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OZET

SIYAH ALACA INEKLERIN KAPPA KAZEIN (CSN3), p-LAKTOGLOBULIN
(LGB), PROLAKTIN (PRL) ve DGAT1 (DIACYLGLYCEROL
ACYLTRANSFERASE1) GEN LOKUSLARI BAKIMINDAN GENOTIiPIiK
YAPILARININ ve BU OZELLIKLERIYLE SUT VERIMLERI ARASINDAKI
ILISKILERIN SAPTANMASI.

Emine SAHIN

Doktora Tezi, Zootekni Anabilim Dal
Danisman: Prof. Dr. M. Soner BALCIOGLU
Ocak 2017, 89 sayfa

Bu calismanin amaci, Antalya cevresinde yetistirilen Tiirkiye Damizlik Sigir
Yetistiricileri Merkez Birligi’ne kayitlh 517 Siyah Alaca ineginde, xk-kazein, -
laktoglobulin, prolaktin ve DGAT1 genlerinin genetik ¢esitliligini ve bu polimorfizmler
ile siit verimleri arasindaki olas1 iligkileri tanimlamaktir. «-kazein-Hinfl, p-
laktoglobulin-Haelll, prolaktin-Rsal ve DGAT1-Cfrl polimorfizmlerini belirlemek i¢in
PCR-RFLP metodu kullanilmistir. Bu ¢alismada, k-kazein, B-laktoglobulin, prolaktin
lokuslar i¢in A ve B allelleri, DGAT1 lokusu i¢in K ve A allelleri tanimlanmistir. A ve
B allel frekanslari sirasiyla, k-kazein igin 0.8279 ve 0.1721, B-laktoglobulin igin 0.4662
ve 0.5338, prolaktin i¢in ise 0.8762 ve 0.1238 olarak hesaplanmigtir. DGAT1 lokusunun
allel frekanslari, K alleli i¢in 0.6441 ve A alleli i¢in ise 0.3559 olarak bulunmustur.
Incelenen populasyonun tiim lokuslar igin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu
belirlenmistir. Ek olarak, ilgili lokuslarda tanimlanan, prolaktin-Rsal polimorfizmi ile
st verimi arasinda Onemli bir iliski bulunurken (P<0.05), «-kazein-Hinfl, p-
laktoglobulin-Haelll ve DGAT1-Cfrl polimorfizmleri ve siit verimi arasinda istatistiki
olarak 6nemli bir iligki tespit edilmemistir.
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RFLP,
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ABSTRACT

DETERMINATION OF GENETIC STRUCTURE IN TERMS OF KAPPA
CASEIN (CSN3), B-LACTOGLOBULIN (LGB), PROLACTIN (PRL) AND
DGATL (DIACYLGLYCEROL ACYLTRANSFERASE1) GENE LOCUS AND
THE RELATIONSHIP BETWEEN THESE CHARACTERISTICS AND MILK
YIELDS OF HOLSTEIN COWS

Emine SAHIN

PhD Thesis in Animal Science
Supervisor: Prof.Dr. M. Soner BALCIOGLU
January 2017, 89 pages

The aim of this study was to identify the genetic diversity of k-casein, [3-
lactoglobulin, prolactin and DGATL1 genes and the possible associations between these
polymorphisms with milk yields in a total of 517 Holstein cows registered to Cattle
Breeders’ Association of Turkey in Antalya province. In order to determine the k-
casein-Hinfl, B-lactoglobulin-Haelll, prolactin-Rsal and DGATI-Cfrl polymorphisms,
PCR-RFLP method was used. In this study, two types of alleles A and B for k-casein, -
lactoglobulin, prolactin and K and A for DGATI loci, were identified. The frequencies
of A and B alleles were calculated as 0.8279 and 0.1721 for x-casein, 0.4662 and
0.5338 for B-lactoglobulin, 0.8762 and 0.1238 for prolactin loci, respectively. Allele
frequencies of DGAT1 locus were found as 0.6441 for K allele and 0.3559 for A allele.
The analyzed population is in Hardy-Weinberg equilibrium for all loci. In addition,
there were no statistically significant relationships between the genotypes of k-casein-
Hinfl, B-lactoglobulin-Haelll and DGAT1-Cfrl polymorphism and milk yield whereas a
significant association between identified prolactin-Rsal polymorphism and milk yield
was found (P<0.05).
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ONSOZ

Ciftlik hayvanlar1 arasinda biiylik bir paya sahip olan sigirlar bugiline kadar,
insanlarin et, siit, deri gibi bircok gereksinimlerini karsilayabilmistir. Sigir, ¢ok farkl
iklim Kkosullarina ve yetistirme sistemlerine uymadaki dstiinliigii ile entansif tiretime
yatkinligini giintimiizdeki yaygimliginin 6nemli nedenleri arasindadir.

Niifusun yeterli ve dengeli beslenebilmesi i¢in siit iiretimi olduk¢a Onemlidir.
Siit, tiim memelilerin bliyiime ve gelismeleri i¢in elzemdir. Bunun yani sira; yapisinda
bulunan ve fizyolojik olarak ©Onemli olan immiinoglobulinler, enzimler, enzim
inhibitorleri, biiyime faktorleri, protein ve peptid yapili 6geler ile yag asitleri, vitamin
ve minerallerden dolay1 yasam i¢in bir¢ok onemli 6zelliklere sahiptir.

Ulke ve yetistirici ekonomisine katkisini artirmak amaciyla ekonomik agidan
onemli Ozellikler bakimindan hayvanlarin verim yeteneklerinin saptanmasi ve
iyilestirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, gelecekte gerceklesmesi beklenen ekonomik
kosullarda karl1 yetistiriciligi miimkiin kilacak genotiplerin gelistirilmesi, hayvan 1slah1
alaninda c¢alisan arastiricilarin ana hedefi olmustur. Bir¢ok alanda uygulama alanina
sahip olan molekiiler teknikler, bazi genlere ait genetik varyasyonlarin tanimlanarak,
QTL’da mevcut olan varyasyonla incelenen verim Ozellikleri arasindaki iligkileri
inceme olanag1 saglamaktadir. Bu dogrultuda hayvanin istenilen 6zellikler bakimindan
genetik yapisi belirlenerek seleksiyona 6nemli katkilar saglanabilmektedir.

Tez konumun belirlenmesinde yardimei olup bana bu konuda g¢alisma firsati
veren, tlim tez siiresi boyunca bilgi, 6neri ve yardimlarini esirgemeden bana destek olan
danismanim Sayin Prof. Dr. Murat Soner BALCIOGLU na sonsuz tesekkiir ederim. Tez
izleme komitesinde oldugu siiregte verilerin alinmasi ve kanlarin toplanmasinda gerekli
baglantilar1 kurarak yardimlarini esirgemeyen degerli hocam Sayin Prof. Dr. Selahattin
KUMLU’ya, aragtirma siiresince yardimlarini esirgemeyen tez izleme komitemdeki
degerli hocalarim Saym Prof. Dr. Ahmet KUCUKCETIN’e ve Prof. Dr. M. Ziya
FIRAT’a ¢ok tesekkiir ederim.

Tez calismamin uygulanabilmesi icin sagladiklari maddi kaynaktan Gtiirii
Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi'ne tesekkiir
ederim.

Calismada kullanilan verilerin génderilmesinde yardimci olan Tiirkiye Damizlik
Sigir Yetistiricileri Merkez Birligi (TDSYMB)’ne, isletmelerden kan alinmasinda
yardimci olan Antalya Damizlik Sigir Yetistiricileri Birligi’ne ve ¢aligsanlarina tesekkiir
ederim.

Hayvanlardan kanlarin toplanmasinda ve tezin diger asamalarinda destegini
gordiigim Yrd. Do¢. Dr. Taki KARSLI'ya, istatistiksel analizlerde yardimlarini
esirgemeyen Sayim Dr. Emre KARAMAN’a ¢ok tesekkiir ederim.

~ Son olarak, degerini hi¢bir kelimeyle ifade edemeyecegim annem Fevgiye
SAHIN’e ve genis aileme her zaman yanimda olduklari i¢in sonsuz tesekkiir ediyorum.
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GIRiS Emine SAHIN

1. GIRIS

Hayvansal firtinler, tasidiklari biyolojik ozellikleri nedeniyle insanlar igin
vazgecilemez bir besin kaynagidir. insanin saglikli bir sekilde biiyiimesi ve gelismesi
icin gerekli olan 8 adet aminoasit (a.a.) sadece hayvansal kokenli proteinlerde yeterli
miktarda bulunmaktadir. Diinya Saghk Orgiiti (World Health Organizatin-WHO),
saglikli yetiskin bir insanin viicut agirliginin her kg’1 i¢in giinliik 1 g protein tiiketmesi
gerektigini ve bu proteinin % 42’sinin de hayvansal kdkenli proteinlerden olugmasi
gerektigi bildirilmektedir (Anonim 2013). Hayvansal gidalarda bulunan protein
miktarlart; ette % 15-20, siitte % 3-4, peynirde % 15-25, yumurtada %12 ve balikta ise
% 19-24 oranlarinda bulunmaktadir (Boztepe vd 2014).

Hayvansal iiretim, et, siit ve yumurta gibi gida maddelerinin kaynagi olmasi
dolayistyla, gerek diinya gerekse iilkemiz tarim sektorii iginde Onemli bir yer
almaktadir. Tirkiye cografi 6zellikleri bakimindan her tiirlii hayvansal iirlin tiretimi igin
uygun kosullara ve oldukca onemli bir potansiyele sahiptir. Ulkemizde hayvansal
iiretimin en 6nemli kismin1 biiylikbas hayvan yetistiriciligi olusturmaktadir. Diinya Gida
ve Tarim Orgiitii (FAO; Food and Agriculture Organization) verilerine gore diinya siit
liretiminin tamamina yakinini ve et tiretiminin de % 21'ini tek bagina saglayan sigircilik,
besin maddesi iiretiminde biiyiikk paya sahiptir (Anonim 2013). Sigir yetistiriciliginin
giiniimiizde yaygin olmasinin nedenleri arasinda, sigirin ¢ok farkli iklim kusaklarina ve
yetistirme sistemlerine uymadaki istiinligii ile entansif liretime yatkinligi gelmektedir.
Ulkemizde yaklasik olarak kirmizi et iiretiminin % 88’i, siit iiretiminin ise % 91’
sigirlardan karsilanmaktadir (Anonim 2015) (Cizelge 1.1).

Tiir Siit liretimi %
(ton) Siit Gretimi (ton)
507%034% g1y Kaun,
Koyun 1177 227 6,3 == ;
258% = Keci
u Kiltdr irki sigir
Kegi 481 174 2,6 .
= Melez sigir
Yerli sigir
Sigir 16 933 520 90.8
® Manda
Manda 62 761 0,3

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de tiirlerine gore siit miktarlari (Anonim 2015)

Diinyada yetistirilen 300’den fazla sigir irkinda farkli verim ozellikleri 6n
plandadir. Tarimda geri kalmis ve gelismekte olan {ilkelerde yetistirilen sigirlarin
onemli bir boliimii diisiik verimlidir. Yetistirildikleri bolgelere, kendilerine saglanan
cevreye ve genotiplerine baglh olarak farkli verim seviyelerinde olan sigir irklariin bir
boliimiinde sadece siit veya et verimi On plana ¢ikarken, bazi irklarda ise kombine
verimli olmak iizere, hem siit hem de et verimi bakimindan yetistirilmektedir.
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Sigir yetistiriciliginde ve insan beslenmesinde olduk¢a 6nemli olan siit ve siit
bilesenlerinin etkisi lizerine arastirmalar hiz kazanmistir. Siit verimi, siitiin
kompozisyonu, misel organizasyonunu, pihtilagsma o6zellikleri ve siitiin peynir verimi
tizerinde, siit proteinlerine ait polimorfizmlerin etkisinin oldugu bilinmektedir (Trujillo
vd 1998). Bu polimorfizmler genetik varyansin bir kismini agiklamakta ve damizlik
deger tahmininin hesaplanmasinda degerlendirilmektedir. Verim ile iligkilendirilebilen
bu lokuslar, geleneksel 1slah yontemlerine uygun bir destek olarak diisiiniilebilmektedir.

Normalde inek siitii % 3-5’1 proteindir, bunun % 80’1 kazein ve % 20’si
peyniraltt suyu proteini olarak da adlandirilan serum (whey) proteindir. Beta-
laktoglobulin, sigir, koyun, kopek, insan ve fare hari¢ diger memeli tiirlerini kapsayan
hayvanlarin siitlerinde bulunan 2 ana serum proteinden birisidir. Tiirler arasi ve i¢indeki
genetik varyasyondan dolayr bircok farkli varyant meydana gelmektedir. Bu serum
proteinleri ve kazeinler, kappa kazein gibi siit proteinlerinin ikinci bir siniflandirmasi
olarak, yavru i¢in mineral ve aminoasit kaynagidir. Bu proteinler siitiin kesilmesi ve
pthtilasmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Pihtilagmadaki bu rol ayrica, peynir
tiiketiminde bazi unsurlara gereksinim duyan insanlar i¢in 6nemlidir.

Omurgalilarin ¢esitli smiflarinda ortaya ¢ikarilan, hipofiz bezinin ¢ok yonlii
polipeptit hormonlarindan biri olan prolaktin (PRL), meme biiylimesinin ve
laktogenesisin énemli bir regiilatoriidiir (Wallis 1974). Prolaktin, sigirlarda oncelikle siit
proteinleri, laktoz ve yaglarin, siitiin ana unsurlarinin sentezini tesvik etmek i¢in meme
alveollerinde rol oynamaktadir (Le Provost vd 1994).

Sigirin 14. kromozomu (Bovine Chromosome-BTA) yakininda 3 ¢cM’luk marker
araliginda DGAT1 (diacylglycerol acyltransferasel) olarak adlandirilan QTL (Kantitatif
Karakter Lokusu; Quantitative Trait Locus) i¢in glicli bir aday genin siit verimini
etkiledigi tespit edilmistir (Winter vd 2002, Grisart vd 2004). DGAT1, Asil CoA
enzimini kodlamaktadir ve intestinal yag absorbsiyonu, lipoprotein toplama, adipoz
doku formasyonu ve Okaryotlarda triasilgliserol metabolizmasin1 da iceren laktasyon
gibi fizyolojik islemlerde, hiicresel diasilgliserol metabolizmasinda temel rol
oynamaktadir (Cases vd 1998).

Ulke ve yetistirici ekonomisine katkisini arttirmak amaciyla ekonomik acgidan
onemli Ozellikler bakimindan hayvanlarin verim yeteneklerinin saptanmasi ve
iyilestirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, gelecekte gergeklesmesi beklenen ekonomik
kosullarda karl1 yetistiriciligi miimkiin kilacak genotiplerin gelistirilmesi, hayvan 1slah1
alaninda c¢alisan aragtiricilarin  ana  hedefi olmustur. Islah programlarinin
planlanabilmesi ve basariyla yiiriitiilebilmesinin 6n kosulu, {izerinde durulan 6zellik
veya Ozellikler bakimindan populasyonun genotipik ve genetik yapisinin
tanimlanmasidir.

Ciftlik hayvanlarinda, ¢evre faktorleri tarafindan biiyiik oOlclide etkilenen ve
ekonomik Oneme sahip siit, yapagi, yumurta ve et verimi gibi karakterler ¢ok sayida
genin etkisi altindadir. Bu nedenle kantitatif karakterlerde fenotipik deger, cogu kez
genotipik degeri iyi sekilde yansitmamakta ve dolayisiyla fenotipe dayali seleksiyonda
basarty1 olumsuz yonde etkilemektedir. Bu gibi durumlarda seleksiyon kriteri olarak,
erken yasta ortaya ¢ikan, saptanmasi kolay ve lizerinde durulan karakterle genetik
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korelasyon halinde bulunan diger bir karakter kullanilmaktadir (Diizgiines vd 1991).
Genlerin  pleiotropik etkisi, genetik polimorfik sistemlerin ekonomik verim
ozellikleriyle muhtemel iligkisini ortaya koymaktadir. Genlerin bu fonksiyonlari ayni
zamanda genetik korelasyona yol agmaktadir. Genetik korelasyon, dolayli seleksiyonla
saglanacak 1ilerlemeyi yani seleksiyonun verimliligini etkileyen Onemli genetik
parametrelerden biridir. Dolayisiyla, siit protein polimorfizmi ile ekonomik verimler
arasindaki iligkinin belirlenebilmesi agisindan biiyiik nem tasimaktadir.

Biyoteknoloji alanindaki gelismeler, ¢iftlik hayvanlarinin seleksiyonda, dol
verimi, yasama glicii, bazi hastaliklara yatkinlik ve diger kantitatif verim ozellikleri ile
pleiotropi, baglant1 ve heterozigotluk gibi gesitli gen etki sekillerine ve iliskilerine bagli
olarak, tizerinde durulan 6zelliklerle yiiksek derecede bir korelasyon gosteren ve erken
donemlerde tespit edilebilen kan, hormon vs. gibi bir takim polimorfik biyokimyasal
karakterlerin, ¢evre kosullarindan etkilenmemeleri, az sayida gen tarafindan kontrol
edilmeleri, dogumla birlikte kisa bir siire igerisinde tanimlanabilmeleri dolayli
seleksiyon ile yiiksek verimli hayvanlarin belirlenmesine imkan saglayabilecegini
gostermektedir.

Siitiin kalitsal bir 6zelligi olan ve biyokimyasal ve immunolojik metotlarla tespit
edilebilen siit proteini tiplerinin, damizlik se¢iminde kriter olarak alinabilecegi ve
populasyonlarin genetik 1slahinda kullanilabilecegi ortaya c¢ikarilmistir. Siit protein
genlerinin kodominant kaliim gostermesi, genetik yapinin laboratuar analizleriyle
belirlenebilmesi, kantitatif karakterlerin seleksiyonunda kalitatif siit proteinlerinden
yararlanma imkani1 saglayabilmektedir. Boylece, populasyonun genetik yapisinin
gelistirilmesi ve iyilestirilmesi acisindan siit proteinlerinin polimorfik karakterleri
genetik seleksiyona konu olabilmektedir.

Hayvanlarin hayati sivi veya belirli viicut sivilarinda bulunan biyokimyasal
unsurlarin kalitatif yonlerinin genotipin iyi bir gostergesi oldugu laboratuar metot ve
tekniklerinin gelistirilmesi ile anlagilmistir (Diizgiines 1991). Populasyonlarin genetik
ozelliklerinin belirlenmesinde bir donem polimorfik biyokimyasal sistemler oldukga sik
kullanilmistir. Daha sonra DNA diizeyinde genetik varyasyonu saptamaya yonelik
tekniklerin gelistirilmesiyle bireylerin genotiplerini dogrudan belirleme imkani1 elde
edilmistir. Okaryotik genomlarin yiiksek oranda DNA dizi varyasyonlar1 gosterdigi
ortaya konmustur. DNA diizeyinde saptanan genetik varyasyon, ¢iftlik hayvanlarinda
genetik farkliligin tanimlanmasinda, farkli irk ve eko-tipler arasindaki genetik iliskilerin
tahmin edilmesinde, ayrica pedigri tayininde yogun olarak kullanilmaktadir.
Glinlimiizde molekiiler teknikler, ¢iftlik hayvanlarinda populasyonlarin genetik
yapisinin DNA diizeyinde belirlenmesinde ve islah programlarinda markere dayali
seleksiyon (MAS) ¢alismalari i¢in kullanilmaktadir.

Biyoteknolojik ¢aligmalarda en yaygin kullanilan DNA marker yontemlerinden
biri olan Restriksiyon Parga Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length
Polymorphism; RFLP) yontemi, diger yontemlerde oldugu gibi cinsiyet gozetmeksizin
erken yaslarda genotipleri tamimlama imkani saglamaktadir. Kary Mullis’in (1990)
bulusu olan, niikleik asitlerin in vitro olarak cogaltilmasini saglayan bir metot olan
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR; Polimerase Chain Reaction) temeline dayanan bu
yontem bir¢ok arastirmada tercih edilmektedir.
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Bu c¢aligmada, Antalya c¢evresinde yetistirilen Tirkiye Damizlik Sigir
Yetistiricileri Merkez Birligi (TDSYMB)’ne kayith 517 Siyah Alaca inegin kappa-
kazein, p-laktoglobulin, prolaktin ve DGAT1 gen lokuslari bakimindan genotipik
yapilarimin  PCR-RFLP metodu ile incelenmesi ve bu lokuslar ile siit verimleri
arasindaki iliskilerin tespit edilmesi amaglanmustir.
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2. KURAMSAL BIiLGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Insanoglu igin biiyiimek, gelismek ve saglikli kalabilmek adina yeterli ve dengeli
beslenme ¢ok 6nemlidir. Insan gelisimi bakimindan ¢ok 6nemli olan 8 adet aminoasit
(valin, 16sin, izoldsin, lizin, metiyonin, fenilalanin, treonin, triptofan) sadece hayvansal
kokenli proteinlerde yeterli miktarda bulunmaktadir. Giiniimiizde iilkelerin gelismislik
diizeylerinin belirlenmesinde Olgiit olarak kullanilan 6nemli kriterlerden biri de kisi
basina tiiketilen hayvansal besin miktaridir. Hayvansal iiretim faaliyetleri icinde Sigir
yetistiriciligi, Ozellikle insan beslenmesinde c¢ok Onemli olan et, siit gibi temel
gereksinimleri karsiladigi icin iilke ekonomisinde dnemli bir rol oynamaktadir.

Ciftlik hayvanlar yetistiriciliginde en 6nemli konulardan biri olan seleksiyon
yontemlerinin en temel amaci, damizlik hayvanin gelecekteki verimini, dolayisiyla
genetik degerini  yliksek bir dogruluk oranmiyla tahmin edebilmektir. Ciftlik
hayvanlarinin et, siit, yumurta, yapagi gibi ekonomik 6neme sahip verim o6zellikleri
cevre faktorleri tarafindan biyiik Olgiide etkilenmektedir ve ¢ok sayida genin etkisi
altindadir. Bu nedenle kantitatif karakterlerde fenotipik deger, ¢ogu kez genotipik degeri
iyi sekilde yansitmamakta ve dolayisiyla fenotipe dayali seleksiyonda basariy1 olumsuz
yonde etkilemektedir. Bu gibi durumlarda seleksiyon kriteri olarak, erken yasta ortaya
cikan, saptanmasi kolay ve iizerinde durulan karakterle genetik korelasyon halinde
bulunan diger bir karakter dikkate alinmaktadir (Diizgiines vd 1991). Bir karakter
bakimindan genotipik ilerlemenin veya iyilestirmenin, bu karakter ile genetik iligkisi ve
kalitim derecesi yiiksek olan ve ayn1 zamanda kolay tespit edilebilen baska bir karakter
tarafindan belirlenmesi dolayli seleksiyon kavramini olugturmaktadir.

Hayvancilikta ekonomik 6nemi olan 6zellikler veya ¢esitli hastaliklar ile iliskili
genlerin molekiiler yontemler kullanilarak belirlenmesi ve bu genlerin seleksiyon
programlarina dahil edilmesi Marker Destekli Seleksiyon (Marker Assisted Selection;
MAS) olarak adlandirilmaktadir. Klasik seleksiyon caligsmalarinda kullanilan kriterlere
baz1 gen bolgelerinin de eklenmesi seleksiyonda basariyr artirarak genetik ilerlemeyi
hizlandirmaktadir. Ciinkii bu gen bolgeleri ¢evre kosullarindan etkilenmemekte ve
hayvanlarin yasamlarinin erken dénemlerinde belirlenebilmektedir. MAS ¢alismalarinin
yani sira, az sayida ya da tek bir gen tarafindan (major gen) etkilenen ozelliklerde
molekiiler markerler dolayli seleksiyona imkan saglamaktadir.

