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OZET

Yiksek Lisans Tezi

ESMER IRKI SIGIRLARDA IGF-11 GEN POLIMORFiZMi VE SUT VERIM
OZELLIKLERI ILE ILISKIiLER
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Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Zootekni Anabilim Dali
Biyometri ve Genetik Bilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Sinan KOPUZLU

Bu arastirma, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Isletmesi ve Erzurum ili Ilica bdlgesinde
6zel bir isletmede yetistirilen Esmer sigirlarinda yiiriitiilmiistiir. Aragtirmada, IGF-11 gen lokusu
bakimindan genotipik yapilar incelenmis ve ilgili genler bakimindan sigirlara ait genotip ve allel
frekanslarinin dagilimi belirlenmistir. Belirlenen IGF-II genotipleri gergek siit verimi, 305
giinliik siit verimi, laktasyon siiresi ve giinliik siit verimi gibi verim o6zellikleriyle
iliskilendirilmistir. IGF-II gen lokusu bakimindan genotipik yapilarin incelenmesi i¢in her iKi
isletmede yetistirilen 114 bas Esmer sigirlardan kan 6rnekleri alinmistir Alinan kan &rnekleri
PCR-RFLP yontemi kullanilarak IGF-II genotipleri belirlenmistir. IGF-II genotipleri ile siit
verimlerinin iliskilendirilmesindeyse Erzurum ili Ilica bolgesinde bulunan 6zel bir isletmeden
alinmig s1g1r irkinin siit verim kayitlar1 kullanilmistir.

Arastirma da incelenen sigir popiilasyonunun Hardy-Weinberg genetik denge testine gore
genotip frekanslart dagiliminin dengede oldugu (P>0.05) gdzlenmistir.Popiilasyonda bulunan
IGF-II genine ait CC, CT ve TT genotip frekanslar sirasiyla 41(%34), 65(%54) ve 14(%12)
olup, C allelinin frekansi 0,61 ve T allelinin frekansi 0,39 olarak bulunmustur.

Gergek siit verimi, 305 giinliik siit verimi, laktasyon siiresi ve giinliik siit veriminin genel
ortalamalar1 sirasiyla 4317+272.9 kg, 5277+240.7 kg, 238+15.5 giin ve 18+09 kg iken, CC, CT
ve TT genotiplerinin gercek siit verimine ait ortalamalar1 sirasiyla, 4168+515.8, 3756+£321.7 ve
5382+600.3 kg; 305 giinliik siit verimi ortalamalar1 5420+454.9, 4898+283.6 ve 5632+529.3 kg;
laktasyon siireleri 221+29.2, 225+18.2 ve 281+34.0 giin ve giinliik siit verimi ortalamalari
19£1.7, 17+1.1 ve 19£2.0 kg olarak bulunmustur.

Yapilan istatistik analizlere gore gercek siit verimine, 305 giinliik siit verimine, laktasyon
stiresine ve giinliik siit verimine genotipin, genotip X laktasyon siras1 ve genotip X buzagilama
mevsimi interaksiyonunun etkisi 6nemsiz; 305 giinliik siit verimine ve giinliik siit verimine
genotip X yas interaksiyonun etkisi 6nemli (P<0.05); genotip X yas interaksiyonunun gergek siit
verimi iizerinde ki etkisi ¢ok énemli (P<0.01) olarak bulunmustur.

Sonug olarak, Esmer sigirlardan alinan kan 6rneklerinden PCR-RFLP yontemi kullanilarak IGF-
IT genotipleri tespit edilmistir. IGF-II gen polimorfizmi bakimindan tespit edilen genotip ve allel
frekanslar1 irkin genotip ¢esitliligini ortaya koymada yeterli sayilabilir. Yapilan iliskilendirme
analizinde, IGF-II genotipleri ile incelenen performans 6zellikleri arasindaki iligkiler anlaml
bulunamamustir.
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Master Thesis

RELATIONSIP BETWEEN IGF Il GENE POLYMORPHISM AND SOME
PERFORMANCE TRAITS IN BROWN SWISS

Esma YUCA

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
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Supervisor: Assist. Prof. Dr. Sinan KOPUZLU

This study was carried out in Brown Swiss cattle reared in the Experimental Station of
Agriculture Faculty in Ataturk Universty and in a private enterprise found in region Ilica of
Erzurum city. In the study, genotypic structures were examined in terms of IGF-1I gene locus,
and the distribution of genotypes and allele frequencies of the cattle in relation to the genes were
determined. The identified IGF Il genotypes were associated with milk yield traits such as
actual milk yield, 305 day milk yield, lactation period and daily milk yield. The blood samples
were taken from 114 Brown Swiss cattle raised on both farms for the examination of genotypic
structures for IGF-Il1 gene locus. IGF-II genotypes were determined by using PCR-RFLP
method. When IGF-11 genotypes were associated with milk yields, only milk yield records in in
a private enterprise found in region Ilica of Erzurum city. were used.

In the study, it was observed that the distribution of genotype frequencies was stable (P> 0.05)
according to the Hardy-Weinberg genetic equilibrium test of bovine population examined. The
CC, CT and TT genotype frequencies of the IGF-11 gene found in the population were 41 (34%),
65 (54%) and 14 (12%) respectively and the frequency of the C allele was found to be 0.61 and
the frequency of the T allele was found to be 0.39.

The general averages of actual true milk yield, 305 day milk yield, lactation time and daily milk
yield were 4317 + 272.9 kg, 5277 + 240.7 kg, 238 + 15.5 days and 18 + 09 kg, respectively,
while CC, CT and TT genotypes 4168 + 515.8, 3756 + 321.7 and 5382 + 600.3 kg, respectively;
the 305-day milk yield averages 5420 + 454.9, 4898 + 283.6 and 5632 + 529.3 kg; lactation
periods were 221 + 29.2, 225 + 18.2 and 281 + 34.0 days, respectively, and mean daily milk
yields were found as 19 + 1.7, 17 + 1.1 and 19 + 2.0 kg respectively.

According to the statistical analysis, the effect of genotype, genotype x lactation order and
genotype x season of calving interaction were nonsignificant for averages of actual milk yield,
milk yield adjustment to 305 day, lactation period and day milk yield. The effect of genotype x
age interaction were significant (P<0.05) for average milk yield adjustment to 305 day and day
milk yield. The effect of genotype x age interaction on the actual milk yield was found to be
highly significant (P<0.01).

As a result, correctly identified IGF-I1 genotypes were detected by using the PCR-RFLP method
in the blood samples obtained from Brown Swiss cattle. Genotype and allele frequencies
determined for IGF-11 gene polymorphism can be considered sufficient to demonstrate the
genotype diversity of the race. In the analysis of the association, relationships between IGF-II
genotypes and performance characteristics examined were not significant

2017, 55 pages
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1. GIRIS

Gilintimiizde diinyanin kars1 karsiya kaldigi kiiresel 1sinma, iklim degisiklikleri, dogal
alanlarin tahrip edilmesi, artan sanayilesmeyle birlikte sanayi artiklarinin artmasi, diinya
niifusundaki artisa bagli olarak miktar ve kalite yoniinden besin maddelerine olan
ihtiyacin giderek artis gdstermesi, yeterli ve dengeli beslenmenin saglanmasinda ¢iftlik
hayvanlarinin énemini her gegen giin artirmaktadir (Mercan ve Okumus 2004; Ozdemir

2006; Sonmez 2013).

Diinya niifus artis hiz1 yaklagik olarak gelismis tilkelerde %0,5-1,0 gelismekte olan
tilkelerde %2-3 (Camurcu 2005) ve iilkemizde ise %1,35 (Anonim® 2016) oranlarinda
seyretmesi, beraberinde beslenme ihtiyacinin ozellikle hayvansal protein ihtiyacinin
giderilmesini gerektirmektedir. Diinyada oldugu gibi iilkemizde de bu ihtiyacin

giderilmesinde si1g1ir varliginin ve verim potansiyelinin biiyiik 6nemi vardir.

Diinyada hayvan yetistiriciligi acisindan 0&zellikle ikinci diinya savasindan sonra
yogunlagma {iretim tiizerine olmus ve irklarin verimleri acisindan o6zellesmesi ile
diinyada birkag 1rk yetistiriciliginin yayginlasmasina sebep olmustur (Devrim ve Kaya

2004).

Ileri tarim teknigi ve hayvancilik sektorii gelismis iilkelerde, hayvanciligin temelini ve
merkezini hayvan basmna et ve siit verimi daha fazla olan sigir yetistiriciligi
olusturmaktadir. Hayvancilik sektorii igerisinde siit sigirciligl ayr1 ve dnemli bir yere
sahiptir. Ulkelerin gelismislik diizeyine bagh olarak cesitlilik gdsterse de diinyada siit
iretiminin yaklasik %93°1 sigirlardan elde edilen siitlerden elde edilmektedir

(Hodoglugil 1996; Kopuzlu 2003).

Gilinlimiizde, diinyada siit verim yonlii verim kapasitesi olduk¢a yliksek olan ve yaygin

bir sekilde yetistiriciligi yapilan siit sigir1 irklar1 mevceuttur. Degisik ekolojik sartlarda



farkli iilkelerde yiiriitiilen 1slah ¢alismalar1 sonunda Siyah Alaca, Isvicre Esmeri, Jersey,

Guernsey ve Ayrshire gibi en dnemli siit irklar gelistirilmistir (Ozhan vd 2012).

Degisik ¢evre sartlarma karst uyum kabiliyeti iyi olan Isvigre Esmeri 1925 yilinda
Avustralya’dan Karacabey Harasina getirilmis olup hem saf olarak yetistirilmis ve hem

de halk elinde yerli sigirlarin 1slahinda kullanilmistir (Erdem 1997).

Isvigre'nin kuzey dogusunda yer alan Schwyz bélgesinde gelistirilen Isvigre Esmeri,
cesitli engebeli meralarda otlama kabiliyeti iyi olan saglam yapili, farkli bakim,
beslenme ve iklim sartlarina uymada yiiksek kabiliyetli, siit irklar1 arasinda ge¢ gelisen,
kombine verimli iri bir wrktir. Isvicre Esmeri kombine verimin basinda siit verimi
gelmektedir (Akman 1998; Ozhan vd 2012). Ulkemizde cesitli yer ve yillarda Isvigre
Esmeri 1rki ile yapilan siit verimi ile ilgili ¢alismalarda 305 giinliik siit verimi, yaklasik
2500 kg dan 6000 kg’a kadar bir siit verimine sahip oldugu bildirilmistir (Tiizemen vd
1998; Cakilli ve Giines 2007).

Son istatistiklere gore Tiirkiye'de kiiltiir hayvani sayisin1 yaklasik olarak 6.6 milyon
olup Esmer Isvigre her yastan 2.7 milyon melez ve saf ki bulunmaktadir (Anonim”
2016).

Esmer inegi Esmer Bogas1

Sekil 1.1. Isvigre Esmer s1g1r 1rk1 inek ve bogasi (Anonim 2012)



Erzurum Atatiirk Universitesi Tarim Isletmesi'nde sigir yetistiriciligi 1961 yilinda
baslamustir. Isletmenin sigir varligi, bdlgenin ekolojik ve mevcut yerli irklar1 dikkate
almarak Isvigre Esmeri 1rkiyla olusturulmustur (Akbulut 1990). Isletmede, baslangicta
stirti kay1t sistemi kurularak sigirlarda adaptasyon ¢alismalarina baslanmis olup zamanla
bolgedeki farkli isletme sartlar1 igin yetistirme yontemleri gelistirilerek giintimiizde
bolge yetistiricilerine hem teknik ve hem de damizlik hayvan temini i¢in yardimci
olunmaktadir. Erzurum ilinde, 6zel sektor tarafindan kurulan ¢ok sayidaki sigircilik
isletmelerinde sigir ki olarak Esmer Isvigre irki hem siit sigircilign ve hem de et
sigirciligl icin yogun olarak tercih edilmektedir. Nitekim 2016 verilerine gore
Erzurum’da toplam sigir varliginin %12,39’unu Esmer Isvigre ve %6011 ise Esmer

Isvigre melezi sigirlar olusturmaktadir (Anonim°®2016)

Ulkemiz si181r yetistiriciliginde ulasilan verim artis1 nedenleri arasinda, bakim-besleme,
alt yap1 gibi pek cok diger ¢evre sartlarinin iyilestirilmesi, hayvan ithali ve melezleme
calismalar1 sonucunda sigir popiilasyonunun genetik yapisinda meydana gelen

degisiklikler olarak belirtilmistir (Hodoglugil 1996; Erdem 1997).

Hayvanlardan elde edilen verim yani fenotip, ¢cevre ve genotipin ortak etkisi ile ortaya
cikmaktadir. Hem ¢evreyi ve hem de genotipi iyilestirmek veya islah etmek verimin
artmasina sebep olmaktadir. Verimi esas alan 1slah ¢alismalarinda iizerinde durulan ilk
konu, hayvanin genotipinde mevcut olan verim potansiyelini ortaya koyacak uygun
cevre sartlarmin  saglanmasidir. Giiniimiizde, hayvanlardan maksimum verim
alabilmesi icin cevre etkisini olumlu ydnde diizenlenmesi ve hayvanin iginde
bulundugu ortamin optimize edilmesi entansif hayvancilikla miimkiin olmaktadir.
Verim artisinda genotipi iyilestirme ¢abalar1 daha etkili, rantable ve siirekli olmasina
ragmen uygulanmasi daha gii¢, spesifik ve zaman alict olmaktadir. Nitekim hayvanlarda
istiin fenotipi olusturmak, karekteri etkileyen iyi ve verimli genleri tespit edip genotipte
istenen genleri bir araya getirerek ve genler arasi etkilesimden faydalanmakla
miimkiindiir. Ciftlik hayvanlarindan elde edilen verimlere ait karakterler hem ¢ok sayida
genin  kontrolii altinda hem de c¢evre faktorleri tarafindan biiyiik o6l¢iide

etkilenmektedirler. Bundan dolayr bu karakterlerde fenotipik deger cogu zaman



genotipik degeri yansitamadigindan fenotipe dayali seleksiyon da verimlilikte azalmalar
gozlenmektedir. Bu nedenle fenotip, ¢ogu zaman genotipin iyi bir gostergesi
olamadigindan ele alinan karekterin genotipik degerinin tahmin edilmesi olduk¢a 6nem
arz etmektedir. Giinlimiizde genotipi iyilestirme caligsmalari, labaratuvar metod ve
tekniklerinin gelismesi ve teknolojik sartlarin ilerlemesiyle melezleme ve seleksiyon

gibi klasik 1slah metotlarindan daha ileri boyutlara gekilmistir (Ozdemir 2001).

