AB genotiplilerin 0.142 frekansinda goriildiigiinii bildirmislerdir.
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Bu genotipler ile siit, yag ve protein verimleri arasindaki istatistiksel iligkiler
anlamli olarak bulunurken, CC/BB genotiplilerin lehine olan bir iistiinlitk

bildirmislerdir.

Kulig vd. (2005b) 905 bas Polonya Siyah-Alaca inege ait siit verim 6zellikleriyle
leptin geni LEP/Hphl ile LEP/Sau3 Al genotipleri arasindaki iligkileri inceledikleri
calismalarinda, LEP/Hphl i¢in CC, CT ve TT genotiplerini sirastyla 0.582, 0.364
ve 0.054, LEP/Sau3Al i¢in ise AA, AB, AC, BB, BC ve CC genotiplerini sirastyla
0.638, 0.189, 0.137, 0.015, 0.013 ve 0.008 oranlarinda tespit ederlerken, bu
genotiplerle siit, yag ve protein verim oOzellikleri arasindaki iligkilerin Onemli
oldugunu bildirmislerdir (P<0.01). Calismada LEP/Hphl CC ve LEP/Sau3Al BB

genotipine sahip olan ineklerin iistiin performans sergiledikleri ortaya konmustur.

Moussavi vd. (2006), 238 bas Siyah Alaca inegi lizerinde PCR-RFLP yo6ntemini
kullanarak leptin geni polimorfizmi ile verim Ozellikleri arasindaki iligkileri
inceledikleri caligmalarinda, AA genotipinin 0.89 ve AB genotipinin 0.11
frekansinda oldugunu ve popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu
belirtmislerdir. Caliymada, AB genotipi ile 305-giinliik siit verimi arasinda 6nemli
derecede (P<0.05) iliski bulundugu tespit edilirken, B allelinin daha iyi dol verim

performansina sahip oldugu gozlenmistir.

Sadeghi vd. (2008), Iran’da dél kontroliinden gegirilmis Siyah Alaca bogalarinda
yaptig1 caligmada, TT genotipli bogalarin TC ve CC genotipli bogalara gore siit,
yag ve protein verimi bakimindan daha yiiksek damizlik degerine sahip olduklarini

belirtmislerdir.

Kulig vd. (2009) 181 bas Jersey ineginde leptin gen polimorfizminin siit, yag ve
protein verimi ile protein ve yag iceriklerine etkilerini arastirmiglardir. Arastirma
sonucunda, A59V polimorfizminin siit, protein ve yag verimini onemli derecede
etkiledigi (P<0.01, P<0.05), Sau3 Al polimorfizminin ise etkisinin onemsiz oldugu,
ancak, Sau3Al CC/TT genotipli ineklerin diger genotiplere gore daha diisiik siit
yagi icerigine sahip oldugu bildirilmistir. Arastiricilar, AS9V CC ve CT genotipli
hayvanlarin damizlik olarak secilmesinin siit, yag ve protein veriminin artigina

katkida bulunabilecegini ifade etmislerdir.
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2.4. Et Verimi ve Kalite Ozelliklerinin Islahi
2.4.1. Klasik Islah Programlarina Dayah Seleksiyon

Islah kelimesi diizeltme, iyilestirme anlamina gelmektedir. Zirai iiretim alaninda
baktigimizda, bir hayvan veya bitki tiiriinden daha iyi verim alabilmek amaciyla
yapilan islemler silsilesini anlatmaktadir (Anonim, 2012b). insanlik ve toplumlar
gecmisten giiniimiize, siirekli bir sekilde hayvanlardan daha iyi yararlanabilmek
amaci ile belirli girisimlerde bulunmuslardir. Yetistiriciler baslarda tam olarak
anlagilamayan kalitsalligi, zamanla iistiin performansli hayvanlarin sonraki
nesillere, uygun cevre sartlar1 saglandiginda, bu Ozeliklerini yavrularina
biraktiklarim1 gorerek bu 6zelligi kullanmaya calisarak anlamaya baslammslardir.
Bu durum kullanilarak tarihte farkinda olmadan bircok 1slah ¢alismasi yapilmistir.
Genetik yap1 ve genetik yapmin esaslar1 XX. yiizyill baslarindan sonra
anlasilabilmistir. Hayvan 1slahi, hayvanin genetik yapisinin ve c¢evre sartlarimin
tyilestirilmesi ile yapilabilen bir siire¢ olmaktadir. Bu ciimleden cikaracagimiz
anlam, hayvan 1slah1 genetik yap1 ve cevre sartlarinda meydana gelen

iyilestirmelere bagli olarak gerceklesir.

Hayvanin genetik yapis1 ve hayvana saglanan ¢evre kosullar1 verim potansiyelini
etkileyen iki onemli unsurdur. Hayvanin genetik degeri ne kadar iyi olursa olsun
saglanan cevre sartlar1 iyi degilse hayvan potansiyelinin altinda bir verim sergiler.
Bununla birlikte, hayvana saglanan cevre sartlari ne kadar iyi olursa olsun o
hayvanin genetik degeri iyi degilse veriminin ¢ok yiiksek olmasi beklenemez. Bu
smirlayict faktorler arasindaki dengeyi kurup en yiiksek seviyeye c¢ikardigimiz
zaman esas amacimiz olan az sayida hayvandan minimum girdi ile en yiiksek
performansi alabiliriz. Bu amac1 giiderken yapmamiz gereken, iistiin performans
sergileyen hayvanlarin ¢iftlesmesine izin verip siirii ortalamasiin altinda kalan
hayvanlar1 siiriden uzaklastirmaktir. Bu isleme seleksiyon denilir. Seleksiyon
kelime anlami olarak se¢gme anlamina gelmektedir (Anonim, 2012¢). Hayvancilik
icin seleksiyon, en iyi performansa sahip olan hayvanlarin secilmesi veya
alikonularak sahip olduklar1 genetik degerleri bir sonraki generasyonlara
birakmasina izin verilmesi, performanst diisik olan hayvanlarm siiriiden

uzaklastirilarak ciftlesmelerine izin verilmemesi anlamina gelmektedir.

Seleksiyon iki cesittir, bunlardan ilki dogal seleksiyon ikincisi ise bizlerin yaptig1

yapay seleksiyondur. Dogal seleksiyon sartlara ve cevreye uyum saglamis
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canlilarin iireyebilmelerine izin veren, giiclii olan yasar mantig: ile isleyen bir
siirectir. Yapay seleksiyon ise belirli bir verim yoniinden en iyi olan hayvanlarin
dol vermesine izin verilmesi seklinde siiren bir siirectir. Bu iki seleksiyon cesidi
¢ogu zaman birbirine zit bir sekilde isleyis gosterir. Verim yoniinden genetik
degerini ve bu verimi verebilmesi i¢in ¢cevresel kosullarini iyilestirdigimiz bir canli
biyolojik olan smirinin iizerine ¢iktig1 icin doga bu canliyr ayiklama yoluna
gitmektedir. Bu yiizden verim yOniinden iyilestirirken insanlarin, bu canlilar i¢in
bir takim 6nlemleri de almas1 gerekmektedir. Seleksiyon yaparken her bir bireyin
ozellik icin gosterdigi performanslar ayri ayr1 ele alinirken, ayni1 zamanda sahip
oldugu diger ozelliklerinde performans degerlerinin biitiinii ile ele alinmaktadir.
Herhangi bir 6zellik bakimindan iyi degerlere sahip olan hayvan diger ozellikler
bakimindan nadiren iistiin olmaktadir. Bu yiizden seleksiyon yaparken, tek bir
ozellik bakimindan degil, birgcok o6zelligin toplaminin kombinasyonu seklinde

yapmamiz gerekmektedir.