Anavatani Hollanda’nin Frizya bolgesi olan ve diinyada en yaygin olarak
yetistirilen si8ir 1irk1 olan Holstein irkinin, renginden dolay1r Siyah Alaca veya Kirmizi
Alaca olarak da adlandirilan iki tipi bulunmaktadir. Siyah Alaca tipi Kirmiz1 Alaca
tipine kiyasla ¢ok daha yiiksek oranlarda yetistirilmektedir ve bu sebeple Holstein sigir
ki i¢in Siyah Alaca tanimlamasi yaygin olarak kullanilmaktadir. Buna bagli olarak bu
calismada da, Holstein si8ir 1rk1 i¢in Siyah Alaca tanimlamasi kullanilmaigtir.

Tiirkiye’de de yetistirilen kiiltiir irki sigirlarin 6nemli bir boliimiini siitcii
Ozelligi ile 6n plana ¢ikan Siyah Alaca 1rki olusturmaktadir. Diinyada yayilma alani en
genis olan kombine verimli Siyah Alacalar, Avrupa’da once siit ve et, daha sonra
agirlikla siit; Kuzey Amerika’da ise siit verimi yoniinde 1slah edilmistir. Hizli biiyiime
ozelligi ve iri clisseye sahip olmasi nedeniyle, Siyah Alaca irki sigirlar et verimi
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amaciyla da kullanilabilmektedir. Islah c¢aligmalari sonucunda, Siyah Alaca ki
sigirlarda laktasyon siit verimi 7-11 ton diizeyine ulasabilmekte ve siitiindeki yag orant
% 3.5, protein orani ise % 3.3 diizeyine erisebilmektedir. Ergin agirligi 700-800 kg’a
yiikselen Siyah Alaca ki sigirlar, Tiirkiye’de oldugu gibi, diinyanin bir¢ok iilkesinde
1islah edici ik olarak kullanilmis ve halen kullanilmaktadir. Besideki hayvanlarda
giinlik canli agirh artist 1200-1300 g seviyelerine ulagsmaktadir (Boztepe vd 2014).
Genis bir iklim kusaginda yetistirilebilen Siyah Alaca irki, Tiirkiye’de de yetistiriciler
tarafindan tercih edilmis ve bu nedenle saf ve melez olarak sayilari hizla artmustir.
Tiirkiye’nin tiim bolgelerinde basariyla yetistirilebilen Siyah Alaca ki sigirlarin en
yaygin oldugu bolgeler Bati-Anadolu ve Marmara bolgeleridir (Kumlu 1999).

Siit, yavrularin beslenme gereksinimlerini karsilamak amaciyla, yavrunun
kendini besleyebilecek duruma gelene kadar almak zorunda oldugu, organizmanin
biliylime ve gelisimi i¢in gerekli olan, tiirlere gore farklilik géstermekle birlikte, icinde
besin 6gelerinin ¢ogunu iceren disi memeli canlilarin salgiladiklar1 biyolojik bir sividir
(Fox ve Mc Sweeney 1998). Ozellikle cocuklarda kemik ve dis olusumlarinin
tamamlanmasina ve kemik yogunlugunun en st noktaya ulastigt 25-30 yaslarina
kadarki siiregte alinan kalsiyum miktari ile kemik yogunlugunun artmasina neden
olmaktadir. Bu dénemlerde yeterli miktardaki siit tiiketimi, dolayisiyla kalsiyum alimu,
tiim yasam boyunca kemik sagliginin korunmasinda 6nemli olmaktadir.

Bir¢ok etken siitiin miktarini ve igerigini 6nemli olgiide degistirebilmektedir.
Siitiin miktari, protein ve yag orani gibi 6zellikleri, hayvanin tiirline ve 1irkina, bakim ve
beslenme durumuna, yasa, mevsime, hareket durumuna, hastaliklara, sagim kosullarina
ve laktasyon donemine gore farkliliklar gostermektedir. Cesitli tlirlere gore siitlerin
ortalama bilesimleri Cizelge 2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Cesitli tiirlere gore siitlerin ortalama bilesimleri (Metin 2005)

Siit Cesidi ~ Kurumadde Siit yag Protein Laktoz Mineral
(%) (%) (%) (%) madde
Insan 124 3.8 1.0 7.0 0.2
inek 12.4 3.8 3.3 4.7 0.7
Koyun 17.3 6.3 5.3 4.6 0.9
Keci 13.2 4.1 3.7 4.6 0.8
Manda 17.4 7.5 4.1 4.8 0.7
Kisrak 10.0 15 2.2 5.9 0.4
Esek 12.0 1.8 2.5 6.1 0.5
Deve 13.6 4.5 3.6 5.0 0.7
Ren geyigi 33.3 16.9 115 2.8 14
Balina 37.5 22.0 12.0 1.8 1.7

Memedeki alveol hiicrelerde sentezlenen siitiin baz1 bilesenleri direkt kandan
gecerken, biiyiik bir kismi kandaki temel taslariyla yeniden sentezlenmektedir. Sekil
2.1°de gosterildigi gibi, gesitli tuzlar ve siit sekerinden meydana gelen kristaloitlerin
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sulu bir eriginden olusan siit, yaklagik % 95’1 protein formunda olmak tizere, 5.3 g/kg
azot, vitaminler, metal iyonlar, aroma bilesikleri gibi ylizlerce minor bilesen
igermektedir (Atamer 20006).

Inek Siitii

Kurumadde (% 12.4) Su (% 87.6)
u (% 87.

Trigliseritler

Fosfolipitler
Steroller
Serbest yag asitleri
Mumlar
Squalenler
Yagda eriyen vitaminler

Yag (% 3.5)

Laktoz (% 4.7)

Laktoalbumin
Laktoglobulin
Proteoz-pepton
Immunoglobulinler

Proteinler (% 3.4)

N N N )
\r\/\/u

Ca, Na, K, Mg, P, Cl>
Iz olarak; Fe, Cu, I’'un
fosfat, sitrat ve kloriirleri

Mineral maddeler (% 0.75)

T T

Gazlar
Vitaminler
Enzimler
Koruyucu maddeler
Oraanik asitler

Diger maddeler

Sekil 2.1. Siitiin bilesimi (Atamer 2006)

Siit dretimi ve rlinlerinin islenmesi, insan yasami bakimindan son derece
onemli olmasi dolayisiyla hayvansal iiretim iginde 6nemli bir yere sahiptir. Hayvan
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basina verimin fazla olmasi ve laktasyon siirecinin uzunlugu nedeniyle birgok tilkede
stit Uretiminde inekler 6n planda tutulmaktadir. Diinyadaki siit sigir1 yetistiriciliginde
uygulanan seleksiyon g¢aligmalar1 genel olarak siit verimi Ve siit bilesenleri iizerinde
yogunlagtirilmistir.

Viicudun yapi tasi olarak bilinen proteinler, hiicrelerde bir¢ok farkli yapilarda
iiretilmektedir. Uretilen bu proteinler, viicudun gelisiminden ve metabolik islevlerinden
sorumlu enzimleri ve yapisal unsurlart igermektedir. Bu nedenle proteinlerin
beslenmede Onemli bir yeri bulunmaktadir. Siit proteinlerinden hiicre ve dokularin
olusmasinda, organizmanin biiyiime ve gelismesinde, kendini yenilemesinde diger
proteinlere oranla daha iyi yararlanilmaktadir. Ayrica biyolojik degeri bitkisel
proteinlere gore daha yiiksektir. Siit proteinleri, viicut tarafindan sentezlenemeyen ve
mutlaka disaridan alinmasi gereken, biliylime ve gelisme i¢in vazgecilemez esansiyel
aminoasitleri barindirmaktadir.

Inek siitiiniin pH’1 25 °C sicaklikta 6.5 — 6.7 araliginda degisim gdstermektedir.
Yaklasik 30 °C sicaklikta, pH 4.6’ya dusiiriildiiglinde proteinlerin yaklagik % 80’1 dibe
coktiiriilerek ¢ozeltiden ayrilmaktadir. Bu ayrilmis olan kisim kazein olarak
bilinmektedir ve pH 4.6 kazeinlerin izoelektrik noktasi olarak tanimlanmaktadir. Siitiin
peynir mayasi veya organik asitle pihtilagsmasiyla elde edilen pihtinin siiziilmesinden
sonra geriye kalan, laktoalbumin ve laktoglobiilin gibi serum proteinleri ile laktoz, yag,
mineral madde ve vitaminleri iceren yesilimsi sar1 renkteki sivi peyniraltt suyu (PAS),
serum proteini ya da kazein olmayan azot olarak da tanimlanmaktadir (Fox ve Mc
Sweeney 1998).

Peynir yapiminda kullanilan siitin % 70-90’1 serum protein olarak elde
edilmektedir ve bu deger peynir cesidine gore farklilik gostermektedir (Alpkent ve
Goncii 2003). Biyolojik degeri diger proteinlerden farkli olmayan serum proteinleri,
ozellikle viicuttaki antioksidan peptitlerin diizeyini korumaya yardimci olan kiikiirtlii
aminoasitleri de igermektedir (Karagozlii ve Bayarer 2004).

Siitin  birgok hastalik i¢in tedavi edici oOzellikte olmasma sebep olarak
yapisindaki serum proteinleri gésterilmektedir. Yapilan ¢alismalarda, siit serum protein
karisiminin anti kanserojen ve serbest radikal hasarini Onleyici etkilerinin oldugu
bildirilmistir (Ewan ve Zemel 2003, Ogiing ve Yal¢in 2011). Normalde inek siitiiniin %
3-5’1 proteindir, bunun % 80’1 kazein ve % 20’si serum (whey) proteinidir. Sigir
stitiindeki 6zel proteinler olarak; kazein, laktoglobulin ve laktoalbumin goriilmektedir.
Bunlarin disinda proteoz-pepton fraksiyonlari da iizerinde durulan diger serum
proteinleridir (Walstra ve Jenness 1984) (Sekil 2.2).
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Siit Proteinleri

Kazeinler (% 80) Serum Proteinleri (% 20)
B-Kazein (% 27) Albuminler (% 15)
as-Kazein (% 43) Globulinler (% 2)
k-Kazein (% 10) Proteaz-Peptonlar (% 3)

- AN J

Sekil 2.2. Siitte bulunan protein gruplari ve oranlari

Siit proteinleri, Mendel kalittimi yolu ile kodominant olarak aktarilan genetik
varyantlara sahiptir (Rice vd 1966). Bu ozellige ek olarak, laboratuar analizleriyle
genetik yapimnin kolayca belirlenebilmesi, kantitatif karakterlerin seleksiyonunda
kalitatif siit proteinlerinden yararlanma imkani saglamaktadir. Bu sebeple, siit
proteinlerinin genetik polimorfizmi, populasyonun genetik yapisinin gelistirilmesi ve
tyilestirilmesini amaglayan genetik seleksiyonda bir markor olarak kullanilabilmektedir.
Siit protein polimorfizmi ile verim &zellikleri, siit ve siitlin ekonomik ozelliklerinin
kompozisyonu arasindaki iligkiler bir¢ok c¢alismada arastirilmis ve tanimlanmistir
(Kaygisiz ve Dogan 1999, Dybus vd 2005, Tsiaras vd 2005, Oner ve Elmaci 2006,
Ghasemi vd 2009, Barbosa da Silva vd 2010, Giircan 2011, Mahajan vd 2012, Cerit vd
2014, Fontaseni vd 2014, Rivera vd 2014, Vidovic vd 2014, Singh vd 2015).

Siit proteinleri, biyokimyasal ve immunolojik metotlarla tespit edilebilen siite ait
kalitsal bir 6zelliktir. Siit protein genlerine ait bazi polimorfizmler, siit verimini, siitiin
kompozisyonunu, misel organizasyonunu ve pihtilasma ozelliklerini etkilemektedir
(Trujillo vd 1998). Bu polimorfizmler genetik varyansin bir kismini agiklamaktadir.
Boylece, lizerinde calisilan lokuslara ait bu bilgiler, geleneksel 1slah yontemlerinde
damizlik deger tahmininin hesaplanmasinda destek saglayabilmektedir (Pribyl 1995).

Populasyonun genetik yapisinin  tanimlanmasi, hayvan yetistiriciliginde
ekonomik degere sahip karakterlerin 1slahinda uygulanacak yontemin basarisini
arttirmaktadir. Seleksiyonda verimliligi arttirabilmek ve erken yasta tespit edilebilen
Ozelliklerle dolayli seleksiyonu saglayabilmek amaciyla yapilan birgok uygulamali
arastirma icinde; kan antijenleri, serum proteinleri ve enzim faaliyetleri ile ilgili
genlerin, genotiplerin veya genotip kombinasyonlarin tespiti basta gelmektedir
(Soysal 1983).

Giliniimiizde molekiiler genetik tekniklerinden elde edilen veriler yardimi ile
ciftlik hayvanlarinda genetik yap1 ve farkliliklarin1 belirleme caligmalar1 basarili bir
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sekilde yiiriitiilmektedir. Genetik polimorfizmlerin ekonomik verim 6zellikleriyle ilgisi,
genlerin pleiotropik etkisinden kaynaklanmaktadir. Genlerin bu pleiotropik etkisi,
dolayl1 seleksiyonla saglanacak ilerlemeyi, yani seleksiyonun verimliligini etkileyen en
onemli genetik parametre olan genetik korelasyona yol agmaktadir. Siit verimi ¢evre
faktorlerinden etkilenmekle birlikte ¢cok sayida gen tarafindan kontrol edilen poligenik
bir karakterdir. Bu bakimdan, siit protein polimorfizmi ile ekonomik verimler arasindaki
iliskinin bilinmesi biiyiik 6nem tagimaktadir.

2.1. Kappa-kazein (CSN3)

Siitiin dogal yapist icerisinde miseller seklinde yer alan ve siitiin asit ile
muamelesinden sonra ¢okmeyen esas protein olan kazeinler, a-Si kazein, a-S> kazein, -
kazein ve kappa-kazein olmak tizere 4 farkli formdan olusmaktadir. Bu proteinler 6.
kromozomda yer alan 250 kb’lik genomik bdlgede bulunan bir gen kiimesi tarafindan
kodlanmaktadir (Sekil 2.3).

6. KROMOZOM
250KB
A _— ==
17,5 8.9 xn 18.5xm 13 xn
B KAZEINLER
1 2 3 4 567 8 ? 1011 128 14 18 16 7 18 19
CSN1S51 17.5KB
-
48/557 63 33 3924242424 33 2454 42 24 42 27T 24 184 &5 3k

) 2 34 8 6 7 8 L

“ 0 24 a2 498 42 22

1 2 3 4 5 6 7 8 210 1 12 12 14 15 6 17 18
44 & 27 2142 27 27T 27T M4 122 27 27 24 45 120 45 266
| 2 3 4 5
65 62 33 517 173

Sekil 2.3. Kazein lokusunun kromozomal yapisi

Kazeinler, peynir, siit tozu ve kazein tozu gibi siit mamullerinin ana
bilesenleridir ve bu mamullerin imalati sirasindaki teknolojik islemlerle degisime
ugrayabilmektedirler. Dolayisiyla, fermente siit mamulleri ve peynir imalati sirasinda
kazeinin pihtilagmasi ¢ok dnemli bir 6zelliktir. Kazein misellerinin ylizeyi ve yiizeydeki
iyon dagilimlar1 misellerin pihtilasma ve topaklasma reaksiyonlarinda etkilidir.
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Kazeinin % 13’tini olusturan ve kazein misellerinin en stabil komponenti olan kappa-
kazein, siit proteinlerinin % 11’ini olusturmaktadir (FOx ve Mc Sweeney 1998) (Sekil
2.4). Stabilizator olarak kappa-kazeinin gorevi, kazein tizerindeki kalsiyumun baskisini
onleyerek misellerin koloidal durumlarini muhafaza etmelerini saglamaktir (Metin
2005). Kappa-kazein igin en yaygin olarak kullanilan lokus sembolleri k-kazein, CSN3
ve kCn’dir.

A: Alt misel

B: Cikik zincir

C: Kalsiyum fosfat

D: k-kazein

E: Fosfat gruplari

Sekil 2.4. Kazein miseli

Kappa-kazein geni (Ekla: GeneBank-AJ849456.1) 169 aminoasitten olusan bir
polipeptit zincirine sahiptir ve kazein misellerinin dengesi ve yapisi i¢in 6nemli olan siit
proteinini kodlamaktadir (Alexander vd 1988). Neubauerova (2001)’in bildirdigine
gore, toplam 9 allele (A, B, C, E, F, G, H, I ve Al) sahip olan bu genin en yaygin
allelleri A, B ve E allelleridir (Matejicek vd 2007).

5 ekzon ve 4 introndan olusan kappa-kazein geni, sigirlarda 6. kromozomda yer
almaktadir (Anonim 2016a). Kappa-kazein A ve kappa-kazein B allelleri arasindaki
temel farklilik; 136. ve 148. Pozisyonlarda, kappa-kazein A allelinde sirasiyla treonin
ve aspartik asit seklinde olan aminoasit sirasinin, kappa-kazein B allelinde sirasiyla
izolosin ve alanin olarak bulunmasidir (Sekil 2.5).

136. pozisyon 148. pozisyon
[ ] [ ]
L O E WM e L E B DO B el Tl L L
treonin aspartik asit
izolisin alanin

OoRANanAn o088 0080

Sekil 2.5. Kappa-kazein A ve B allellerindeki aminoasit ve niikleotid degisimi
Tirler arast ve i¢indeki genetik varyasyondan dolayr bir¢ok farkli varyant

meydana gelmektedir. Serum proteinleri ve kazeinler, yavru igin mineral ve aminoasit
kaynagidir. Bu nedenle oOzellikle serum proteinleri beslenme fizyolojisi agisindan

11
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degerlidir. Kazein diger proteinlere oranla daha fazla miktarda glutamik asit ve aspartik
asit icermektedir. Bundan dolayi, dogal bir sekilde olusan asit gelisimi, asit ilave
edilmesi ya da peynir mayasi ile kolayca koagiile olabilmektedir. Dolayisiyla kazeinler,
stitiin kesilmesi ve pihtilasmasinda énemli bir rol oynamaktadir. Yiiksek oranda prolin
icermesi, az oranda o-heliks yapinin olugsmasina neden olmakta ve bdylece
polipeptitlerin giiclii bir sekilde katlanmasini saglamaktadir. Pihtilasmadaki bu rol
ayrica, peynir tikketiminde laktoz intoleransi, siit alerjisi gibi bazi unsurlarda hassas olan
insanlar i¢in olduk¢a 6nem kazanmaktadir (Pal vd 2015, Rangel vd 2015).

Kappa-kazein genotiplerinin, protein miktar1 ve bilesimini etkiledigi,
bilinmektedir. A ve B varyantlarina ek olarak 4 yeni varyant da (C, E, F ve G)
saptanmakla beraber B varyantinin siit liretiminde, ad1 gecen diger varyantlardan daha
olumlu etkilere sahip oldugu gozlenmistir. A alleli, daha yiiksek siit verimi fakat daha
diistik protein icerigi ile iliskiliyken, B alleli ise daha yiiksek protein icerigi fakat daha
diisiik siit verimi ile iliskilendirilmistir (Tsiaras vd 2005, Ahmadi vd 2008).

2.2. p-laktoglobulin (Beta lactoglobulin)

Kazein c¢oktiikten sonra geride kalan c¢ozelti icindeki proteinlere serum
proteinleri ya da peyniralti suyu proteinleri denilmektedir. Serum proteini tek bir madde
olmayip, yart doymus amonyum siilfatla veya doymus magnezyum siilfatla
coktiirtildiigiinde 1iki fraksiyona ayrilmaktadir. Coziiniir olan kismina albumin
(laktoalbumin) ve c¢oziinmeyen fraksiyonuna da globulin (laktoglobulin) adi
verilmektedir.

Baslica serum proteinlerinden biri olan Beta-laktoglobulin proteini, polimorfik
yapida oldugu belirlenen ilk siit proteinidir (Sekil 2.6). Beta-laktoglobulin, PAS
proteinlerinde % 50 oraninda bulunmakla birlikte, sigir, koyun, ke¢i, manda ve domuzu
(insan ve fare hari¢ diger memeli tiirleri) kapsayan hayvanlarin siitlerinde bulunan
baslica serum proteinlerinden biridir (Rachagani vd 2006). Beta-laktoglobulin geni i¢in
BLG, LGB, B-Laktoglobulin veya B-Lg sembolleri yaygin olarak kullanilmaktadir.

Sekil 2.6. B-laktoglobulin tigiinciil yapist

12
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Sigirda 11. kromozomda bulunan ve ana serum proteinini kodlayan -
laktoglobulin geni 7 ekzon ve 6 introndan olugsmaktadir (Anonim 2016b) (Sekil 2.7). B-
laktoglobulin geninin (Eklb: GeneBank-X14710.1), en sik goriilen A ve B allelleri
olmak iizere toplam 15 alleli bilinmektedir (Aschaffenburg ve Drewry 1955).

11. KROMOZOM
1 2 3 a 5 6 7
Laktoglobulin l.—.:l:':l::H:. 4KB
136 140 74 111 105 42 180

Sekil 2.7. B-laktoglobulin lokusunun kromozomal yapisi

B-laktoglobulin  ruminantlarda 162 aminoasitlik  polipeptit  zincirinden
olusmaktadir. Sigirlarda, B-laktoglobulin A alleli sadece 2 aminoasit (aspartik asit—64
ve valin—118) degisikligi dolayisiyla, [-laktoglobulin B allelinden farklilik
gostermektedir. Bu iki aminoasit B-laktoglobulin B allelinde sirayla glisin ve alanin
olarak ifade edilmektedir (Sekil 2.8). B-laktoglobulin lokusunun B allelinin Avrupa sigir
irklarinda siit kalitesi bakimindan oncelikli oldugu (Strzalkowska vd 2002),
Neubauerova (2001)’in bildirdigine gore ise, A allelinin ise daha ziyade verim
parametreleri ile iligkili oldugu bildirilmistir (Matejicek vd 2007).

64. pozisvon 118. pozisvon
TOOWKWHOOO DOOWHEE OO
! !
glisin alanin

OOmAONORD A0S 99000

Sekil 2.8. B-laktoglobulin A ve B allellerindeki aminoasit ve niikleotid degisimi

B-laktoglobulin, yiiksek besleyici degeri ve emiilsifiye edebilme (emiilgator), jel
yapabilme gibi birgok fonksiyonel Ozelliklerinden dolayr gida ve iceceklerin
bilesiminde yer almaktadir (Mate ve Krochta 1994). Son zamanlarda ise p-
laktoglobulinden biyoaktif peptit elde edilmesi olduk¢a 6nem kazanmistir (Hernandez-
Ledesma vd 2008). Oncii proteinlerle inaktif olabilen bu peptitler, ancak in vivo ya da
in vitro kosullarda agiga c¢ikabilmektedirler. Serbest kaldiklarinda insan sagliginda,
kolesterol seviyesini diisiiriicii 6zelliginin yani1 sira antimikrobiyal, antihipertansif ve
antioksidan o6zelliklere sahiptirler. Bununla birlikte, B-laktoglobulin proteininin stres
azaltic1 ve uyku iyilestirici etkilere sahip oldugunu bildirilmistir (Yal¢in 2006). B-
laktoglobulin’i kapsayan serum proteinleri, lor, ¢cokelek ve siizme peynir iiretimi igin
onemlidir. Bu iiriinlerde kazeinin olmamasi ve laktozun diisiik olmasi, kazeine alerjisi
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ve laktoz intoleransi olan insanlarin tiikketimi i¢in fayda sagladigi bildirilmistir (Ding
2009).

2.3. Prolaktin (PRL)

On hipofiz bezinden salgilanan ve siit hormonu olarak da bilinen prolaktin
hormonu, 199 aminoasit i¢ceren ¢ok fonksiyonlu bir polipeptittir (Wallis 1974) (Sekil
2.9). Esas fonksiyonu laktasyon, lireme, biiylime ve osmoregiilasyondur. Primatlar,
koyun, keg¢i, sigir, kemirgen ve insanlar1 kapsayan bircok memelide bulunmaktadir.
Prolaktin hormonu 6n hipofiz bezi disinda, beyin, plesanta, amniyon, uterus ve meme
bezi gibi bircok organda sentezlenmektedir.