Diizgiines (1976), hayvanlarin hayatsal sivi veya belirli viicut sivilarinda biyokimyasal
unsurlarin  kalitatif yonlerinin iyi bir gostergesi oldugunu ve Soysal (1983) ise
polimorfik 6zellige sahip bu karakterlerin bir gen yerinde lokalize olmus bir dizi
esgenlerin kombinasyonu ile olusan homozigot veya heterozigot tiplerden olustugunu,
esgenler ise aralarinda kodominantlik gostermekte ve bundan dolay1 ele alinan

karekterlerde fenotipik deger genotipik degeri verdigini bildirmislerdir.

Son yillarda, kan parametrelerinin baz1 polimorfik 6zellikleri ile kantitatif karakterler
arasindaki iliskinin varligini belirlemesine ve bundan seleksiyonda faydalanmak igin bir
¢ok calisma yiiriitilmektedir. Bu tip ¢aligmalarin temelinde polimorfik karakterlerinde
genotipin fenotipe esdegerde oldugunun bilinmesi, otozomal bir kalitim yolunun
izlemesi, genetik mekanizmanin basitligi ve genetik yapinin kolayca belirlenmesi gibi
faktorler yatmaktadir. Boylelikle polimorfik 6zellikler ile kantitatif karekterler arasinda
bir iligkinin varligmin belirlenmesiyle erken yasta kan karekterleri tespit edildiginde
dolayli seleksiyonu miimkiin kilmakta, generasyon arasi siire kisaltilmakta, yetistirme
sistemleri yonlendirilebilmekte, popiilasyonun genetik yapisi analiz edilebilmekte ve
siirec igerisinde gen frekanslarinda goriilen degisimlerde gozlenebilmektedir (Ulker vd

1999).

Irkin tanimlanmasinda kullanilan morfolojik 6zellikler, kan gruplar1 ve biyokimyasal
polimorfizm gibi kisaslarin yaninda, genomu dogrudan inceleyen yontemlerle, birbirine
yakin irklarin yani sira, ayni irka ait ailelerin ya da bireylerin tanimlanmasindaki basari
sans1 artmaktadir. Tiim diinyada molekiiler genetik alaninda yapilan g¢aligmalar bas

dondiiriicii bir hizla devam etmektedir. Bundan yararlanilarak popiilasyondaki genetik



varyasyon, bireylerin Deoksiribo Niikleik Asit (DNA)’larindan hareketle molekiiler
diizeyde ortaya konabilmektedir (Ozdemir 2006).

Son yilarda gelistirilen DNA‘ya dayali olarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve
Restriksiyon parga uzunluk polimorfizm (RFLP) analizi molekiiler teknikler, cinsiyet
gozetmeksizin ¢ok erken yaslarda genotipleri tanimlama imkani saglamaktadir. Bu
sayede yapilan ¢ogu ¢alisma ile yiiksek verimli hayvanlarin erkenden tanimlanmasi ve
genotiplerin verim oOzellikleriyle biliylime performans: i¢in damizlik degerlerinin

tespitinde bir siire¢ olarak kullamlmaktadir (Ozdemir 2001).

Calismamizin amaci, Atatiitk Universitesi Ziraat Isletmesi ve ve Erzurum ili Ilica
bolgesinde ozel bir isletmede yetistirilen Esmer 1k siit sigirlarinda insiilin benzeri biiyiime
faktorleri-1l (IGF-I1) gen lokusu bakimindan genotipik yapilarini incelenmek, ilgili gen
bakimindan sigirlara ait genotip ve allel frekanslarinin dagilimini ortaya koymak ve

verim ile iliskilendirmektir.

1.2. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri (IGF)

1.2.1. Tarihcesi

Insiilin benzeri biiyiime faktdrleri (IGF), serum diizeyleri Biiyiime Hormonu (Growth
Hormone; GH) tarafindan kontrol edilen bazi yonden GH’a bagimli ve GH‘nun
mitojenik ve anabolik etkilerinden bir¢oguna aracilik eden peptid grubunun bir iiyesidir.
Salmon ve Daughaday’nun (1957) yaptiklar1 calismada, kikirdak dokuda GH’in
fonksiyonlarmi incelemis olup GH’nin in vivo sartlarda kartilaj hiicrelerine siilfat
baglanmasini aktive ettigini, fakat in vitro sartlarda bu 6zelliklerini gosteremedigini, in
vitro kosullarda GH’nin tesiri altinda olan ve siilfat baglanmay1 aktive eden
“stilfatlanmayan faktor” denilen bir faktoriin var oldugunu ve GH tedavisi ile siilfat
aliminin arttiin1 bildirmislerdir Bu c¢alisma sonucunda GH’in bu artisa dogrudan
etkisinin olmadigini, bu etkilere aracilik eden “siilfatlayici faktér” adinmi verdikleri bir

maddenin varligini ortaya koymuslardir.



Daha sonraki ¢alismalarda anti-insiilin antikoru ilave edilmesiyle bu etkinin ortadan
kayboldugu tespit edilmis buna karsin aktivitenin etkilenmeyen kismina da non-
suppressible insulin like activity (NSILA) adi verilmistir. Daha sonralari ise NSILA ‘nin
insiilin ile ayn1 etkiyi gosterdigi gibi yapisal olarak ayni madde oldugu belirlenmis ve
insan serumundan elde edilmis iki protein, purifiye edilerek aminoasid dizilimleri ortaya
konmustur. 1972 yilinda yapilan bu konudaki ¢alismada ise bu maddenin iskelet
dokusunda ve diger dokularda biiylimeyi uyarict etkileri belirlenmis ve “somatomedin®
admi almistir (Yaylali 2009; Arikan 2013). Bu maddeye Rinderknecht ve Humbel
tarafindan 1978 yilinda IGF-I ve IGF-II isimleri verilmistir

1.2.2. IGF

IGF sisteminde IGF-I ve IGF-II, IGF baglayict proteinlerden (IGFBP-1-6) ve IGF
reseptorlerinden (insiilin reseptorii, tip I IGF ve tip I IGF) olugmaktadir (Keles ve
Tirkeli 2005; Bakir ve Kocamis 2011). IGF ve spesifik hiicrelerde biiylimeyi uyaran,
proinsiiline benzeyen hiicresel biiyiime ve farklilagsma ile anti-apoptozis de énemli role
sahip mitojenik 6zellikteki proinsiilin gibi ti¢ disiilfit bagi igeren tek zincirli polipeptid
hormon olup genellikle lokal olarak etki gosterir. IGF’ler etkilerini zardaki kendilerine
0zgll reseptorlerine baglanarak gosterirler. Ciinkii protein yapilar1 sebebiyle hiicre
zarlarin1 gecemezler. IGF’ler hemen hemen tiim organlarin fonksiyonlarinda etkiliyken,
insiilin ise kas, yag ve karaciger dokusunda etkilidirler (Yaylali 2009; Arikan 2013;
Akkaya 2014). IGF-I 70 aminoasit dizisi, IGF-II ise 62 aminoasit dizisi igerir ve
birbirlerine benzerlik oran1 %62’dir. IGF-I ve IGF-II proinsiilin arasinda aminoasit
dizisi benzerlik oranlar1 sirasiyla 26(%43) ve 25(%41)’dir (Keles ve Tiirkeli 2005;
Harbili 2008; Yaylal1 2009).
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Sekil 1.2. Insiilin benzeri biiyiime faktorleri sistemi (Anonim 2014)

1.2.3. IGF-1I

En yogun ¢aligilan baskili memeli gen IGF-II (insiilin-benzeri biiytime faktorii I1) olup
yapisal olarak insiilin iligkin fetal mitojenik proteindir (Zeric 2012). Cesitli
arastirmacilar ortak sonu¢ olarak IGF-II'nin fare, insan, sican, koyun, sigir ve
domuzlarda baskilanmis oldugunu tespit etmislerdir (Stinckens 2010; Zeric 2012;
Gilingor 2015; Smith et al. 2015). Bu gen farkl tiirlerde farkli kromozomda bulunur.
Ornegin domuzlarda 2., farelerde 7., insanlarda 11., atlarda 12., koyunlarda 21. ve.
sigirlarda 29. kromozom tizerinde bulunmaktadir (Goodall and Schmutz 2003; Giling6r
2015).

IGF-1l embiryonik gelisimde énemli bir etkiye sahip olup yasa bagli olarak da daha az
degisim gosteren ve IGF-I reseptoriinden farkli yapida bir reseptore baglanarak
intrauterin yagsamda biiyiimeden sorumludur (Yaylali 2009; Arikan 2013). Embriyonik
dokularin ¢ogunun IGF-II geninin maternal kopyasinin aktif olmadig1 paternal kokenli

allelin ise uygun oldugu yani aktif oldugu goriilmiistiir (Zeric 2012; Gilingor 2015).



IGF-I1, H19 ile bir gen kiimesi olusturur (Zeric 2012). IGF-II, H19’un bulunmamasi
halinde kendini daha fazla gostererek fetiisiin anormal olarak hizla biiylimesine yolagar.
Bu iki gen baskilanmig bir gen kiimesi olusturmakta ve birlikte kontrol edilmektedirler.
IGF-II ve H19 genleri paternal metilasyon gostermektedir (Sekil 1.1). Paternal allelde
H19 ile IGF-II’yi kontrol eden imprinting kontrol bolgesi metilasyona ugrayinca, IGF-I1
geni aktif hale gegcerken H19 geninin etkisi baskilanmaktadir. Maternal allelde ise bu
kontrol merkezinde metilasyon olmadig1 icin IGF-II geni inaktif, H19 geni ise aktif
durumdadir (Kaffer 2000; Giing6r 2015).
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Sekil 1.3. H19 ve IGF-II genlerinde karsilikli ¢apraz baskilanma (Harbili 2008)

Yapilan bir¢ok ¢alismada, kemiricilerde ve birgok tiirde IGF-II'nin fetal gelisiminde
onemli etkilerinin oldugu dogumdan sonraki donemde de bir¢ok dokuda biiyiimeyi,
diferansiyasyonu arttirdigt ve g¢esitli karkas ozellikleri arasinda iliski bulundugu
belirtilmistir (Harbili 2008; Yaylali 2009; Arikan 2013; Gilingor 2015). Ayrica IGF-
II'nin temel fonksiyonu fetal biiyiimenin kontroliinde yer alsa da, Zhang ve Li (2008) bu
konuda yaptiklar1 bir ¢alismada, IGF-II'nin yetiskin biiylimesi iizerinde de etkili
oldugunu bildirmistir. Bu konudayla ilgili yapilan bir ¢alismada ise IGF-11 geninin yok
edilmesi durumunda intrauterin ve perinatal biliylimeyi geciktirdigi, postnatal
hipofizektomi yapilan siganlarda ise IGF-II inflizyonunun biiyiimeyi uyarmadigi

bildirilmistir (Harbili 2008).

IGF-IT'nin asir1 ekspresyonu asir1 biiylime, biiyiime bozuklugu ve artan neoplazi

frekanslarina yol agan Wiedemann-Beckwith sendromu gibi genetik sendromlari



uyarabilir. IGF-II'nin fazla ekspresyonu olan transgenik fareler organ asir1 gelisimini ve

timor olusumunu gostermektedir (Zhang and Li 2008).

Yapilan bir ¢calismada IGF-II ile iligkili bir bolgede (IGF-I1-intron3-3072) SNP (Single
Nucleotid Polymorphism, Tek Niikleotid Polimorfizmi) (A>G) domuzlarda tespit
edilmis, bu polimorfizmin kalp biiylikliigline ve kas biiylimesinde etkili oldugu

bildirilmistir (Glingor 2015).

IGF-II'nin domuzlarda fertilite ve yasama giicii 6zellikleri, canli agirlik, et verimi,
karkas ozellikleri ve siyah renk iizerine etkisi oldugu, memelilerin kas biiylimesinde
onemli bir rolii olan IGF-II'nin et sigirlarinda et 6zellikleri, kalitesini ve viicut agirligi
ile 1iliskilendirilirken, siit¢ii sigirlarda ise siit verimini etkiledigi belirtilmektedir

(Stinckens 2010; Giingér 2015; Smith et al. 2015).

IGF-II geninin domuzlardaki etkisine benzer bir ¢alisma sigirlar tizerinde de yapilmis
sigirlarda bu gen i¢in saptanilan SNP’lerin ¢esitli 6zelliklere etkisinin tartismali oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alismada ayrica embriyonik donemden ergin doneme kadar meme
bezlerinin gelismesinde IGF-II'nin etkili olabilecegi (Giingér 2015) ve buna ek olarak
sigirlarda IGF-II'nin sigir géz bolgesi lizerindeki etkisi de bildirilmistir (Zhang and Li
2008).

Koyunlarla ilgili yapilan ¢alismalarda maternal alleldeki IGF-II"nin baskilandig1 ve bu
sebeple H19 transkripsiyonunun maternal allelden oldugu belirtilmistir (Glingér 2015).

1.2.3.a. IGF-II"nin siit performansina etkisi

Meme bezi gelisimi hayvanin yasami boyunca genis bir periyoda yayilir. Meme
bezlerinin morfolojik gelisimi embriyonik gelisim sirasinda baglar ergenlik, hamilelik,
laktasyon ve involiisyon yoluyla postnatal donemlerde gen ekspresyon modellerine
bagli olarak hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptoz donemlerine kapsar

(O’Doherty et al. 2015). Epigenetigin, meme bezi gelisiminde rol oynadigi
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diistiniilmektedir ve bu konuda yapilan calismalar IGF-II'nin bu siirece dahil
olabilecegini gostermistir. Lokal IGF-II inflizyonunun kecilerde siit {iretimini
arttirdigini, farelerde, meme bezlerinde prolaktin etkisini kolaylastirmistir.
Laktasyondaki kegilerde lokal inflizyon IGF-II'nin siit sentezini arttirmistir. Protein
verimi ve siit verimi i¢in tahmini iireme degeri C/C ve C/- hayvanlara kiyasla C
niikleotidi (- / - genotipi) olmayan hayvanlarda daha yiiksek ¢cikmistir (Bagnicka et al.
2009; O’Doherty et al. 2015).