Birden fazla karakterin seleksiyonla gelistirilmesi icin klasik 1slahla yapilan
seleksiyon yontemleri bulunmaktadir. Bu seleksiyon yontemleri daha ayrintili
incelenmesi gereken daha karigik ve daha fazla ugras gerektiren seleksiyon

modelleridir.

Giliniimiizde biyoteknoloji ve molekiiler biyolojinin gelismesi ile bu seleksiyon
yontemlerine destek olup cok daha hizli ve dogru sonuglar alinan yontemler
gelistirilmistir (Aksoy, 2003). Yapay tohumlama ve embriyo transferini de konu
aldig1 icin biyoteknoloji biraz daha genis kapsamlidir. Molekiiler biyoloji ise daha
yakin bir ge¢cmiste ortaya cikmasina ragmen hiicrelerin, kromozomlarin ve
genlerin anlasilmasi, bunlarin isleyis mekanizmalarinin ¢oziilmesi iizerine ¢ok
hizli bir gelisme gostermistir. Bu iki gen¢ bilim alanimin hayvan islahinda da
yardimc1 araclar olarak kullanilabilecekleri anlagildiktan sonra calismalar

yogunlasip hiz kazanmistir (Aksoy, 2003).
2.4.2. Markor veya Gen Destekli Seleksiyon

Hayvancilikta markor veya belirteg destekli seleksiyon (MAS: Marker Assisted
Selection) ile son donemlerde dile getirilen gen destekli seleksiyon (GAS: Gene
Assisted Selection) hayvan genetigi ile molekiiler biyoloji bilim dallarmin
birlesiminin bir iiriiniidiir. Hayvanin ortaya koyacagi fenotipi etkileyen etmenler

genetik ve ¢evre unsurlaridir. Kantitatif kalitim ¢ok sayida genin etkisi altinda olan
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kalittim bicimidir. Yani bir diger ifade ile poligenik bir kalitim modeli teskil
etmektedir. Poligenik kalitima sahip 6zellikler ¢cevre etmenlerinden en iist diizeyde
etkilenmektedirler. Bu etkilenim yiiziinden bazi verim yonlii genlerin etkileri cevre

faktorleri yliziinden maskelenebilmektedir.

Biyoteknolojinin gelismesi ile canlilarda verim yoOniinden aday genlerin
bulunmasina dair, pratik yontemler gelistirilmistir. Fenotipte ileriki donemlerde
etkileri ortaya ¢ikan bazi verim genleri, bu yontemler sayesinde hayatin ¢ok daha

erken doneminde tahmin edilebilmektedir.

Markor destekli seleksiyon yasa ve cinsiyete bagimli olmaksizin yapilabilmekte
(Sellier, 1994) ve bu nedenle seleksiyon yogunlugunu kantitatif yonteme gore
daha etkili kullanmayr miimkiin kilmaktadir. Ote yandan, markoér destekli
seleksiyon kantitatif genetik yoOntemlerinde kullanilan bilgilere ek olarak
destekleyici bilgiler sunmakta, bu nedenle gercek damizlik degerin tahmin
edilmesindeki isabeti artirmaktadir. Bir diger avantaj ise kusak araliinin
seleksiyon ilerlemesine olan etkisinin iyilestirilmesidir. Markdr —destekli
seleksiyonda, hayvanla ilgili genetik bilgiler dogumla birlikte ya da ¢cok genc yasta
elde edilebilir. Bu nedenle, hayvanin verim zamanim1 beklemeye gerek kalmadan

gerekli seleksiyon uygulanabilir (Un vd., 2000).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hayvan Materyali

~ 90

Caligma, serbest olarak yetistirilen, halk arasinda ‘‘Kara Sigir’’ olarak bilinen yerli
sigirlarda yiiriitiilmiistiir. Arastirmanin hayvan materyalini, Aydin ilinin Cine il¢esi
Akcaova Mabhallesi, Karpuzlu ilgesi Akcaabat Mahallesi, Merkez Ilicabasi,
Konuklu ve Zeytinkdy Mahallelerinde bulunan yetistirici siiriilerinde bulunan
toplam 117 bas sigir olusturmustur. Kan orneklerinin alindigi lokasyonlarin harita

iizerindeki gosterimi Sekil 3.1.°de yer almaktadir.

.AK-I;I-‘-.L"I'U.D. '. LICARASI revrinkiy
| CERCREEY A KOMUKLL

ErEADAS

Sekil 3.1.0rnekleme lokasyonlarinin Aydin ili haritasi lizerinde gosterimi

Farkli renkte bireyler mevcut olmakla birlikte siyah rengin daha agirlikta oldugu
gozlenmigtir. Ekstansif yetistirme sisteminin unsuru olan bu hayvanlarin et ve siit
verimleri kiiltiir wrklariyla yarisamadigi i¢in, daglik arazilerinde serbestce otlamaya
brrakilmiglardr ve tiim besin ihtiyacimi, Ozgiir bir sekilde otlayarak
karsilamaktadirlar. Bu hayvanlarin entansif kosullarda yetistirilmesi rasyonel
degildir. Yilin neredeyse 365 giinii dogal ortamlarinda 6zgiirce otlayan ve yasayan
bu hayvanlara, kis aylarinda yogun kar yagis1 ya da hayvanlarin kayit altina
alinmas1 veya koruyucu asilama amactyla Gida, Tarim ve Hayvancilik I veya ilce
Miidiirliiklerinin yiiriittiigti kiipeleme, asilama vb uygulamalar1 ve acil durumlar
disinda miidahale edilmemektedir.

Hayatta kalma icgiidiileri, hastalik karsisinda dayanikliliklari, gelismis sindirim
sistemleri, saglam yapili viicutlari, giiclii tirnak yapilar1 ve cografyanin yerel
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hayvanlar1 olmalar1 sayesinde kiiltiir wklarmin yapamadigini yaparlar, engebeli

arazide gezip otlayarak hayatta kalirlar.