Sekil 2.9. Prolaktin tigiinciil yapisi

Prolaktin, oncelikle siit proteinleri, laktoz, yaglar ve siitlin ana unsurlarinin
timiiniin sentezinden sorumlu olmakla birlikte, laktasyonun baglatilmasinda ve
laktasyon boyunca salgilanmasi gerekli olan bir hormondur (Le Provost vd 1994).
Ayrica, prolaktin reseptorii (PRLR) ile sigir prolaktin (bPRL) gen {iriiniiniin
baglanmasi, siit protein genlerini (kazeinler ve laktoalbumin) kapsayan bir takim
genlerin transkripsiyonunu aktive eden sinyal akisini baglatmaktadir. Bu diizenleyici
akista rolii olan biliyime hormonu ve prolaktin genleri ortak bir ata genden
cogalmiglardir. Prolaktin ayni zamanda, iireme ve bagisiklik fonksiyonlari, seker
dengesini, hiicresel biiyiime ve farklilasmay1 diizenlemektedir ( Loretz ve Bern 1982,
Russell 1989, Kelly vd 1991).

Sigirda 23. kromozom iizerinde bulunan 1201 baz ¢ifti uzunluguna sahip
prolaktin geni (Barendse vd 1997) (Eklc: GeneBank- NM_173953), 5 ekzon ve 4
introndan olugsmaktadir (Sekil 2.10). Ayrica, prolaktin geni, A, B, C, G ve T allellerine
sahiptir (Anonim 2016c).

23. KROMOZOM
1 2 3 4 L]
Prolaktin H. ﬂ ﬂ .H .H 10KB
" - o el el

Sekil 2.10. Prolaktin lokusunun kromozomal yapisi
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Sigir prolaktin geninin 4. ekzonunda, niikleotit sirasinin 103. pozisyonunda
meydana gelen A—G degisimi, Rsal restriksiyon enzimi tarafindan belirlenebilen bir
polimorfizme neden olmaktadir (Lewin vd 1992). Ancak, tek bir niikleotitte ortaya
cikan bu degisim, herhangi bir aminoasit farklilig: olusturmamaktadir (Sekil 2.11).

103. pozisyen

T OO

Semezlenen
1 protein
deilismez.

I|_||_||_||||G|||||||||

Sekil 2.11. Prolaktin geni niikkleotid degisimi

Prolaktin geni, siit iiretiminde dnemli bir regiilator fonksiyona sahip oldugu i¢in,
stit verim Ozelliklerini etkileyen QTL analizleri i¢in onemli bir aday gen olarak
goriilmektedir (Brym vd 2005). Bircok arastirmaci, prolaktin geninin Rsal
polimorfizmini belirlemis ve tespit edilen genotiplerin siit verimi, yag orani ve siit
protein igerigi ile iliskilerini degerlendirmistir (Dybus vd 2005, Li vd 2006, Ghasemi vd
2009, Alfonso vd 2012).

2.4. DGAT1 (diacylglycerol acyltransferasel)

DGAT1 geni, knock-out farelerde siit salgilanmasinin azalmasi ya da
engellenmesi ile iliskili oldugu bildirilen deneyler sonrasinda (Smith vd 2000),
sigirlarda siitteki yag igerigine ait varyasyonla iligkilendirilen QTL igin aday bir gen
olarak goriilmektedir (Winter vd 2002, Grisart vd 2004). DGATL1 geni, asil CoA
enzimini kodlamakta ve intestinal yag absorbsiyonu, lipoprotein yapilarinin iiretimi,
adipoz doku yapimi ve okaryotlarda triasilgliserol metabolizmasini da igeren laktasyon
gibi fizyolojik islemlerde, hiicresel diasilgliserol metabolizmasinda temel rol
oynamaktadir (Pareek vd 2005).

DGATL1 geni (EKk1-d, GenBank:AY065621), sigirin 14. kromozomunun (BTA
14) sentromerik bolgesinde bulunmaktadir (Anonim 2016d). DGAT1 geninin 8.
ekzonundaki 10433 ve 10434 pozisyonunda olusan bir nokta mutasyonu (A/A — G/C),
bu genin kodladig1 proteinin, 232. pozisyonundaki lisin aminoasidinin alanine
doniismesi sonucunda iki farkli allel olusumuna neden olmaktadir (Sekil 2.12). K232A
degisiminde, alanin aminoasitini kodlayan A varyantinin (mutant tip) sadece Bos taurus
sigirlarinda goriildiigii, lisin aminoasitini kodlayan K varyantinin ise yabani tip oldugu
bildirilmistir (Winter vd 2002).
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232. pozisyon

TUO LW oo

lisin

|

alanin

||_||_||_||GIICIIG||_||_||_||

Sekil 2.12. DGATT1 geni niikleotid degisimi

DGAT1 geninde olugan mutasyondan dolay1, K allelini tasiyan ineklerin siitteki
yag oraninin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Ripoli vd 2006). Bir¢ok ¢alismada,
yag verimindeki artig, siit ve protein verimindeki azalma lisin varyant1 (K alleli) ile
iliskili bulunurken, alanin varyant1 (A alleli) ise yag verimindeki azalma, siit ve protein
verimindeki artis ile iliskili bulunmustur (Spelman vd 2002, Thaller vd 2003,
Komisarek vd 2004, Pareek vd 2004, Nowacka-Woszuk vd 2008, Cerit vd 2014).

2.5. PCR-RFLP Yontemi

Rekombinant DNA arastirmalart i¢in temel bir ara¢ olan restriksiyon
endoniikleazlar, 6zgilil baz dizilerini taniyarak ¢ift sarmalli DNA’y1 spesifik
bolgelerinden kesen enzimlerdir. RFLP (Restrikisyon Uzunluk Parg¢a Polimorfizmi-
Restriction Fragment Length Polymorphism) yontemi, dnceden tasarlanmis primerler
yardimiyla ¢ogaltilan DNA’daki hedef bir bolgenin, uygun restriksiyon enzimi ile
kesilmesi sonucu olusan fragmentlerin elektroforetik ayrimina olanak saglayan bir
yontemdir. Ethidium bromide kullanilarak, jelde olusan DNA bantlari, UV 15181 altinda
goriintiilenebilmekte, bu bantlarin biiyiikliigli ve sayisina gore polimorfizmler
belirlenebilmektedir (Sekil 2.13).
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'- Hedef bélgenin
y “ PCR ile cogaltilimasi
ARALLALINAIDINYA
"\.f ARABAARI IS
" , '\f. oA ARAOLALI MDA
L AN LIDININA

DNA Ekstraksiyonu

Marker 3 : RFLP MetOdu

DNA'da hedef
bolgenin restriksiyon

0By — _;% enzimi ile kesilmesi
200 bp ;

100 p . 51 Inm Tigili gen bélgesi

RFLP sonrasi elde edilen bantlarin Neass?
UV 1sigi ile goriintiilenmesi

Sekil 2.13. PCR-RFLP agsamalari

PCR-RFLP teknolojisi, DNA dizisinde bulunan tek niikleotid diizeyindeki
dizilim farkliliklart (nokta mutasyonlar1) sonucu olusan genetik varyasyonu ¢aligmak
icin hizli ve yararli bir metot olarak goriilmektedir. RFLP markerlerin yiiksek
polimorfizme sahip olmasi, kodominant kalitim gostermeleri, tekrarlanabilirliginin
yiiksek olmasi ve o6zglin DNA dizisine ait bilgiye ihtiyag bulunmamasi en Snemli
avantajlarindandir. RFLP metodunun dezavantajlari ise; analiz i¢in yeterli miktarda ve
kalitede DNA’ya ihtiya¢c duyulmasi ile birlikte restriksiyon enzimi kullanilmasi
acisindan pahali ve asamali bir yontem olmasidir.

Ciftlik hayvanlarinda ilgili lokuslar bakimindan genetik varyasyonun
arastirilmasi, basarili yetistirme stratejilerinin gelistirilmesinde yetistiricilere yardimci
olabilmektedir. Ayrica, PCR-RFLP metodu, dkaryot ve prokaryot hiicrelerde genomik
DNA analizinde, bakteriyel ve viral suslardaki mutasyonlarin tanimlanmasinda, tiir ve
orijin tespitinde, epidemiyolojik calismalarda, genetik kaynaklarin korunmasinda ve
genetik hastaliklarin tanisinda kullanilmaktadir (Lasagna vd 2007, Patel vd 2007, Dogru
vd 2008, Barbosa da Silva vd 2010, Karsli vd 2011, Molee vd 2011, Oner vd 2011,
Ozdil vd 2011, Sahin vd 2011, Ding vd 2013, Akyiiz ve Cinar 2014, Bal ve Akyiiz
2014, Balcioglu vd 2014, Unal vd 2015).
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Gegtigimiz on yilda molekiiler genetik alaninda yasanan hizli gelisim sayesinde,
ciftlik hayvanlarinda ekonomik Onemi olan ozellikler ile iliskili ¢ok sayida gen
belirlenmistir. Siit sigir1 yetistiriciliginde de, siit verimi ve kalitesiyle iliskili MAS
caligsmalarinda kullanilabilecek bir¢ok aday gen tanimlanmistir. MAS c¢aligmalarinda
kullanilan bu aday genler arasinda B-laktoglobulin, kappa-kazein, prolaktin ve DGAT1
genleri 6ne ¢ikmaktadir.

2.6. Kaynak Taramalari

B-laktoglobulin polimorfizmi koyun, keg¢i, manda gibi bir¢ok hayvan tiiriinde
tespit edilmis ve siit verim ozellikleriyle iliskileri arastirilmistir (Prinzenberg ve Erhardt
1999, Elmaci vd 2006, Sahin vd 2011, Tahira vd 2014).

Prinzenberg ve Erhardt (1999) tarafindan, Merinos koyun irkinda PCR-RFLP
metodu kullanilarak  B-laktoglobulin C allelinin molekiiler diizeyde genetik
karakterizasyonu ile ilgili yapilan ¢alismada, p-laktoglobulin geninin ekzon 5, intron 5
ve ekzon 6 bolgelerinde, iki G/A transsisyonu tespit edilmistir. Ilk mutasyon Mspl
bolgesindeki kayip ile olusan Alul kesim bolgesinde (Arg/Gln), ikinci mutasyon ise
Mspl kesim bolgesinde olusmustur. Sonug olarak arastirmacilar, PCR-RFLP metodu ile
mevcut mutasyonlarin tespit edilebilecegini ve B-laktoglobulin C allelinin 1rk dagilimini
degerlendirmede yardimci olabilecegini bildirmislerdir.

B-laktoglobulin gen polimorfizmi Elmaci vd (2006) tarafindan Tiirkiye’deki 3
yerli koyun irkinda (Kivircik, Gokgeada ve Sakiz) incelenmistir. Toplam 108 koyunda
yapilan bu ¢aligmada, A ve B allelleri ile birlikte AA, AB ve BB genotipleri PCR-RFLP
yontemi ile tespit edilmistir. Kivircik, Gokgeada ve Sakiz irklarinda f-laktoglobulin A
allel frekansi sirasiyla 0.7759, 0.7632 ve 0.9756, B allel frekansi ise 0.2241, 0.2368 ve
0.0244 olarak hesaplanmistir.

Sahin vd (2011), Tiirkiye yerli koyun irklarinda (Akkaraman, Daglig, ivesi, Tuj,
Karakas, Norduz, Giiney Karaman ve Kangal) PCR-RFLP metodu araciligi ile B-
laktoglobulin gen polimorfizmini arastirmislardir. 182 koyunda PCR-RFLP metodu
kullanilarak yapilan calismada, B-laktoglobulin lokusunun iki allelini (A ve B) ve ii¢
genotipini (AA, AB ve BB) gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak, AB genotipi, pB-
laktoglobulin lokusunda en yaygin goriilen genotip olarak tespit edildigi ve A allelinin
en yliksek frekansma Tuj (0.7188) koyun irkinda rastlandig bildirilmistir.

Tahira vd (2014), Nili Ravi irk1 mandalarin siitiinde, p-laktoglobulin proteini
izoformlarimi1 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis-
Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi) ile tanimlamis ve major siit
bilesenleri ile iligkilerini aragtirmislardir. Toplamda 200 hayvan {izerinde yapilan bu
calismada B-laktoglobulin AA (0.4900), BB (0.1000) ve AB (0.4000) olmak {izere 3
genotip belirlemislerdir. B-laktoglobulin geninin A allel frekansini1 (0.6900), B allel
frekansia (0.3100) kiyasla daha yiiksek bulmuslardir. Sonug¢ olarak, B-laktoglobulin
AA ve AB genotiplerinin yiiksek siit protein igerigi ile iliskili oldugunu (% 4.36), AB
genotipinin ise yiiksek serum proteini (% 1.0) ve toplam siit yagi igerigi (% 6.06) ile
onemli derecede iliskili oldugunu ortaya koymuslardir.
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Dayioglu ve Dogru (1997), Esmer (79 6rnek), Siyah Alaca (39 6rnek) ve Sari
Alaca (7 ornek) sigir iklarinda laktasyon ozellikleri ile PB-laktoglobulin allelleri
arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Yapilan bu ¢alismada, B-laktoglobulin genotiplerinin
belirlenmesi icin nisasta jel elektroforez teknigi kullanilmistir. incelenen &rneklerde,
toplam siit verimi, 305 giin siit verimi, giinliik ortalama siit verimi, laktasyon uzunlugu,
toplam yag verimi, 305 giin yag verimi ve yilizde yag orani Ozellikleri incelenmistir.
Arastirma sonuglarina gore, irklar genelinde B-laktoglobulin BB genotipine sahip grup,
AB ve AA genotiplerine sahip gruplara laktasyon siit verim &zellikleri bakimimdan
istlinliik saglamistir. Esmer ve Siyah Alaca wrklarinda B-laktoglobulin B allelinin, siit
verimini olumlu yonde etkiledigi belirtilmistir. Sonug¢ olarak, toplam siit ve yag
veriminde, 305 giin siit ve yag veriminde, giinliikk ortalama siit veriminde, laktasyon
uzunlugunda ve ylizde yag oraninda, B-laktoglobulin fenotipleri ve 1irk x B-laktoglobulin
fenotipi interaksiyon etkisinin istatistiki agidan 6nemsiz oldugunu bildirmislerdir.

Rachagani vd (2006), 228 Sahiwal ve 86 Tharparkar sigir wkinda, B-
laktoglobulin geninin Haelll enzim polimorfizmini PCR-RFLP yo6ntemi kullanarak
incelemislerdir. Sahiwal 1rk1 i¢in genotip frekanslarin1 AA; 0.0310, AB; 0.2760 ve BB;
0.6930, Tharparkar igin ise, AA; 0.0230, AB; 0.7330 ve BB; 0.2440 olarak
hesaplamislardir. Her iki irkta da B-laktoglobulin geninin B allel frekansi (Sahiwal i¢in
0.8300 ve Tharparkar icin 0.6100), A allel frekansindan (Sahiwal i¢in 0.1700 ve
Tharparkar i¢in 0.3900) daha yiliksek oranlarda bulunmustur. Ki-kare sonuglarina gore
Sahiwal populasyonu Hardy-Weinberg dengesinde iken, Tharparkar populasyonunun
dengede olmadigi gozlenmistir. Bu durumu, iizerinde calisilan siiriideki hayvanlarda
sirekli bir gé¢ olmasi ile agiklamiglardir.

Karimi vd (2009), B-laktoglobulin geninin Haelll polimorfizmi ile siit {iretim
ozellikleri arasindaki iliskiyi Iran yerli k1 olan Najdi sigirinda incelemislerdir. PCR-
RFLP metodu kullanarak AA, AB ve BB genotip frekanslar tespit edilmis ve bu
proteinin polimorfik oldugu ortaya konmustur. Populasyonda Hardy-Weinberg
dengesinden sapma gozlenmemekle birlikte, A allel frekans1 0.0875 ve B allel frekansi
0.9125 olarak hesaplanmistir. B-laktoglobulin BB genotipine sahip ineklerin siitii daha
yiiksek yag oranina sahipken, B-laktoglobulin AB genotipine sahip ineklerin siit verimi
ve protein yiizdesi daha yiiksek oranlarda bulunmustur. Arastirmada, siit iretim
ozellikleri ve B-laktoglobulin genotipleri arasinda istatistiki olarak 6nemli bir iligki
olmadig: bildirilmistir.

Heidari vd (2009), Iran’daki Siyah Alaca irkina ait 101 inekte yaptiklari
caligmada, siit tretimi ve B-laktoglobulin geninin Haelll polimorfizmi arasindaki
iliskiyi aragtirmiglardir. Mevcut Siyah Alaca siiriisiinde A allel frekansini 0.5300 ve B
allel frekansini ise 0.4700 olarak hesaplamiglardir. Caligma sonucuna gore, -
laktoglobulin genotipleri ile siit verimi arasinda énemli bir iligki olmakla birlikte, AA
genotipine sahip hayvanlarin BB genotipine sahip olanlardan daha yiiksek siit verimine
sahip oldugu ortaya konulmustur.

Vidovic vd (2014), 765 Siyah Alaca ki inckte B-laktoglobulin geni
polimorfizmini ve bu genin genotiplerinin silit verimi ile kalitesine etkisini
incelemislerdir. Calismada, AA genotip frekansi 0.2300, AB genotip frekans1 0.5800 ve
BB genotip frekanst ise 0.1900 olarak hesaplanmistir. Analizler sonrasinda, AA
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genotipli ineklerin AB ve BB genotiplilerle kiyaslandiginda daha yiiksek siit ve yag
verimine sahip olduklar1 fakat daha diisiik siit protein yilizdesine sahip olduklari tespit
edilmistir. Buna ek olarak arastiricilar, laktasyon bagina siit veriminin AA ve AB
genotipli ineklerde BB genotiplilerden daha yiiksek oldugunu ancak bu farkliligin
istatistiki olarak 6nemli olmadigini belirtmislerdir.

Oner vd (2011), Bursa yoresinde yetistirilen Isvigre Esmeri ve Siyah Alaca sigir
irklarinda B-laktoglobulin ve bGH (bovine Growth Hormone-Sigir Biiyiime Hormonu)
gen polimorfizmlerini aragtirmiglardir. Toplam 110 sigirda yapilan bu ¢alismada, her iki
populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugu belirtilmistir. PCR-RFLP yontemi
kullanilarak yapilan Haelll polimorfizmine ait analizler sonrasinda, B-laktoglobulin A
ve B allel frekanslar1 Esmer 1rki1 i¢in sirastyla 0.3430 ve 0.6570 olarak, Siyah Alaca irki
icin ise 0.5480 ve 0.4520 olarak hesaplanmistir.

Tiirkiye’de yapilan diger bir ¢calismada Demirci ve Akyiiz (2014), Boz itk ve
Esmer 1rkinda, - laktoglobulin genine ait Haelll polimorfizmini PCR-RFLP yontemi
kullanarak incelemislerdir. Arastirmada Boz irk ve Esmer irkinda, - laktoglobulin A ve
B allel frekanslar1 birbirlerine yakin degerlerde bulunurken (sirasiyla, 0.5500-0.4500 ve
0.4800-0.5200), Simental irkinda A alleli daha yiiksek (0.7600) ve Giiney Anadolu
Kirmizist irkinda ise B alleli daha yiiksek (0.8000) frekanslarda bulunmustur.

Siitiin yaklasik olarak % 80’nini olusturan kazeinlerin aS1, aS2, p-kazein ve
kappa-kazein gibi formlar1 ile yapilan polimorfizm ¢alismalart oldukca fazladir (Molee
vd 2011, Din¢ vd 2013, Dokso vd 2014, Pal vd 2015). Bu formlardan, siitiin kazein
kisminin yaklasik % 25’ini olusturan kappa-kazein polimorfizmi, siitiin verim ve isleme
Ozellikleri tlizerindeki etkisinden dolayr birgok tiirde calisilmistir. kappa-kazein B
allelini tasiyan ineklerin siitiiniin sicaklik direnci daha iyi ve pihtilagsma siireci daha
kisadir (Poulsen vd 2013). Bu nedenle kappa-kazein A ve B allellerinin tespiti pratikte
onemli olarak goriilmektedir.

Biase vd (2005), 408 Nellore sigirinda kappa-kazein geninin Hinfl
polimorfizmini PCR-RFLP yontemi kullanarak arastirmislardir. Calismada, A alleli
frekans1 0.9110 olarak oldukga yiiksek bir oranda bulunmustur. Arastirmacilar, AA
genotip frekansini1 0.8235, AB genotip frekansini 0.1764 olarak hesaplarken, tlizerinde
calistiklar1 Nellore populasyonunda BB genotipine hi¢ rastlamamislardir. Ayrica,
analizler sonucunda genotipler arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemli olmadig:
bildirilmistir.

Rohallah vd (2007), agir yapiya sahip iran yerli wrklarindan biri olan Sistani
sigirlarinda  kappa-kazein gen polimorfizmini arastirmiglardir. Hinfl polimorfizmi
sonucu toplam 65 Sistani sigirinda, A allel frekansi 0.6385, B allel frekansi ise 0.3615
olarak hesaplanmistir. Genotip frekanslari, AA genotipi i¢cin 0.4000, AB genotipi i¢in
0.4769 ve BB genotipi i¢in ise 0.1231 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda
fran Sistani ki Avrupa sigir iklari ile kiyaslandiginda, kappa-kazein B alleli ile
birlikte, AB ve BB genotip frekanslarmin Sistani irkinda daha yiiksek oranlara sahip
oldugu bulunmustur. Bu sonug, ozellikle siit sigir1 yetistiriciligi i¢in, B allelinin siit
verimine etkisi g6z oniine alindiginda biiyiik onem kazanmaktadir. Elde edilen bilgilere
bakilarak, siit iretimi i¢in yogun seleksiyon yapildigini ve kappa-kazein allel
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frekansinin dogrudan siit liretimini etkiledigini bildirmislerdir. Ancak bu g¢alismada,
kappa-kazein allel ve genotip frekanslarinin, filogenetik iliskiler ve irk farkliligini
belirlemede yeterli bir genetik marker olmadig1 sonucuna varmislardir. Arastiricilar bu
durumu, ¢aligmada kullanilan hayvanlarin iiretiminde yapay tohumlamada kullanilan
bogalarin sinirli sayida olmasi ve dolayisiyla sonuglari tek basina degerlendirmenin
dogru ve yeterli olmayacagi seklinde ifade etmislerdir.

Viorica vd (2007), Romanya’da yetistirilen Simental sigir rkinda, yiiksek siit
protein igerigi ve siit verimi ile iligkili olan Pit-1 ve kappa-kazein genlerinin allel ve
genotip frekanslarini arastirmislardir. PCR-RFLP yontemi kullanilan ¢alismada Hinfl
enzim polimorfizmi incelendiginde, kappa-kazein geninin A ve B allel frekanslari
sirastyla 0.7000 ve 0.3000 olarak hesaplanmistir. Genotip frekanslart ise, AA igin
0.4500, AB i¢in 0.5000 ve BB i¢in ise 0.0500 olarak tespit edilmistir.

Azevedo vd (2008), baz1 Brezilya sigir irklarina ait (Sindhi inekleri, Gyr inekleri
ve bogalari, Guzerat inekleri ve bogalari, Nellore bogalar1 ve GyrXSiyah Alaca
melezleri) toplam 1316 hayvanda, kappa-kazein geninin allel frekanslarini, iki bagimsiz
restriksiyon enzimi kullanarak (Hinfl ve Haelll) belirlemislerdir. Analizler sonucunda,
biitiin irklarda gozlenen B alleli oldukga diisiik frekanslara sahipken (0.0100-0.3000), A
allelinin ¢ok daha yiiksek frekanslara sahip oldugu tespit edilmistir (0.7000-0.9900).
Arastirmacilar, onceden yapilan ¢alismalarda elde edilen, kappa-kazein B allelinin,
peynir tiretiminde énemli bir etkiye sahip oldugu sonucuna katilmaktadirlar. Bu sonuca
bagli olarak, Brezilya sigir irklarinda kappa-kazein B allelinin diisiik frekansta
olmasinin dikkate alinmasi ve seleksiyonda siit iiretimini etkileyebilecek molekiiler
markerlarin belirlenmesi gerektigini bildirmislerdir.