Fareler meme bezi gen ekspresyonu ve karsilastirmali haritalama kombinasyonunu
kullanarak elde edilen sonuglar, IGF-II'nin sigirlarda siit tiretim 6zelliklerini etkileyen
bir QTL i¢in aday bir gen oldugunu kesfetmislerdir (Ron et al. 2007; Bagnicka et al.
2009; O’Doherty et al. 2015). Baska bir ¢alismada ise Holstein-Friesian bogalarda siit
verim oranlari, siit yagi verimi ve siit protein verimliligi i¢in IGF-II ve tahmini iireme
degerleri arasinda bir iliski oldugunu gostermistir (Zeric 2012). Bazi arastirmacilar siit
verimleriyle olan IGF-II iliskilerinin, laktasyonun diizenlenmesine katkida bulunan
proksimal INS (insiilin) genindeki komsu varyantlarla baglanti dengesizliginde (LD)
bulunan SNP (Single Nucleotide Polymorphism; Tek Niikletid Polimorfizmi) allellerine
bagli olabilecegini ileri siirmiislerdir (O’Doherty et al. 2015).
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2. KAYNAK OZETLERI

Cin’de yetistirilen 270 bag sigir irki iizerinde IGF-II gen dizisini belirlemek, 3. ve 10.
Ekson bolgelerinde bulunan tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) tanimlamak amaciyla
Curchoe et al. (2005) tarafindan yapilan ¢alismada fetal, yeni dogan buzagilarda ve
ergin bireylerde IGF-II geninin ekspresyonunun yas, doku, promotor bolgeleri ve allel
bolgelerinin farkliliklar: ile 6zel promotor bolgelerine gore secilmis farkli doku ve
organlardan izole edilen IGF-II Komplementer DNA (cDNA) o6rneklerine gore
Olclilmesini ve gen sekans analizini gergeklestirmislerdir. Bu calismada sigirlarda IGF-
IT geninin ¢oklu promotor bolgeleri, poliadenilasyon, alternatif splising boliimleri ve
genetik baskilama miktarlarinin 6l¢iilmesi sonucu kapsamli transkripsiyon regiilasyon
oranlarinina tabi tutularak insan ve farelerde benzerlik gosterdigini bulmuslardir. Ancak
incelenmis orneklerin hemen hemen tiimiinde IGF-II geninin yas, doku, promotor ve
0zel allel bolgelerinde ekspresyonlarinda temel farkliliklarinin oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica incelenmis tiim doku ve organlarda ve sigirlara yakin, koyun ve domuz
irklarinda IGF-II geninin 6zel promotor bolgelerinin genetik imprinting sonucu yok
oldugu sonucuna varmiglardir. Arastirmacilar sonug olarak tiirlere 6zgii spesifik genetik
imprinting tanimlanmasiin hayvan klonlanmasinda ve embriyo biyoteknolojilerinde

kullanilabilirligini ortaya koymuslardir.

Gebert et al. (2006), kismi sekans bilgisi sadece sigir IGF-II geni i¢in mevcut oldugunu
ve farklilasan metillenmis bolgeler (DMRS) igin heniiz tespit edilmemis oldugundan
preimplantasyon gelisimi sirasinda gene 0Ozel metilasyon kaliplar1 iizerinde ileri
caligmalar i¢in bir 6n kosul olarak IGF-II geni icinde bir DMRs belirleyi
amaglamiglardir. Bu nedenle sigir IGF-11 geninin 4., 5., 10. ekson ve 4. ve 5. intron igin
daha once bilinmeyen bir DMRs tanimlanmasini1 kapsayan 5 cevrilmemis bolge bir
Central pattern generator (CpG) zengin DNA fragmaninin dizi analizi belirlemislerdir.
Belirlenem dizi analizi i¢in yapilan bisiilfit analizinde bu DMRs’lerin olgun oosit ve
spermin farkli olarak metile oldugunu bildirmislerdir. Sigir IGF-II geni gibi gelisimsel

olarak 6énemli bir gen igerisindeki bir intragenik DMR’nin tanimlanmasi in vivo ve in
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vitro elde edilen embriyolarin metilasyon kaliplarmi degerlendirilmesi i¢in yararl bir

ara¢ sagladigini ongérmiislerdir.

Giiney Kore’de yetistirilen Berkshire domuzlari iizerinde yapilan g¢alismada, farkli
metilasyon etkilerini domuz preimplantasyon embriyo gelisimi sirasinda belirleyerek
ispat etmeyi amaglamiglardir. IGF-11/H19 geninde DMRs metilasyonunu sperm ve Ml
oositlerde analiz etmislerdir. Elde edilen sonuglarda spermin tamaminin metile oldugu
fakat MI oositleri metilenmemis olarak kaldigini tespit etmislerdir. Proniikleer agamada
metilasyon desenini belirlemek amaciyla, dolayli olarak in vitro fertilizasyon,
parthenogenesis ve androgenesis ile elde ettigi her zigot bolgesindeki IGF-11/H19
DMR3 metilasyon profilini karsilastirmislardir. Bu bolgenin farkli ebeveyn kdkenlerine
gore metillenmis oldugu saptanmistir DMR3 (farklilasan metillenmis 3.bolge) tam
partenogenetik zigotlarin metile in vitro dollenmis zigotlar iginde hemimethylated ve
androgenetik zigotlarin demetile edilmesini saglamislardir. Bu sonuglar, paternel
alellerin kolaylikla demetilasyonla akive edildigi ve maternal allellerden birisinin de
novo metillestigine isaret ettigini ortaya koymus ve daha erken embriyonik gelisim
sirasinda IGF-II/H19 DMR3 metilasyon etkilerini incelemislerdir. in vitro ddllenmis
zigotlarda goriildiigii izere, hemimethylated desen 4 hiicreli embriyo asamasina kadar
gozlenmistir. Ancak, bu isareti sadece 8-hiicreli asamada demethilize etmisler ve daha
sonra morula asamasinda onarabilmiglerdir. Sonu¢ olarak metilasyon etkileri domuz
embriyolarinin erken embriyonik gelisimi sirasinda dinamik degisiklikler yolluyla

belirlenebilecegini ifade etmislerdir (Park et al. 2008).

IGF-I1 geninin 2.ekzon bolgesinde Bsrl/RFLP polimorfizmini belirlemek ve verimle
iliskilendirmek amaciyla Zhang et al. (2008) tarafindan 126 bas Nanyang sigir irki ile
calisma yapmuslardir. Calisma sonucunda IGF-I1 allel frekanslarinin C alleli igin 0,69 ve
T alleli i¢in 0,31 oldugunu bulmuslardir. TT genotipli bireylerde 6, 12 ve 24 aylik yasta
ki viicut agirliklari, viicut uzunlugu ve kalp c¢evresi ve 12, 18 ve 24 aylik yasta ise kalca
genisligi Olciilerinin diger genotipli bireylere oranla daha yiliksek oldugunu, ele alinan

ozelliklerin tamaminda TT genotipli bireyler CC genotipli olanlara gore ortalamalarinin
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daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Ayrica arastirmacilar, genetik etki analizi IGF-I11

geninin biyolojik fonksiyon 6zelliklerine de ilave etkilerinin oldugunu bildirmislerdir.

Bagnicka et al. (2009), 238 bas Holstein-Friesian siit sigir irkinda IGF-11 genine ait daha
once tanimlanmis 2. Ekzon bolgesinde g.8656 C>T transisyon (RFLP-Bsrl) niikleotidi
ve ayrica 6 bas hayvan DNA’sinda 237 bp lik DNA dizisinin sekanslamasi sonucu 10.
Ekzon bolgesinde g.24507G>T transversiyon (RFLP-Haelll) niikleotidini tanimlanip
PCR-RFLP teknigi ile tek niikleotid polimorfizmlerini belirlemislerdir. Daha sonra
genotiplerle hayvanlara ait siit verimlerinin iliskilendirildigi c¢alismada, CT/GT
haplotipinin siit verim o6zellikleri ile dogrudan iliskili oldugu (P<0.001) ve en sik
goriilen CT/GG haplotipinin giinliik siit verimlerinde diger tanimlanmis haplotiplere

oranla siitlin protein ve yag igerigi tizerine etkili oldugu sonucuna varmiglardir.

Curchoe et al. (2009), sigirlarda karaciger, beyin, akciger, bobrek ve kontrol buzagilarin
plasentasinda IGF-II/H19 arasinda bir CpG zengin intergenik bolge 44 CpG
bolgelerinin metilasyon durumunun siralanmasinda bisiilfit kullanilarak IGF-11/H19
allelik ekspresyonunun diizenlenmesinde onemli oldugu diisiinmiislerdir. Bunun igin
Holstein sigirlarda 16. CpG ihtiva eden kismindaki diferansiyel bolgeyi metile
etmislerdir. Buzagi doneminde klonlanmis dokularda DMR dogumdan hemen sonra
Olen ya da komplikasyonlar nedeniyle kesilenler kisa bir siire i¢inde incelenip kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, klonlanmis hayvanlarin bazilarinda DMR metilasyonunda
onemli farkliliklarin var oldugunu bulmuslardir. Gozlenen varyasyonlarin c¢ogu
hipometilasyona yakin egiliminde oldugunu belirlemisler, klonlarin karaciger ve
plasentada DMR'nin hipometilasyonu, 6nceki gdzlemlerin anormal oldugunu ve bu
klonlarda IGF-II alel ekspresyonu ile H19 allelin biallelik ekspresyonu ile iliskili

oldugunu bildirmislerdir.

Gebert et al. (2009), IGF-II genindeki son ekson igin intrajenik DMR’de son
tanimlamalar, embriyo gelisimi sirasinda aktif olan sigir imprinting ve diizenleyici
mekanizmalarin derinlemesine sorusturulmasi i¢in bir tani aract olarak, in vivo

fertilizasyon ve kiiltiir, SCNT (Somatic Cell Nuclear Transfer (Somatik hiicre niikleer
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transferi)), androgenesis veya partenogenezle invitro olarak iiretilen sigir blastosisti bu
DMR i¢inde cinsiyete 6zgli DNA metilasyonu kaliplarimi karsilastirmak amaciyla
bisiilfit analizini kullanmislardir. In vivo sartlarda olusan DNA metilasyon embriyolari
dollenmeden sonra, bu genlerin arasindaki DMR c¢ikarilmis durumda kismen
embriyonun blastosit agamasina ulastig1 zaman bu farkliklarda degismeler goriilmiistiir.
In vivo sartlarda gelisen embriyolar arasinda, DNA metilasyon diizeyi erkek blastosisti,
disilere gore Onemli Olglide daha diisiik oldugunu belirlemislerdir. Bu cinsiyet
farkliliklarin1 partenogenetik ve androgenetik embriyolar arasinda tespit etmisler ve
SCNT tiiretilmis blastosist cinsel hiicre doniirleri izlenerek SCNT embriyolar dogru

metilasyon yeniden programlamasi gerektigini ifade etmislerdir.

Fagundes et al. (2010) Nellore (B. taurus indicus) ineklerden aldiklari yumurtaliklari
kullanarak farkli bir ¢izgide gelisen gerekli 6zelliklere sahip olgunlasmamis ve olgun
sigir oositlerinde IGF-II son ekzonunun DMR iizerinde metilasyon numuneler
kullanmiglardir. Genis folikiiller olgun oosit (%28,93), genis folikiiller gelen
olgunlasmamis oositlerin (%77,38 P=0,002) daha az metillenmis ve ayni zamanda
kiigtik folikiiller olgun oosit (%52,58 P=0,07) genis folikiiller olgun oosit (%28,93) ile
karsilastirildiginda diisiikk metilasyon yoniinde bir egilim oldugu; kiiciik ve biiyiik
folikiiller olgun oosit sirastyla %61,11(11/18) ve %40 (4/10) hipermetile dizilimi
gosterirken, kiigiik ve biiylik folikiiller gelen olgunlasmamis oositler, sirasiyla, %53,85

(13/07) ve %91,66 (11/12) hipermetile dizilimi gosterdigini bildirmislerdir.

Zwierzchowski et al (2010) 11 ve 15 aylik 291 bas Polonya Siyah Alaca sigir
karkaslariyla. yem alimi1 ve doniistiiriilmesi, biiylime oranlar1 ve et verim 6zellikleri 2.
ekzonda 292. baz giftinin sitozin timin doniisimii RFLP-Bsrl teknigi kullanilarak
yapilan bir ¢aligmada; 11 aylik yasta sigirlarda, yiiksek derece soguk karkas agirligi ve
degerli et miktarina CC genotipinin ve 15 aylik yasta sigirlarda degerli etdeki yag
miktarma CT genotipinin etkili oldugunu belirlemislerdir. TT genotipli geng¢ bogalar,
CC genotipli olanlarla bakim, et iiretimi ve yem tliketimi bakimindan
karsilastirildiginda daha ¢ok yem (kuru madde ve protein) tiikkettiklerini belirlemislerdir.
IGF-1I geninin etki durumu, cDNA dizi ve RFLP-Bsrl analizi kullanilarak
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incelendiginde 15 aylik hayvanlada ve iki aydan biiyiik olan fetiiste IGF-1I alleli
incelenmis olup paternal ve maternel olarak karacigerde ayni oranda aktive oldugu

ayrica 2 aylik erkek fetiislerde IGF-II mMRNA maternal allelin etkili oldugu 6l¢iilmiistiir.

Silva et al. (2011) tarafindan, Brezilya’da yetistirilen 147 bas Nellore irki sigirlarda
yurittikleri ¢alismada IGF-Il ve CYP21 genlerinin iki SNP analiz ederek bu
hayvanlarda hem IGF-11 geni (RFLP/Mboll) ekson 6 ve hem de CYP21 (steroid 21-
hidroksilaz) geni (RFLP/Hpall) promoter bolgesinde belirlenmistir. Arastirmada, CT
IGF-II RFLP/Mboll polimorfizmi CC ve TT’ye gore onemli Olgiide daha fazla
(homozigot genotipleri (CC-TT) %25, heterizigot genotipleri (CT)%50) iken CYP21
RFLP/Hpall polimorfizmi T allel C alleli ¢ok daha fazla(C i¢in 0,0442 ve T igin 0,9557)
oldugunu ve bu populasyonun Hardy-Weinberg’e gore dengede oldugunu tespit
etmislerdir. Arastirmacilar tireme ve verimle ilgili 6zelliklerin (120, 240, 365,450 ve
550 giinliik yaslarda olanlarin canlik agirliklari, ilk dogumdaki yaslari, 365, 455 ve 550
giinliiklerin skrotal c¢evresi) beklenen dol farkliliklarin polimorfizmini tiimiinde
arastirmislar ancak yalnizca bunlardan DP550 (IGF-II-RFLP/Mboll 365 giin beklenen
yavru agirhigr farklar1) ve DP450 (CYP21-RFLP/Hpall 450 giin de beklenen yavru

agirlik farklar) i¢in 6nemli oldugunu bildirmislerdir.