Hayvan sahiplerinin gorevi, ekili arazilere girmelerinin 6nlenmesi ve farkina
varildigr zaman hasta hayvanlarin tedavi edilmesinden ibarettir. Hayvanlarin dogal
hayat dongiisii kendi kontrollerindedir. Konvansiyonel hayvancilikta kullanilan
boynuz koreltme, kastrasyon ve erkeklerin siiriiden zorla ayrilmasi gibi yontemler
bu hayvanlar icin s6z konusu degildir. Disiler dogal dollenme yoluyla gebe kalir,
kendi kendilerine dogururlar. Bu sekilde iireticiye en diisiik maliyetle bir
ekonomik getiri saglarlar. Hayvan sahipleriyle yapilan goriismelerde hayvanlarin
tamamen saf olduklari, disaridan farkli bir wkin siiriilerine katilmadigi ve

hayvanlarin dogal asimla gebe kaldiklar1 bildirilmistir.

Agirlikli olarak siyah renkte olan yerli sigirlarin yapisal ozellikleri Yerli Kara
sigirlar ile benzesmektedir. Her ne kadar Yerli Kara sigir irkinin yetistirme alani
olarak I¢ Anadolu gosterilsede diger bolgelere yayilisi ve yetistiriciligi konusunda
kaynak mevcut degildir. Tiirkiye Evcil Hayvan Genetik Kaynaklari Tanitim
Katalogu (TAGEM, 2009) kapsaminda Yerli Kara sigir k1 icin verilen fotograf
ve bilgiler degerlendirildiginde, Aydin ilinde dogada serbest yetistirilen (yorede
salma sigircilik olarak adlandirilmakta) ve kara sigir olarak adlandirilan sigirlarin
Yerli Kara sigirlara benzestigi goriilmektedir. Ancak, irk tanimi anlaminda net
karar verebilmek icin ayrintili morfolojik ve molekiiler genetik tanimlama ve

karsilastirmalarin yer aldig: arastirmalarin yapilmas: gerekmektedir.

Tiirkiye Evcil Hayvan Genetik Kaynaklar1 Tanitim Katalogu (TAGEM, 2009)
kapsaminda Yerli Kara sigirlar i¢in yapilan tammlama izleyen sekildedir. Yiikseklik
ve agirhk itibariyle kiigik yapili, kisa boynuzlu sigir iwrklarindandir. Boyun
genellikle orta uzunlukta, ince kivrimlar mevcut ve gerdan az gelismistir. Viicut
uzuncadir. Gogiis orta derecede derindir. Kaburgalarin kisa olmas1 nedeniyle gogiis
omuzlar arkasinda cok dardir. Omuz genellikle dar ve uzun olup meyillidir. Sagr1
sivri, meyilli ve cidagoya nazaran daha yiiksektir. Sirt ¢izgisi diizdiir. Arka kisim
daha genis ve yiiksektir. Kulagin i¢ yiizeyi sik kalin killarla ortiilidiir. Bas buruna
dogru incelir, goz cukurlar1 belirgindir. Bogalarda bas biiyiikce, profili hafif
disbiikeydir. Ineklerde bas dar ve kiigiik, yiiz uzun ve burun ucunda disbiikeylik
bulunmaz. Kemik yapisi incedir. Bacaklar kisa, tirnaklar saglamdir. Kil rengi
kuzguni siyahtir. Genellikle derisi kalin ve serttir. Erkek ve disiler boynuzludur.

Boynuz genellikle ince yapili ve ay bicimindedir. Yetersiz bakim ve besleme
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kosullarina oldukca dayanikli, hastalik ve zararhlara karsi direnci yiiksektir. Analik

icgiidiileri gelismistir. Buzagismi gérmeyince siitiinii vermez.

Calismanin hayvan materyalini olusturan yerli sigirlardan kimi hayvanlara ait
fotograflar Sekil 3.2.’de verilmistir. Farkli renkte sigirlar olmakla birlikte siyah
rengin daha agirlikta oldugu gozlenmistir.

Sekil 3.2. Caligmanin hayvan materyalini olusturan hayvanlara ait kimi gorseller

3.2. Metot

Calisma kapsamindaki tiim laboratuvar calismalart Adnan Menderes Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Boliimii, Biyometri ve Genetik Anabilim Dali Genetik
Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.2.1. Kan Orneklerinin Toplanmas: ve Muhafazas

Calisma kapsaminda Orneklenen sigirlarin boyun toplardamarindan (Vena
jugularis) 4.5 ml kan 6rnegi K3 EDTA iceren vakumlu tiiplere alinmistir.
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Sigirlarin siirekli dogada serbest yasamalarindan dolay: yabani yapida olmalari,
sahipleri disindaki insanlara aligkin olmamalar1 sonucunda kan orneklerinin
alinmasi1 sirasinda onemli sikintilar yasanmistir. Bu durum orneklenecek hayvan

sayisinda ¢ok fazla artis yapmay1 olanaksiz kilmistir.

Caligmanin  hayvan materyalini olusturmak {izere Orneklenen sigirlarin
lokasyonlar1 ve lokasyonlar bazinda 6rneklenen hayvan sayilar1 Cizelge 3.1.°de

verilmistir.

Cizelge 3.1.S1g8irlara ait kan 6rneklerinin lokasyonlara gore dagilimu.

Lokasyon Hayvan Sayisi
Akcaabat 45
Akcaova 41
Konuklu 14
Ilicabasi 7
ZeytinkOy 10
Toplam 117

Almman kan oOrnekleri, DNA izolasyonu basamagina kadar gecen siirenin
uzunluguna bagh olarak buzdolabi (+4°C) veya derin dondurucuda (—20°C)

muhafaza edilmistir.
3.2.2. Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Sigirlardan alinan kan Orneklerinden ticari izolasyon Kkiti kullanilarak DNA
(Invitrogen, Medsantek, Izmir) izole edilmistir. DNA izolasyonu iiretici firma

tarafindan tavsiye edilen protokol kullanilarak gerceklestirilmistir.

DNA ekstraksiyonunda dncelikle buzdolab1 ya da derin dondurucuda bulunan kan

ornekleri disar1 ¢ikarilip, oda sicakligina kadar 1sinmalar1 saglanmugtir.

Steril olan mikro santrifiij tiipiine oncelikle 200 ul kan érnegi konmustur. Uzerine
20 pl Proteinaz K ve 20 ul RNase A eklenmistir. Karigim homojen bir hal alana
kadar vortexlenip karwstirilarak oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyona

birakilmistir.
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Karigimin iizerine 200 pl PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer eklenip
tekrar homojen bir hal almasi icin giiclii bir sekilde vortexlenmistir. Proteinlerin
parcalanmasi  icin 55C’de 10 dakika termal blokta inkiibasyona
birakilmistir. Termal bloktan alinan orneklerin tizerine 200 ul %96-100 ethanol

eklenip, 5 saniye homojen bir hal alabilmesi i¢in iyice vortexlenmistir.

Kit icerisinde yer alan PureLink™ Spin kolonu, toplama tiipliniin icine
yerlestirilmistir. Yaklasik 640 ul olan lizat karisimi, toplama tiipiiniinii i¢indeki

kolona pipetlenmistir. 10.000 g’de 1 dakika siireyle santrifiij edilmistir.