Contreras vd (2011), 3 sigir populasyonunda (Gyrholando, Charolais ve Carora)
9 kappa-kazein varyantini (A, B, C, E, F, G, H, I ve J) PCR-RFLP yontemini kullanarak
incelemislerdir. Calismada, B allelinin frekans1 Charolais (0.6000) ve Carora (0.5900)
irklarinda en yiiksek oranlarda bulunmustur. Gyrholando irki, A varyantina en sik
rastlanan irk, E ve H varyantlari igin ise en nadir rastlanan irk olarak tespit edilmistir.

Molee vd (2011), Siyah Alaca melezi ineklerde, siit verimi ve siit kompozisyonu
tizerine (- ve x-kazein genlerinin ortak etkisini arastirmiglardir. Arastiricilar, bu
calismada kappa-kazein geni genotiplerinin yag yiizdesi, protein yiizdesi ve kurumadde
tizerinde pozitif yonde onemli bir etkisini bulurken, bu lokusun siit verimi ile iligskisine
rastlamamiglardir.

Hristov vd (2014), Bulgar Rhodopean sigir irkinin 16 inegine ait siitteki kazein
misellerinin biiylikliikleri ile kappa-kazein genine ait genetik polimorfizm arasindaki
iliskiyi incelemislerdir. Arastirmadan elde edilen sonuglar, farkli genotiplere sahip
ineklerin siitlerindeki kazein misellerinin, farkli biyiiklik ve g¢esitlilikte oldugunu
ortaya koymuslardir. BB homozigot inekler AB heterozigot ineklerle kiyaslandiginda,
BB homozigotlarin siit iiretimlerinde %15 oraninda artis oldugu belirtilmistir. Ayrica,
misel biiyiikliigiine ait varyasyonunun kappa-kazein AB genotipi ile ayirt edilebildigini
gostermislerdir. Sonug olarak, kappa-kazein AA genotipli ineklerin siitiiniin daha biiyiik
kazein misellerine sahip oldugu bildirilmistir. Diger taraftan, siitlin protein ve yag
icerigi ile kazein misellerinin biiyiikliigii arasinda 6nemli bir iligki tespit edilememistir.
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Farhadi vd (2014), yerli Najdi sigir irkinda kappa-kazein gen polimorfizmini
aragtirmiglardir. PCR-RFLP yontemi kullanilarak incelenen 80 adet sigirda, A (0.5400)
ve B (0.4600) olmak flizere iki tip allel, AA (0.3500), AB (0.3750) ve BB (0.2750)
olmak tizere 3 tip genotip belirlemiglerdir. Ayrica, 4 farkli bolgeden toplanan bu sigir
populasyonunun Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu bildirilmistir.

Meksika’da yetistirilen Siyah Alaca sigir populasyonunda Rivera vd (2014),
kappa-kazein polimorfizmini ve bu polimorfizmin siit dretimi ile iligkisini
arastirmiglardir. PCR-RFLP yontemi kullanilarak yapilan bu ¢alismada, kappa-kazein A
allel frekans1 0.8290 ve B allel frekansi1 0.1720 olarak bulunmustur. Hardy Weinberg
dengesinde olan bu populasyonda, kappa-kazein polimorfizmi ve siit iiretimi arasinda
onemli bir iligki goriilmemistir.

Ghafoor vd (2015), Achai, Sahiwal sigir irklarinda ve Pakistan’in Nili-ravi
mandasinda kappa-kazein geninin Hindlll polimorfizmini arastirmiglardir. Toplam 300
hayvanda PCR-RFLP teknigi kullanilarak yapilan bu c¢alismada, Nili-ravi mandasi
sadece BB genotipine sahip yani monomorfik bulunurken, Sahiwal k1 sigirlarda AA
(0.9200) ve AB (0.0800) genotipleri, Achai irk1 sigirlarda ise AA (0.7000), AB (0.1800)
ve BB (0.1200) genotipleri tespit edilmistir.

CSN3 ve LGB lokuslar1 arasinda Onemli interaksiyonlarin tespit edilmesi
dolayisiyla bu iki lokusun birlikte etkisinin incelendigi ¢alismalardan birinde,
Strzalkowska vd (2002), 102 Polonya Siyah Alaca ineginde kappa-kazein ve [-
laktoglobulin lokuslarna ait gen ve genotip frekanslarini PCR-RFLP metodu ile
belirleyip, siit verim 6zellikleri lizerine etkisini incelemislerdir. Kappa-kazein geni allel
frekanslarini, A alleli i¢in 0.7700 ve B alleli igin 0.2300 olarak, p-laktoglobulin geni
allel frekanslarin1 ise, A alleli i¢in 0.3700 ve B alleli i¢cin 0.6300 olarak tespit
etmislerdir. Incelenen siit verim 6zellikleri {izerine, her iki lokusa ait genotiplerin ayr1
ayr1 etkilerinin 6nemli oldugu bildirilmistir. Sonug olarak, kappa-kazein ve [-
laktoglobulin genotiplerine ait bilgilerin sigirlarda seleksiyon programlarinda
kullanilmaszyla, siit verim 6zelliklerinin 1slahina katki saglayabilecegini belirtmislerdir.

Tsiaras vd (2005), kappa-kazein ve [-laktoglobulin lokuslarinin siit {iretim
ozellikleri iizerindeki etkilerini 278 adet Siyah Alaca sigirinda incelemislerdir.
Poliakrilamid jel elektroforez yontemi kullanilarak belirlenen kappa-kazein
genotiplerinin, protein verimi ve yiizdesini 6nemli oranda etkiledigini bildirmislerdir.
Kappa-kazein AB genotipine sahip ineklerin siitiindeki protein oraninin, AA genotipine
sahip olanlardan daha yiiksek oldugu sonucuna varmislardir. Ayrica, kappa-kazein AB
genotipine sahip hayvanlarin siit ve yag verimlerinde artis gériilmiistiir. B-laktoglobulin
lokusunda ise AB genotipine sahip ineklerin AA ve BB genotipine sahip ineklerden
daha fazla siit verimine sahip olduklar1 bildirilmistir. B-laktoglobulin AB ve BB
genotipine sahip ineklerin yag veriminin AA genotipine sahip olanlardan &nemli
diizeyde yiiksek oldugu, buna bagl olarak, B allelinin siitteki yag verimi bakimindan
yiiksek bir etkiye sahip oldugu sonucuna varmiglardir. B-laktoglobulin B allelinin
protein verimi ve protein yiizdesine etkisinin olabilecegi diisiiniilmesine ragmen, bu
lokus ile verim 6zellikleri arasinda 6nemli bir iligki tespit edilmedigi bildirilmistir.
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Patel vd (2007), 256 Siyah Alaca melezi ve 112 Jersey melezinde, siit liretim
Ozelliklerinden sorumlu olan kappa-kazein ve [-laktoglobulin genlerinin allel
frekanslarint  PCR-RFLP yontemi kullanarak incelemislerdir. Kappa-kazein gen
bolgesine ait 350 b¢ uzunlugundaki fragmentin, Hinfl restriksiyon enzimi ile muamelesi
sonucunda A ve B olmak iizere 2 tip allel, AA, AB ve BB olmak iizere de 3 tip genotip
elde edilmistir. B-laktoglobulin gen bdlgesine ait 247 bg¢ uzunlugunda fragmentin,
Haelll restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda ise A ve B olmak tizere 2 tip allel ve
AA, AB ve BB olmak tizere de 3 tip genotip tespit edilmistir. Kappa-kazein geni A allel
frekansinin (0.6600) B allel frekansindan (0.3400) daha yiiksek oranda bulundugu
gozlenmistir. Diger taraftan, p-laktoglobulinin B allel frekans1 (0.7200) A allel
frekansindan (0.2700) ¢cok daha yiiksek oranda tespit edildigi bildirilmistir.

Matejicek vd (2007), 120 Cek Simental bogasinda siit iiretim parametrelerinin
damizlik degerleri iizerine kappa-kazein ve p-laktoglobulin genotiplerinin ortak
etkilerini incelemislerdir. En yayginlart ABAB (% 0.25), ABAA (% 13.3) ve ABBB (%
13.3) genotipleri olmak tizere, toplamda 10 genotip kombinasyonu tespit edilmistir. Yag
ve protein icerigi bakimindan genotip kombinasyonlarinin, damizlik deger iizerindeki
etkilerinin 6nemli oldugu bulunmustur. Siit (+ 621kg) ve protein (+ 15.8kg) verimi i¢in
en yiksek damizlik degere, ABAA genotip kombinasyonuna sahip hayvanlarda
rastlanmistir. Protein (+% 0.15) ve yag (+% 0.55) icerigi bakimindan ise en yliksek
damizlik degere, BBAB genotip kombinasyonuna sahip hayvanlarda rastlandig:
bildirilmistir.

Ahmadi vd (2008), PCR-RFLP teknigini kullanarak Iran Siyah Alaca
populasyonunda kappa-kazein ve B-laktoglobulin gen polimorfizmlerini ve elde edilen
genotipler ile siit 6zellikleri arasindaki iliskileri incelemislerdir. PCR-RFLP yontemi
kullanilarak elde edilen kappa-kazein geni Hinfl polimorfizmi sonucunda, A allel
frekanst 0.8100 ve B allel frekansi 0.1900 hesaplanirken, B-laktoglobulin geni Haelll
polimorfizmi sonucunda ise A allel frekans1 0.5700 ve B allel frekansi 0.4300 olarak
hesaplanmistir. Kappa-kazein AA genotipi ile siit verimi arasinda pozitif yonde bir iligki
bulunurken, protein yiizdesi ile negatif yonde bir iliski tespit edilmistir. Ote yandan,
kappa-kazein lokusu ile yag yilizdesi ve somatik hiicre sayisi arasindaki iliskinin
istatistiki  olarak ©nemli olmadigmi  bildirmislerdir.  f-laktoglobulin  lokusu
incelendiginde ise, diger genotiplerle kiyasla BB genotipi ile protein yiizdesi arasinda
giiclii bir iligki oldugunu tespit edilmistir. Diger yandan B-laktoglobulin lokusu ile siit
verimi, yag yiizdesi ve somatik hiicre sayis1 arasinda istatistiki olarak dnemli bir iliskiye
rastlanmamuistir.

108 Romanya Simentali ve 60 Siyah Alaca sigirinda Iliel vd (2010), kappa-
kazein ve [-laktoglobulin geninin Hindlll polimorfizmini arastirmislardir. RFLP
yontemi kullanilarak yapilan ¢alismada, kappa-kazein geni i¢in Simental (0.7610) ve
Siyah Alaca (0.8420) sigirlarinda A alleli oldukga yiiksek bulunurken, B-laktoglobulin
geni A ve B allelleri her iki irkta da birbirine yakin degerlerde bulunmustur (Simental;
A:0.4710 ve B:0.5290, Siyah Alaca; A: 0.4730 ve B: 0.5270). Sonug olarak, kappa-
kazein ve P-laktoglobulin allel polimorfizmlerinin, sigir yetistiriciliginde siit tiretim
ozelliklerinin iyilestirilmesine katkida bulunmak amaciyla yapilan seleksiyon
programlarinda, genetik marker olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.
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Giircan (2011), Tirkiye’de yetistirilen Siyah Alaca sigir irklarinda, -
laktoglobulin, asi-kazein, B-kazein ve kappa-kazein polimorfizmlerini ve bu lokuslar ile
stit iiretim Ozellikleri arasindaki iliskileri nisasta jel elektroforez teknigi kullanarak
incelemistir. Yapilan analizler sonrasinda, kappa-kazein geni A allel frekans1 0.6800 ve
B allel frekansi ise 0.3200 olarak hesaplanmustir. B-laktoglobulin geni igin ise, A allel
frekans1 0.5500 ve B allel frekansi ise 0.4500 olarak bulunmustur. Hardy-Weinberg
dengesinde olan bu populasyonda, elde edilen verimler ile genotipler birlikte
incelendiginde, kappa-kazein siit proteini agisindan en yiiksek siit verimine BB
genotipinde ve en diisiik siit liretimine AB genotipinde rastlanmistir. Ancak ¢alismada,
gerek kappa-kazein ve gerekse [-laktoglobulin gen polimorfizminin siit {iretim
Ozellikleri tizerindeki etkisi istatistiki agidan 6nemsiz bulunmustur.

Ren vd (2011), Cin’de yetistirilen Siyah Alaca, Jersey ve mandalardan olusan
toplam 203 ornekte, kappa-kazein ve [-laktoglobulin genlerinin polimorfizmini
arastirmiglardir. Kappa-kazein geni i¢in, Siyah Alaca ineklerinde A allel frekansinin
(0.6900) B allel frekansma (0.3100) kiyasla daha yiiksek oranlarda oldugunu
belirlemiglerdir. Aksine, Jersey irkinda B allel frekans: (0.8800) A allel frekansina
(0.1200) kiyasla ¢ok daha yiiksek oranda tespit edilmistir. Mandalarda, her iki kappa-
kazein ve B-laktoglobulin geni bakimindan mevcut populasyonda sadece B alleli tespit
edilmistir. Siyah Alaca ve Jersey ineklerinde ise her iki irkta da, B-laktoglobulin geninin
B alleli (0.6800) A alleline (0.3200) kiyasla ayn1 oranda yiiksek bulunmustur.

Tiirkiye yerli sigir irklarindan Boz 1irk, Dogu Anadolu Kirmizisi, Yerli Kara,
Gilineydogu Anadolu Kirmizis1 ve Tiirkiye’de yetistirilen Siyah Alaca ve Siyah Alaca
aday bogalar1 tizerinde Ding vd (2013) yaptiklart ¢alismada, kappa-kazein ve [-
laktoglobulin polimorfizmleri incelenmistir. PCR-RFLP yontemi kullanarak yapilan
kappa-kazein geni Hinfl polimorfizmi sonuglarina bakildiginda, tiim irklar genelinde
kappa-kazein A alleli (0.6548-0.8061) B alleline (0.1481-0.1939) kiyasla daha yiiksek
frekanslarda bulunmustur. B-laktoglobulin geninin Haelll polimorfizmi sonucunda ise B
allel frekans1 Dogu Anadolu Kirmizisi (0.7805), Yerli Kara (0.6071) ve Giiney Anadolu
Kirmizist (0.8125) wrklarinda oldukca yiiksek bulunurken, A ve B allel frekanslart Boz
ik (0.5213 ve 0.4787), Tiirkiye’de yetistirilen Siyah Alaca (0.4694 ve 0.5306) ve Siyah
Alaca Aday bogalarinda (0.5455 ve 0.4545) birbirine yakin degerlerde bulunmustur.

Mohammadi vd (2013), PCR-RFLP yoéntemi kullanarak Iran Siyah Alaca
sigirlarinin siit protein 6zellikleri ile kappa-kazein, B-laktoglobulin ve leptin genlerinin
allel polimorfizmi arasindaki iliskiyi arastirmiglardir. Toplam 139 hayvanda kappa-
kazein i¢in AA genotip frekansi 0.7200, AB genotip frekansi 0.1800 ve BB genotip
frekans1 0.1000 olarak belirlenmistir. B-laktoglobulin i¢in ise AA genotip frekansi
0.4300, AB genotip frekanst 0.2800 ve BB genotip frekansi 0.2900 olarak
belirlenmistir. Yapilan istatistiksek analizler sonucunda, siit {iretimi ve siit protein
yiizdesi ile kappa-kazein geninin AA ve BB genotipleri arasinda onemli bir iligki
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, B-laktoglobulin geninin BB genotipi ile siit {iretimi ve
slit protein yilizdesi arasinda 6nemli diizeyde iliskili oldugunu bildirilmistir.

Meksika Jersey sigirinda Batista vd (2015), kappa-kazein, PB-kazein ve [-

laktoglobulin geninin allel ve genotip frekanslarini arastirmiglardir. SNP primerleri
kullanilarak yapilan ¢aligmada, kappa-kazein B allel frekansinin (0.6900) A (0.2600) ve
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E allel frekansindan (0.0500) daha yiiksek oldugu bulunmustur. B-laktoglobulin geninin
allel frekanslar1 kiyaslandiginda ise B allelinin (0.7200), A (0.2600) ve C (0.0200)
allellerinden daha yiiksek frekanslarda tespit edildigi bildirilmistir.

Prolaktin geninin Rsal restriksiyon enzimi ile tanimlanan polimorfik yapisi, sigir
populasyonlariin genetik karakterizasyonu i¢in genetik marker olarak birgok calismada
kullanilmastir.

Dybus vd (2005) Siyah Alaca ve Jersey ineklerinde, prolaktin geninin 3.
ekzonunda ortaya ¢ikan Rsal polimorfizmi ile siit verim Ozellikleri arasindaki iliskiyi
incelemislerdir. Siyah Alaca 1rki i¢in genotip frekanslari, AA; 0.7110, AB; 0.2850 ve
BB; 0.0040 olarak bulunurken, Jersey 1rki i¢in, AA 0.0919, AB 0.4324 ve BB 0.4757
olarak hesaplanmistir. Siyah alacalar i¢in A allel frekansi 0.8533 ve B allel allel frekans1
0.1467 olarak, Jerseyler icin ise A allel frekans1 0.3081 ve B allel ferekansi 0.6919
olarak bulunmustur. Yapilan analizler sonucunda, Siyah Alaca ve Jersey irki ineklerin
siit verimleri ile prolaktin geninin Rsal polimorfizmi arasinda istatistiki olarak énemli
bir iliskinin olmadig1 bildirilmistir.

Khatami vd (2005), Rus ve Alman Siyah Alacalar ile Yaroslavl irki sigirlarda,
prolaktin geninin Rsal ve biiyiime hormonu geninin Mspl ve Alul polimorfik yapilarini,
PCR-RFLP metodu kullanarak belirlemislerdir. Prolaktin geni igin, Rus Siyah
Alacalarda heterozigotluk (AB: % 9.4) ¢ok diisiik oranlarda bulunmustur. Diger yandan,
AA genotip frekanst 0.9060 olarak hesaplanirken, BB genotipine ise rastlanmadigi
belirtilmistir. Alman Siyah Alacalarda AA genotip frekansi 0.3750, BB genotip frekansi
0.1560 ve AB genotip frekans1 0.4600 olarak hesaplanmistir. Yaroslavl irkinda ise, AA
genotip frekanst 0.4330, BB genotip frekansi 0.1340 ve AB genotip frekansi ise 0.4300
olarak bulunmustur.

Cin’de yetistirilen 263 Siyah Alaca ineginde Li vd (2006), PCR-SSCP ve PCR-
RFLP metodu kullanarak prolaktin lokusuna ait Xbal polimorfizmini ve bu
polimorfizmin siit tiretim 6zellikleri ile iligkisini arastirdiklar1 calismada, 263 inegin
sadece 2’sinde AA genotipine rastlamiglardir. RFLP lokusunun 2. - 5. laktasyonlar
boyunca, siit verimi, protein verimi ve yag verimi tizerine etkisinin énemli olmadigini
bildirmislerdir. Diger taraftan, 1. laktasyonda bu lokusun siit proteini ve yag verimi
iizerinde 6nemli derecede etkisi oldugunu tespit etmislerdir. BB genotipli ineklerin siit
proteini ve yag veriminin AB genotipli ineklerden daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir.

Sodhi vd (2011), 23 Hindistan yerli sigir irkinda prolaktin geninin Rsal
polimorfizmini PCR-RFLP yontemini kullanarak aragtirmiglardir. Calismada kullanilan
wrklarin cografik bolge, yararlanma alani ve kil rengine bakilmaksizin, AB genotipinin
(ortalama frekans 0.58) diger genotiplere kiyasla daha yiiksek frekansa sahip oldugu
tespit edilmistir. Biitiin irklarda, AA genotip frekansi ortalama 0.2200 ve BB genotip
frekanst ortalama 0.2000 olarak hemen hemen ayni oranlarda bulunmustur. Irklara ait
allel frekanslar ise, A alleli i¢in ortalama 0.5200 ve B alleli i¢in ortalama 0.4800 olarak
birbirine yakin degerlerde hesaplanmistir.
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Ghasemi vd (2009), Montebeliard ineklerine ait prolaktin geninin Rsal
polimorfizmi ile siit iretim Ozellikleri arasindaki iliskiyi incelemislerdir. PCR-RFLP
metodu kullanarak, AA (0.8100), AB (0.1500) ve BB (0.0400) genotip frekanslarini
hesaplamiglardir. Arastirmada, A allel frekansi 0.8900 ve B allel frekansi ise 0.1100
olarak bulunmustur. Sonug¢ olarak, AA genotipine sahip olan ineklerin siit iiretiminin
digerlerine kiyasla daha yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir.

Diisiik siit tiretimine sahip Romanya Gri Steppe sigir irkinda Carsai vd (2011),
prolaktin geni Rsal polimorfizmi arastirmislardir. Calisma sonucunda, AA genotip
frekanst 0.5710 ve AB genotip frekansi 0.4290 olarak tespit edirken, mevcut
hayvanlarda BB genotipine rastlanmamustir. Arastirmacilar, A allel frekansini 0.7860 ve
B allel frekansini ise 0.2140 olarak hesaplamislardir.

Alfonso vd (2012), Amerikan Esmer sigir irkina ait 417 Ornekte yaptiklari
caligmada, prolaktin geninin Rsal polimorfizmi ile siit iiretimi arasindaki iliskiyi
arastirmiglardir. PCR-RFLP yontemi araciliyla A (0.8765) ve B (0.1235) allelleri tespit
edilmistir. AA genotip frekans1 0.7760, AB genotip frekansi 0.1740 ve BB genotip
frekansi ise 0.0260 olarak hesaplanmistir. Yapilan analizler sonucunda, AA genotipine
sahip ineklerde laktasyon boyunca siit iiretimi, AB ve BB genotipli ineklerden daha
yiiksek bulunmustur. Ayrica arastirmacilar, prolaktin polimorfizminin tanimlanmasi ile
seleksiyonunda daha basarili olundugunu bildirmislerdir.

Mahajan vd (2012), Frieswal (5/8 Siyah Alaca ve 3/8 Sahiwal) sigir irkinda
prolaktin geninin Rsal polimorfizmini ve bu polimorfizmi ile siit tiretim O6zellikleri
arasindaki iligkiyi PCR-RFLP yontemi kullanarak incelemislerdir. Toplam 54 hayvan
kullanilarak yapilan bu caligmada, A allel frekans1 0.6300 ve B allel frekans1 0.3700
olarak tespit edilmistir. Calismada, BB genotipine sahip hayvanlarin daha uzun
laktasyon siiresine sahip olduklari, buna karsin AB genotipine sahip olanlarin ise daha
yiiksek laktasyon verimine sahip olduklar1 belirlenmistir. Ancak genotip farkliliklarinin
laktasyon wuzunluguna ve laktasyon verimine etkisi istatistiki agidan Onemli
bulunmamistir. Bununla birlikte, AA genotipli hayvanlarin digerlerine kiyasla daha kisa
servis periyoduna sahip oldugunu ve genotipler arasindaki bu farkliligin istatistiki
acidan 6nemli oldugunu bildirmislerdir.