Franco et al.(2013) calismalarinda, 1-3 mm ve >8,0 mm kokleri itibariyle kiimiiliis
hiicreleri IGF-II geninin CpG adasindan metilasyon desenini karakterize etmek ve bu
desenin in vitro olgunlagsma etkilerinin degerlendirilmesinde genomik DNA, &nce
sodyum bisiilfit ile daha sonra bisiilfitle muamele ederek sonunda i¢ ice PCR edilerek
DNA metilasyonu karakterize etmislerdir. Gruplar arasinda metilasyon motifinde fark
olmadigini  gozlemislerdir. Kiigiik folikiilleri 6n IVM (yumurta hiicrelerinin
olgunlastirilmasi) ve son IVM hiicreleri metilasyon oransal diizeyleri sirasiyla
78,17£14,11 ve 82,93+5,86 olarak belirlemislerdir. Biiyiik gelen folikiillerin metilasyon
oransal seviyeleri sirasiyla 81,81+10,40 ve 79,64+13,04 olarak tespit etmislerdir. In
vitro olgunlagsmada sadece etkisini degerlendiren 6n IVM ve son IVM kok hiicrelerinde
metilasyon oransal seviyeleri 80,17+12,01 ve 81,19+10,15 olarak bildirmislerdir. Sonug

olarak, biitlin gruplarin kiimiiliis hiicrelerinin metilasyon diizeyi somatik hiicre
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imprinting desenin beklenenden daha yiiksek oldugunu, én IVM folikiillerden kiimiiliis
hiicreleri herhangi bir in vitro manipiilasyona maruz kalmadan ve hipermetile desen
hiicrelerde bu 06zel lokusu icin gercek fizyolojik metilasyon desen olabilirligini

gbzlemislerdir.

Pekin’de rastgele segilen, ortalama canli agirliklar1 414 kg ve 14 aylik olan 118 bas
Simmental sigirlarda, yem tiiketimi artis1 (RFI), yemden yararlanma orani1 (FCR) ve
giinliik ortalama canli agirlik artis1 (ADG) ve yemden yararlanma(FCE) gibi 6zellikleri
ele alan Du et al. (2013), sigir MC4R ve IGF-II geninde varyantlarinin etkilerini
belirlemeyi amaglamiglardir. Bu amag¢ i¢cin DNA havuz dizilimi, bu iki genin SNP
elemisler ve Matris Destekli Lazer Cikarma/lyonlasma Zaman Kapal Isik Kiitle
Spektrometresi (MALDI-TOF-MS) analizi ile genotiplendirmis ve devaminda MC4-R
ve IGF-II arastirilmast amaciyla dort SNP (C2209T, G18587C, A22950T ve G26920T)
arasinda C1069G lokusu popiilasyonunu tespit etmislerdir. Istatislik analizinde sadece
MC4-R-C1069G, IGF-11-C2209T ve IGF-I11-G18587C lokuslarinin Hardy-Weinberg
kuralina uygun oldugunu belirlemislerdir (P>0,05). Genotipler arasindaki farklari analiz
etmek icin genel lineer model (GLM) kullanilmis olup analiz sonucunda sadece IGF-II-
G18587C lokusunun ADG (P <0,05) iizerine 6nemli bir etkiye sahip oldugunu ancak
RFI veya FCR iizerine dnemli bir etkiye sahip olmadigi, CC ve GG genotipleri baskin
genotipler oldugunu ve CC veya GG genotipi ile bireysel GC’nin daha biiyiik bir
ADG’nin (P <0,05) var oldugunu tespit edilmistir.

Cin Qinchuan (723 bas) ve Cin Holstein (94 bas) sigirlarinda biiyiime ozellikleri ile
IGF-IT mutasyonlarinin etkilerini degerlendirmek i¢in Huang et al.(2013), IGF-II’ye ait
dort SNP DNA havuzu dizilisini saptamislardir. Arastirmacilar, iizerinde durulan
toplam 817 bas iki farkli irktaki hayvanlarda dort SNP i¢in haplotip yap1 ve baglanti
dengesizligi (LD) katsayilar1 incelemisler ve haplotip analizi sonucunda 8 farkli
haplotip ve 27 bilesik genotip goriildiigiinii bildirmislerdir. Istatistiksel analizler sonucu
Qinchuan sigir popiilasyonunda; dort SNP, bilesik genotip ve haplotipi ile 1.SNP’de
cidago yiiksekligi ve gogls genisligi arasindaki iliski onemli (P<0,05) iken viicut

uzunlugu arasindaki iliski ¢cok onemli (P<0,001); 4.SNP’de ise g6giis derinligi ve viicut
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agirh@ arasindaki iliski 6nemli (P<0,05); kalca ¢apraz yiikseklik, kalp ¢evresi, makat
uzunlugu kalca kemik genisligi, kal¢a genisligi arasindaki iliski 6nemsiz bulunmustur.
Mutant tipi varyantlarin ve mutant haplotiplerin (Hap 8: ATGG; yararli QTN alel
olmas1 muhtemel) biliyiime Ozellikleri i¢in istiin oldugunu; heterozigot diplotip’in
yabani tip homozigota gore daha yiiksek biiyiime oOzellikleri ile iliskili oldugu
arastirmacilar tarafindan elde edilmistir. Calisma sonunda; IGF-II genindeki
polimorfizmin biliylime oOzellikleri ile iligkili oldugu ve sigir yetistiriciligi

programlarinda hayvan se¢cimi konusunda kullanilabilecegi bildirilmistir.

Olbromski et al. (2012), sigirlarda karaciger, bobrek ve hipofizde IGF-II, LEP ve CCL2
genlerinin allelik gen dengesizligi ¢aligmalari i¢in yerel enstitii ¢iftliklerinde yetistirilen
40 akraba olmayan Polonya Holstein boga kullanmislardir. Arastirmada,
Pyrosequencing yontem kullanilarak tercihli allelik ekspresyonuna sahip olanlari
bulmak i¢in 29 sigira ait bir gen dizisi analizi yapmuslar ve incelenen 3 gen grubu LEP
(leptin), IGF-II (insiilin-benzeri biiyiime faktorii 1) ve CCL2 (kemokin C-C motifi

ligand1 2) allelik ekspresyonunda dengesizligin oldugunu ortaya koymuslardir.

Dias et al.(2016) farkli genetik gruplarin sigir karkas kompozisyonu ve et kalitesi ile
ilgili polimorfizmleri ve 6zellikleri arasindaki iliskileri degerlendirmek, IGF-I1 geninin
IGF-11/Mboll  (G>T), Pro-melanin konsantre edici hormon (PMCH) geninin
DQ499531.1: g.134A>T, ve RAR ilgili orphan reseptor C(RORC) geninin
DQ667048.1: g.3290G>T polimorfizmlerinin alel frekanslarini tahmin etmek icin 499
sigira (313 Nellore saf ve 186 Nellore melez) ait karkas ve et kalitesine iliskin veriler
kullanilmistir. Calisma ile Nellore saf ve Nellore melezlerinde IGF-I11/Mboll
polimorfizmi; G alleli frekanslari, sirasiyla 0,231 ve 0,631; DQ499531.1:9.134A>T
polimorfizmi; A allelik frekanslart sirasiyla 0,850 ve 0,905; DQ667048.1:9.3290G>T
polimorfizmi, G alleli frekanslar1 sirasiyla 0,797 ve 0,460 olarak bulunmustur. Calisma
sonunda, incelenen sigir populasyonunda degerlendirilen SNP, seleksiyon belirtecleri
olarak IGF-1I, PMHC ve RORC gen polimorfizmleri karkas ve et &zellikleri (rib goz
alani, geri yag kalinligi, kesme kuvveti, toplam lipidlerin ve miyofibriler parcalanma

indeksi) arasinda onemli bir iliskinin olmadigi tespit edilmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmanin hayvan materyalini Atatiirk Universitesi Ziraat Isletmesi’ndeki (60 bas) ve
Erzurum ilinde bulunan ve Erzurum ili Ilica bélgesinde 6zel bir isletmesi’ndeki (54 bas)
toplam 114 bas 3, 4 ve 5 yashi Esmer Isvigre ki inekler olusturmaktadir. Calisma
Atatiirk  Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Molekiiler Genetik

Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

3.1.1. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismada Buzdolab1 (Argelik), Hassas Terazi (Shimadzu), Vorteks (Yellow
Line)Elektroforez Sistemi (Biogen, Apelex, France, SN 280800), cesitli amaglar
kullanilan muhtelif cam malzemeler, Mikrodalga Jel Goriintiileme Sistemi (Bio-Rad),
Otomatik Termocycle Sistem (Bioner), NanoDrop (Thermo scientific),Santrifiij
(Kubota), Spektrofotometre (Shimadzu), Saf Su Cihaz1 (Ateks) ve Firin (Blueline) gibi

alet ve cihazlar kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Hayvanlardan kan alimi

Atatiirk Universitesi Ziraat Isletmesi’nde ve Erzurum ili Ilica bdlgesinde 6zel bir
isletmede yetistirilen Esmer Isvigre sigirma ait kan &rnekleri isletmelerden toplanip 10
ml’lik K3 EDTA (Etilen DiaminTetra-Asetik Asit)’li vakumlu tiipler ile alinarak
Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Molekiiler Genetik
Laboratuvar’a getirilene kadar +4°C buz kaliplarmin bulundugu numune tasima

cantalar1 ile taginmistir. Alinan her bir kan numunesi tiipii tistiindeki etikete silinmez bir
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kalemle, numunenin hangi hayvana ait oldugunu belirtmek i¢in ilgili hayvanin kulak

numarast yazilmigtir.

3.2.2. Kullanilan cozeltiler

1.Liziz Cozeltisi

2. 5XRetik Salin Cozeltisi
3. Fenol/Kloroform
4.Proteinaz K

5. TE Cozeltisi

6. Fenol

7. STE Cozeltisi

8. Amonyum asetat

9. RNaz

10.Etanol

11. izopropanol

3.2.3. Genomik DNA izolasyonu

Esmerlerden elden edilen kan &rneklerinden DNA izolasyonu Atatiirk Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Molekiiler Genetik Laboratuvari’nda Purgene DNA
kiti (Gentra Sistemleri, Minnesota, USA) kullanilarak Sonmez (2013), esas alinarak

yapilmigtir.

1- Tipler numaralandirilarak her numune i¢in 2 set tiip hazirlandi.

2- 800 ul RBC (red blood cell) soliisyonu eklenen tiiplerin tizerine 400 pl kan eklenerek
karigmasi i¢in alt- {ist edildi.

3- 3 dakika 12.000 g de santrifiij edilip siipernatant bir pipet ile tlip dibinde 8-10 pl
kalacak sekilde wuzaklastirildi. Siipernatantin  homojenizasyonu saglamak igin

vortekslendi.
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4- Homojenat iizerine 200 pl Cell lysis ve 95 pul Protein Precipitation ilave edilip
vortekslendi ve daha sonra 3 dak. 12.000 rpm de santrifiij edildi.

5- 2.tiip hazirlanarak tizerlerine 200 pl izopropanol eklendi. 1.tiipteki siipernatant 2.tiipe
eklenip alt iist edilerek izopropanol ile karismas1 saglandi.

6- DNA olan tiipler 12 000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapilip ve siipernatant atildi.

7- Dipte kalan DNA’nin iizerine 250 pl 1,5 M NaCl ¢ozeltisi ilave edildi ve
vortekslendi.

8- Ardindan 800ul %83’liik etanol eklendi ve 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.
9- Daha sonrast siipernatant atildi ve tizerine 900 pl %72’lik etanol eklendi.

10- 12 000 rpm’de 2 dakika santrifiijlendi ve slipernatant atild1.

11- Tiplerde kalan alkol, 150°C’de steril edilmis pamuklu ekiivyon uglart emdirilerek
uzaklagstirildi.

12- Alkolden arindirilan DNA tiiplerinein i¢ine 400-6000 ul ddH,O ile TE ilave edildi
ve DNA’nin ¢6ziinmesi saglanan ornekler spektrofotometrik ol¢lim anina kadar -

18°C’de muhafaza edildi.

3.2.4. DNA’min kalitatif tayini

1,2 g agaroz, 80 ml 1XTBE tamponu igerisine konularak mikrodalga firin igerisinde 600
Watt’da 3 dakika tutularak eritilerek elde edilen %1,5’lik agaroz jel eriyik icerisine 4,5
pl EtBr ilave edilerek tarakli jel kabinine hava kabarcigi olmayacak sekilde dokiildii.

Polimerizasyon i¢in oda sicakliginda 30-35 dakika bekletilmeye alindi.

Daha sonra genomik DNA izolasyonu yapilarak elde edilen DNA’lar 4 ul jel yiikleme
buffer ile 7 ul DNA karisimi otomatik pipetler araciligi ile %1,5’luk agaroz jelde
yiiklenerek 1XTBE tamponuyla dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi. 90 volt’ta 25
dakika siireyle yiiritiildii. Daha sonra dikkatlice ¢ikartilan jeldeki bantlarin ultraviyole
(UV) 15181 altinda goriintiilenmesi sagland1 (S6nmez 2013).
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3.2.5. DNA’min kantitatif tayini

Ekstrakte edilmis DNA’larin derisimleri ve safliklart NanoDrop ND-1000 (NanoDrop
Technologies, Inc.) spektrofotometrede okuma yapilarak belirlenmis ve DNA derigimi
diisiik bulunan ornekler istenilen derisim elde edilene kadar kan Orneklerinden DNA

izolasyon islemleri tekrarlanmustir.

3.2.6. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) islemi

PCR canli organizma kullanmadan enzimatik olarak DNA zincirinin bilinen iki pargasi
arasinda uzanan 6zel bir DNA kisminin enzimatik olarak ¢ogaltildigi in vitro bir teknik
olup baslangigta belirli bir genin sadece kiiclik bir pargasi elde ediliyorken giiniimiizde
DNA polimeraz enzimi PCR ile birlikte kullanilarak birkac saat icinde tek bir gen
milyonlarca kopyalanarak g¢ogaltilabilmektedir (Ustiinbas 2008; Somma and Querci
2010).