Toplama tiipleri santrifiij sonras1 i¢cindeki siv1 ile birlikte atilip, kolonlar yeni bir
toplama tiipiiniin icine yerlestirilmistir. Kolonun i¢ine 500 pul Wash Buffer 1
eklenmis ve oda sicakliginda 1 dakika 10.000 g’de santrifiij edilmistir. Toplama
tipliniin ig¢indeki sivi atilip kolona 500 pul Wash Buffer 2 eklenmistir. Oda
sicakliginda en yiiksek hizda 3 dakikasantrifiij yapilmustir.

Daha sonra kolon steril bir 1.5 ml’lik mikro santrifiij tiipiiniin igine
yerlestirilmistir. Kolon i¢ine 100 pl Elution Buffer eklenmis ve oda sicakliginda 1
dakika inkiibasyona birakilmistir. Oda sicakliginda en yiiksek hizda 3 dakika
santrifiij uygulanmistir. Kolon igerisine tekrar 100 pl Elution Buffer eklenip oda
sicakliginda 1 dakika inkiibasyondan sonra yine oda sicakliginda en yiiksek hizda
3 dakika siireyle santrifiij edilerek sonugta toplam 200 ul Elution Buffer icinde
genomik DNA 6rnegi elde edilmistir.

Elde edilen DNA orneklerinin kantite ve kalitesi DNA spektrofotometresinde
(NanoDrop 2000, Thermo Scientific, USA) kontrol edilmis ve analize uygun
olmayan DNA ornekleri icin izolasyon tekrarlanmistir. Ardindan, DNA 6rnekleri

analizler yapilana dek buzdolabinda saklanmustir.
3.2.3. PCR ile DNA Cogaltim

Tiiplerdeki toplam hacim 25 pl olacak sekilde 10X PCR buffer, MgCl,, dNTP
karigimi (ATP, GTP, CTP, TTP), ileri (Forward) ve geri (Reverse) olmak iizere iki
primer, Tag DNA polimeraz enzimi, genomik DNA ve steril ddH,O igeren PCR
karigimi olusturulmustur. Yapilan optimizasyon denemeleri ile PCR karigimini
olusturan bilesenlerin en uygun miktarlar1 belirlenmistir. Her bir DNA 6rnegi i¢in
PCR karigimina katilan bilesenlerin hacim ve son konsantrasyonlarina ait ayrintilar

Cizelge 3.2.”de verilmistir.
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Cizelge 3.2. PCR karigimui bilesenlerinin hacim ve son konsantrasyonlari.

Bilesen Ad1 Konsantrasyon Son Konsantrasyon
ddH,0 - -

10X PCR Buffer 10X 1X

MgCl, 25 mM 1.5 mM
dNTP Karisim 2.5 mM 0.25 mM
Forward Primer 100 uM 2.5uM
Reverse Primer 100 uM 2.5uM

Tagq DNA Polimeraz 5 Ulul 10
Genomik DNA 50 ng/ul ~100ng/ul

Leptin gen polimorfizmine uygun bolgenin (ekson2 ile ekson3 arasindaki intron
bolgesi) ¢cogaltimi icin ileri ve geri olmak iizere sigir genomu dizilimine 6zgiin iki
primer sentezletilmistir (Cizelge 3.3). Primerleri sentezletebilmek i¢in daha 6nceki
literatiir caligmalarina bakilmis Sharifzadeh ve Doosti (2010) tarafindan yapilan
calismada ki primerler kullanilmistir.

Cizelge 3.3. Leptin genotiplerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan primerler.

Primer isimleri Primer Baz Dizilimleri (5' -> 3')
LepF : TGGAGTGGCTTGTTATTTTCTTCT
Lep R : GTCCCCGCTTCTGGCTACCTAACT

PCR asamasinda DNA’nin primer bdolgelerinin ¢ogaltilabilmesi icin, hazirlanan
PCR karigimi 0.2 ml’lik ince cidarli PCR tiipleri igerisinde thermal cycler (ABI
Veriti) cihazina koyulmus ve DNA c¢ogaltimi yapilmistir. Primerlere 6zgii DNA
bolgelerinin ¢ogaltilabilmesi icin thermal cycler cihazinda uygulanan program

asagida verilen Cizelge 3.4.’te 6zetlenmistir.



25

Cizelge 3.4.Thermal cycler cihazinda kullanilan PCR programi

Basamak Sicakhk Siire

On Ayrim (Pre denaturation) : 95C 5 dakika

Ayrim (Denaturation) : 95°C 40 saniye

Primerlerin Baglanmasi (Annealing) : 62'C 40 saniye }35 dongii
Uzama (Extension) . 72°C 60 saniye

Son Uzama (Final Extension) . 72°C 10 dakika

Bekleme . 4C 00

PCR asamasi sonucunda c¢ogaltilan, ilgili gene ait 422 bc¢ uzunlugundaki DNA
bolgesi genotipleme asamast icin restriksiyon enzimleri ile kesime tabi

tutulmustur.
3.2.4. RFLP (Kisitlanmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi)

Leptin geninin A ve B allellerinin ayrimi amaci icin yapilan PCR tabanli DNA
cogaltimi islemi icin biitiin bireylerin gene ait hedef bolgelerinin ¢ogaltim islemi
tamamlanmistir. Cogaltilan bdlgelerin var olup olmadiklarimi gérebilmek igin
diriinler oncelikle agaroz jelde goriintiilenmistir. PCR ile ¢ogaltim sonrasi olugan
bolgelerin uzunluklarinin biitiin bireyler icin esit olmasindan dolay1 bireyler arasi
bir ayrim yapmak miimkiin olamamaktadir. Dolayis1 ile ayrim yapabilmek i¢in
cogalttigimiz bolgelerin bu bolgelere 6zgiil kesim (restriksiyon) enzimleri ile
isleme tabi tutulmasi gerekmektedir. A ve B allellerinin ayrimini yapabilmek igin

Sau3 Al (Fermentas, Litvanya) enziminden faydalanilmistir.

Restriksiyon enzimi ile kesim asamasinda PCR tiipleri igerisinde bulunan ve gene
ozgiil cogaltilmis DNA parcalar: iceren 10 ul hacmindeki PCR iiriinii iizerine
Cizelge 3.5.’te verilen ve restriksiyon enzimini de iceren bilesenler eklenmistir.
PCR iiriinii ve restriksiyon enzimi ile birlikte karigimi bulunan tiipler 37'C’de en

az 3 saat inkiibasyona birakilmustir.