Uddin vd (2013), Pakistan yerli sigir irklart (Sahiwal, Dhani, Red Sindhi) ve
Siyah Alaca wrkina ait 100 hayvanda prolaktin geni polimorfizmini ve siit iiretim
ozellikleri ile iligkilerini SNP’ler araciligiyla incelemislerdir. Bu caligmadaki sigir
irklarinda, siit iretim  Ozellikleri ile kullanilan SNP’ler arasinda bir iliski
bulunamamistir. Buna karsin, bazi1 sigir irklarinda ¢alisilabilecek etkili DNA
markerlerinin  oldugu, bunlarin marker destekli seleksiyon programlarinin
uygulanmasinda kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir.

Kaplan ve Boztepe (2010), Tiirkiye’nin gesitli bolgelerinde yetistirilen Anadolu
Mandalart ve Esmer wrkinda prolaktin geninin Rsal polimorfizmini belirlemislerdir.
Mandalarda, PCR-RFLP yontemi kullanilarak yapilan prolaktin lokusuna ait Rsal
polimorfizmi, monomorfik olarak belirlenmistir. Diger yandan Esmer irki sigirlarda
prolaktin BB genotipine hi¢ rastlanmazken AA genotip frekansi 0.6300 ve AB genotip
frekanst 0.3700 olarak bulunmustur. Ayrica, Hardy Weinberg dengesinde olan Esmer
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sigir populasyonunda A alleli (0.8200) B allelline (0.1800) kiyasla oldukca yiiksek
frekansta tespit edilmistir.

Alipanah vd (2008), Rusya’da yetistirilen Siyah Alaca ve Kirmizi Alaca
sigirlarinda, kappa-kazein ve prolaktin gen polimorfizmini arastirmislardir. Kappa-
kazein geninin Hindlll polimorfizmi sonucunda, A allel frekansi, Siyah Alaca igin
0.8300 ve Kirmiz1 Alaca igin 0.6900 iken B allel frekansi ise sirasiyla 0.1700 ve 0.3100
olarak bulunmustur. Yapilan bu ¢alismada, kappa-kazein BB genotipli ineklerin siitii
diger genotipteki ineklerin siitii ile kiyaslandiginda, daha yiiksek yag (Siyah Alaca i¢in
+ % 0.37 ve Kirmiz1 Alaca i¢in + % 0.49) ve protein yiizdesine (Siyah Alaca i¢in + %
0.19 ve Kirmizi Alaca igin + % 0.19) sahip oldugu ortaya konmustur. Prolaktin geninin
Rsal polimorfizmi bakimindan gerek Siyah Alaca gerekse Kirmizi Alaca sigirlar
incelendiginde, A allel frekansinin (sirasiyla; 0.7100, 0.7940), B allel frekansindan
(swrastyla; 0.2900, 0.2060) daha yiliksek oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu
polimorfizm ile siit verimi ve yag yiizdesi arasinda Onemli bir iliski oldugu
belirlenmistir. Siyah Alaca sigirlarda, 6zellikle BB genotipine sahip olan ineklerin
stitiiniin digerlerine kiyasla daha yiiksek oranda yag icerdigi tespit edilmistir. Bununla
birlikte, AB genotipine sahip ineklerin siit verimlerinin AA ve BB genotipine sahip
ineklerden daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Akyliz vd (2012), PCR-RFLP metodu kullanarak kappa-kazein, biiyiime
hormonu ve prolaktin gen polimorfizmini Tiirkiye yerli irklar1 (Boz irk, DAK, GAK,
Esmer, Yerli kara, Siyah Alaca) lizerinde incelemislerdir. Kappa-kazein gen bolgesinin
Hindlll polimorfizmi sonucunda, A allelini, Boz 1rk, Dogu Anadolu Kirmizisi, Giiney
Anadolu Kirmizis1 ve Tiirkiye’de yetistirilen Siyah Alaca irklarinda sirasiyla, 0.6280,
0.7610, 0.7380 ve 0.8410 olmak iizere, B alleline kiyasla daha yiiksek frekanslarda
tespit etmiglerdir. Bununla birlikte, Yerli kara (A:0.5230; B:0.4470) ve Esmer
(A:0.4430; B:0.5570) wrklarinda ise, kappa-kazein geni allel frekanslar1 birbirine yakin
degerlerde bulunmustur. Prolaktin gen bdlgesindeki Rsal polimorfizmi incelendiginde,
benzer sekilde A allelinin, Boz 1irk, Dogu Anadolu Kirmizisi, Giiney Anadolu Kirmizisi,
Esmer ve Siyah Alaca sigir irklarinda sirasiyla, 0.7620, 0.6980, 0.7630, 0.7330 ve
0.8610 olmak tiizere B allel frekansma kiyasla oldukca yiiksek oranlarda oldugu
bildirilmistir.

Akyliz ve Cinar (2014), Tiirkiye’de yetistirilen dort sigir irkinda (GAK, Zavot,
Esmer ve Simental) kappa-kazein ve prolaktin genlerinin allel ve genotip frekanslarini
PCR-RFLP yontemi kullanarak tanimlamiglardir. Kappa-kazein geni Hinfl polimorfizmi
ile elde edilen en yiiksek frekans, kappa-kazein A alleli i¢cin GAK sigir irkinda 0.7430
olarak ve kappa-kazein B alleli i¢in Esmer 1rk1 sigirlarda 0.5560 olarak hesaplanmuistir.
Prolaktin lokusunda ise, en yiiksek frekans A alleli i¢in Simental sigirlarinda 0.8010
olarak ve B alleli i¢in ise Esmer 1rk1 sigirlarda 0.3150 olarak bulunmustur.

Hindistan’in Frieswal (Siyah Alaca x Sahiwal) ineklerinde Singh vd (2015)
tarafindan, prolaktin ve B-laktoglobulin gen polimorfizmleri ile siit tiretim 6zellikleri ve
somatik hiicre sayisi arasindaki iligki arastirilmistir. PCR-RFLP teknigi kullanilarak
elde edilen sonuglarda, prolaktin geni A allel frekansi 0.7500 ve B allel frekans1 0.2500
olarak bulunmustur. B-laktoglobulin geni i¢in ise, A allel frekans1 0.3810 ve B allel
frekans1 0.6190 olarak hesaplanmistir. Prolaktin AA genotipine sahip hayvanlarin,
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Siyah Alaca melezlerinin siit verim o6zellikleri bakimindan seleksiyonunda uygun
olabilecegi sonucuna varmislardir. B-laktoglobulin lokusunda ise, AB ve BB
genotiplerinin toplam siit verimi ve pik verimi lizerinde énemli bir etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Ayrica, prolaktin BB genotipine sahip hayvanlarin AB ve AA
genotiplerine kiyasla, énemli derecede diisiik somatik hiicre sayisina sahip oldugunu
ortaya koymuslardir. Diger yandan, B-laktoglobulin AA genotipli ineklerin somatik
hiicre sayist diger genotiplilere gore daha diisiik olarak tespit edilmistir. Bu sonug ile
arastiricilar, B-laktoglobulin  AA genotipine sahip hayvanlarin mastitise toleransh
bireylerin se¢iminde tercih edilebilecegini bildirmislerdir.

DGATI1 geni K232A polimorfizmi, siit verimi ve kompozisyonu i¢in QTL
caligmalarinda kullanilmaktadir. DGAT1 geninin lisin kodlayan K alleline sahip
hayvanlarin siitiinde, 6zellikle yag veriminin yiiksek oldugu, ancak protein ve siit
veriminin diisiik oldugu 6nceki ¢aligmalarda belirtilmistir (Spelman vd 2002, Thaller vd
2003, Hori-Oshima ve Barreras-Serrano 2003, Komisarek vd 2004, Pareek vd 2005,
Nowacka-Woszuk vd 2008, Barbosa da Silva vd 2010, Cerit vd 2014, Pirzad vd 2014).

Spelman vd (2002), Yeni Zelanda’da yetistirilen bazi sigir irklarinda (Jersey,
Siyah Alaca ve Ayrshires), DGAT1 gen polimorfizmi ile baz siit verim o6zellikleri
arasindaki iliskileri PCR-RFLP yontemi kullanilarak incelemislerdir. K ve A allel
frekanslarini sirasiyla, Jersey irki sigirlar i¢cin 0.8800 ve 0.1200, Siyah Alaca i¢in 0.6000
ve 0.4000, Ayrshires igin ise 0.2200 ve 0.7800 olarak hesaplamislardir. Uzerinde
caligilan tiim wrklarda, DGAT1 polimorfizmi ile siit, protein ve yag verimi arasindaki
iliskinin istatistiki olarak onemli oldugu ifade edilmistir. Siyah Alaca sigirlarinda, K
allelinin yag verimine (+ 11.83 kg) etkisinin pozitif yonde, protein (- 4.80 kg) ve siit (-
266 kg) verimine etkisinin ise negatif yonde oldugunu bildirmislerdir. Sonug olarak,
biitiin irklarda, DGAT1 polimorfizminin, siitiin yag veriminin artmasi ile buna karsin
slit ve protein veriminin azalmasi ile iliskili oldugu sonucuna varilmistir.

Winter vd (2002), 3 farkli irkta (Holstein-Friesian, Simental ve Braunvieh) siitiin
yag icerigine gore elde edilen yiiksek ve diisik damizlik degerlere gore olusturulan
gruplarda DGAT1 genine ait lisin-232/alanin polimorfizmini aragtirmiglardir.
Varyantlar arasinda, yiiksek siit yagi igerigi ile iliskili olan lisin kodlayan allel ile lisinin
alanine (K232A) ikamesi oldugunu ve haplotip analizler ile lisin varyantinin atasal
oldugu gosterilmistir. Ayrica, Simental ki sigirlarda, lisin varyantinin siit yagi
icerigine pozitif etkisi dogrulanmistir. Arastirmacilar yapilan bu ¢aligmayla, K232A
degisiminin QTL varyasyonunda dogrudan sorumlu olabilecegini bildirmislerdir.

Hori-Oshima ve Barreras-Serrano (2003) tarafindan, Baja Kaliforniya’daki 196
adet Siyah Alaca ineginde DGAT1 ve biiylime hormonu regiilatér geni olan Pit-1 gen
polimorfizmleri ve siit verimi arasindaki iliskileri arastirilmistir. PCR-RFLP metodu
kullanarak yapilan ¢calismada, DGATI i¢in genotip frekanslart AA; 0.6610, AK; 0.3180
ve KK igin 0.0210 olarak hesaplanmustir. A allelinin frekansi 0.1800 olarak bulunurken,
K alleli 0.8200 olarak bulunmustur. Yapilan istatisitiksel analizlerde, DGAT1’deki K
allelinin etkisine bagli olarak, DGAT1 ve Pit-1 arasindaki interaksiyonun siit verimi
tizerinde pozitif yonde 6nemli bir iligkisi oldugu gosterilmistir.
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Thaller vd (2003), 833 adet Simental ve 858 adet Alman Siyah Alaca sigirinda
DGAT]I genindeki K232A degisiminin siit verim 6zelliklerine etkisini incelemislerdir.
Lisin kodlayan varyantin (K alleli) allel frekansi, Simental sigir irki i¢in 0.0720 ve
Alman Siyah Alaca sigir irki i¢in 0.5480 olarak hesaplanmistir. DGAT1 varyantlarinin
siit verim Ozelliklerine etkileri incelendiginde, lisin kodlayan varyantin yag icerigi
bakimindan etkisi Simental sigirlarinda % 0.35, Alman Siyah Alaca sigirlarinda % 0.28
olarak, protein igerigi bakimindan etkisi ise, Simental sigirlarinda % 0.10 ve Alman
Siyah Alaca sigirlarinda % 0.06 olarak hesaplanmistir. Yapilan analizler sonrasinda,
DGATI! genindeki degisimin, siit verimi ve igerik Ozellikleri arasindaki negatif
korelasyona katkida bulundugu bildirilmistir.

Kaupe vd (2004), 13 farkli iilkeden igerisinde et¢i irklarin da bulundugu 38
farkli sigir kina ait toplam 1748 kan Ornegi iizerinde DGATI1 polimorfizmini
arastirmiglardir. Bu calismaya dahil edilen yerli irklarimizin DGATI1 A allel frekanslar
strastyla, Yerli Kara i¢in 0.6200 (N=73), Dogu Anadolu Kirmizist i¢in 0.7500 (N=50),
Giliney Anadolu Kirmizist i¢in 0.7900 (N=48) ve Boz 1k i¢in 0.6400 (N=49) olarak
hesaplanmistir. 79 Alman Siyah Alaca irkinda ise, K ve A allel frekanslar sirasiyla
0.4200 ve 0.5800 olarak tespit edilmisti. DGAT1 geninin K232A polimorfizmini
karakterize etmek amaciyla yapilan bu ¢aligmada, etci wrklarin daha yiiksek oranda A
allel frekansina sahip olduklari, siit¢ii irklarda ise ilgili allel frekansinin diistik oldugunu
gozlemislerdir.

Komisarek vd (2004), sigirlarda DGAT1 genindeki K232A polimorfizmini ve
lisin (K) ile alanin (A) kodlayan varyantlarin siit verimi ve kompozisyonuna etkisini
aragtirmislardir. Bu c¢alisma kapsaminda, toplam 100 adet Jersey ineginde PCR-RFLP
teknigi kullanarak DGAT]1 gen frekanslarini, K alleli i¢in 0.8300 ve A alleli i¢in 0.1700
olarak hesaplamislardir. Sonuclara gore, K alleli, yag ve protein igeriginin yani sira
yiiksek siit yagi verimi ile de iliskili bulunurken, A alleli siit veriminin artisi ile iliskili
bulunmustur.

Pareek vd (2005), DGATI1 genini Polonya’da yetistirilen Siyah Alaca
sigirlarinda (105 Al; artificially inseminate-yapay tohumlama, 139 gen¢ boga ve 213
inek) incelemislerdir. Calismada, K allelinin frekansini, Al igin 0.6000, gen¢ bogalar
icin 0.6800 ve inekler i¢in ise 0.4800 olarak hesaplamiglardir. Arastirma sonuglarinda,
DGATI1 geninin K232A polimorfizminin, diisiik yag igerigi ve yiiksek protein igerigi
tizerinde istatistiki olarak 6nemli bir etkisi oldugu ortaya konmustur.

Brezilya sigir irklarinda Lacorte vd (2006) tarafindan, DGATL1 geninin K232A
polimorfizmi arastirillmistir. 6 farkli rka ait toplam 331 hayvanda (Gyr, Guzerat,
Nellore, Red Sindhi, Siyah Alaca ve GyrXSiyah Alaca F1) yapilan analizler sonrasinda,
siriilerde belirli bogalarin yogun kullaniminin sonucu olarak Siyah Alaca ve
GyrXSiyah Alaca F1 1wrklarinda Hardy-Weinberg dengesinden sapma gorildiigi
belirtilmistir. Calismada Siyah Alaca irkinda A allel frekansi (0.7300) K alleline
(0.2700) kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Diger taraftan Guzerat ve Nellore 1rklarinda
A alleline rastlanmamakla birlikte, diger irklarda K allel frekanslar1 oldukca yiiksek
oranlarda hesaplanmigtir (0.9600-1.0000). Yapilan analizler sonucunda, A allelinin siit
verimi ile iliskili oldugu goz 6niinde bulundurularak, ¢alismada kullanilan Siyah Alaca
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populasyonunun siit {iretimi bakimindan yogun bir seleksiyona tabi tutuldugu ifade
edilmistir.

Nowacka-Woszuk vd (2008), DGATL1 genine ait polimorfizmin, 89 Polonya
Siyah Alaca bogasinin damizlik degerine etkisini incelemiglerdir. PCR-RFLP metodu
uygulanarak yapilan bu calismada, K alleli frekansi 0.5400 ve A alleli frekansi ise
0.4600 olarak bulunmustur. KK genotipinin AA ve KA genotipleri ile
karsilastirildiginda, siitiin yag ve protein yiizdesi bakimindan yiiksek damizlik deger ile
siit ve protein verimleri bakimindan ise diisiikk damizlik deger ile iliskili oldugunu
bildirilmistir.

Barbosa da Silva vd (2010), birgok bolgeden topladiklart 3082 adet Kuzey
Amerika Siyah Alaca siginnda DGAT1 mutasyonunun allelik varyasyonunu
incelemislerdir. Bu degisimin, siit liretim 6zellikleri ve somatik hiicre sayis1 tizerindeki
etkileri istatistiki olarak 6nemli bulunmustur. Yapilan bu calismada K alleli frekansi
0.4000 ve A allel frekans1 ise 0.6000 olarak hesaplanmistir. Arastirma sonuglarina gore,
yag ve protein verimi arasindaki giiclii antogonist iliski dolayisiyla, bu 6zelliklerin
ekonomik indekslere olan etkisi géz oniinde bulunduruldugunda, DGATI1 genotipi
bakimindan seleksiyonun Amerika’da yaygin bir uygulama alani bulamayacagi on
gorilmistir.

Scotti vd (2010) tarafindan, Italya’da yetistirilen Siyah Alaca, Esmer ve
Simental 1rklar1 ile Valdostana Red Pied, Rendena, Reggiana ve Modenese yerli
irklarda, DGAT1 polimorfizmi arastirilmistir. Toplam 651 hayvanda PCR-RFLP
yontemi kullanilarak yapilan bu ¢alisma sonucunda, A allelinin biitiin irklarda ¢ok
yiiksek frekansta oldugu (0.7460-1.000) saptanmustir. K allel frekansi, Siyah Alaca i¢in
0.2540 ve Reggiana i¢in 0.1720 olarak belirlenirken, bazilarinda goriilmemekle birlikte
diger wrklarda oldukca diisiik frekanslara sahip oldugu (0.000-0.0080) bildirilmistir. Bu
sonuclar dogrultusunda, DGAT1 gen polimorfizminin sadece Siyah Alaca ve Reggiana
icin MAS caligmalarinda kullanilabilecegini bildirmislerdir.

[ran’da yetistirilen Siyah Alaca irkma ait bogalarda Mashhadi vd (2012)
tarafindan, marker destekli seleksiyon i¢in potansiyel bir QTL olarak goriilen DGAT1
K232A polimorfizmi arastirillmistir. 103 bogada RFLP yontemi araciliyla yapilan bu
caligmada, K allel frekans1 0.7961 ve A allel frekansi 0.2039 olarak hesaplanmistir.
Genotip frekanslar1 ise KK igin 0.5900 ve KA i¢in 0.4100 olarak hesaplanirken bu
caligmadaki bogalarda AA genotipine rastlanmamistir. Populasyonun Hardy-Weinberg
dengesinde olmadigi ve allel frekanslart g6z Oniinde tutuldugunda, mevcut
populasyonun siit yagi ylizdesi bakimindan seleksiyona tabi tutuldugu sonucuna
varmiglardir.

Ozdil ve ilhan (2012) tarafindan, 3 yerli Anadolu mandasi populasyonuna ait
toplam 41 hayvanda, DGAT1 geninin K232A polimorfizmi PCR-RFLP yontemi ile
aragtirtlmistir. Bu ¢alismada kullanilan 24 restriksiyon enziminin 14’4 (Alul, Aval,
Avall, BamHI, Bglll, Bsp12861, BstUI, Hincll, Hhal, Hphl, Sacl, Sau3Al, Sau96l ve
Styl) bu gen iizerinde tanima bolgesine sahip oldugu tespit edilmistir. Alul, Hincll ve
Hphl restriksiyon enzimleri ile polimorfizmin varligi bildirilmistir. Cfrl restriksiyon
enzimi ile yapilan kesim sonucunda sigir irklarinda tespit edilen K232A polimorfizmi,
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Anadolu mandasinda tespit edilememis ve sadece lisin varyantinin tespit edilmesiyle
mevcut populasyonun monomorf oldugu bildirilmistir.

Pirzad vd (2014), Iran’da yetistirilen Siyah Alaca ineklerinde siit verim
ozellikleri ve somatik hiicre sayisi ile DGAT1 K232A polimorfizmi arasindaki iligkiyi
incelemislerdir. PCR-RFLP metodu kullanilarak yapilan bu ¢alismada, A allel frekansi
0.6300 ve K allel frekans1 0.3700 olarak tespit edilmistir. AA, KA ve KK genotip
frekanslar1 ise sirasiyla 0.3578, 0.5515 ve 0.0907 olarak hesaplanmistir. Sonuglar
incelendiginde, DGAT1 K232A polimorfizmi ile siitiin yag yiizdesi arasinda 6nemli bir
iliski oldugu gosterilmistir. KK ve KA genotipine sahip ineklerin AA genotiplilere
kiyasla, daha yiiksek yag ylizdesi ve daha diisiik siit verimine sahip olduklari tespit
edilmistir. Sonug olarak, KK ve KA genotipli Siyah Alaca ineklerinin K alleline sahip
olmasina bagl olarak, yag yiizdesi lehine seleksiyon calismalarinda kullanilabilecegi
bildirilmistir.

Bal ve Akyiiz (2014), Siyah Alaca (100 6rnek), Dogu Anadolu Kirmizis1 (50
ornek) ve Yerli Kara (50 6rnek) sigir irklarinda PCR-RFLP yontemi kullanarak DGAT]1
gen polimorfizmini incelemislerdir. Biitiin irklarda belirlenen KK, KA ve AA genotip
frekanslar1 sirasiyla, Siyah Alaca i¢in 0.1300, 0.2400 ve 0.6300, Dogu Anadolu
Kirmizisi i¢in 0.0600, 0.6400 ve 0.3000, Yerli Kara i¢in ise 0.1600, 0.7000 ve 0.1400
olarak hesaplanmistir. Incelenen 1irklarda, DGATI geni igin en yiiksek A alleli
frekansint Siyah Alaca irkinda (0.7500), en yiliksek K alleli frekansini ise Yerli Kara
irkinda (0.5100) tespit etmislerdir. Sonu¢ olarak, Hardy-Weinberg dengesinden sapma
goriilen bu calismada, ornek sayisimin arttirildiginda daha dogru sonuclar elde
edilebilecegini bildirmislerdir.

Cerit vd (2014), Siyah Alaca (54 6rnek) ve Esmer (44 6rnek) sigir irklarinda
DGAT1 K232A polimorfizmini aragtirmiglardir. Calismada, Siyah Alaca sigirlarinda
DGATL1 geninin K allel frekansi1 0.2870 ve A allel frekans: ise 0.7130 olarak, Esmer
sigirlarinda ise K allel frekans1 0.0910 ve A allel frekans1 0.9090 olarak tespit edildigi
bildirilmistir.

Kepenek (2007), dort yerli Tiirk sigir irkinda (Giiney Anadolu Kirmizisi, Dogu
Anadolu Kirmizisi, Yerli Kara ve Bozirk) ve damizlik olarak kullanilan Siyah Alaca
sigirlarinda, prolaktin, DGAT1 genlerini ve sigirlarda goriilen genetik resesif bir
hastaliga (Kompleks Vertebral Malformasyon) neden olan SLC35A3 genini
incelemistir. PRL geninin A allelinin frekansi en diisiik Yerli Kara irkinda 0.5645
olarak ve en yiiksek Giiney Anadolu Kirmizist irkinda 0.7558 olarak bulunmustur.
DGAT1 geninin K allelinin frekansi 0.7794 (Dogu Anadolu Kirmizisi) ve 0.9250 (Yerli
Kara) araliginda bulunurken SLC35A3 geni monomorfik oldugu gozlenmistir. PRL A
alleli ile siit tiretimi arasinda ve DGAT1 K alleli ile siit yagi miktar1 arasinda zayif bir
baglant1 oldugunu belirlemislerdir.

Unal vd (2015), 4 Tiirkiye yerli sigir irkinda (Giiney Anadolu Kirmizisi, Boz 1k,
Dogu Anadolu Kirmizis1 ve Yerli Kara) biiylime hormonu, prolaktin ve DGATI1 gen
polimorfizmini PCR-RFLP yontemi kullanarak arasgtirmislardir. Calismada, prolaktin
geni bakimindan Boz itk ve Dogu Anadolu Kirmizist sigir irklarinda BB genotipine hig
rastlamamistir. Calisilan biitiin popiilasyonlarda, prolaktin geninin Rsal polimorfizmi ile
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olusan A alleli (0.5240-0.7130) B alleline (0.2870-0.4760) kiyasla daha yiiksek
frekanslarda tespit edilmistir. DGAT1 geni igin ise, Dogu Anadolu Kirmizisi ve
Gilineydogu Anadolu Kirmizist sigir irklarinda AA genotipine rastlanmamakla birlikte,
yine tiim wrklarda A alleli (0.2020-0.4170) K alleline (0.5830-0.7980) kiyasla olduk¢a
diisiik frekanslarda tespit edilmistir.