3.2.6.a. PCR prensipleri

PCR isleminde hedef, DNA’nin ¢ogaltilmasinda 20-40 dongii arasinda hiicre i¢i (in
vivo) ¢ift zincirli DNA (dsDNA) tek zincirli DNA (ssDNA)bi¢iminde c¢oziilmesi,
kopyalanarak ¢ogaltilmasi ve tekrar baglanmasidir (Okutucu ve Pehlivan 2003; Somma

ve Querci; 2010). PCR reaksiyonu ii¢ asamada gerceklesmektedir. Bunlar sirasiyla;

1. Denatiirasyon (Denaturation)

PCR isleminde ilk asama olarak amplifiye edilecek ¢ift zincirli DNA baglangicta 95-
100°C’ye kadar 1sitilir ve ¢ift iplik¢ikli DNA iki tek iplicige ayrilir. Islemde sicaklik
dereceleri ve siireleri ¢esitli faktorlere bagli olarak degisebilir. Eger guanin (G) ve

sitozin (C) bakimindan zengin hedef DNA mevcut ise bu durumda durumlarda

95°C’den daha yiiksek bir sicaklik uygulanabilir (Somma and Querci 2010).
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2. Baglanma (Annealing)

DNA’nin denatiire (¢ift zincirli DNA sarmalinin birbirinden ayrilmasi) edilmesiyle
sicaklik 50°C’ye diistiriilir. Bu yolla primerler tek iplik¢ik halindeki kalip DNA’ya
spesifik olarak baglanirlar. Primerler 15-30 bazlik oligoniikleotidler olup primerlerden
biri kendine ait 5’- ucu hedef DNA’lardan birinin 3’- ucu ile ve diger primerler de ikinci
tek iplikcik DNA’nin, anti paralel olarak diger ucundaki 3°- ucuna baglanarak DNA
polimeraz’in c¢alisma yoOniine esas olarak (5°-3’) baglanirlar. Baglanma yani
hibridizasyon sicakligi ¢cogunlukla primerlerin erime sicakliginin 5°C altinda olup 55-
65°C sicaklliklar arasinda en iyi sonug elde edilir. Hibridizasyon sicaklig1 eger diisiik
tutulursa spesifik olmayan kiicik DNA fragmentlerinin olugsmasimni ve yliksek
sicakliklarda ise yanlis niikleotidlerin primerlerin 3’ ucuna baglanmasini Onledigi
gozlenmistir (G/C orani yliksek olan bolgelerde baglanma 1sis1 68°C’ye kadar
arttirilabilir) (Somma and Querci 2010).

3. Uzama (Extension)

Annealing agamasinin sonuna dogru 72°C’de, primerlerle sinirlandirilmis bolgenin taq
polimeraz enzimi, ortamdaki dNTP’leri kulanarak zinciri uzatir. Tek iplikli DNA ¢ift
iplikli DNA haline doniisiir. Sekil 3.1°de gosterildigi gibi burada her bir dongiiden sonra
meydana gelen zincirler yeni dongiiniin hedef zinciri olarak gorev alirlar (Okutucu ve

Pehlivan 2003; Cakir ve Cakmakg1 2005; Somma and Querci 2010).
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Sekil 3.1. PCR asamalar1 (Somma and Querci 2010)

3.2.7. PCR gerekli maddeler

Hedef DNA

PCR amplifikasyonu hedef genin(hedef zincirin uzunlugu <0,1°den birkag¢ kilobaza
kadar degisebilir) en az bir tam kopyas: bulundugunda yapilir. Bu saymin artmasi
basarili DNA amplifikasyonu olasiligini artirirken hedef DNA yapisinda herhangi bir
hasarin (6rnegin kirilma) olugsmas1 PCR amplifikasyonunu PCR’da durdurur. Kullanilan
toplam DNA miktar1 hedef DNA’nin tek kopyasinin belirlenmesine imkan olusturdugu
icin 0,005-1 pg arasinda olmalidir. Burada kullanilan numunenin ¢ok saf olmasi
gerekmez. Fakat amplifikasyon islemini heparin, heme, formalin, Mg*? celatlayic1 ve

deterjan gibi maddeler engelleyebilir (Somma and Querci 2010).

Primerler

Islem igin kullanilacak primerler, genellikle yiiksek baglanma sicakliklarinda
kullanilabilirligi agisindan 16-30 niikleotid uzunlukta olup yaklasik olarak %50 G+C
bilesimine sahip Tm sicakliklar1 birbirine yakin ve yalnizca amplifiye edilecek bolgeye
spesifik olmalidir. Primerin 3’ ucunda ¢ok sayida G ve C bazlarmin bulunmasi,

miimkiin uzayacak olan kismin baglanmasini artirmaktadir. Burda 6nemli bir husus
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primerler arasindaki uzakligin 10kb’nin altinda olmasidir. Cogunlukla primerler
arasindaki uzaklik 3kb’den fazla olmasi durumunda PCR fiiriiniinde 6nemli Olgiide
azalma gorilmektedir (Somma and Querci 2010). 0,1-0,5 mM arasinda primerin
konsantrasyonu degisebilir, bundan daha biiyiik konsanrasyonlara sahip primerlerin
kullanilmas1 hatali dizilimlere sebep olabilir ve ayrica bu durum kalintiy1 artirirken;
diisiik primer konsantrasyonlar1 PCR verimini azaltir (Somma and Querci 2010;
Sonmez 2013).

Cizelge 3.1. IGF-1I geninin primer dizilimi

F: S’CCTCAGCCTCATCCCCTCCTTTGC-3’

R:5-CTGTGCTCTATTTGCTGTGTTGTCT-3' | (Goodalland Schmutz 2003)

Deoksiriboniikleosit Trifosfatlar (ANTP)

Serbest deoksiriboniikleosit trifosfatlar (dANTP’ler) DNA sentezi igin gerekli
bilesiklerdir. Stok deoksiriboniikletidler (ANTP= dATP, dGTP, dCTP ve dTTP) pH’s1 7
degilse notralize edilmeli ve -20°C’de muhafaza edilmelidir. Optimal dNTP
konsantrasyonu; MgCl, konsantrasyonuna, primerlerin konsantrasyonuna, reaksiyon
sartlarina, ¢ogaltilacak iirliniin boyuna ve PCR dongii sayisina baghidir. PCR isleminde
kullanilacak her dNTP i¢in konsantrasyon 20 ile 200 uM arasinda olmali ve yanlig
baglanma hatalarin1 6nlemek i¢in ise 4 ANTP de esit miktarlarda ve ayni derisimde

kullanilmahidir (Somma and Querci 2010; S6nmez 2013).

Taqg DNA Polimeraz

Bu enzim, Amerika’da ulusal bir park olan Yellowstone Parki’nda yaklasik 85°C
sicakliktaki kaynak sularinda yasayan ve 1stya dayanikli olan Thermus aquaticus
bakterisinden elde edilen bir enzimdir (Somma and Querci 2010; S6nmez 2013). Bu

enzimin 5'—3'ekzoniikleaz aktivitesine ve en uygun calisma sicakligi olan 70-80°C
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arasindaki sicaklikta bakteri saniyede 35-100 niikleotid sentezleyebilme hizina sahiptir
(Somma and Querci 2010). Taqg DNA polimerazlar, biiyliyen zincirin bagindan
niikleotidleri ayiran 5° uctan 3’ uca ekzoniikleaz aktivitisine sahiptirler ve primerlerin
serbest 3’ OH ucuna ortamdaki dNTP’lerin niikleofilik etkisiyle fosfodiester baglarinin
katalizi gergeklesir. Boylece DNA ipliginin polimerizasyonu saglanarak dolayisiyla
PCR sentezinin meydana gelmesini saglar. Taq DNA polimerazlar 3'—5'ekzoniikleaz
aktivitesi yoktur. Ilgili calismalarda onerilen miktar; 100 pl’lik bir hacim igin 1-4 {inite
olup amplifikasyon bdlgesine bagli olarak bu miktar degiskenlik gosterebilir. Yiiksek
konsantrasyonda enzim kullanimi spesifik olmayan {iriinlerin ve diisiik konsantrasyonda

ise yetersiz iiriin olusumuna sebep olabilir (Somma and Querci 2010; Sonmez 2013).

Mg*? Derisimi

Mg+2 Derisimi, primer yapismasini, primer-dimer kalintilarmin olusumunu, hem kalip
hem de PCR iiriiniiniin ayrisma sicakliklarin1 ve enzimin aktivitesini etkiler. Genellikle
distik MgJ'2 konsantrasyonu, diisiik miktarda {iriin olusmasina yada hi¢ olusmamasina
diger taraftan yiiksek miktarlardaki Mg*? ise yanhs eslesmenin artmasina sebep olur.
Arastirmacilar, derisimin 0,5-2,5 mM olarak 6nermislerdir (Somma and Querci 2010;
Sonmez 2013).

Tampon Cozeltileri

Tampon igerigi kullanilan enzimin 6zellik ve tipine bagli olmasiyla birlikte yaygin
olarak kullanilan tampon 10-50mM Tris ve 8,3-8,8 arasinda p olup bu tampona 50mM
KCIl ¢ozeltisi eklemek suretiyle hedef DNA’ya primer yapismasinmi kolaylastirir. Fakat
50 mM’in izerindeki KCl ve NaCl ¢ozeltilerinin eklenmesi Taq DNA Polimeraz
aktivitesini diigiirmektedir. Ayrica hedef DNA sollisyonunda yiiksek miktarlarda negatif
olarak yiiklenmig fosfat gibi iyonik gruplardan veya EDTA gibi ¢elatlayict maddelerden
kaginilmasi gerekir. Diger taraftan bovin, serum, Jelatin, albiimin (BSA), Tween-20 ve

Laureth-12 gibi iyonik olmayan maddelerin enzim kararligina etkisi 6zkonusudur.



Ancak bu maddeleri kullanma zorunlugu yoktur (Somma and Querci 2010; Soénmez

2013).

3.2.8. PCR amplifikasyonu

PCR amplifikasyonlar1 ayni sartlar altinda farkli zamanlarda uygulandi. Cizelge 3.2°de

PCR bilesenleri ve kullanilan miktarlar1 ve incelenen IGF-II geninin PCR dongii

kosullar1 goriilmektedir.
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Cizelge 3.2. PCR bilesenleri ve IGF-II geninin PCR dongii kosullari

PCR Bileseni Hacim Asamalar |PCR kosullar1 | Dongii sayisi
dNTP 3ul 1 94°C’de 5 dak. |1 dongii
Taq 0.5-1.0U
MgCI2 1,7 ul 2 94°C’de 50 sn |32 dongii
PCR Tamponu|5.0 pl (10X) 61°C’de 50 sn.
(pH:8.4)
Primer F 10 pl 72°C’de 45 sn.
Primer R 10 pl 3 72°C’de 5 dak. |1 dongii
Genomik DNA 60-90 ng
Steril distile su Toplam hacim

25 ul’ye

tamamlanir

3.2.9. PCR iiriinlerinin gézlenmesi

PCR isleminden sonra amplifikasyonun gerceklesip gergeklesmedigini belirlemek igin
%2,5’luk agaroz jelde her bir PCR iiriinii yiiriitiilmelidir. Bu amagla 80 ml’lik 1XTBE

tamponu igerisinde 2 g agaroz, 3500 Watt'da calisan mikrodalga firininda 3 dakika
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kadar bekletilerek alinir. Igerisine Sul EtBr ilave edilerek karismasi saglamilir ve
hazirlanan tarakli jel kabinine hava kabarcigi kalmayacak sekilde dokiilir ve oda
sicakliginda 20-25 dakika polimerize olmaya birakilir. Taraklart c¢ikartilarak jel
kuyucuklara 10 pl PCR iiriinii ve 3 pl jel yiikkleme tamponu otomatik pipetler aracilig
ile yliklemesi yapilarak 1XTBE tamponuyla dolu olan elektroforez tankina yerlestirilir
ve 80 voltta 15 dakika yiirlimeye birakilir. Daha sonra jeldeki bantlari UV 15181 ile

goriintiilenir. Amplifikasyonu gerceklesmis olanlar -20°C*“de muhafaza edilir.

3.2.10. Restriksiyon enzimleriyle DNA’larin kesimi

Amplifikasyonu gergeklesen her bir 6rnekten yaklasik 10 pl’lik alinip 0,2 ml’lik steril
ependorf tliplere konularak, iizerine 3-5 U ilgili bolge icin restriksiyon enzimi, 3-5 pl
RE tamponu, 6 pul ddH,O ilave edilir ve sonra iizeri 8-10 pl mineral oil yiizeyi kapatilip
1 dakika 1300rpm santriftiz yapilir. Daha sonra inkiibatore yerlestirilerek 38°C’de 12-13
saat slireyle inkiibasyon islemi gerceklestirildi. Calismada kullanilan restriksiyon

enzimleri, tanima bolgeleri ve beklenen bant uzunlugu tablada verilmistir.

Cizelge 3.3. Restriksiyon enzimi, tanima bolgeleri ve beklenen bant uzunlugu

RE PCR iiriinii (b¢) | Tanima Boélgesi (5'-3") | Genotip ve Bant Biiyiikligii (bg)
CC:32-185

Bsrl | 217 CrT CT: 32-67-118,185
TT:118,67,32

3.2.11. Orneklerin yiiklenmesi ve yiiriitme islemi

RE’ler ile DNA’larin kesim islemleri tamamlandiktan sonra, sonucunu gézlemlemek
icin; etiivden c¢ikarilan restriksiyon kesimi uygulanmis Orneklerin her birine 3 pl
yiikleme tamponu ilave edilmis ve mineral oilden arindirilmasi i¢in otomatik pipet
yardimiyla parafilm iizerinde tiim iiriin gezdirilmistir. Daha 6nceden hazirlanan %3-

3,5’liik agaroz jele tiim triinlerin sirastyla ayri ayr yiiklenerek 1XTBE tamponuyla
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doldurulmus olan elektroforez tankina yerlestirilir. Daha sonra 60 voltta 2,5 saat siireyle
elektroforez islemi uygulanmistir Elektroforez islemi yapilan jel alinarak UV 151811

altinda goriintiilenerek incelenmistir.