26

Cizelge 3.5. Leptin geninin allellerinin ayrimi igin uygulanan restiriksiyon
isleminin bilesenleri

Bilesenler 1 6rnek icin (ul)
PCR Uriinii 10
ddH,0 16
10X Buffer 3
Sau3Al enzimi (10U/ul) 1
Toplam 30

Genin A ve B allellerinin ayrimina yonelik primer ciftleri ile ¢ogaltilan 422 bg
uzunlugundaki PCR iiriinii DNA fragmanlarmin restiriksiyon enzimleri ile kesimi
sonucunda; homozigot AA genotipi i¢in 390 ve 32 b¢ uzunlugunda iki bant,
homozigot BB genotipine sahip bireyler icin 303, 88 ve 32 b¢ uzunlugunda ii¢
bant ve heterozigot AB genotipine sahip bireyler icinde 390, 303, 88 ve 32 b¢
uzunlugunda dort bant olusmaktadir. Restriksiyon enzimleri ile kesim sonrasi
olusan bu DNAparcalarinin ayristirilip gézlemlenebilmesinde bir sonraki asamay1
elektroforez olusturmaktadir. Leptin geninin spesifik primer cifti kullanilarak
PCR’da ¢ogaltilan 422 be¢’lik bolgesine ait dizilim (NCBI, 2014) ve primerlerin

yerlesimi Sekil 3.3."te verilmistir.

»

tggagtggcttgttattttecttectcccaacaagatcttcccaacccagggattga

acctgggtcttctaaattgcaggcagattctttaccgtctgagccaccagggaaa
cccataagaccttgtgaagactattaagatagtcatctagacaacaagactatct
taatagtcttcataaggtcttcatgagactaaattagataaagcaagtgaccctc
cctgaatacccttgcagaaccagaactgtgtgtgcecctectttcaaggttttcagt
catgacttttgatagcttcccaccttaaaagccaacttgctcacctgecgtggage
aatctggagacttccacatctcctgaccactctatatttctaacagtggectttgg

gaagccagagagcagttaggtagccagaagcggggac

Sekil 3.3. Leptin genin PCR ile ¢cogaltilan 422 b¢’lik bolgesine ait dizilim
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3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR isleminden sonra ¢ogaltilan DNA bélgelerinin baz uzunluklarina gére ayirt
edilebilmesi i¢in agaroz jel elektroforezinden faydalanilmistir. DNA parcalarimin
ayrimi icin %?2’lik agaroz jel kullanilmustir. Bu jeli hazirlayabilmek icin 2 gr
agaroz hassas terazide tartilip, 1s1ya dayanikl bir sise icine pH’s1 8.3’e ayarlanmis
100 ml 0.5X TBE cozeltisi eklenerek mikro dalga firinda kaynatilmistir. Jel
kaynarken arada firindan c¢ikarilarak icindeki agarozun tamamen ¢oziindiigiinii

gorebilmek icin birka¢ defa kontrol edilmistir.

Tamamen icindeki agaroz ¢oziindiigiinde (homojen bir hal aldiginda) firindan
cikartlip 50-60 'C arasi sicakhiga kadar sogutulmustur. Bu sicakliga ulastiktan
sonra cam sisenin igine, etidyum bromid tiirevi boyama islemi yapan safe view
boyasi eklenmistir. Artik tamamen hazirlanan agaroz jel, isminden de
anlasilabilecegi gibi jel halini alabilmesi icin son hazirlik olan i¢ine PCR-RFLP
iirtinlerinin yiiklenecegi kuyucuklarin olusmasini saglayacak taraklarin takili
oldugu yatay elektroforez kiivetine dokiilerek katilagmasi beklenmistir. Katilasan
jelden taraklar kuyucuklar1 bozmayacak kadar 6zenli bir sekilde ¢ikartilmistir. Son
olarak daha 6nceden hazirlanan 0.5X TBE ¢ozeltisi elektroforez tankina dokiiliip,
elektroforez  kiiveti icerisindeki hazirlanan jel tanka kiivetle birlikte
yerlestirilmistir. Cikartilan taraklar sayesinde olusan kuyucuklara 10 pl PCR-
RFLP icine 2ul yiikleme boyas1 (6X Loading Dye) karisimi olacak sekilde elde
edilen {irtinler yliklenmistir. Jelin ilk kuyucuguna olusacak bantlart dogru
yorumlayabilmek i¢in gerekli olan 50b¢-1000b¢ (50bp Gene Ruler, Thermo) DNA
boy markoril kullanilmistir (Sekil 3.4.).

Yiikleme iglemi bittikten sonra elektroforez tanki elektroforez gii¢ kaynagina
baglanarak ornekler agaroz jelde 100 voltta 45 dakika yliriitiilmiistiir. Yiiriitme
sonunda Jel Goriintileme ve Dokiimantasyon (Vilber Lourmat) sistemi
kullamlarak UV 151k altinda agaroz jel goriintiilenip fotograflanmistir. Bu
goriintiileme sonucunda bireyler icin genotip tayini direk olarak gozlemle

sayilarak yapilmustir.
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Sekil 3.4. DNA bant biiytikliiklerinin belirlenmesinde kullanilan DNA boy cetveli
3.2.6. Leptin Genotiplerine Yonelik Degerlendirmeler

Jel fotograflarindan her bireye ait genotip belirlenip not edildikten sonra leptin
genetik varyantlar1 bakimindan gen ve genotip frekanslar1 direkt sayim yontemi ile
belirlenmistir. Gen ve genotip frekanslar1 6 lokasyon icin ayr1 ayr1 hesaplanmakla
birlikte popiilasyonun tamami i¢in de hesaplanmistir. Ayrica lokasyonlarin veya
popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadigini kontrol etmek iizere
ki-kare (y2) testinden faydalanilmistir. Tiim hesaplamalar ve y2 analizleri i¢in
PopGene32 programu (Yeh vd., 1997) kullanilmigtir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Leptin Genotiplerine iliskin Gézlemler

PCR-RFLP sonucu olusan bantlar safe view ile boyanmig agaroz jel
elektroforezinde yiiriitilmils ve jel goriintiileme sisteminde fotograflanmustir.
Bunun sonucunda, literatiirde (Sharifzadeh ve Doosti, 2010) genotipler igin
sunulan bant goriintiisiiniin (Sekil 4.1.) benzeri elde edilmistir. Sekil 4.1.°de
verilen jel goriintiisiindeki siitunlardan; M ile gdsterilen 1000 bg’lik ladder, 1 ve 2
ile gosterilen AA genotipi, 3 ve 4 ile gosterilen AB genotipi, 5 ile gdsterilen BB
genotipi goriintisiidiir.