Rincon vd (2006), Uruguay Creole sigirlarina ait 23 adet boga, 447 adet inek ve
her iki cinsiyetten 105 adet buzagida, kappa-kazein, P-kazein, a-Sl-kazein ve o-
laktoalbiimin gen polimorfizmini incelemek i¢cin ARMS-PCR (amplification
refractorymutation system polymerase chain reaction) yontemini, B-laktoglobulin ve
DGAT]I1 gen polimorfizmini incelemek i¢in ise PCR-RFLP yontemini kullanmislardir.
kappa-kazein ve B-laktoglobulin genlerine ait A (0.5000 ve 0.4938) ve B (0.5000 ve
0.5062) allel frekanslari birbirine oldukg¢a benzer bulunmustur. DGAT1 geni i¢in ise,
yiiksek siit verimi ve diisiik siit yagi igerigi ile iliskili olan A allel frekans1 0.8864 ve K
allel frekans1 0.1136 olarak tespit edilmistir.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1 Materyal

Antalya g¢evresinde yetistirilen, Tirkiye Damizlik Sigir Yetistiricileri Merkez
Birligi'ne iiye yetistirici elinde bulanan ve birlige iiye Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Zootekni Bolimii Sigireilik iinitesinde bulunan Siyah Alaca wrkindan 517

inege ait kan 6rnekleri ve 432 inege ait siit verim kayitlart kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Kan Orneklerinin alindig1 isletmeler

No Mevkii Isletme Kodu Ornek Sayis1
1 Konyaalt1 A- Akdeniz Universitesi 26

2 Dosemealti B- Ersan 64

3 Dosemealti C- Kovanlik-kiigiik isletmeler 59

4 Serik G- Seba Tarim 70

5 Manavgat H- Tiiter Kardesler 93

6 Burdur/ Tefenni M- Yesilbayir Hayvancilik 205

Akman ve Kumlu’nun (2004) bildirilerine gore, birlikten elde edilen kayitlarda,
birbirini izleyen laktasyon verimi bulunan ve buzagilama araligi 300-650 giin araliginda
olan inekler analize dahil edilmistir. Bununla birlikte buzagilama yasi; 1. laktasyon icin
22-40 ay, 2. laktasyon i¢in 30-52 ay ve 3. laktasyon i¢in ise 42-64 ay olan inekler
degerlendirmeye alinmistir. Analize dahil edilecek ineklere ait kayitlarda, laktasyon
stiresinin 220 giinden kisa olmamasina ve siit veriminin 2000 kg’dan az olmamasina
dikkat edilmistir (Akman ve Kumlu 2004).

3.1.1. Cahismada kullanmilan arac ve gerecler
Hayvanlara ait kan orneklerinden DNA izolasyonu ve PCR-RFLP islemleri
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Genetik Laboratuari’nda

yirltiilmistir. Mevcut caligmada kullanilan ara¢ ve gereclerin tam listesi Cizelge
3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Calismada kullanilan ara¢ ve gereclerin listesi

Kullanilan Cihaz

Kullanim amaci

pH metre (Thermo ORION 3 STAR)

Tampon ¢ozeltiler i¢in gerekli pH'larin
ayarlanmasinda

Otoklav (Niive OT 020V)

Kullanilan malzemelerin ve ¢ozeltilerin
sterilizasyonunda

Sicak Su Banyosu (Memmert)

DNA izolasyonunda

Calkalayici-Vortex (YellowLine,
TTS2)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve DNA
izolasyonunda

Santrifiij (Hettich MIKRO 200)

DNA izolasyonu ve PCR asamalarinda
orneklerin santrifilj edilerek ¢oktiiriilmesi

Hassas Terazi (SHIMADZU BX320H)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlamada sarf
malzemelerin tartilmasinda

Gradient Thermal Cycler 96 6rnek
(Eppendorf Mastercycler Gradient)

PCR ile hedef lokuslarin ¢ogaltilmasi

Yatay Agaroz Jel Elektroforez
Takimlar1 (Thermo ve BIO-RAD)

DNA, PCR triinleri ve RFLP bant
modellerinin tespit edilmesinde

Gii¢ Kaynaklar1 (BIO-RAD PowerPac
Basic)

Elektroforez sisteminde elektriksel alanin
olusturulmasi

Jel Gortuntuleme ve Analiz Sistemi
(Kodak Gel Logic 212)

DNA, PCR iiriinleri ve RFLP bant
modellerinin goriintiilenmesinde

Mikro Dalga Firini (Argelik MD 553)

Agaroz jellerin hazirlanmasi

Buzdolab1 (Beko BK8450T)
Derin Dondurucu (Beko 797DF)

Ornekler ile bazi sarf malzemelerin
muhafazasinda

3.2. Metot

3.2.1. Kandan DNA ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu amaciyla kullanilan kan 6rnekleri, sigirlarin boyun toplar
damarindan (vena jugularis) dogrudan antikoagulantli (EDTA’l1), vakumlu tiiplere
almarak soguk zincir altinda laboratuara getirilmistir. Alinan kan ornekleri DNA
ekstraksiyonu yapilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir. DNA eldesi igin ticari
olarak satilan, kandan DNA ekstraksiyon kitinden (Sigma Na2020) yararlanilmistir.
Mevcut protokol optimize edilerek yapilan DNA ekstraksiyon asamalar1 asagidaki

gibidir;
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10.

11.

12.

Ekstraksiyona baslamadan &nce kullanilacak kan stoklar1 -20 °C’den cikartilip
¢oziilene kadar oda sicakliginda (24-25 °C) bekletilmistir.

Her bir hayvana ait stoktan alinan 200 pl kan oOrnekleri 1,5 ml’lik tiiplere
aktarilmistir.

Tiiplere proteinleri uzaklastirmak amaciyla 20 pl proteinaz K soliisyonu
eklenmis ve vorteks ile iyice karistirilmistir.

RNA’y1 uzaklastirmak icin tiiplere 20 pl RNase A soliisyonu eklenerek
karistirilarak 2 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

Tiiplerdeki ornekler {izerine, hiicreleri par¢alamak amaciyla 200 pl pargcalama
solisyonu (Lysis solution C) eklenerek 15 saniye vorteks ile iyice
karistirilmastir.

Mevecut tiipler su banyosunda 55 °C’de 15 dakika inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi boyunca her 5 dakikada bir tiipler alt iist edilerek karigmasi
saglanmistir.

Kolon igeren 2 ml’lik tiiplere, 500 pl kolon hazirlama soliisyonu (Column
preparation solution) eklenmis ve 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilarak
tiipler kullanima hazir hale getirilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda tiiplerdeki kan &rneklerini yikamak amaciyla, iizerine
200 pl % 95’lik soguk etanol eklenerek vorteks ile iyice karistirilmigtir.

Yikanan kan 6rnekleri, dnceden hazirlanan tiiplerdeki kolonlara aktarilarak 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Bu asamada, DNA kolon igerisinde bagl
olarak kalmis ve hiicresel atiklar ise sivi kisimla birlikte kolondan stiziilerek
tiipilin alt kisma ge¢mistir. Daha sonra DNAnin bulundugu bu kolon yeni bir tiip
igerisine yerlestirilmistir ve s1vi kismin bulundugu tiip atilmistir.

Tiip icerisindeki kolon tizerine 500 pl 6n yikama soliisyonu (prewash solution)
eklenerek 8300 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Bir onceki asamada
oldugu gibi, kolon yeni bir tiip igerisine alinip atik sivi kismi iceren tiip
atilmastir.

Mevcut tiiplerdeki kolon iizerine 500 pl yikama soliisyonu (wash solution)
eklenerek 13000 rpm’de 3 dakika santriflij yapilmistir. Tiip i¢indeki kolonun
etanolden iyice arinmasi i¢in bu agsama 2 defa tekrarlanmistir.

DNA’nin baglh oldugu kolonlarin tizerine 100 pl eliisyon soliisyonu (elution
solution) eklenmistir ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 8300
rpm’de 1 dakika santrifiij yapilmistir. Bu asama, kolondaki DNA’nin miimkiin
oldugunca fazla elde edilmesi amaciyla tekrarlanmistir ve sonugta toplamda 200
ul DNA o6rnegi elde edilmistir.

DNA’nin kalitatif ve kantitatif kontrolleri % 1°lik agaroz jeller ile belirlenmis ve

ornek konsantrasyonlar yaklasik 50 ng/ml olacak sekilde hazirlanmastir.

3.2.2. PCR-RFLP yontemi

Kappa-kazein, B-laktoglobulin, prolaktin ve DGAT1 genleri tizerinde daha

onceden yapilan polimorfizm c¢aligmalarinda, birgok gen bolgesi kullanilmistir (Kaupe
vd. 2004, Dybus vd. 2005, Patel vd. 2007). Onceki arastirmalar incelenerek, bu genler
icin polimorfizm elde edebilecegimiz hedef bolgelerin ¢ogaltimi PCR ile saglanmistir.
Elde edilen DNA’lar kullanilarak uygulanan PCR programinda, bu gen bdlgelerinin
cogaltilmasi i¢in kullanilan primer ve enzimler Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Kappa-kazein, B-laktoglobulin, prolaktin ve DGATL1 proteini genlerinin
cogaltilmasi i¢in kullanilan primer ve enzimler

Gen Restriksiyon

Bolgesi Primerler Enzimi PCR Uriinii
Kaynak: Patel vd 2007
CSN3 Forward 5°-~ATCATTTATGGCCATTCCACCAAAG-3’ Hinfl 350 bg

Reverse 5’-GCCCATTTCGCCTTCTCTGTAACAGA-3’

Kaynak: Patel vd 2007
B-lg Forward 5’-TGTGCTGGACACCGACTACAAAAA-3’ Haelll 247 be

Reverse 5’-GCTCCCGGTATATGACCACCCTCT-3’
Kaynak: Dybus vd 2005

Prolaktin  Forward 5-CGGAAGTCCTTATGAGCTTGATTCTT-3’ Rsal 156 bg
Reverse 5’-GCCTTCCAGAAGTCGTTTGTTTTC-3
Kaynak: Kaupe vd 2004

DGAT1  Forward 5’-GCACCATCCTCTTCCTCAAG-3’ Cfrl 411 bg
Reverse 5°-GGAAGCGCTTTCGGATG-3’

3.2.2.1. Kappa- kazein

Kappa-kazein proteini geninin 5. ekzonunda bulunan 350 b¢ uzunlugundaki
bolgenin PCR ile g¢ogaltilmasi i¢in 50 ng genomik DNA kullanilmistir. Reaksiyon
karisimi, Sekil 3.1°de verilen miktarlarda toplamda 25 pl olacak sekilde hazirlanmistir.
Elde edilen genomik DNA’lardan kappa-kazein lokusunun ¢ogaltilmasinda Patel vd
(2007) tarafindan bildirilen yontem optimize edilerek Sekil 3.2°de verilen PCR dongiisii
programlanmustir.

PCR Reaksiyon Karisimi
1 U Tag DNA Polimeraz
0.2 uM Reverse Primer

0.2 uM Forward Primer

10 mM dNTPs

25 mM MgCl;

4 ul 10 X Buffer

YV V VYV Y V VY V

100 ng DNA

Sekil 3.1. Kappa-kazein gen bolgesi igin PCR reaksiyon karigimi
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PCR Programi
94 °C 3 dk Baslangi¢ Denatiirasyonu
94 °C 30 sn Denatiirasyon
58°C 1 dk Primerlerin Baglanmasi| 33

tekrar
72°C 2dk DNA Sentezi

vV VYV V V V

72°C 10dk Son Sentez

Sekil 3.2. Kappa-kazein gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR programi

PCR isleminin tamamlanmasindan sonra istenilen bdlgenin cogaltilip
cogaltilmadigin1  gozleyebilmek amaciyla agaroze jel -elektroforez yontemi
kullanilmistir. Bunun ig¢in PCR driinleri % 2’lik yogunlukta hazirlanan bir jele
yiiklenerek, elektroforezde 100 V’ta yiritiilmistiir. Daha sonra ethidium bromide ile
boyandiktan sonra UV 15181 altinda goriintiilenmistir.

Cogaltilan 350 bg¢ uzunlugundaki gen bolgesi, Hinfl restriksiyon enzimi ile 37
C’de 12 saat boyunca kesime birakilmustir. Sekil 3.3’te verilen enzim tanima bolgesine
gore kesilen fragmentlerin elektroforetik ayrimi, % 3.5’lik agaroz jel kullanmilarak 70
V’ta yapilmistir. Elektroforez sonucu elde edilen bantlar, ethidium bromide ile muamele
edildikten sonra jel goriintiileme sisteminde gézlemlenmis ve genotipler belirlenmistir.

Hinf1
,?‘5"' Her bir érnek icin;
5 I G A N T C C 3' * 10yl PCR itrimii
33— JC TNAGL——5 e 5 ul 10X buffer R
\;% e 5uldH0
. e 0.5 pl Hinfl enzim
Hinf1

Sekil 3.3. Hinfl restriksiyon enzim kesim bolgesi ve enzim reaksiyon karigimi

3.2.2.2. p-laktoglobulin

B-laktoglobulin proteini geninin 4. ekzonunda bulunan 247 b¢ uzunlugundaki
bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmasi i¢in 100 ng genomik DNA kullanilmistir. Reaksiyon
karisimi, Sekil 3.4‘te verilen miktarlarda toplamda 25 pl olacak sekilde hazirlanmistir.
B-laktoglobulin lokusunun ¢ogaltilmasinda Patel vd (2007) tarafindan bildirilen yontem
optimize edilerek Sekil 3.5°te verilen PCR dongiisii kullanilmistir.
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PCR Reaksiyon Karisimi
1 U Taq DNA Polimeraz
0.2 uM Reverse Primer
0.2 uM Forward Primer
10 mM dNTPs
25 mM MgCl;

4 ul 10 X Buffer

YV vV ¥V V V VY V

100 ng DNA

Sekil 3.4. B-laktoglobulin gen bolgesi i¢in PCR reaksiyon karisimi

72°C 1dk DNA Sentezi

PCR Programi
> 95°C 3dk Baslangi¢ Denatiirasyonu
> 95°C 90sn Denatiirasyon
> 63°C 1dk Primerlerin Baglanmasi 35
tekrar
>
>

72°C 10dk Son Sentez

Sekil 3.5. B-laktoglobulin gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR programi

PCR isleminin tamamlandiktan sonra 247 b¢ uzunlugundaki p-laktoglobulin gen
bdlgesinin gogaltilip ¢ogaltilmadigini gozleyebilmek amaciyla agaroze jel elektroforez
yontemi kullanilmistir. Elde edilen PCR dirtinleri % 2’lik yogunluga sahip bir jele
yiklenerek elektroforezde 100 V’ta yiiriitiilmiis ve sonrasinda ethidium bromide ile
boyanip UV 15181 altinda goriintiilenmistir.

Cogaltilan PCR iiriinii Haelll restriksiyon enzimi ile 37 °C’de 12 saat boyunca
kesime birakilmistir. Sekil 3.6’da verilen enzim tanima bdlgesine gore kesilen
fragmentlerin elektroforetik ayrimi igin % 3.5’lik agaroz jel kullanilarak 70 V’ta
yuriitilmistiir. Elektroforez sonrasinda elde edilen bantlar, ethidium bromide ile
muamele edildikten sonra jel goriintiileme sisteminde UV 15181 altinda gézlemlenmis ve
elde edilen genotipler belirlenmistir.
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Haelll
N Her bir 6rnek igin;
5 G G| C ¢ — 3 * 10 pI PCR riini
¥ CC!GG C———5 o 5ul 10X buffer R
3\ e 5uldH20
Haell e 0.5l Haelll enzim

Sekil 3.6. Haelll restriksiyon enzim kesim bolgesi ve enzim reaksiyon karigimi
3.2.2.3. Prolaktin

Prolaktin proteini geninin 5. ekzonunda bulunan 156 b¢ uzunlugundaki bolgesi
PCR ile c¢ogaltilmistir. Reaksiyon karisimi toplamda 25 pl olacak sekilde dH20 ile
tamamlanip Sekil 3.7°‘de belirtildigi gibi hazirlanmistir. Dybus vd (2005) tarafindan
bildirilen yontem optimize edilerek Sekil 3.8°de verilen PCR dongiisii kullanilmistir.

PCR Reaksiyon Karisimi
1 U Taq DNA Polimeraz
0.2 uM Reverse Primer
0.2 uM Forward Primer
10 mM dNTPs
25 mM MgCl;

3 ul 10 X Buffer

vV VvV ¥V YV V VY V

100 ng DNA

Sekil 3.7. Prolaktin gen bdlgesi i¢in PCR reaksiyon karigimi

PCR Program
94°C 5dk  Baslangi¢ Denatiirasyonu
94°C 30sn Denatiirasyon

: . 5 30
60°C 40sn Primerlerin Baglanmasi tekrar

729C 30sn DNA Sentezi

YV V VY VY V

72°C 10 dk Son Sentez

Sekil 3.8. Prolaktin gen bdlgesinin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR programi
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156 bg¢ uzunlugundaki prolaktin gen bdlgesinin PCR islemi ile ¢ogaltilip
cogaltilmadigini  gbzleyebilmek amaciyla agaroze jel elektroforez yontemi
kullanilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri % 2’lik yogunluga sahip bir jele yiiklenerek
elektroforezde 100 V’ta yiiriitilmiis ve sonrasinda ethidium bromide ile boyanip UV
15181 altinda goriintiilenmistir.

Cogaltilan 156 b¢ uzunlugundaki PCR iiriinii Rsal restriksiyon enzimi ile 37
%C’de 12 saat siiresince kesime birakilmuistir. Restriksiyon enzimi ile muamele
sonucunda elde edilen fragmentlerin ayrilmasinda % 3.5’luk agaroz jel kullanilarak
elektroforezde 70 V’ta yiritilmistiir. Sekil 3.9°da verilen enzim tanima bdlgesine gore
kesilen fragmentlerden elde edilen bantlar, ethidium bromide ile muamele edildikten
sonra jel goriintiileme sisteminde UV 15181 altinda gozlenen genotipler belirlenmistir.

Rsal
c:"i\ Her bir 6rnek igin;
5 ¢ 10 pl PCR tiirlinti
58 1GTIAC I 3’ e 5 ul 10X buffer tango
3’ ICAITGI I 5 e 5ul dH20
o 0.5 ul Rsal enzim
Rsal

Sekil 3.9. Rsal restriksiyon enzim kesim bolgesi ve enzim reaksiyon karigimi
3.2.2.4. DGAT1

DGATL1 proteini geninin 8. ekzonunda bulunan 411 bg¢ uzunlugundaki
bolgesinin PCR ile ¢ogaltilmast igin 100 ng genomik DNA kullanilarak Sekil 3.10°da
verilen miktarlar kullanilarak toplamda 25 pl olacak sekilde bir reaksiyon karigimi
hazirlanmistir. Kaupe vd (2004) tarafindan bildirilen PCR yontemi optimize edilmis ve
Sekil 3.11°de verilen PCR dongiisii kullanilmigtir.

PCR Reaksiyon Karisimi

2,5 ul 10 X Buffer

» 1U Taq DNA Polimeraz
» 0.2 uM Reverse Primer
» 0.2 uM Forward Primer
» 10 mM dNTPs

> 25 mM MgCl,

>

>

100 ng DNA

Sekil 3.10. DGAT1 gen bolgesi i¢in PCR reaksiyon karigimi
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729C 1 dk DNA Sentezi

PCR Programi
> 95°C 3dk Baslangic Denatiirasyonu
> 95°C 30dk Denatiirasyon
> 64°C 30sn Primerlerin Baglanmasi 35
tekrar
>
>

729C 10 dk Son Sentez

Sekil 3.11. DGAT]1 gen bdlgesinin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR programi

Hedef DGATI gen bolgesinin cogaltilip ¢ogaltilmadigimi gozleyebilmek
amaciyla, elde edilen PCR firiinleri % 2 yogunluktaki jele yiiklenerek elektroforezde
100 V’ta yiiriitiilmiis ve sonrasinda ethidium bromide ile boyanip UV 15181 altinda
goriintiilenmistir

cirl
A Her bir érnek icin;
. Y G G C C R S 3 * 10 pI PCR iiriini
Ue=———— Rl'é'é'é"G":Y =5 e 5 ul 10X buffer tango
' e 5 ul dH20
Yo ¢0.5 ul Rsal enzim
Cfrl

Sekil 3.12. Cfrl restriksiyon enzim kesim bdlgesi ve enzim reaksiyon karisimi

Cogaltilan 411 bg’lik PCR iiriinii Cfrl restriksiyon enzimi ile 37 °C’de 12 saat
boyunca kesime birakilmistir. Sekil 3.12°de verilen enzim tanima bdlgesine gore kesilen
fragmentlerin ayrilmasinda % 3.5’Iuk agaroz jel kullanilarak elektroforezde 70 V’ta
yiritilmistir. Elektroforez sonucu mevcut jel ethidium bromide ile muamele
edildikten sonra jel goriintileme sisteminde UV 15181 altinda genotipler
gozlemlenebilmistir.

3.2.3. istatistiksel analizler
Kappa-kazein, B-laktoglobulin, prolaktin ve DGAT1 lokuslar1 bakimindan gen

frekanslarinin (Pi) hesaplanmasinda, elektroforez ortaminda belirlenen genotipler
dikkate alinarak gen sayma yonteminden yararlanilmistir (Nei 1987).

' 2N 7N

41



MATERYAL ve METOT Emine SAHIN

Formiilde;

Pi : i. allelin frekanslar

f1 : 1. allel bakimindan homozigotgenotipli bireylerin sayisi
f2 : 1. allel bakimindan heterozigotgenotipli bireylerin sayisi
N : 1. lokus bakimindan toplam birey sayis1

S pi: 1’nci allel frekansinin standart hatasi

Uzerinde durulan lokuslar bakimindan ¢alisilan populasyonlarin  Hardy
Weinberg dengesinde olup olmadiklar1 y? testi ile kontrol edilmistir (Diizgiines vd

1983).
f—f"e
Zz——E—( f.)

Formiilde;

¥2: Khi — kare kontrol degeri

f : Gozlenen genotip frekanslari
fl: Beklenen genotip frekanslart

3.2.3.1. Gozlenen heterozigotluk (Ho)

Populasyonlarda genetik varyasyonun 6lgiilmesinde heterozigotluk kullanislt bir
olgiidiir. Gozlenen heterozigotluk (Ho), tizerinde durulan lokuslar bakimindan
heterozigot genotiplerin toplam genotiplere orani seklinde hesaplanir. Gozlenen
heterozigotluk degerlerinin belirlenmesinde POPGENE (Yeh vd 1997) paket
programindan yararlanilmistir.

H Heterozigot birey sayis
D =

Toplam birey sayisi
3.2.3.2. Beklenen heterozigotluk (He)

Beklenen heterozigotluk (He) oranmin tahmininde, Nei’nin (1987) yansiz
(unbiased) heterozigotluk degeri, gen frekanslari kullanilarak tahmin edilmistir. Birden
fazla lokus olmasi halinde ise beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerlerinin
ortalamas: alinir. Beklenen heterozigotluk degerlerinin hesaplanmasinda POPGENE
(Yeh vd. 1997) paket programindan yararlanilmistir.