3.2.12. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Restriksiyon par¢ca uzunluk polimorfizm analizide ¢ift iplikli DNA’y1 spesifik tanima
bolgelerin restriksiyon endoniikleazlarin ¢ift zincirli DNA molekiillerinin 4 ile 8 baz
cifti (bg) arasindaki spesifik bolgelerini tantyarak kesen enzimler kullanilmaktadir. Bu
enzimler 3000 civart oldugundan dolayr hangi enzimin kullanilasin1 belirlenmesiyle
ilgili 1y bir arastirma yapilip uygun enzim seg¢ilmelidir. Bu enzimler RFLP teknigi ve
PCR  metoduyla birlikte, nDNA veya mtDNA {izerindeki bolgelerde
kullanilabilmektedir. PCR {iriinii, restriksiyon enzimi, tampon olarak kullanilacak ilgili
enzim katalogunda yer alan konsantrasyon ve miktarlarda karistirilarak birka¢ damla
mineral yag (mineral oil) eklenerek belli bir siire(cogunlukla 12 saat) etiivde inkiibe
edilmistir. Daha sonra %1,5-3‘liik agaroz jel yiiriiterek UV goriintiisii alinmistir. RFLP
sonugclar1 kontrol edilmistir (Aksakal ve Erdogan 2008; Ustiinbas 2008).

Teknigin en 6nemli avantaji farkli laboratuvarlarda ayni sonuglar elde edildiginden
dolay1 giivenilirken, genomlarda az kopya olan dizilisler belli noktalarda kiimelendikleri
icin RFLP belirtecleri genom tiizerinde rastgele dagilis gosterememeleri dezavantajdir

(Ustiinbas 2008).

3.2.13. Siit verimlerinin tespiti ve hesaplanmasi

Isletmede entansif olarak yetistirilen hayvanlar otomatik sagim iinitelerinde her giin
sabah ve aksam olmak iizere glinde 2 defa sagilmaktadir. Her iki sagim giinliik siit
verimi olarak alimmustir. Sagilan hayvanlarin siit verimleri hergiin sagim finitelerine
entegre olan bir sistemle 100 g hasasiyetle kayit altina alinmistir. Buzagilamanin ertesi
giinlinden 305. giine kadar olan verim standart veya referans laktasyon olarak alinmistir.

Laktasyon siiresi belirtilen giiniin altinda veya iistiinde olmas1 durumunda laktasyon siit
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verimleri 305 giine gore diizeltilmistir (Aydin vd 1998). Hayvanlarda laktasyon bitimi
hayvanlarin tek sagima diigmesi veya 2 kg’dan daha az siit vermesi olarak kabul

edilmistir.

3.2.14. istatistiksel analizler

3.2.14.a. Siit verim ozelliklerinin analizleri

Istatistiksel olarak yapilan iliskilendirme calismasinda, Atatiirk Universitesi Ziraat
Isletmesinde yetistirilen Esmer Isvicre sigirlara ait verim kayitlarina ulasilamadigindan,
sadece Erzurum ili Ilica bdlgesinde 6zel bir isletmede yetistirilen isletmesine ait verim
kayitlar1 kullanilmistir. Calismada performans ozellikleri olarak, gergek siit verimi, 305
giin siit verimi, laktasyon siiresi ve giinliik siit verimi gibi siit verim Ozellikleri
incelenmistir. Elde edilen verilerin analizinde Genel Linear Model (Harvey 1990) esas
almarak SPSS paket program kullanilmistir. Analiz sonucu 6nemli ¢ikan faktorlere
Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanarak gruplarin farklili§i ortaya konulmustur
(Duncan 1955). Ele alinan verim 6zelliklerinde genotip, laktasyon sayisi, inegin yasi ve

buzagilama mevsimleri gibi ¢evre faktorleri iizerinde durulmustur.

Aragtirmadaki verim 6zelliklerine gore asagidaki istatistik model kullanilmistir.

Yija :ptaitbj+citdi+(ab)ij+(ac)ic+(ad)iteija

Yijia - Herhangi bir Esmer inegin ele alinan siit verimi (gergek siit verimi, 305 giinliik siit
verimi, laktasyon siiresi ve giinliik siit verimi) 6zelliklerinin her hangi biri bakimindan
degeri

p:populasyon ortalamasi

a; . i. Genotip etkisi(i:3; CC:1, CT:2, TT:3)

bj : j. Laktasyon sirasmin etkisi (j:3; 1. Laktasyon:1, 2. Laktasyon:2, 3. Laktasyon: 3)

Ck : k. Ana yagimin etkisi (1:3; 1:3 yas, 2:4 yas ve 3:5 yas)

d; : |. Buzagilama mevsiminin etkisi (k:2; 1:kis-ilkbahar, 2:yaz-sonbahar)
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(ab);; : Genotiple laktasyon sayisinin interaksiyon
(ac)ik : Genotiple ana yasinin interaksiyon
(ad);i: Genotiple buzagilama mevsiminin interaksiyon

€ijk - Hata pay1

Kullanilan modelde hata haricinde kalan biitiin faktorler sabit, hata ise sansa baglh

olarak kabul edilmistir.

3.2.14.b. Genotip ferankaslarinin hesaplanmasi

Esmer sigir populasyondaki genotip ve allel sayilar jel goriintiilerine bakilarak tespit

edilmistir. Genotip frekanslar1 asagidaki esitlige gore hesaplanmistir.

f(CC)=p2=X(CC)/N (3.1)
f(CT)=2pq= X(CT)/N
f(TT) =q2 = X(TT)/N

Denklemde;
N: incelenen toplam birey sayisim gostermektedir.

Populasyonlarin genotip frekanslarina gore allel frekanslar1 asagidaki formiile gore

hesaplandi.

f(C)=p=(2nCC+nCT)/2N (3.2)
f(T)=g=(2nTT+nCT)/2N
ptq=1 esitligine gore

Esitliklerde;

f (C)=p=C allelinin frekansini,
f (T)=qg=T allelinin frekansini
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N: Incelenen toplam birey sayisin1 gdstermektedir.

Gen frekanslarinin standart hatalar1 asagidaki esitlige gore hesaplanda.

St. hata=Vq(1-q)/2 x N (3.3)
Burada;

g=Verilen bir allel genin frekansini

N= incelenen toplam birey sayis1

Gozlenen ve beklenen heterozigotluklar karilastirilarak bir populasyondaki genetik
cesitlilik dlgiilebilmektedir. Incelenen Esmer sigirlarin genetik ¢esitlilik (genetic
variability) ortalamasini bulmak igin gézlenen ve beklenen heterozigotluk diizeyleri

asagidaki esitliklere gore hesaplanmistir.

Ho 1 :Z :l==j N_;L
(3.4)
Esitlikteki,
Njj: heterozigot bireylerin sayisi,
N: Incelenen toplam birey sayis1
H., =1 — 3L, P§ (3.9)

Esitlikteki;

Psj:allel frekansi,

n: allellerin say1s1(Sonmez 2013).
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3.2.14.c. Populasyonlarin Hardy-Weinberg prensibine gore genetik denge analizi

Hardy-Weinberg prensibi esasen bazi basit varsayimlar altinda bir popiilasyondaki
genotip ve allel frekanslarinin ne olacagini ortaya komaktadir. Bu varsayimlar, ger¢ek
popiilasyonlarin  karsilastigi  bir¢ok karmasik durumun bulunmadigi ideal bir

popiilasyonu belirlemektedir:

Biitiin genotipler esit hayatta kalma oranina ve lireme basarisina, sahiptir. Mevcut bir
allel ya da yeni allel olusturarak digerine doniistiirecek mutasyonlar bulunmaz.
Popiilasyonun icinden disina veya icine hicbir gé¢ yoktur. Popiilasyon ornekleme
hatalarimin ve diger rastgele etkilerin gozardi edilebilecegi kadar biiyiik bir

popiilasyondur.

Hardy-Weinberg kanununa dikkate alindiginda yukaridaki varsayimlara uygun

popiilasyon asagidaki 6zelliklere sahiptir.

-Bir Popiilasyondaki allel frekanslar1 nesilden nesile degismez; yani popiilasyon
evrimlesmez.
-Bir nesil siiren rastgele eslesmenin sonunda genotip frekanslari allel frekanslarindan

tahmin edilebilir.

Bu denge test edilirken Oncelikle genotip frekanslari hesaplandiktan sonra genotip
frekanslarindan allel frekanslart hesaplanir. Sonugta hesaplanan allel frekanslar
kullanilarak genotip frekanslar tahmin edilir. Genotip frekanslarmm p® + 2pg+ ¢ =1
denklemine uymasi Hardy-Weinberg kanununa uygmasi manasina gelir. Aksi takdirde

varsayimlardan biri veya bir kag¢1 bu popiilasyon i¢in gegersizdir (Baklaci 2005).

Hardy-Weinberg denge esitligi i¢in genotiplerin beklenen degerleri esitlik (6)’da goére
hesaplandi.

E(CC)=p*n (3.6)
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E(CT) =2pgn
E(TT)=q?n
Esitlikte,

p: C allelinin frekansi
q: T allelinin frekansi

n: popiilasyondaki birey sayis1

Genetikte gozlenen sapmalar1 degerlendirmek onemlidir. Baglangicta beklenen degerler
ile dlgiilen degerler arasinda gergek bir fark olmadigi kabul edilerek H, hipotezi kurulur.
Istatistiksel analizler ile bu hipotez test test edilerek sifir H, hipotezi ya reddedilir ya da
kabul edilir. Eger bu hipotez reddedilmisse beklenen orandan sapma sadece sansa
baglanmaz. Dolayisiyla istatistiksel analizler, gozlenen verilerin tahmin edilen ya da
beklenene ne kadar iyi uydugunu, ondan ne kadar farklilik gosterdigini incelememiz
icin matematiksel bir temel olusturur. Bu teste, uyumun miikemmelligi (Goodness of
fit) ad1 verilir. Sifir hipotezinin miikemmellik uyumuna karar vermek ve gozlenen ve
beklenen degerler arasindaki farkin énemli olup olmadigini test etmek icin gelistirilen

en basit istatistiksel testlerden biri Ki-kare (y°) analizi kullanild. Ki-kare analizi esitligi;

3 (G —B;)
Z = ————
Z B, (3.7)
Esitlikteki,

Gi: 1 kategorisi i¢in gézlenen deger,

Bi: i kategorisi icin beklenen degeri (Baklaci 2005; Ozdemir 2006; Sénmez 2013).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. DNA’mn kantitatif tayini

Ekstraksiyonu edilmis olan DNA’larin derisimleri ve safliklar1 NanoDrop ND-1000
(NanoDrop Technologies, Inc.) spektrofotometrede okuma yapilarak tespit edilmistir
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. NanoDrop’da okunan DNA’larin kantitatif sonuclari

Tarih :])(;‘nek Deger(ng/ul) | Tarih :])é‘nek Deger(ng/ul)
20.9.2016 |1 99,33 20.9.2016 |12 416,63
20.9.2016 |2 145,19 20.9.2016 (13 124,23
20.9.2016 (3 301,92 20.9.2016 (14 320,87
20.9.2016 (4 124,90 20.9.2016 | 15 342,12
20.9.2016 |5 145,48 20.9.2016 (16 328,46
20.9.2016 |6 183,65 20.9.2016 (17 172,79
20.9.2016 |7 143,08 20.9.2016 (18 317,60
20.9.2016 (8 438,17 20.9.2016 (19 168,17
20.9.2016 (9 110,19 20.9.2016 |20 104,81
20.9.2016 |10 162,40 20.9.2016 (21 262,40
20.9.2016 (11 150,77

4.2. PCR sonuglarinin gozlenmesi

Sigir kandan elde edilen DNA ornekleri PCR yapilarak %2,5’lik agaroz jelde
ylriitiilerek DNA bantlarinin goriintiisti elde edilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. PCR iirtinlerinin Agaroz Jel Goriiniitiisii

4.3. PCR-RFLP sonuglar:

Esmer 1rki sigirlardan elde edilen DNA ornekleri PCR cihazinda ¢ogaltilmis ve Bsrl
Restriksiyon Endoniikleaz enzimi ile kesilerek IGF-II geni polimorfik bolgeleri tespit
edilmistir (Sekil 4.2).

185bp |

W .

Sekil 4.2. IGF-11 genine ait PCR-RFLP kesim bolgeleri: CC;32-185, CT;32-67-118-
185, TT;118-67-32 bp

4.4. Genotip ve allel frekanslarmin dagilim

Tiim populasyon genelinde monomorfik bulunan IGF-II ait genotip ve allel frekanslari

verileri agagida verilen Cizelge 4.2’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Esmer Populasyonuna ait genotip ve allel frekanslari ile standart hatasi

Genotip(%) Allel Frenkansi
CcC CT TT C T St. Hata
34 54 12 0,61 0,39 0,059

Popiilasyonda bulunan IGF-I1 ait CC, CT ve TT genotip frekanslar1 sirasiyla 41(%34),
65(%54) ve 14(%12) olup, C allelinin frekans1 0,61 ve T allelinin frekans1 0,39 olarak
bulunmustur. Zeric 2012 yaptig1 calismada C allel frekansi yiliksek T allel frekansi
diisiik oranda oldugu TT genotip daha etkili oldugunu bulunmus ve bulgularimiz ile

uyum i¢inde oldugu goriilmiistiir.

4.5. Hardy-Weinberg Genetik Denge Testi

Genotip frekanslari, genetik denge testi ve X? bagimsizlik testi elde edilen sonuglar

Cizelge 4.3’de gosterilmistir.

Cizelge 4.3. IGF-Il genotip frekanslari, hardy weinberg genetik denge testi ve X2
bagimsizlik testi ve sonuglari

N Gozlenen Beklenen H-W

CC | CT | TT CcC CT TT X?