Sekil 4.1. Literatiirde belirtilen bant uzunluklarina ait jel goriintiisii

Leptin gen polimorfizmini belirleyebilmek igin yapilan, genin A ve B allellerinin
ayrimina yonelik primer ¢iftleri ile ¢ogaltilan 422 bg uzunlugundaki PCR iiriinii
DNA fragmanlarinin restiriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda; Aydin’da
yetistirilen yerli sigirlarda da A ve B allellerine rastlanmistir. Belirtilen AA
genotipi i¢in 390 ve 32 bg uzunlugunda iki bant, BB genotipi igin 303, 88 ve 32 bg
uzunlugunda ti¢ bant ve de AB genotipi igin 390, 303, 88 ve 32 b¢ uzunlugunda
dort bant olusmaktadir. Bazi hayvanlarin leptin geni A ve B allelleri bakimindan
genotiplere ait jel goriintiisti Sekil 4.2.’de gosterilmistir.
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Bk B3

Sekil 4.2. Caligma i¢in kullamlan sigirlardan bazilarmin leptin geni A ve B
allelleri bakimindan genotiplerine ait jel goriintiisii

4.2. Leptin Geni Bakimindan Gen ve Genotip Frekanslan

Toplam 117 bas siginn olusturdugu 6rneklemde leptin genotiplerinin dagilimi,
diger bir ifade ile gozlenen yiizdeleri Sekil 4.3.’te verilmistir. Genel populasyonda
AA, AB ve BB genotiplerinin gériinme sikliklari sirasi ile %64.1, %32.5 ve %3.4
olarak bulunmustur.

%3,4

B Leptin Genotiplerinin Gozlenen Frekanslari AA
M Leptin Genotiplerinin Gozlenen Frekanslari AB

B Leptin Genotiplerinin Gdzlenen Frekanslari BB

Sekil 4.3.0Orneklenen popiilasyonun genelinde leptin genotiplerinin oransal dagilimi
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Leptin geni bakimindan yerli sigirlarda genotiplerin sayisal dagilimlar1 ve
gozlenen frekanslar1 Cizelge 4.1.”de verilmistir. Yapilan ¢aliyma sonucunda her ii¢
genotip gézlemlenmistir.

Cizelge 4.1. Leptin geni bakimindan genotiplerin sayisal dagilimi ve gozlenen
genotip frekanslar1

Leptin Genotiplerinin Leptin  Genotiplerinin

Gozlenen Sayilari Gozlenen Frekanslari
Irk/Genotip n AA AB BB AA AB BB
Yerli Sigir 117 75 38 4 0,641 0,325 0,034

Farkli lokasyonlardan kan ornekleri alinan yerli sigirlara ait popiilasyonda leptin
genotiplerinin dagilimi Sekil 4.4. ve Cizelge 4.2.’de verilmistir. Akcaabat’ta en
yiikksek goriilme sikligi AA genotipine (%62) ait olurken, AB genotipli bireylerin
orant %29, BB genotipli bireylerin orani ise %9 olarak tespit edilmistir.
Akcgaova’da AA genotipli bireylerin oram1 %61, AB genotipli bireylerin oran1 %39
olup, BB genotipli bireylere ise rastlanilmamistir. Ilicabasi’'nda AA genotipli
bireylerin oran1 %43, AB genotipli bireylerin oran1 %57 ve BB genotipli bireylere
ise rastlanilmamistir. Konuklu’da AA genotipli bireylerin oran1 %79, AB genotipli
bireylerin oram1 %21 ve BB genotipli bireylere ise rastlanilmamistir. Zeytinkdy’ de
AA genotipli bireylerin orant %80, AB genotipli bireylerin oram1 %20 ve BB
genotipli bireylere ise rastlanilmamustir.

100%
80% | 2462

2679 2630
%2561 0457
60% 2639 Yo
40% R 021 020
A AT AN

AKCAABAT AKCAOVA ILICABASI KONUKLU ZEYTINKOY

mAA mAB ®BB

Sekil 4.4. Ornekleme lokasyonlarma gore leptin geni genotiplerinin oransal dagilimi

Cizelge 4.2 .Farkli lokasyonlardan kan ornekleri alinan yerli sigirlarda leptin geni
bakimindan genotiplerin dagilimi ve gozlenen genotip frekanslar1
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Leptin  Genotiplerinin Leptin Genotiplerinin

Sayisal Dagilinm Gozlenen Frekanslar:
Lokasyonlar n AA AB BB AA AB BB
Akcaabat 45 28 13 4 0,62 0,29 0,09
Akcaova 41 25 16 0 0,61 0,39 0
Ihcabas1 7 3 4 0 0,43 0,57 0
Konuklu 14 11 3 0 0,79 0,21 0
Zeytinkoy 10 8 2 0 0,80 0,20 0
Genel 117 75 38 4 0,64 0,33 0,03

Yerli s1gir i¢in ornekleme yapilan lokasyonlar bakimindan degerlendirme ile elde
edilen allel frekanslar1 Cizelge 4.3.’te 6zetlenmistir. A alleli bakimindan en yiiksek
frekans Zeytinkdy lokasyonuna ait siiriide gozlenmistir. En diisiik frekans ise
Ilicabas1 lokasyonuna ait siiriide tespit edilmistir. B alleli bakimindan en yiiksek
frekans Ilicabas1 lokasyonuna ait siirlide gozlenmis, en diisiik frekans ise
ZeytinkOy lokasyonuna ait siiriide tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. Yerli si1g1r i¢cin 6rnekleme yapilan siirii veya lokasyonlar bakimindan
yapilan degerlendirme ile elde edilen allel frekanslar1

Lokasyonlar

Lokus Allel Akcaabat Akcaova Ilicabasi Konuklu Zeytinkdy GENEL

. A 0,767 0,805 0,714 0,893 0,900 0,803
Leptin

B 0,233 0,195 0,286 0,107 0,100 0,197

A alleli frekans1 Zeytinkdy lokasyonunda en yiiksek bulunurken, Ilicabasi
lokasyonunda en diisiik bulunmustur. B alleli bakimindan ise en yiiksek frekans
Ilicabag1 lokasyonu icin gozlenirken, Zeytinkdy lokasyonunu en diisiik frekansa
sahip olmugstur. A ve B allellerinin bulunma frekanslarina gore cizilmis grafik
Sekil 4.5.”de verilmistir.
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ALLEL FREKANSLARI

®AKCAABAT mILICABASI AKCAOVA ®KONUKLU m=ZEYTINKOY

0,893 0,900
0,767 0714 0805

0,286
0,233 1
II II -09501070100
I N

B

Leptin

Sekil 4.5. Yerli sigilar icin farkli siirii veya bolgelerden alinan Ornekler
bakimindan gozlenen allel frekanslarmin dagilimi

Gozlenen ve beklenen genotip sayilari ile Hardy-Weinberg dengesine yonelik ki-
kare (x> analiz sonuglar1 Cizelge 4.4.’te verilmistir. Yapilan ki-kare analiz
sonucunda Akcaabat, Akcaova, Ilicabasi, Konuklu ve Zeytinkdy olmak iizere bes
lokasyona (117 bas) gore yapilan degerlendirmede lokasyonlardaki
populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu anlasilmistir. Ayrica, biitiin
poplilasyona ait verileri kapsayan analiz sonucunda popiilasyon genelinin de
Hardy-Weinberg dengesinde oldugu anlasilmustir.

Cizelge 4.4. Leptin geni bakimindan sigir genotiplerine ait gozlenen ve beklenen
sayilar ile ki-kare (}2) analiz sonuglari.