_ 2n(1-XX%)
- 2n—1

e

Formiilde;
n = Populasyondaki toplam birey sayisi
X, =1i. allelin frekans1
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TDSYMB’den aliman ve genotipler ile ilgili elde edilen veriler asagidaki
matematik modele uygun olarak degerlendirilmistir. Verilerin degerlendirilmesinde
asagidaki matematik modelin varligi kabul edilmistir;

Yijk = p + ai + by + ¢k + Pyasijui + €iji

Yijk: 305 giinliik siit verimi
u: ortalamast

ai: 1. isletme etkisi

bj: j. laktasyon sirasi etkisi
ck: K. genotipin (allelin) etkisi
B : regresyon katsayist

yasSijki: yasin etkisi

eijki: hata etkisi

Laktasyon sayisina gore veriler standardize edildikten sonra genotiplerle siit

verimi arasindaki iliskiler SAS (2009) istatistik paket programlari kullanilarak analiz
edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

(Calismada, Antalya ¢evresinde yetistirilen Tiirkiye Damizlik Sigir Yetistiricileri
Merkez Birligi (TDSYMB)’ne kayitlh 517 Siyah Alaca inegin kappa-kazein, p-
laktoglobulin, prolaktin ve DGAT1 gen lokuslar1 bakimindan genotipik yapilart PCR-
RFLP metodu ile tespit edilmistir. Genotipleri tespit edilen 517 Siyah Alaca inegin
kayitli verileri incelenerek bu hayvanlardan verilerine ulagilabilen 432 tanesinin, SAS
9.3 paket programinin MIXED prosediirii (SAS Institute, 2009) kullanilarak iliski
analizleri yapilmistir. Analiz sonucunda elde edilen isletmelere ait laktasyon
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Isletmelere ait laktasyon ortalamalar1 ve standart hatalar

isletmelere Ait Laktasyon Ortalamalari
7500

7000 I
% 6500 I
E I
,*; 6000 I =

5500 I

5000

Laktasyon 1 Laktasyon 2 Laktasyon 3

A 5249.44 + 185.66 5944.86 + 359.52 -
B = 6697.68 + 134.99 6588.03 = 350.07 6950
C 5220.82 + 159.86 5579.48 + 166.76 6269.45 + 234.75
C 6601.73 + 167.41 6800.42 + 345.49 714475+ 451.31
H 6747.68 + 147.38 7441.63 + 806.66 7319.63 + 513.65
M 6064.10 + 60.26 6542.83 + 100.83 5468.30 + 254.17

TDSYMB’den elde edilen siit verim kayitlarina bakildiginda, Cizelge 4.1°de de
gorliindligi gibi, A isletmesine ait hayvanlarin 3. laktasyon verileri bulunmamaktadir. B
isletmesine ait hayvanlarin sadece 1 tanesinde 3. laktasyon kaydi bulunmaktadir. A ve B
isletmelerinde yetistirilen bu hayvanlarin 2. laktasyondan sonra siirtiden ¢ikarildigi,
dolayisiyla herhangi bir verim kaydinin olmadig: bilinmektedir.

POPGENE paket programi kullanilarak tiim lokuslar {izerinden beklenen ve

gozlenen heterozigotluk degerleri hesaplanmistir (Cizelge 4.2). Nei (1987)’ye gore
gozlenen heterozigotluk (Ho), mevcut populasyonda kullanilan heterozigot genotiplerin
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sayisinin toplam genotip sayisina orani seklinde, beklenen heterozigotluk (He) ise, gen
frekanslar1 kullanilarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.2. Lokuslara ait heterozigotluk istatistikleri sonuglari

*

*

E X X
¥ 53 S §3%
Lokus N A.E g 2 i.:’ g é 2 é g I Nei™ Ortalama He

g BE EE i

T I T 2
Kappa-kazein 517 0.5280 0.4720 0.5018 0.4982 0.4977 0.4977
p-laktoglobulin 517 0.7292 0.2708 0.7147 0.2853 0.2850 0.2850
Prolaktin 517 0.7718 0.2282 0.7829 0.2171 0.2169 0.2169
DGAT1 517 0.5416 0.4584 0.5657 0.4343 0.4339 0.4407
Ortalama 517 0.6475 0.3525 0.6396 0.3604 0.3601 0.3601
Standart Sapma 0.1209 0.1209 0.1312 0.1312 0.1311 0.1311

* Levene (1949) yontemi kullanilarak hesaplanan beklenen homozigotluk ve heterozigotluk.
** Nei (1973) yontemi kullanilarak hesaplanan beklenen heterozigotluk.

4.1. Kappa-kazein Geni Hinfl Polimorfizmi

Mevcut hayvanlardan elde edilen DNA’lar kullanilarak, kappa-kazein geninin
Hinfl polimorfizmini belirlemek amaciyla, genin 4. ekzonunda 350 bg¢ uzunlugundaki
bolge, Cizelge 3.1°de verilen primerler kullanilarak PCR yardimiyla cogaltilmistir

(Sekil 4.1).

“‘——--------——---—-—

Sekil 4.1. Kappa-kazein gen bolgesinin PCR goriintiisii
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Kappa-kazein geninin ¢ogaltilan bu bdlgesinde, PCR-RFLP ydntemi
kullanilarak elde edilen Hinfl polimorfizmi sonucu 3 genotip (AA, AB ve BB) tespit
edilmistir. Beklenildigi gibi, AA genotipine sahip hayvanlar 134/132 bg¢ ve 84 bg
uzunluklarinda olmak {izere 2 bant, BB genotipine sahip olanlar 266 b¢ ve 84 bg
uzunluklarinda olmak tizere 2 bant, AB genotipine sahip olanlar ise 266 bg, 134/132 bg
ve 84 b¢ uzunluklarinda olmak tizere 3 bant profili seklinde gézlenmistir (Sekil 4.2).

Marker AA AB AA AB AA AB AA BB

266 b

134/132 be
84 be

Sekil 4.2. Kappa-kazein geni Hinfl polimorfizmi RFLP bant profil érnegi

Arastirmada kullanilan 517 hayvanin kappa-kazein genine ait Hinfl enzim kesim
noktasina gore tespit edilen gen ve genotip frekanslar1 bakimindan dagilimi ¥ testi ile
kontrol edilmistir (Cizelge 4.3). Incelenen populasyonun, kappa-kazein gen
bolgesindeki Hinfl polimorfizmi bakimindan genotip frekanslari dagiliminin Hardy-
Weinberg dengesinde oldugu gézlenmistir (P>0.05).

Cizelge 4.3. Siyah Alaca 1rkina ait kappa-kazein geninin gen ve genotip frekanslari

N kappa-kazein genotipi Gen frekanslari
(517) AA AB BB A B (2)*
Gozlenen 358 140 19 )
0.8279 0.1721 1.2875%
Beklenen (354.34) (147.34) (15.32)

Genotip frekanslar1  0.6925 0.2708 0.0367

*P>0.05 6d. Onemli degil
PCR-RFLP yontemi sonrasinda elde edilen genotipler dikkate alinarak, Nei’nin

(1987) gen sayma yontemi kullanilarak gen ve genotip frekanslar1 hesaplanmistir.
Cizelge 4.3’te goriildiigii gibi, 517 Siyah Alaca inegin 358 tanesinin AA, 140 tanesinin
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AB ve 19 tanesinin BB genotipine sahip oldugu tespit edilmistir. Mevcut populasyonda
kappa-kazein gen bolgesi bakimindan AA genotip frekansi 0.6925, AB genotip frekansi
0.2708 ve BB genotip frekansi ise 0.0367 olarak hesaplanmig, kappa-kazein geni A allel
frekans1 0.8279 ve B allel frekansi ise 0.1721 olarak bulunmustur.

Antalya yoresindeki Siyah Alaca sigir irkinda yapilan bu ¢aligmadaki kappa-
kazein geni Hinfl polimorfizmi incelendiginde, A allelinin olduk¢a yaygin oldugu
goriilmektedir. Elde edilen bu sonuglar 6zellikle Siyah Alaca ve melezleriyle yapilan
caligmalarla benzerlik gostermektedir (Strzalkowska vd 2002, Tsiaras vd 2005, Patel vd
2007, Ahmadi vd 2008, Molee vd 2011, Ren vd 2011, Echeverri vd 2013, Mohammadi
vd 2013, Dokso vd 2014). Bartonova vd (2012) tarafindan Simental sigir irki ile yapilan
bir ¢alismada ise, A (0.5520) ve B (0.4180) allel frekanslar1 birbirine yakin degerlerde
tespit edilmistir.

Simental, Angus, Nelore ve Gyrholando gibi sigir irklarinda kappa-kazein Hinfl
polimorfizmi incelendiginde, benzer sekilde A allelinin oldukca yiiksek bulundugu
gozlenmistir (Biase vd 2005, Rohallah vd 2007, Azevedo vd 2008, Dokso vd 2014).
Bununla birlikte, Jersey sigir irkinda yapilan bir calismada Ren vd (2011) B allel
frekansini (0.8800) A alleline (0.1100) kiyasla oldukga yiiksek frekansta bulurken, Patel
vd (2007) tarafindan yapilan baska bir ¢alismada A (0.5200) ve B (0.4800) allel
frekanslar1 birbirine yakin degerlerde tespit edilmistir.

Tiirkiye Damizlik Sigir Yetistiricileri Merkez Birligi (TDSYMB)’ne kayitl,
verilerine ulasilabilen 432 tanesinin iliski analizleri, SAS 9.3 paket programinin
MIXED prosediirii (SAS Institute, 2009) kullanilarak yapilmistir. Cizelge 4.4‘te kappa-
kazeinin Hinfl polimorfizmi ile elde edilen her bir genotipin laktasyon verim ortalamasi
verilmistir.

Cizelge 4.4. Kappa-kazeinin Hinfl polimorfizmi ile elde edilen genotiplerin laktasyon
verim ortalamasi

Genotipler N Laktasyon ortalamasi Standart hata
AA 303 6295.89 52.56
AB 113 6238.64 103.84
BB 16 6111.36 180.82

Analiz sonrasinda, kappa-kazein geninin Hinfl polimorfizmi sonucu tespit edilen
genotip farkliliklarinin siit verimine bir etkisinin olmadigi belirlenmistir (P>0.05)
(Cizelge 4.5.). Ancak, Cizelge 4.5 incelendiginde isletmeler ve laktasyonlar arasi
farkliligin 6nemli oldugu goriilmiistiir (P<0.05). Ayrica laktasyon X isletme ve yas X
laktasyon interaksiyonlarinin da 6nemli oldugu tespit edilmistir (P<0.05).
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Cizelge 4.5. Kappa-kazein geninin siit verimine iligkin analiz sonuglari

Sabit Etkiler Serbestlik F Degeri Pr>F
Derecesi

Yas 1 1.69 0.1939
Laktasyon 2 5.40 0.0047*
Isletme 5 13.56 <.0001*
Genotip kappa-kazein 2 0.42 0.6539
Laktasyon x Isletme 9 3.29 0.0006*
Yas x Laktasyon 2 3.95 0.0196*
Laktasyon x Genotip kappa-kazein 4 0.09 0.9862

* P<0.05 6nemli

Sigirlarda  farkli iwrklarda siit protein varyantlarmin belirlenmesi, peynir
yapiminda olumsuz etkilere sahip olan mutasyonlarin artistan ka¢inmayi amaglayan
onemli bir uygulamadir. Bu bakimdan, kappa-kazein genine ait genotiplerin tespiti siit
sigirt  yetistiriciliginde biiyiik onem tasimaktadir. Kappa-kazein B alleline sahip
ineklerin siitiiniin sicaga direncinin daha yiiksek olmasi, koagiilasyon siiresinin daha
kisa olmas1 ve farkli biiyiikliikteki misellere sahip olmasi nedeniyle peynir yapiminda
tercih edildigi daha once yapilan g¢alismalarda bildirilmektedir (Azevedo vd 2008,
Molee vd 2011). Dolayisiyla dolayli seleksiyonda genetik marker olarak kullanimi
birgok arastirmanin konusu olarak siit verim Ozellikleri ile kappa-kazein gen
polimorfizmi arasindaki iliski incelenmistir (Biase vd 2005, Matejicek vd 2007, Ahmadi
vd 2008, Alipanah vd 2008, Molee vd 2011, Ren vd 2011, Bartonova vd 2012,
Mohammadi vd 2013, Hristov vd 2014).

Kappa-kazein genotiplerinin siit verimine etkisinin 6nemli oldugu ¢aligsmalarin
yani sira (Tsiaras vd 2005, Ahmadi vd 2008, Bartonova vd 2012, Mohammadi vd
2013), baz1 arastirmacilar bu genotipik varyasyonun siit verimini etkilemedigi sonucuna
ulasmiglardir (Molee vd 2011, Dokso vd 2014). Yapilan arastirmalar sonucunda, AA
genotipine sahip ineklerin daha yiiksek siit verimine sahip olduklar1 (Ahmadi vd 2008,
Mohammadi vd 2013) ancak protein verimi ve protein yiizdesi ile negatif yonde bir
iligkiye sahip olduklari tespit edilmistir (Tsiaras vd 2005, Ahmadi vd 2008). Diger
taraftan Hristov vd (2014), BB genotipine sahip ineklerin AB genotipine sahip ineklere
kiyasla % 15 daha fazla siit verimine sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Kappa-kazein geni B varyantinin, peynir iiretiminde énemli olan siit proteini ve
yag icerigindeki artig ile de iliskili oldugu bildirilmektedir (Tsiaras vd 2005,
Mohammadi vd 2013). Molee vd (2011), Siyah Alaca melezlerinde yaptiklar1 calismada
kappa-kazein geni genotiplerinin yag ylizdesi, protein yiizdesi ve kurumadde {izerine
pozitif yonde bir etkisinin oldugunu bildirmislerdir. Ancak Bartonova vd (2012), kappa-
kazein geninin Hinfl polimorfizmi sonucu belirlenen genotipler ile yag ve protein
verimi arasinda bir iligkinin olmadigini ileri stirmuslerdir.
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Kappa-kazein geni, siit¢li ve et¢i si@irlarda MAS i¢in gii¢lii bir aday gen olarak
goriilmektedir. Kappa-kazein A alleli yiiksek siit verimi ve diisiik protein igerigi ile
iligkili bulunurken, B alleli ise yliksek protein icerigi ve siit kalitesi, diger yandan diisiik
stit verimi ile iliskili bulunmustur (Strzalkowska vd 2002, Tsiaras vd 2005, Ahmadi vd
2008, Mohammadi vd 2013).

Bu ¢alismada, POPGENE paket programi kullanarak, kappa-kazein geninin
Hinfl polimorfizmi igin gbzlenen heterozigotluk degeri (Ho) 0.7147 ve beklenen
heterozigotluk degeri (He) ise 0.2853 olarak hesaplanmistir. Ho ve He degerleri, daha
once yapilan bazi calismalara yakin degerlerde bulunurken (Ahmadi vd 2008,
Mohammadi vd 2013), Batista vd (2015) tarafindan hesaplanan degerlerden ise daha
diisiik oldugu goriilmektedir.

4.2. p-laktoglobulin Geni Haelll Polimorfizmi
B-laktoglobulin geninin Haelll polimorfizmini belirlemek amaciyla, mevcut

hayvanlarin DNA’larindan elde edilen genin 4. ekzonunda 247 b¢ uzunlugundaki bolge,
Cizelge 3.1°de verilen primerler kullanilarak PCR yardimiyla ¢ogaltilmistir (Sekil 4.3).

247 b

Sekil 4.3. B-laktoglobulin gen bolgesinin PCR goriintiisii

B-laktoglobulin geninin ¢ogaltilan bu 247 be¢’lik bolgesinde, PCR-RFLP yontemi
kullanilarak AA, AB ve BB olmak iizere 3 genotip tespit edilmistir. Beklenildigi gibi,
AA genotipine sahip hayvanlar 148 b¢ ve 99 bg uzunluklarinda olmak {izere 2 bant, BB
genotipine sahip olanlar 99 b¢ ve 74 bg¢ uzunluklarinda olmak iizere 2 bant, AB
genotipine sahip olanlar ise 148 bg, 99 bg¢ ve 74 b¢ uzunluklarinda olmak iizere 3 bant
profili seklinde gozlenmistir (Sekil 4.4).
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Marker AA AA AA AB AB AB BB BB BB PCR

Ll 247 bg

148 be

99 be
74 bg

Sekil 4.4. B-laktoglobulin geni Haelll polimorfizmi RFLP bant profili 6rnegi

Aragtirmada kullanilan 517 hayvanin B-laktoglobulin genine ait Haelll enzim
kesim noktast ile tespit edilen gen ve genotip frekanslari bakimindan dagilimi 2 testi ile
kontrol edilmistir (Cizelge 4.6). Incelenen populasyonda, P-laktoglobulin gen
bolgesinde Haelll polimorfizmi bakimindan Hardy-Weinberg dengesinde olan bu
populasyonda, gozlenen ve beklenen genotip frekanslar arasindaki farkliligin istatistiki
olarak dnemli olmadig1 belirlenmistir (P>0.05).

Cizelge 4.6. Siyah Alaca 1rkina ait B-laktoglobulin geninin gen ve genotip frekanslari

N B-laktoglobulin genotipi Gen frekanslari
(517) AA AB BB A B OR)*
Gozlenen 119 244 154 )
0.4662  0.5338 1.3857%
Beklenen (112.35) (257.32) (147.33)

Genotip frekanslart  0.2302 0.4720 0.2978

* P>0.05 6d. Onemli degil

Cizelge 4.6’da goriildiigii gibi, 517 Siyah Alaca inegin 94 tanesinin AA, 270
tanesinin AB ve 153 tanesinin BB genotipine sahip oldugu gozlenmistir. -laktoglobulin
gen bolgesi bakimindan AA genotip frekansi 0.2302, AB genotip frekans1 0.4720 ve BB
genotip frekansi ise 0.2978 olarak hesaplanmistir. Ayrica, B-laktoglobulin geni A allel
frekans1 0.4462 ve B allel frekansi ise 0.5338 olarak belirlenmistir.

Mevcut Siyah Alaca sigir populasyonunda p-laktoglobulin geni Haelll
polimorfizmi incelendiginde, B alleli nispeten yliksek olmakla birlikte, A ve B
allellerine sahip hayvanlarin populasyonda, hemen hemen ayni oranlarda dagilim
gosterdigi goriilmektedir. Elde edilen bu sonuglar, 6zellikle Siyah Alaca ve melezleriyle
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yapilan bir¢ok ¢alisma ile benzerlik gostermektedir (Ahmadi vd 2008, Heidari vd 2009,
llie vd 2010, Oner vd 2011, Ding¢ vd 2013, Mohammadi vd 2013). Bununla birlikte,
Siyah Alaca sigirlarda yapilan diger bazi ¢alismalarda, B-laktoglobulin B allelinin A
alleline kiyasla olduke¢a yiiksek bulundugu sonuglara rastlanmigtir (Patel vd 2007, Ren
vd 2011).

Angus, Sahiwal, Najdi, Esmer, Creole, Jersey vb. gibi bir¢ok sigir irkinda B-
laktoglobulin geni Haelll polimorfizmi bakimindan B allelinin olduk¢a yiiksek
frekanslarda bulundugu bildirilmistir (Rachagani vd 2006, Patel vd 2007, Karimi vd
2009, Rojas vd 2010, Ren vd 2011). Canchim ve Simental sigir rklarinda yapilan
calismalarda ise mevcut c¢alismaya benzer sekilde, B-laktoglobulin A ve B allelleri
birbirine yakin frekanslarda bulunmustur (Rincon vd 2006, Ilie vd 2010, Demirci ve
Akyiiz 2014).

Tiirkiye’de yetistirilen sigir  wrklarinda  B-laktoglobulin  allel frekanslart
bakimindan birbirinden farkli sonuglara rastlanmistir. Oner vd (2011), Bursa ¢evresinde
yetistirilen Esmer k1 sigirlarda p-laktoglobulin geninin B allelini (0.657) A alleline
kiyasla daha yiiksek frekansta bulmuglardir. Esmer irki sigirlarda yapilan diger bir
calismada ise A (0.4800) ve B (0.5200) allelleri mevcut calismaya benzer olarak
birbirine yakin degerlerde bulunurken, Simental irk1 sigirlarda B-laktoglobulin A allel
frekansimin (0.7600) B allel frekansindan yiiksek oldugu tespit edilmistir (Demirci ve
Akytiz 2014). Dogu Anadolu Kirmizist (0.7805), Yerli Kara (0.6071), Giiney Anadolu
Kirmizis1 (0.8125) ve Giineydogu Anadolu Kirmizisi (0.80) ki sigirlarda f-
laktoglobulin B allelinin A alleline kiyasla daha yiiksek frekanslara sahip oldugunu,
Boz ki sigirlarda ise A ve B allel frekanslarinin birbirine yakin degerlerde oldugu
tespit edilmistir (Ding vd 2013, Demirci ve Akyiiz 2014).

Tiirkiye Damizlik Sigir Yetistiricileri Merkez Birligi (TDSYMB)’ne kayith
ineklerin, SAS 9.3 paket programi kullanilarak yapilana analizler sonrasinda, B-
laktoglobulin Haelll polimorfizmi ile elde edilen genotiplere ait laktasyon verim
ortalamalar1 hesaplanmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. B-laktoglobulin Haelll polimorfizmi ile elde edilen genotiplerin laktasyon
verim ortalamasi

Genotipler N Laktasyon ortalamasi Standart hata
AA 106 6222.95 91.16
AB 202 6322.87 66.21
BB 124 6241.77 90.25

Yapilan analiz sonrasinda, B-laktoglobulin geninin Haelll polimorfizmi sonucu
tespit edilen genotip farkliliklarinin siit verimine herhangi bir etkisinin olmadigi
(P>0.05) (Cizelge 4.8), diger yandan isletmeler ve laktasyonlar arasi farklilik ile
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laktasyon X isletme ve yas X laktasyon interaksiyonlarinin énemli oldugu bulunmustur
(P<0.05).

Cizelge 4.8. B-laktoglobulin geninin siit verimine iligkin analiz sonuglari

Sabit Etkiler Serbestlik  F Degeri Pr>F
Derecesi

Yas 1 1.77 0.1837
Laktasyon 2 5.19 0.0058*
Isletme 5 14.05 <.0001*
Genotip p-laktoglobulin 2 0.63 0.5341
Laktasyon x Isletme 9 3.11 0.0011*
Yas x Laktasyon 2 3.90 0.0207*
Laktasyon x Genotip p-laktoglobulin 4 0.72 0.5803

*P<0.05 6nemli

B-laktoglobulin genine ait genotip farkliliklarinin siit kalite ve kompozisyonuna
etkisi olabilecegi ve bu nedenle B-Lg geninin siit sigir1 yetistiriciliginde marker olarak
kullanilabilecegi birgok ¢alismada belirtilmistir (Tsiaras vd 2005, Matejicek vd 2007,
Ahmadi vd 2008, Heideri vd 2009, Karimi vd 2009, Ilie vd 2010, Mohammadi vd 2013,
Singh vd 2015).

Siyah Alaca sigir irkinda yapilan bir ¢alismada, B-laktoglobulin AB genotipinin
slit verimine etkisinin 6nemli bulundugu bildirilmistir (Heideri vd 2009). Yapilan diger
bir calismada, B-laktoglobulin AB genotipine ek olarak, B-laktoglobulin AA genotipinin
de siit verimine etkisinin oldugu, ancak bu etkinin istatistiki olarak onemli olmadig:
bildirilmistir (Karimi vd 2009). Ahmadi vd (2008) ve Mohammadi vd (2013) tarafindan
yapilan caligmalarda, B-laktoglobulin geninin Haelll polimorfizmi ile elde edilen
genotiplerin siit verimine higbir etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Ek olarak, -
laktoglobulin genine ait genotip farkliliklarinin yag icerigine de etkisinin Onemli
olmadig bildirilmistir (Ahmadi vd 2008, Mohammadi vd 2013).