120 41 65 14 45,02 56,96 | 18,02 0,1222 0OS

0S:0Onemsiz(P>0.05)

Hardy-Weinberg genetik denge testine gore 120 Esmer inekte genotip frekanslar
dagilimmin dengede (P>0.05) oldugu gozlenmistir. Daha Once yapilan g¢alismarda

(Bagnicka et al. 2009, Zwierzchowski et al. 2010) sonuglarimizla uyumludur.
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4.6. IGF-11 genotipleri ile baz1 performans 6zellikleri arasindaki iliskisi

Cizelge 4.4. IGF-II genotip bakimindan bazi performans 6zelliklerine ait varyans analiz
sonuglari

GERCEK SUT VERIMI
Varyasyon Kaynaklar S.D. | Kareler Ort. F P
IGF-I11 Genotip 2 584761,1 0,531 0Ss
Laktasyon Sirasi 2 19994463 18,155 **
Yas 2 202938,7 0,184 0Ss
Buzagilama Mevsimi 1 5358022 4,865 *
IGF-11 Genotip X Laktasyon Sirast 3 1730942 1,572 0S
IGF-I1 Genotip X Yas 4 5513718 5,006 **
IGF-I1 Genotip X Buzagilama Mevsimi 2 24761,17 0,022 0s
Hata 49 1101335

305 GUNLUK SUT VERIMI

Varyasyon Kaynaklari S.D. | Kareler Ort. F P
IGF-11 Genotip 2 903154,2 1,055 0S
Laktasyon Sirasi 2 1126710 1,316 0s
Yas 2 4769377 5,569 **
Buzagilama Mevsimi 1 1281434 1,496 0s
IGF-I1 Genotip X Laktasyon Sirasi 3 1294238 1,511 0.
IGF-I1 Genotip X Yas 4 2876544 3,359 *
IGF-11 Genotip X Buzagilama Mevsimi 2 842072,2 0,983 0s
Hata 49 856359,6

LAKTASYON SURESI
Varyasyon Kaynaklar S.D. | Kareler Ort. F P
IGF-I1 Genotip 2 352,978 0,1 0Ss
Laktasyon Sirasi 2 91481,11 25,865 **
Yas 2 15271,35 4,318 *
Buzagilama Mevsimi 1 6524,795 1,845 0S
IGF-I1 Genotip X Laktasyon Sirasi 3 679,767 0,192 0s
IGF-I1 Genotip X Yas 4 7275,32 2,057 0Ss
IGF-I1 Genotip X Buzagilama Mevsimi 2 4914,615 1,39 0s
Hata 49 3536,887

GUNLUK SUT VERIMI
Varyasyon Kaynaklari S. D. | Kareler Ort. F P
IGF-11 Genotip 2 11,57 0,981 0S
Laktasyon Sirasi 2 15,607 1,323 0s
Yas 2 87,584 7,422 **
Buzagilama Mevsimi 1 22,354 1,894 0s
IGF-I1 Genotip X Laktasyon Sirasi 3 12,351 1,047 0S
IGF-11 Genotip X Yas 4 31,407 2,662 *
IGF-I1 Genotip X Buzagilama Mevsimi 2 16,131 1,367 0s

IGF-II Hata

0OS: Onemsiz, **P<0,01,*P<0,05
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4.6.1. Gergek siit verimi

Esmer Isvigre sigirlarin gergek siit verimi ortalamalar1 ve ortalamalarin standart hatalart
Cizelge 4.5°de ve varyans analiz sonuglar1 ise Cizelge 4.4’de verilmistir. Esmer Isvigre
ki i¢in gercek siit verimi genel ortalamasi 431742729 kg olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.5). Degerlendirme sonucunda ele alinan verim bakimindan Esmer 1rki i¢in
tespit edilen IGF-II genotipler igerisinde en yiiksek ortalama TT genotipinde
(5382+600,3 kg) ve en diisiik ortalama ise CT genotipinde (3756+321,7 kg) tespit
edilmistir. Burada TT genotipli ineklerden elde edilen ortalama gergek siit verimi, CC
ve CT genotipli ineklerden elde edilenerden 1214 ve 1626 kg kadar daha fazla siit
verimi elde edilmistir. Bu Ozellik bakimindan IGF-II’ye ait genotip ortalamalari
arasinda farkliliklar olusmus ancak bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli

bulunamamastir (P>0.05).

Genotip X yas interaksiyona ait degerler dikkate alindiginda 5 yasl ineklerde TT
genotipi 6100+£950,0 kg ile en yiiksek degeri alirken ayni yasta ineklerde CT genoti
2608+767,7 kg deger ile en diisiik degeri almigtir. Gergek siit verimi bakimindan yaslar
icin tespit edilen biitiin genotiplerde elde edilen ortalama degerler arasindaki farkliliklar
cok Onemli (P<0.01) olarak tespit edilmistir. Laktasyon sirasina gore belirlenen
genotiplerdeki gercek siit verim ortalamalar1 birbirinden farkli degerler ¢ikmis
olamasina ragmen bu farklar manali bulunmamustir (P>0.05). Genotip X buzagilama
mevsimi interaksiyonu ele alindiginda, hem kis-ilkbahar ve hemde yaz-sonbahar
mevsiminde dogan ineklerden TT genotipli olanlarinda gergek siit verimleri en yiiksek
degerini almis olup bu degerler sirastyla 5878+710,2 kg ve 4886+695,7 kg olarak tespit
edilmistir. Varyans analizi sonuglarina gore, lizerinde durulan verim 6zelligine 1GF-11
genotip X buzagilama mevsimi interaksiyonunun etkisi 6nemsiz olarak hesaplanmigtir
(P>0.05). Yapilan arastimalarda IGF-II genotipi ile gercek siit veriminin iliskilendirmesi
ile 1ilgili literatlirlere rastlanmadigi i¢in bu Ozellik acisindan karsilastirma

yapilamamugtir.
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Cizelge 4.5. Gergek siit verimi 6zelligine ait ortalamlar ve standart hatalar (kg)

GENEL N X + Sy 0.S.
GERCEK SUT VERIMI 66 43174272,9
. CcC 11 4168+515,8
IGF-11 Genotip CcT 40 3756+321,7 0S
TT 15 5382+600,3
Laktasyon Sirasi L ! 199845449
2. 24 5864°+446,0 *x
3. 35 4316"+320,8
Yas 3 31 4305+252,4 )
4 28 4269+355,4 oS
5 7 4377+£516,7
Buzagilama Mevsimi Kis-lkbahar 21 4836+443 .4 *
Yaz-Sonbahar 45 3798+265,2
CcC 1 2 24234932 .4
CT ' 5 1574+564,2
. CcC 3 5071+£632,3
IGF-1I )((3 enotip o1 o, 20 5576+265,7 55
Laktasyon Sirasi T L 6944+1149,0
CcC 6 5010+720,7
CT |3. 15 4117+499,2
TT 13 3820397,0
cC 3 5 4294+487,5
4 4 3211+752,5
5 2 4998+952,8
IGF-I1 Genotip cT 3 20 4500+243,2
X 4 17 4159+338,3 *
Yas 5 3 2608+767,7
3 4 4028+593,1
TT |4 7 6020+699,6
5 3 6100+950,0
CcC 2 4647+958,8
. CT | Kis-Ilkbahar 15 4330+504,4
Igt-I (;e“‘mp T 4 5878£710.2 o5
Buzagilama Mevsimi cc 9 3689+449,5
CT | Yaz-Sonbahar 25 3181+287.,9
TT 10 4886+695,7

a,b,c farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklihk onemlidir. OS: Onemsiz, *: P<0.05, **:
P<0.01
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4.6.2. 305 giinliik siit verimi

Aragtirmada Esmer Isvigre sigirlarm 305 giinliik siit verimi ortalamalar1 ve
ortalamalarin standart hatalar1 Cizelge 4.4°de ve varyans analiz sonuclari ise Cizelge
4.6’da verilmistir. Caligma materyalini olusturan 66 bas inege ait verim kayitlarina gore
305 giinliik siit verimi genel ortalamas1 5277.1£240,66 kg olarak tespit edilmistir. Bu
ozellik i¢in yapilan 6nem testine gore IGF-11 genotipleri, laktasyon sirasi, buzagilama

mevsimi, IGF-1l genotipi X laktasyon siras1 intereksiyonu ve IGF-11 genotipi X
buzagilama mevsimi interaksiyonunun etkisi Onemsiz; IGF-II genotipi X yas

interaksiyonun etkisi 6nemli (P<0.05) ve yasin etkisi ise ¢ok Onemli (P<0.01)

bulunmustur.

IGF-11 genotipi X laktasyon sirast interaksiyonu incelendiginde bu ozellige ait
hesaplanan verimlerden en biiyilk degeri 1. ve 3. Laktasyonda CC genotipi, 2.
Laktasyonda ise TT genotipi almistir. Genel olarak 3 farkli laktasyondaki IGF-II
genotiplerinden elde edilmis ortalamalar farkli degerler almis fakat bu degerler arasinda

olusan farkliliklar istatistik olarak 6nemsiz olarak belirlenmistir (P>0.05)(Cizelge 4.6).

Uzerinde durulan dzellikler agisindan IGF-II genotipler arasinda yapilan degerlendirme
sonucunda elde edilen degerler biiyiikden kiigiige gore sirastyla TT genotipi 5632+529,3
kg, CC genotipi 5420+454.9 kg ve CT genotipi 4898+283,6 kg olarak belirlenmistir. Bu
ozellik icin ele alinan interaksiyonlara ait sonuglar degerlendirildiginde; IGF-II genotipi
X yas interaksiyonu i¢in CC genotipili 5 yash ineklerde 7184+840,2 kg, CT genotipli 4
yasl ineklerde 5362+298,3 kg ve TT genotipli 5 yash ineklerde 6328+837,7 kg ile en
yiiksek degerler alirken en disiik degerleri CC genotipli 3 yaslt ineklerde 4199+429,8
kg, CT genotipli 5 yash ineklerde 4424+676,9 kg ve TT genotipli 3 yas ineklerde
4497+523,0 kg olarak elde edilmistir. Iki farkli buzagilama mevsimi grubuna giren IGF-
IT genotipleri icin belirlenen degerler dikkate alindiginda ise en diisiik ortalama deger
her iki dogum mevsiminde CT genoitipinde sirasiyla 4880+444,8 ve 4916+253,9 kg
elde edilirken en biiyiik ortalama deger kis-ilkbaharda TT genotipinde( 6162+626,2 kg)
ve yaz-sonbahar genotipinde ise CC genotipinde (5173+£396,4 kg) belirlenmistir. Ancak
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yaz-sonbahar dogum mevsiminde TT genotipi degeri CC genotipi degerine gore

oldukca yakin deger almustir.

Cizelge 4.6. 305 giinliik siit verimi 6zelligine ait ortalamlar ve standart hatalar (kg)

GENEL N X + S 0O.S.
305 SUT VERIMI 66 5277+240,7
. CC 11 5420+454.,9
\GF-1I Genotip cT 40 | 489822836 | OS
TT 15 5632+529,3
Laktasyon Sirast L ! 2282+430,5 "
2. 24 5641+393,3 oS
3. 35 4910+282,9
Vas 3 31 454021222,6
4 28 5357°+313.,4 Fx
5 7 5935%+455,6
Buzdgiima melmni Kis-Ilkbahar | 21 5495+390,9 oS
Yaz-Sonbahar | 45 5059+233,8
cC 1 2 5734+822.2
CT ' 5 4829+497.5
IGF-11 Genotip CcC 3 4978+557,6
X CT 2. 20 5304+234,3 oS
Laktasyon Sirasi 1T 1 6641+1013,2
cC 6 5547+635,5
CT 3. 15 4561 +440,2
TT 13 4623+350,1
cC 3 5 4199+429,8
4 4 4876+663,6
5 2 7184+840,2
IGF-11 Genotip 3 20 4909+214,5
X CT 4 17 5362+298,3 *
Yas 5 3 4424+676,9
T 3 4 4497+523,0
4 7 6071+616,9
5 3 6328+837,7
CC 2 566618454
. CT | Kisg-llkbahar | 15 4880+444,8
IGF-1I fe”Ot'p T 4616256262 | o
Buzagilama mevsimi ce J 21733964
CT | Yaz-Sonbahar | 25 4916+253,9
TT 10 5102,4+613,4

a,b,c farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik énemlidir. OS: 6nemsiz, *: P<0.05, **:
P<0.01
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Laktasyon siras1 bakimindan 2. Laktasyondaki degeri (5641+393,3 kg) en yiiksek ve 3.
Laktasyondaki degeri (4910+282,9 kg) en diisiik deger olarak bulunmustur. 305 giinliikk
slit verimi genel ortalamasinin iizerine, 5357+313,4 kg ve 5935+455,6 kg ile sirasiyla 4
ve 5 yash ineklerin 305 giinliik siit verim ortalalamariyla ¢ikilmistir. Diger taraftan 3
yash ineklerden hesaplanan 305 giinliik siit verimi ortalamasi (4540+£222,6 kg) siiri
genel ortalamasinin altinda kalmistir. Bu 6zellik bakimindan buzagilama mevsimi kis-
ilkbahar (5495+390,9 kg) mevsim aylarinda ki ortalama, yaz-sonbahar (5059+233,8 kg)
aylarindaki ortalamaya gore 435,9 kg daha fazla siit verimi elde edilmistir (Cizelge 4.6).
Yapilan arastimalarda IGF-II genotipi ile 305 giinliik siit verim oOzelikleriyle
iliskilendirme ile ilgili literatiirlere rastlanmadigi i¢in bu o6zellik agisindan diger

arastirmalarla karsilastirma yapilamamustir.

4.6.3. Laktasyon siiresi

Calismada kullanilan Esmer Isvigre sigir irkinin laktasyon siiresine ait en kiiciik kareler
ortalamalar1 ve ortalamalarin standart hatalar1 ise IGF-II genotip, laktasyon sirasi, inegin
yas1, buzagilama mevsimi, IGF-II genotip X yas, IGF-II genotip X laktasyon sirasi ve
IGF- Il genotip X buzagilama mevsimine gore Cizelge 4.7 sunulmustur. Varyans analiz

sonugclari ise Cizelge 4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.4 incelendiginde IGF-II genotipi ve buzagilama mevsimi ile IGF-11 genotipi X
laktasyon sirasi interaksiyonu, IGF-I1 genotipi X yas ve IGF-II genotipi X buzagilama
mevsimi interaksiyonunun laktasyon siiresine etkisi 6nemsiz oldugu goriilmiistiir
(P>0.05). Laktasyon siiresi i¢in tizerinde durulan varyans unsurlarindan yasin etkisi

onemli (P<0.05) ve laktasyon sirasinin etkisi ok 6nemli (P<0.01) bulunmustur.

Calisma materyalini olusturan ineklere ait laktasyon siiresi genel ortalamasi 238+15,5
giin tespit edilmistir. IGF-II genotiplerine gére CC genotipi 221+29,2, CT genotipi
225+18,2 ve TT genotipi 281+34.0 giin; 1., 2. ve 3. Laktasyon sirasina goére sirasiyla
75+30,9, 317+25,3 ve 267+18,2 giin; 3, 4 ve 5 yash ineklere gore 289+14,3, 228+20,1
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ve 1974£29,3 giin; buzagilama mevsimine gore kis-ilkbahar mevsiminde 259+25,1 ve
yaz-sonbahar mevsiminde 217+15,0 giin olarak belirlenmistir. IGF-Il1 genotipleri
icerisinde laktasyon siiresi ortalamasi en biiyiik olan TT genotipinde CC genotipine gore
60 giin ve CT genotipine gore ise 56 giin daha uzun belirlenmistir. Buna bagli olarak
gercek siir verimi ve 305 giinliik siit verimlerinde TT genotipi daha fazla siit veren
genotip olmustur. Bu 6zellik bakimindan s6z konusu genotipler arasinda olusan bu

farklar istatistiki olarak manali olmamistir(P>0.05).