Gozlenen Sayillar | Beklenen Sayilar
Orneklenen | | v\ AB BB |AA AB BB 22 P
Yerler
Akgaabat 45 128 13 4 26,450 16,100 2,450 1,668 | 0,196
Akcaova 41 25 16 0 26,561 12,878 1,561 2,410 | 0,121
Ilicabasi 7 3 4 0 3,571 2,857 0,571 1,120 | 0,290
Konuklu 4 111 3 0 11,161 2,679 0,161 0,202 | 0,653
Zeytinkdy 10 |8 2 0 8,100 1,800 0,100 0,123 | 0,725
GENEL
TOPLAM 117 | 75 38 4 75,521 36,957 4,521 0,093 | 0,760

Belirlenen genetik uzakliklara gore cizilen dendrogram Sekil 4.6.’da verilmistir.
Cizdirilen dendrograma gore Akcaabat ile Ilicabasi’'nda bulunan siiriiler ve
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Akcgaova’da bulunan siiriiler arasinda benzerligin daha fazla oldugu bulunmustur.
Konuklu ve Zeytinkdy’de ki siiriiler arasinda benzerlik fazla olmasina ragmen
diger lokasyonlardaki siiriilere benzerlik bakimindan en uzak siiriiler olarak
gozlemlenmektedir. Ancak, sadece 1 lokusa dayal1 hesaplanan genetik uzakliklara
ait dendrogram c¢izildiginden ¢ok saglikli bir degerlendirme yapmak zordur. Etkin
bir degerlendirme yapabilmek icin ¢ok sayida lokusa ait genotip bilgilerinin
dikkate alinmas1 gerekir.

@ AKCAABAT

@ ILICABASI

O AKCAOVA

B KONUKLU

B ZEYTINKOY

Sekil 4.6. Ornekleme yapilan lokasyonlar arasindaki genetik uzakliga gore ¢izilmis

dendrogram

Yapilan literatiir taramas1 sonucu bazi s1gir popiilasyonlarinda leptin geninin A ve
B allelleri igin belirlenen allel frekanslar1 Cizelge 4.5.’de 6zetlenmistir. incelenen
wklarin ¢cogunda A alleli B alleline gore olduk¢a yiiksek frekans sergilemistir.
Ulkemizde yapilan calismalarda da (Oztabak vd., 2010; Ozdemir, 2011) incelenen
DAK, GAK ve Boz irk yerli sigirlar1 ile Siyah Alaca ki sigirlar icin A allelinin
frekansi diger allelden oldukga yiiksek bulunmustur.




Cizelge 4.5. Bazi1 sigir popiilasyonlarinda leptin genine ait allel frekanslari
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Alleller
Irk Kaynak N A B Enzim
Sarabi Javanmard vd., 2005 82 0.7500 0.2500 Sau3Al
Golpayegani(G) Javanmard vd., 2005 57 0.7193 0.2807 Sau3Al
Sistani Javanmard vd., 2005 38 0.3421 0.6579 Sau3Al
Taleshi Javanmard vd., 2005 70 0.4786 0.5214 Sau3Al
Manzadrani Javanmard vd., 2005 26 0.3846 0.6154 Sau3Al
Dashtiyari Javanmard vd., 2005 8 0.1250 0.8750 Sau3Al
G*Brown Swiss Javanmard vd., 2005 13 0.1538 0.8460 Sau3Al
Shabestar Javanmard vd., 2008 35 0.6300 0.3700 Sau3Al
Sarabi Javanmard vd., 2008 31 0.4200 0.5800 Sau3Al
Friesian Jawasreh vd., 2009 45 0.7740 0.2260 Hinfl
Yerli Jawasreh vd., 2009 36 0.7770  0.2230 Hinfl
DAK Oztabak vd., 2010 40 0.8900 0.1100 Hinfl
GAK Oztabak vd., 2010 40 0.8600 0.1400 Hinfl
Boz irk Oztabak vd., 2010 40 0.8900 0.1100 Hinfl
Iranian Holstein Sharifzadeh ve Doosti,2010 112 0.7975 0.2025 Sau3Al
DAK Ozdemir, 2011 71 0.9500 0.0500 Sau3Al
Siyah Alaca Ozdemir, 2011 149 0.9500 0.0500 Sau3Al
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5. SONUC

Ulkemizdeki sigir varligmin yaklagik % 17’sini olusturan yerli sigir wklar1 kotii
cevre kosullarinda yasayabilme ve diisiik de olsa verimliliklerini siirdiirebilme
ozelligine sahiptirler. Bu hayvanlarin yetistirildikleri ekstansif veya marjinal
yapidaki yasam alanlar1 incelendiginde ozellikle et {retimi anlamindaki
potansiyelleri yabana atilmayacak diizeydedir. Bu hayvanlar tarafindan
degerlendirilen alanlarin kiiltiir rklar1 ile degerlendirilmesi pek miimkiin degildir.
Dolayisiyla, Kkiiltiir wrklarint ve yerli wklar1 kendi {iiretim sistemleri icinde
degerlendirmek daha saglikli bir yaklagim olacaktir. Yorede salma sigircilik olarak
da adlandirilan yerli sigir yetistiriciligi yakindan incelendigi zaman doga dostu,
masrafsiz ve iggiicli gereksinimi ¢ok az bir iiretim dali oldugu goriilebilir. Ayrintili
bir degerlendirme yapildigi zaman, verim c¢ok yiiksek olmamasina karsin ¢ok
simnirlt masraf ve isgiicli ile yetistirme olanagmin sagladigi karlilik agikca
goriilebilir. Cogu durumda kiiltiir rklarina oranla karliligi daha yiiksektir. Bunun
yaninda, dogal beslenme sonucu iirettikleri yagsiz ete tiiketicilerin ragbeti oldukca
fazladir.