Interaksiyonlar degerlendirildiginde IGF-1l genotip X yas interaksiyonunda laktasyon
siiresi ortalamalar1 CC ve CT genotipli 3 yasindaki ineklerde sirasiyla 312+27,6 ve
276+13,8 giin; TT genotipli 4 yasindaki ineklerde ise 307+£39,6 giin olarak en yliksek
degerler tespit edilmistir. Laktasyon siiresi CC ve CT genotipli ineklerde yas ilerledikce
diisiis, TT genotipinde 3-4 yas arasinda artig, 4-5 yas arasinda diisiis ger¢eklesmistir. Bu
Ozellik bakimindan en yiiksek deger 2. Laktasyonda TT genotipinde (321+65,1) ve 3.
laktasyonda ise CC genotipinde (286+40,8 giin) hesaplanmistir. Bu siireler yas arttik¢a
2. Laktasyonda artis ve 3. Laktasyonda ise azalis olarak g6zlenmistir. IGF-II genotip X
buzagilam mevsimi interaksiyonu dikkate alindiginda ise hem kig-ilkbahar (277+40,2
giin) ve hem de yaz-sonbahar mevsiminde (286+39,4 giin) dogum yapan TT genotipli

ineklerde en yiiksek ortalama laktasyon siiresi degerine ulasmistir (Cizelge 4.7).

Bu interaksiyonlarda herbir genotipe ait 3, 4 ve 5 yastaki, 2. ve 3. laktasyondaki, kis-
ilkbahar ve yaz-sonbahar mevsimlerinde dogan inekler arasinda laktasyon siiresi
ortalamalar1 her ne kadar farkli bulunmus olsada bu farkliliklar istatistiki a¢cidan 6nemli
bulunamamistir (P>0.01) (Cizelge 4.4).

Bu 06zellik bakimindan 66 inekten elde edilen verilere gore etkisi incelenen laktasyon
sirasinda 2. Laktasyon (217+25,3 giin), inek yasinda 3. yasta (289+14,3 giin) ve
buzagilama mevsiminde kig-ilkbahar dogumlarinda (259+25,1 giin) en biiyiik laktasyon
siiresi degeri olarak tespit edilmistir. ineklerin yas1 artikca laktasyon siiresinde bir azalis
kaydedilmistir. Laktasyon siiresine ait genel en kiigiik kareler ortalamas1 238+15,5 giin

olarak saptanmistir (Cizelge 4.7.). Yapilan arastimalarda IGF-11 genotipi ile laktasyon



siiresinin  iliskilendirme

yapilmamigtir.
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ilgili literatiirlere

rastlanmadig1

icin karsilastirma

Cizelge 4.7. Laktasyon siiresi 6zelligine ait ortalamlar ve standart hatalar (giin)

GENEL N X + Sy 0.S.
LAKTASYON SURESI 66 238+15,5
. cC 11 2214292
IGF-11 Genotip CT 40 | 225:182 OS
TT 15 281+34.0
c
Laktasyon Sirasi ; 274 371575205”93 o
3. 35 267°+18,2
3 31 289%+14,3
Yas 4 28 | 228%+20.1 *
5 7 1974293
Buzagilama Mevsimi Kls—gio_ahar = e, ]
Sonbahar | 4 217£15,0
cC 3 311+35,8
. CT 2. 20 318+15,1 0S
IGF-II)C(—;enotlp T 1 321465.1
Lakt S cC 6 287+40,8
aKtasyon strast — FeT 3, 15 2724283
TT 13 242422 5
3 5 312+27,6
cC 4 4 179+42.6
5 2 173+£54.0
IGF-11 Genotip 3 20 276+13,8
X CT 4 17 223+19,2 0s
Yas 5) 3 177+43,5
3 4 273433,6
TT 4 7 307+39,6
5 3 265+53,8
cC 2 2434543
IGF-11 Genotip CT | Kus-ilkbahar | 15 262428.6
X TT 4 2774+40,2 S
Buzagilama Mevsimi |CC Yaz- 9 200+25,5
CT| sonpahar |22 188+16,3
TT 10 286+39.4

a,b,c farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir. OS: onemsiz, *: P<0.05, **:

P<0.01
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4.6.4. Giinliik sut verimi

IGF-II genotipinin yas, laktasyon siras1 ve buzaZilama mevsimi ile yaptig
interaksiyonlar incelendiginde giinliik siit verim ortalamalar1 farkli degerlere sahip
oldugu kaydedilmistir. Bu farkliliklar varyans analizinde anlasildig: gibi IGF-II genotip

X yas interaksiyonunda 6nemli (P<0.05) bulunurken, IGF-11 genotip X laktasyon sirasi

ve IGF-Il genotip X buzagilama interaksiyonlarinda Onemsiz olarak bulunmustur

(Cizelge 4.4).

Uzerinde c¢alisilan Esmer Isvigre siiriisiinde giinliik siit verimine ait genel ortalama
deger 18+0,9 kg olup bu deger IGF-II genotiplerinde sirasiyla CC, CT ve TT
genotiplerde 19+1,7, 17£1,1 ve 19+2,0 kg olarak saptanmistir. Belirlenen bu
ortalamalar istatistiki olarak dnemsiz ¢ikmustir. Siirlinlin giinliik siit verim ortalamalari
laktasyondan laktasyona degiskenlik gostermekte olup en biiyilk ortalama 1.
Laktasyonda elde edilmistir. Diger taraftan inegin yasi artikca elde edilen giinliik siit
verimi ortalamalarinda artig gézlenmektedir. Laktasyonlar arasinda belirlenen bu artig
istatistik olarak 6nemsiz bulunmustur(P>0.05). Siirliye ait ortalama giinliik siit verimi
degeri 3. yasta 19+1,2 kg ile yakalanmis olup bu deger 4. yasta yas gruplar1 igerisinde
21+1,7 kg ile maksimum degere ulagmistir. Yasla birlikte ortalama gilinliik siit
veriminde gozlenen artis diger bir ifade ile yasin siit verimine etkisi ¢ok Onemli
(P<0.01) seviyede bulunmustur. Kis-ilkbahar mevsim grubunda dogan ineklerden elde
edilen ortalama giinliik siit verimi 19+1.5 kg ile yaz-sonbahar mevsim grubunda dogan
ineklerden elde edilen ortalama degerden 1.8 kg kadar daha fazla siit alindigi tespi
edilmistir. Hesaplanan bu artis istatistik ac¢idan Onemli bulunamamistir(P>0.05)
(Cizelge 4.8). Bagnicka et al. (2009) tarafindan Holstein-Friesian 1rki sigirlarla yapilan
bir ¢alismada, IGF-II genotipi ile giinliik siit verimini iligkilendirmislerdir. Caligmayla
aragtirmacilarin ortaya koyduklar: IGF-II genotiplerle siit verimi iliskisi sonucu bu

calisma sonucuyla uyum igerisinde olmadig1 goriilmiistiir.
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Cizelge 4.8. Giinliik siit verimi 6zelligine ait ortalamlar ve standart hatalar (kg)

GENEL N X + Sy 0.S.
GUNLUK SUT VERIMI 66 18,4+0,9
. cC 11 19,1+1,7
IGF-11 Genotip CT 40 | 172411 | OS
TT 15 | 192420
1, 7 20,7+1,8
Laktasyon Sirasi 5 22 10.7+1.5 O3
3. 35 | 17,1x1,1
Va 3 31 | 15,2°+0,8
3 4 28 | 19,6™<1,2 ok
5 7 21,4%+1,7
Kis-
Buzagilama Mevsimi flkbahar | 2% 19,3+1.5 63
Yaz-
Sonbahar | 48 | 17:5+0.9
cC . 2 21,243.1
CT ' 5 18,3+1,8
IGF-I1 Genotip CC 3 17,8421
X CT 2. 20 | 18,5+0,9 5
Laktasyon Sirasi TT 1 22,94+3.8
cC 6 19,2424
CT 3. 15 | 16,7+1.,6
TT 13 | 16,5413
3 5 14,1£1,6
cC 4 4 18,5425
5 2 26,743,1
IGF-II GENOTIP 3 20 | 17,6+0,8
X CT 4 17 18,9+1,1 *
Yas 5 3 16,0£2,5
3 4 14,8£1,9
TT 4 7 19,7423
5 3 23,043,1
cC Kre 2 20,1+3.1
IGF-11 Genotip CT Hkbfhar 15 | 17,117
X TT 4 21,5423 53
Buzagilama Mevsimi CC Yaz- 9 18,1+1,5
CT | sonpahar |25 | 17.3£0.9
TT 10 | 16,9423

a,b farkli harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki farklilik 6nemlidir. 0OS: Onemsiz, *: P<0.05, **: P<0.01
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5. SONUC

Atatiirk Universitesi Ziraat Isletmesi’nde 60 bas ve Erdogdu Entegre Tarim ve
Hayvancilik Tic. San. A.S Isletmesinde 54 bas olmak iizere toplam 114 bas Esmer
Isvigre ki ineklerden alnan kan orneklerine PCR-RFLP yontemi kullanilarak
genotipleri tespit edilmistir. Tespit edilen genotipler ile Esmer sigirlarina ait verimler
arasinda iligki incelenmis, ancak Atatiirk Universitesi Ziraat Isletmesi’nde hayvanlarin

verim kayidi olmadigindan degerlendirmeye alinamamustir.

Popiilasyon genelinde IGF-1I RFLP/Mboll polimorfizmi CC, TT ve CT sirasiyla %34,
%12 ve CT %54 olarak goriilmiistiir. Popiilasyonda bulunan IGF-II ait CC, CT ve TT
genotip sayilart sirasiyla 41, 65 ve 14 olarak tespit edilmistir. C allelinin frekansi 0,61
ve T allelinin frekanst 0,39 olarak hesaplanmistir. Hardy-Weinberg genetik denge
testine gore popiilasyonda genotip frekanslari dagilimmin dengede (X%0,1222)
(P>0.05) oldugu gozlenmistir.

Calismada Esmer Isvicre ineklerine ait gergek siit verimi genel ortalamas1 4317+272,9
kg olarak saptanmistir. Bu O6zellik bakimindan IGF-II genotiplerinden elde edilen
degerlerden TT genotipi (5382+600,3 kg), CC ve CT genotiplerine gore en yiiksek
degeri almis olup, bu deger genel ortalama (4317+272,9 kg) degerden 1547 kg kadar
daha fazla tespit edilmistir. Varyans analiz sonucuna gore sadece gergek siit verimine

IGF-II genotiplerin, IGF-Il genotipi X laktasyon sirasi interaksiyonunun ve IGF-I1I
genotipi X buzagilama mevsimi interaksiyonunun etkisi 6énemsiz (P>0.05) bulunurken

IGF-I1 genotipi X yas interaksiyonunun etkisi 6nemli (P<0.05) bulunmustur.

(Calisma materyalini olusturan ineklere ait 305 giin siit verimi genel ortalamasi
5277,1+£240,66 kg olarak tespit edilmistir. Genotiplerden elde edilen genel ortalamalar
arasinda farklar gézlenmis fakat bu farklar istatistiki olarak onemsiz (P>0.05) oldugu
belirlenmistir. Genotipler arasinda genel ortalamast en yiikksek TT genotipi

(5632+529,3kg), laktasyon sirasinda 2. Laktasyon (5641+393,3), buzagilama mevsinde
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kis-ilkbahar (5495+390,9kg), inek yasinda yasta 5 yaslh olanlar (5935+455,6kg) degeri
elde edilmistir. Yapilan 6nem testine gore genotipler, IGF 1l genotipi X laktasyon sayisi
intereksiyonu ve IGF Il genotipi X buzagilama mevsimi interaksiyonunun etkisi
onemsiz (P>0.05); IGF II genotipi X yas interaksiyonunun etkisi énemli (P<0.05)

bulunmustur.

Esmer ineklerine ait giinliik siit verimi ortalamas1 18,4+0.9 kg’dir. Cevresel faktorii
olarak alinan ortalamalar bakimindan en yiiksek deger IGF-1I genotiplerinde TT
(19£2.0kg) ve CC genotipi (19+1.7kg), laktasyon sirasinda 1. laktasyon (20+1.8), yasta
5 yas (21£1.7kg) ve buzagilama mevsimde ise kis-ilkbahar (19+1.5kg) olarak elde
edilmistir. Varyans analiz testinde IGFII genotipler, laktasyon sirasi, buzagilama

mevsimi, IGF 1l genotip X laktasyon siras1 ve IGF Il genotip X buzagilama mevsimi
interaksiyonlarinda giinliik siit verime etkisi énemsiz (P>0.05); IGF Il genotip X yas

interaksiyonunda onemli (P<0.05), yas etkisinin ¢ok oOnemli (P<0.01) olarak

bulunmustur.

Laktasyon siiresi genel ortalamasi Esmerde 238+15.5 giin; CC, CT ve TT IGF-II
genotiplerinde sirasiyla 221+£29,2, 225+18,2 ve 2814+34,0 giin olarak belirlenmistir. En
uzun ortalama laktasyon siiresine sahip olan TT genotipi, genel ortalama laktasyon
stiresinden 43 giin daha fazla degere ulagmistir. Esmer sigirlarinda laktasyon siiresinin

genotiplerle iligkisi incelendiginde IGF-Il genotipi, IGF Il genotip X laktasyon sirasi,
IGF 1l genotip X yas ve IGF Il genotip X buzagilama mevsimi interaksiyonlarinin

laktasyon siiresine etkisinin 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, Esmer Isvicre sigirlardan alman kan numunelerinden PCR-RFLP yontemi
kullanilarak her bir bireye ait IGF-II genotipleri tespit edilmistir. IGF-1I gen
polimorfizmi bakimindan tespit edilen genotip ve allel frekanslar1 irkin genotip

cesitliligini ortaya koymada yeterli sayilabilir.
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Yapilan istatistik analizlerde, IGF-1I genotipleri ile incelenen performans o6zellikleri
(gergek siit verimi, 305 giinliik siit verimi, laktasyon stiresi ve giinliik siit verimi gibi siit
verimi Ozellikleri) arasindaki iligkiler anlamli bulunamamuistir. Ancak farkli 6rneklerle,
biiytikliikleri farkli irklar {izerinde ve farkli performans 6zellikleri ile yapilacak benzer

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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