Gelecekte 1slah caligmalarina temel olusturacak genetik varyasyonun elde
tutulmasi, ancak genetik kaynaklarmnin korunmasi ile miimkiin olabilir. Diger
ciftlik hayvam tiirlerinde oldugu gibi sigir tiiriinde de yerli wklar anlaminda
iilkemiz 6nemli bir irk zenginligine sahiptir. Farkli bolge veya yorelere yiizlerce
hatta binlerce yillik siirecte adapte olan bu wklarin morfolojik, fizyolojik ve
genetik oOzelliklerinin ayrintili olarak tanimlanmasi, bu irklarin korunmasi ve
gelistirilmesi gerekmektedir. Korumada en etkin yol, o yetistirme sistemi ve
altyapisinin caga uygun onlemlerle siirdiiriilebilir kilinmasidir. Bir irkin korunma
altyapisinin sekillendirilebilmesi i¢in o wka ait 6zelliklerin ayrintili olarak tespit
edilmesi gerekmektedir. Bu anlamda bakildiginda, yerli sigir wklarimizin
tanimlanmasina, 6zgiinliiklerinin ortaya konmasina yonelik caligmalarin sinirh
oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Anilan eksende planlanan bu ¢aligmada, Aydin ilinin daha ¢ok daglik kesimlerinde
geleneksel olarak yetistiriciligi siirdiiriilen yerli sigirlarin genetik tanimlama
bilgilerine katki saglanmasi amaclanmistir. Calisma kapsaminda halk arasinda
“Kara Sigir” olarak bilinen sigirlar materyal olarak kullanilmig, 5 farkli
lokasyondaki (Akcaova, Akgaabat, Ilicabagi, Konuklu ve Zeytinkdy) toplam 117
bas hayvan incelenmistir. Leptin geni bakimindan mevcut polimorfizmin
popiilasyon diizeyinde ortaya konmas1 yaninda siirii veya lokasyonlar arasi genetik
benzerlik ve farkliliklarin ortaya konmaya caligildigi calismada elde edilen
sonuclar1 asagidaki gibi 6zetlemek miimkiindiir:
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Leptin geni bakimindan popiilasyon geneline yonelik degerlendirmede AA, AB ve
BB genotipleri gbzlenmis ve gdzlenen bu genotipler i¢in frekanslar sirasi ile 0.641,
0.325 ve 0.034 olarak tespit edilmistir. Populasyonun neredeyse iicte ikisi AA
genotipli olarak belirlenmistir. BB genotipi ise cok smirli sayida hayvanda
gozlendiginden diisiik bir frekans sergilemistir. Allel frekanslar1 anlaminda
bakildiginda ise A ve B allelerinin frekanslar1 sirasiyla 0.803 ve 0.197 olarak
belirlenmistir. A alleli i¢in elde edilen yiiksek frekans ilgili literatiirde (Javanmard
vd., 2005; 2008; Jawasreh vd., 2009; Oztabak vd., 2010; Sharifzadeh ve Doosti,
2010; Ozdemir, 2011 ) bircok 1rk icinde benzer sekilde rapor edilmistir.

Ornekleme katki saglayan 5 lokasyon ayri ayri degerlendirildiginde, sadece
Akcabat’ta leptin genine ait her ii¢ genotip gozlenmistir. Diger dort lokasyonda ise
hicbir hayvanda BB genotipi gozlenmemis, sadece AA ve AB genotipleri
gozlenmistir.Farkli lokasyonlar bazinda leptin geni bakimindan siras1 ile A ve B
allellerinin goriilme frekanslari; Aydin Cine Akgaova’da 0.805 ve 0.195, Aydin
Karpuzlu Akcaabat’ta 0.767 ve 0.233, Aydin Merkez Ilicabasi’nda, 0.714 ve
0.286, Aydin Merkez Konuklu’da 0.893 ve 0.107, Aydin Merkez Zeytinkdy’de
0.900 ve 0.100 olarak bulunmustur. Toplam 117 bas olan genel 6rneklemede ise
leptin geni A ve B allellerinin frekanslar1 swrasiyla 0.803 ve 0.197 olarak
bulunmustur.

Yapilan ki-kare (x’) analizinde hem 5 ayri lokasyonun hemde genel 6rneklemin
Hardy-Weinberg dengesinde oldugu belirlenmistir. Anilan hayvanlarin dogal
ortamda yetismeleri ve serbest eslesmeleri, seleksiyon ve kontrollii asim vb
uygulamalarin olmamasi1 gen frekanslarindaki denge durumunu agiklamaktadir.

Son birka¢ onyilda yapilan kiiltiir ki1 hayvan veya sperm ithalleri ve bunun
sonucunda yerli wklarla yapilan yogun cevirme melezlemeleri iilkemizdeki irklarin
yokolma siirecini hizlandirmig, genetik cesitliligin azalmas1 ve kaybolmas1
tehlikesini dogurmustur. Bunun yaninda kurulan yetistirme birliklerinin yerli
wklar1 kapsam digi tutmasi ve tarimsal desteklemelerden yerli 1wklarin
yararlandirilmamas1 da yokolma siireclerini hizlandirmugtir.  Kiiltiir irklarmin
endiistriyel iiretim deseninde ortaya koyduklari yiiksek iiretim potansiyelinin
cazibesi yerli rklarm geri plana itilmesine sebep olmustur. Sonug olarak, gecen
siirecte, bitkisel iiretimin veya yem bitkileri iiretiminin yogun oldugu entansif
iiretimin yapilacag alanlarda kiiltir 1wki ve melezlerinin yetistirilmesi
yayginlagmistir. Hatta bu siire¢ icerisinde yerli wrklarin ¢evirme melezlemesi ile
elde edilen yiiksek kiiltiir irki tagiyan hayvanlar yerli irklarin adaptasyon ve direng
ile ilgili genlerini de tasidiklar1 i¢in sahaya uyum gostermislerdir. Saf kiiltiir k1
hayvanlarda ise daha yogun kayiplar veya verim problemleri yasanmistir. Yerli
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wrklarin yetistirilmesi ise daha cok kiiltiir wklarinin uyum saglamadigi marjinal
alanlarda siiregelmistir.

Yerli wklara yonelik degerlendirmelerde, genelde yerli wklarin bakim-besleme
kosullar1 dikkate alinmamaktadir. Kiiltiir irklarina gore daha kanaatkar ve direncli
olan yerli wklarimiz ekstansif kosullarda iiretimin vazgecilemez materyali
durumundadirlar. Ancak, kente go¢ vb. sosyal degisimler bu tretim dalimin
stirdiiriilebilirligini olumsuz etkilemektedir. Bu iiretim dal1 ile ugrasan insanlarin
kirdaki yasam kosullarinin iyilestirilmesine yonelik onlem ve desteklemelerin
kamu Onciiliigiinde devreye sokulmasi bu iiretim dalinin siirdiiriilebilirligini
olumlu yonde etkileyebilecektir.

Tarmmsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii (TAGEM) tarafindan
devreye sokulan ve giiniimiizde koyun, ke¢i ve manda tiiriinii kapsayan ‘‘Halk
Elinde Hayvan Islahi Ulkesel Projesi’® kapsamina yerli sigir wrklarininda dahil
edilmesi hem bu wrklarimizin gelistirilmesine hem de korunmasina biiyiik katki
saglayacaktir.

Bu calisma sadece yerli sigirlarin leptin gen polimorfizminin olup olmadigini
ortaya koyabilmek i¢cin yapilmustir. Daha ileriki ¢aligsmalarda genotiplere gore
leptin lokusu icin elde edilen bilgiler yerli sigirlar icin referans olarak
kullanilabilecektir. Ileriki yillarda yapilacak benzer caligmalar igin karsilastirma
yapma ve gecen siirecteki gen ve genotip frekanslarindaki degisimi ortaya koyma
ve koruma etkinliklerini buna gore yonlendirme sansi taniyacaktir.

Bu calisma sonrasinda diger yerli sigir wrklarimizda da leptin genine ait
polimorfizmin ortaya konmasinda ve cesitli diren¢ Ozelliklerinin genotiplere gore
degisiminin ortaya konmasinda yarar vardir. Ayrica, gene ait bolgenin DNA dizi

niza 6zgili farkliliklarin olup olmadigint da agik bir
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