Siyah Alaca sigir irkinda, B-laktoglobulin geninin BB genotipine sahip
hayvanlarin siitiindeki protein iceriginin, diger genotiplere sahip hayvanlarin siitiinden
daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Ahmadi vd 2008, Mohammadi vd 2013). Bununla
birlikte, Karimi vd (2009), B-laktoglobulin genine ait genotipler arasinda siit protein
iceri bakimindan ortaya ¢ikan farkliligin istatistiki agidan Onemli olmadigini
bildirmiglerdir.

Calismada, POPGENE paket programi kullanilarak, B-laktoglobulin geninin

Haelll polimorfizmi i¢in gozlenen heterozigotluk degeri (Ho) 0.5018 ve beklenen
heterozigotluk degeri (He) ise 0.4982 olarak hesaplanmistir. Ho ve He degerleri daha
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once yapilan calismalar ile benzerlik gostermektedir (Ahmadi vd 2008, Mohammadi vd
2013).

4.3. Prolaktin Geni Rsal Polimorfizmi
Mevcut hayvanlardan elde edilen DNA’lar kullanilarak, prolaktin geninin Rsal

polimorfizmini belirlemek amaciyla, genin 3. ekzonunda 156 b¢ uzunlugundaki bolge,
Cizelge 3.1°de verilen primerler kullanilarak PCR yardimiyla ¢ogaltilmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Prolaktin gen bdlgesinin PCR goriintiisii

Prolaktin geninin ¢ogaltilan bu bolgesinde, PCR-RFLP yontemi kullanilarak elde
edilen Rsal polimorfizmi sonucu 3 genotip (AA, AB ve BB) tespit edilmistir.
Beklenildigi gibi, AA genotipine sahip hayvanlar 156 b¢ uzunlugunda tek bant, BB
genotipine sahip olanlar 82 b¢ ve 74 bg¢ uzunluklarinda 2 bant, AB genotipine sahip
olanlar ise 156 bg, 82 b¢ ve 74 b¢ uzunluklarinda 3 bant profili seklinde gézlenmistir
(Sekil 4.6).

Marker AA AA BB AB PCR Grdind

156 bg
82174 bg

Sekil 4.6. Prolaktin geni Rsal polimorfizmi RFLP bant profil 6rnegi

Arastirmada kullanilan 517 hayvanin, prolaktin genine ait Rsal enzim kesim
noktas1 ile tespit edilen gen ve genotip frekanslar1 bakimindan dagilimi y? testi ile
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kontrol edilmistir (Cizelge 4.9). Prolaktin gen bélgesinin Rsal polimorfizmi bakimidan
Hardy-Weinberg dengesinde olan bu populasyonda, beklenen ve goézlenen genotip
frekanslar arasindaki farkliligin istatistiki olarak ©Onemli olmadig1 belirlenmistir
(P>0.05).

Cizelge 4.9. Siyah Alaca 1rkina ait prolaktin geninin gen ve genotip frekanslari

N Prolaktin genotipi Gen frekanslari
(517) AA AB BB A B ()
Gozlenen 394 118 i
0.8762 0.1238 1.4022%
Beklenen (396.92) (112.16) (7.92)

Genotip frekanslar1  0.7621 0.2282  0.0097

* P>0.05 6d. Onemli degil

Cizelge 4.9°da gorildiigii gibi, 517 Siyah Alaca inegin 394 tanesinin AA, 118
tanesinin AB ve 5 tanesinin BB genotipine sahip oldugu tespit edilmistir. Mevcut
populasyonda prolaktin gen bdlgesi bakimindan AA genotip frekanst 0.7621, AB
genotip frekans1 0.2282 ve BB genotip frekansi ise 0.0097 olarak hesaplanmis, prolaktin
geni A allel frekans1 0.8762 ve B allel frekansi ise 0.1238 olarak hesaplanmaigtir.

Calismada, Antalya yoresinde yetistirilen Siyah Alaca sigir irkinda prolaktin
geni Rsal polimorfizmi incelendiginde, A allelinin olduk¢a yaygin oldugu
goriilmektedir. Elde edilen bu sonuglar 6zellikle Siyah Alaca ve melezleriyle yapilan
caligmalarla benzerlik gostermektedir (Dybus vd 2005, Khatami vd 2005, Alipanah vd
2008, Akyiiz vd 2012, Mahajan vd 2012, Khaizaran ve Al-Razem 2014, Singh vd
2015).

Prolaktin geni Rsal polimorfizminin incelendigi, farkli birgok sigir ki ile
yapilan caligmalarin ¢ogunda, benzer sekilde A allelinin B alleline kiyasla oldukca
yiiksek frekanslara sahip oldugu goriilmiistiir (Kepenek 2007, Ghasemi vd 2009, Kaplan
ve Boztepe 2010, Carsai vd 2011, Sodhi vd 2011, Akyiliz vd 2012, Alfanso vd 2012,
Lazebnaya vd 2013, Akyiiz ve Ciar 2014, Unal vd 2015). Bununla birlikte, Dybus vd
(2005) tarafindan Jersey irki sigirlarda yapilan bir calismada, B allel frekans1 (0.6919) A
allel frekansina (0.3081) kiyasla daha yiiksek bir degerde bulunmustur. Tirkiye’de
yetistirilen Yerli Kara irkinda yapilan arastirmalar sonucunda ise prolaktin geni A ve B
allel frekanslar1 birbirine yakin degerlerde bulunmustur (Kepenek 2007, Akyliz vd
2012, Unal vd 2015).

Verilere ulasilabilen 432 inegin, prolaktin geninin Rsal polimorfizmi ile elde

edilen genotiplere ait laktasyon verim ortalamalar1 ve standart hatalar1 hesaplanmistir
(Cizelge 4.10).
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Cizelge 4.10. Prolaktin geninin Rsal polimorfizmi ile elde edilen genotiplerin laktasyon
verim ortalamasi

Genotipler N Laktasyon ortalamasi Standart hata
AA 333 6260.82 50.35
AB 96 6282.33 107.32
BB 3 8311.00 1270.71

SAS programi analizleri sonrasinda, prolaktin geninin Rsal polimorfizmi sonucu
tespit edilen genotip farkliliklarinin siit verimine etkisinin onemli oldugu tespit
edilmistir (P<0.05) (Cizelge 4.11). Ayrica, isletme, genotip ve laktasyonlar arasi
farkliliklarla birlikte, laktasyon X isletme ve yas X laktasyon interaksiyonlarinin 6nemli
oldugu belirlenmistir (P<0.05).

Cizelge 4.11. Prolaktin geninin siit verimine iliskin analiz sonuglari

Sabit Etkiler Serbestlik F Degeri Pr>F
Derecesi

Yas 1 1.33 0.2484
Laktasyon 2 6.80 0.0012*
isletme 5 11.95 <.0001*
Genotip prolaktin 2 3.49 0.0311*
Laktasyon x isletme 9 2.93 0.0020*
Yas x laktasyon 2 3.27 0.0387*
Laktasyon x Genotip prolaktin 3 1.37 0.2496

* P<0.05 6nemli

Siit iretiminde 6nemli bir diizenleyici fonksiyona sahip olan prolaktin geni, QTL
i¢gin 6nemli bir aday gendir. Dolayisiyla birgok arastirmada prolaktin polimorfizmi ile
stit verim Ozellikleri arasindaki iliskiler ele alinarak degerlendirilmistir (Dybus vd 2005,
Khatami vd 2005, Alipanah vd 2008, Ghasemi vd 2009, Alfonso vd 2012, Mahajan vd
2012, Singh vd 2015). Mevcut arastirmada, prolaktin geninin siit verimi tizerindeki
etkisinin istatistiki olarak dénemli diizeyde oldugu belirlenmistir (P<0.05). Ozellikle B
alleline sahip hayvanlarin siit veriminin daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Cizelge
4.10). Ancak, BB genotipine sahip olan hayvanlarin olduk¢a az sayida oldugu goézden
kacirilmamalidir. Baz1 ¢aligmalarda, benzer sekilde BB genotipinin siit verimi lizerinde
onemli etkisinin oldugu veyahut pozitif yonde etkileyebilecek bir egilimi oldugu
saptanmistir (Alipanah vd 2008, Singh vd 2015). Diger yandan, Khatami vd (2005),
prolaktin geninin Rsal polimorfizmi ile olusan BB genotipinin siit verimi ile negatif
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yonde bir iligkisi oldugunu, ancak bu iligkinin istatistiki agidan 6nemli olmadigini
bildirmislerdir.

Yapilan bazi arastirmalarda, AA genotipine sahip ineklerin siit verimine
etkisinin, diger genotiplere kiyasla daha yiiksek oldugu ifade edilirken (Kepenek 2007,
Ghasemi vd 2009, Alfonso vd 2012, Singh vd 2015), AB genotipine sahip Siyah Alaca
irk1 ineklerin siit veriminin diger genotiplere sahip olan ineklerin siit veriminden daha
yiiksek oldugunu bildirilmistir (Khatami vd 2005, Grisart vd 2004, Khaizaran ve Al-
Razem 2014). Bununla birlikte, prolaktin geninin Rsal polimorfizminin siit verimi
iizerine istatistiki olarak herhangi bir etkinin olmadigin1 bildiren caligmalar da
mevcuttur (Dybus vd 2005, Khatami vd 2005, Mahajan vd 2012).

Prolaktin geninin Rsal polimorfizminin siitteki yag icerigine etkisinin &nemli
oldugu bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Dybus vd 2005, Kepenek 2007, Khaizaran ve Al-
Razem 2014). Dybus vd (2005), prolaktin geninin siitteki yag verimine ve yag
yiizdesine etkisinin, AA genotipine sahip olan hayvanlarda AB ve BB genotipine sahip
hayvanlardan daha diisiik oldugunu ve bu farkin istatistiki olarak 6nemli oldugunu tespit
etmiglerdir. Alipanah vd (2008), BB genotipine sahip hayvanlarin siitiiniin yag
veriminin digerlerine kiyasla daha yiiksek oldugunu (BB> AA> AB), AB genotipine
sahip olan hayvanlarin siitiiniin ise yag i¢erigi bakimindan daha yiiksek oldugunu, ancak
bu sonuglarin istatistiki olarak 6nemli olmadigin1 bulmuslardir. Bununla birlikte bazi
caligmalarda ise AA genotipine sahip hayvanlarin siitliniin yag igeriginin daha yiiksek
oldugu bildirilmistir (Khatami vd 2005, Khaizaran ve Al-Razem 2014).

Dybus vd (2005), prolaktin geni Rsal polimorfizminin siitiin protein igerigine
etkisinin 6nemli oldugunu savunurken, diger taraftan Alipanah vd (2008), bu genotipik
farkliliklarin etkisinin istatistiki olarak dnemli olmadig1 sonucuna varmiglardir. Singh
vd (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, prolaktin geninin somatik hiicre sayisi ile bir
iliski oldugunu bildirmislerdir. AA ve AB genotipine sahip ineklerin siitiiniin somatik
hiicre sayisinin, BB genotipine sahip olanlardan daha diisiik oldugunu, bu sonuca bagl
olarak BB genotipine sahip ineklerin mastitise kars1 direncinin daha yiiksek olacagini
bildirmislerdir (Singh vd 2015).

POPGENE paket programi kullanarak, prolaktin geninin Rsal polimorfizmi igin
gbzlenen heterozigotluk (Ho) 0.7829 ve beklenen heterozigotluk (He) ise 0.2171 olarak
hesaplanmistir. Ho degeri daha once yapilan ¢aligmalara kiyasla daha yiiksek iken, He
degerleri ise daha diisiik bulunmustur (Kepenek 2007, Akyiiz vd 2012, Alfonso vd
2012, Akyiiz ve Cinar 2014, Khaizaran ve Al-Razem 2014, Unal vd 2015).

4.4. DGATL1 Geni Cfrl Polimorfizmi
Mevcut hayvanlardan elde edilen DNA’lar kullanilarak, DGAT1 geninin Cfrl

polimorfizmini belirlemek amaciyla, genin 8. ekzonunda 413 bg¢ uzunlugundaki bolge,
Cizelge 3.1°de verilen primerler kullanilarak PCR yardimiyla ¢ogaltilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. DGAT]1 gen bolgesinin PCR goriintiisii

DGAT]1 geninin ¢ogaltilan bu bolgesinin, Cfrl restriksiyon enzimi ile muamelesi
sonucu 3 genotip (KK, KA ve AA) belirlenebilmistir. Beklenildigi gibi, KK genotipine
sahip hayvanlar 413 b¢ uzunlugunda olmak {iizere tek bant ve KA genotipine sahip
olanlar ise 413 bg¢ ve 205/208 bg¢ uzunluklarinda olmak {izere 2 bant profili seklinde
gozlenmistir. DGAT1 geninin AA genotipine sahip hayvanlarin Cfrl restriksiyon enzimi
ile muamelesi sonucunda sadece 205/208 bg¢ uzunluklarindaki bolgelerde bant profili
goriilmektedir. Bu c¢alismada, elde edilen DGAT1 genine ait PCR iiriinlerinin Cfrl
enzimi ile tam bir kesimi miimkiin olmamistir. Bu durum, kullanilan Cfrl enziminin
(Fermentas- Kat. No: ER0161), CpG metilasyonuna duyarli olmasina baglanmustir.
PCR iriniinde CpG metillenmesi sonucu, Cfrl enzimi kesim bolgesini
tantyamamaktadir. Dolayisiyla mevcut PCR iiriinlinlin tamamen kesilmesi miimkiin
olmamaktadir. 205/208 b¢ uzunluklarinda bant profil yogunlugun ¢ok fazla oldugu ve
413 b¢ uzunlugundaki bant profilinin ise yogunlugunun ¢ok daha az oldugu ornekler
AA genotipi olarak tanimlanmistir (Sekil 4.8).

Marker AA AA  AA AA KA AA KA AA  AA  AA KK

411 be

205/208 be

Sekil 4.8. DGAT1 geni CfrI polimorfizmi RFLP bant profil 6rnegi
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Incelenen 517 hayvanin DGAT]1 genine ait Cfrl enzim kesim noktast ile tespit
edilen gozlenen ve beklenen genotip frekanslart bakimmdan dagilimi 2 testi ile kontrol
edilmistir (Cizelge 4.12). DGAT]1 gen bolgesinin Cfrl polimorfizmi bakimindan Hardy-
Weinberg dengesinde olan bu populasyonda, beklenen ve gozlenen genotip frekanslar
arasindaki farkliligin istatistiki olarak 6nemli olmadig1 belirlenmistir (P>0.05).

Cizelge 4.12. Siyah Alaca irkina ait DGAT1 geninin gen ve genotip frekanslari

N Prolaktin genotipi Gen frekanslari
(517) KK KA AA K A OR)*
Gozlenen 220 226 71 i
0.6441 0.3559 1.1174%
Beklenen (214.49) (237.02) (65.49)

Genotip frekanslar1  0.4255 0.4371 0.1374

*P>0.05 6d. Onemli degil

Cizelge 4.12°de goriildiigii gibi, 517 Siyah Alaca inegin 220 tanesinin KK, 226
tanesinin KA ve 71 tanesinin AA genotipine sahip oldugu tespit edilmistir. Mevcut
populasyonda DGATI1 gen bolgesi bakimindan KK genotip frekansi 0.4255, KA
genotip frekansi 0.4371 ve AA genotip frekansi ise 0.1374 olarak hesaplanmigstir.
DGATTI geni K allel frekans1 0.6441 ve A allel frekansi ise 0.3559 olarak belirlenmistir.

(Calismada ele alinan Siyah Alaca sigir wrkinda DGATI1 polimorfizmi
incelendiginde, lisin varyantinin (K alleli) alanin varyantina (A alleli) kiyasla oldukga
yaygin oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar Siyah Alaca irki iizerinde yapilan bazi
caligmalarla benzerlik gostermektedir (Spelman vd 2002, Nowacka-Woszuk vd 2008,
Mashhadi vd 2012). Diger taraftan, 6zellikle Siyah Alaca sigir irkinda A allelinin, K
alleline kiyasla oldukca yiiksek bulundugu birgok calisma mevcuttur (Winter vd 2002,
Hori-Oshima ve Barreras-Serrano 2003, Cerit vd 2014, Scotti vd 2010, Bal ve Akyiiz
2014, Pirzad vd 2014). Daha 6nceden yapilan bir¢ok ¢calismada ise, A alleli daha yiiksek
frekansa sahip olmakla birlikte, Siyah Alaca sigir irkinda K ve A allel frekanslarinin
birbirlerine yakin degerlerde bulundugu bildirilmistir (Thaller vd 2003, Kaupe vd 2004,
Pareek vd 2005, Barbosa da Silva vd 2010). DGAT1 polimorfizmi bir¢ok yerli ve kiiltiir
sigir irkinda incelendiginde, K allelinin daha yiiksek frekansta bulundugu ¢aligmalarin
yani sira (Spelman vd 2002, Kaupe vd 2004, Lacorte vd 2006, Unal vd 2015), A
allelinin daha yiiksek frekansa sahip olarak bulundugu arastirmalar da mevcuttur
(Spelman vd 2002, Kaupe vd 2004, Lacorte vd 2006, Rincon vd 2006, Bal ve Akyiiz vd
2014).

DGAT]I1 gen bolgesindeki polimorfizmin arastirilmasinin yani sira, bu bolgede
olusan polimorfizmin siit verim o&zelliklerine etkisinin incelenmesi de 6nem
kazanmistir. Cizelge 4.13°te verilerine ulasilabilen 432 inegin, DGAT1 geninin Cfrl
polimorfizmi ile elde edilen genotiplere ait laktasyon verim ortalamalari ve standart
hatalar1 verilmistir.
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Cizelge 4.13. DGATL1 geninin Cfrl polimorfizmi ile elde edilen genotiplerin laktasyon
verim ortalamasi

Genotipler N Laktasyon ortalamasi Standart hata
KK 188 6317.83 73.54
KA 203 6218.45 62.74
AA 41 6376.10 169.90

Mevcut populasyonda, DGAT1 geninin Cfrl polimorfiminin siit verim
ozelliklerine etkisi SAS programinin Mixed prosediiriine gore analiz edilmis ancak
istatistiki olarak 6nemli herhangi bir etki tespit edilmemistir (P<0.05) (Cizelge 4.14).
Bununla birlikte, isletmeler ve laktasyonlar aras1 farklili§in yani sira laktasyon X isletme
ve yas X laktasyon interaksiyonlarinin 6énemli oldugu belirlenmistir (P<0.05).

Cizelge 4.14. DGAT]1 geninin siit verimine iligkin analiz sonuclari

Sabit Etkiler Serbestlik F Degeri Pr>F
Derecesi

Yas 1 1.65 0.1999
Laktasyon 2 4.81 0.0084*
Isletme 5 13.08 <.0001*
Genotip DGAT1 2 0.09 0.9139
Laktasyon x isletme 9 3.33 0.0005*
Yas x Laktasyon 2 3.37 0.0349*
Laktasyon x Genotip DGAT1 3 0.77 0.5436

* P<0.05 6nemli

DGAT1 geninin Cfrl polimorfizminin siit verim 6zellikleri iizerine etkisinin
arastirildigr bircok c¢alismada, lisin kodlayan K alleline sahip hayvanlarin siitiinde
ozellikle yag veriminin yiiksek oldugu, ancak protein ve siit veriminin diisiik oldugu
sonucuna varilmistir (Spelman vd 2002, Thaller vd 2003, Hori-Oshima ve Barreras-
Serrano 2003, Komisarek vd 2004, Pareek vd 2005, Nowacka-Woszuk vd 2008,
Barbosa da Silva vd 2010, Cerit vd 2014, Pirzad vd 2014). Yapilan bu arastirmalarda, K
allelinin siit verim Ozellikleri tizerindeki etkileri istatistiki olarak 6nemli bulunurken,
Nowacka-Woscuk vd (2008), K allelinin yag verimi tizerinde ve Spelman vd (2002) ise
protein verimi tizerindeki etkisinin istatistiki olarak 6nemli olmadigini bildirmislerdir.
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A allelinin siit ve protein veriminde énemli bir etkiye sahip oldugu, buna karsin
yag igeriginin ise diisiik oldugu bildirilmistir (Winter vd 2002, Thaller vd 2003, Grisart
vd 2004, Kaupe vd 2004, Nowacka-Woszuk vd 2008, Cerit vd 2014, Pirzad vd 2014).
Ayrica, Cerit vd (2014) A allelinin, K allelinin siit verimliligine etkisini azalttigin1 ya da
engelledigini bildirmislerdir.

Winter vd (2002), haplotip analizleri sonrasinda yiiksek siit yagi icerigini
kodlayan lisin allelinin (K alleli) atasal oldugunu bildirmislerdir. DGAT1 gen
bolgesinin siit yagi i¢in QTL olabilecegine dair bir kanit bulamamislar, ancak K
allelinin yiiksek siit yagi igerigi ile iligkili oldugunu sdyleyen diger calismalara teoride
katildiklarini bildirmislerdir.

DGAT1 geninin Cfrl polimorfizmi igin, gbzlenen heterozigotluk (Ho) ve
beklenen heterozigotluk (He) degerleri POPGENE paket programi kullanilarak
hesaplanmistir. Mevcut calismada Ho degeri (0.5416) daha once yapilan bazi
caligmalara kiyasla daha yiiksek bulunurken, He degeri (0.4412) ise yakin degerlerde
bulunmustur (Cerit ve Diimen 2015, Unal vd 2015).
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5. SONUC

Arastirmada, Antalya cevresinde yetistirilen Tiirkiye Damizlik Sigir
Yetistiricileri Merkez Birligi (TDSYMB)’ne kayitli 517 Siyah Alaca inegin kappa-
kazein, B-laktoglobulin, prolaktin ve DGATI1 gen lokuslari bakimindan genotipik
yapilart PCR-RFLP metodu kullanilarak belirlenmistir.

Incelenen populasyonun, kappa-kazein, B-laktoglobulin, prolaktin ve DGAT1
lokuslart bakimindan gen ve genotip frekanslarinin dagilimi kontrol edilmistir.
Genotipleri tespit edilen 517 Siyah Alaca inegin, kayitli oldugu isletme, laktasyon
sayilar1 ve siit verim kayitlar1 incelenerek iliski analizleri yapilmistir. Cizelge 4.2 ’ye
bakildiginda Hardy-Weinberg dengesinde olan bu populasyonda lokuslarin hepsinde
gbzlenen heterozigotlugun beklenen heterozigotluktan yiiksek oldugu goriilmektedir.
Bu durum, mevcut populasyon i¢in yapay tohumlamada kullanilan bogalarin farkli
genotiplere sahip olmasi ile agiklanabilir.

Calisma kapsaminda, Antalya yoresindeki Siyah Alaca sigir irkinda kappa-
kazein geni Hinfl polimorfizmi incelendiginde, A allelinin (0.8279) B alleline (0.1721)
kiyasla olduk¢a yaygin oldugu goriilmektedir. Kappa-kazein geninin Hinfl polimorfizmi
icin yapilan analizler sonrasinda, tespit edilen genotip farkliliklarinin siit verimine bir
etkisinin olmadig1 belirlenmistir (P>0.05). Bununla birlikte, beklenildigi gibi isletmeler
ve laktasyonlar arasi farkliligin 6nemli oldugu goriilmiistiir (P<0.05). Ayrica laktasyon
X isletme ve yas X laktasyon interaksiyonlarinin da 6nemli oldugu tespit edilmistir
(P<0.05) (Bkz. Cizelge 4.5). Daha once yapilan ¢aligmalarin 15181 altinda, kappa-kazein
geninin ozellikle B allelinin peynir {iretimindeki olumlu etkisinin, seleksiyon
calismalarinda g6z 6niinde bulundurmanin faydali olacag: diistiniilmektedir.

Mevcut populasyonda, [-laktoglobulin  geninin  Haelll  polimorfizmi
incelendiginde, A (0.4662) ve B allellerinin (0.5338) birbirine yakin degerlerde oldugu
belirlenmistir. SAS programi analizleri sonucunda ise, B-laktoglobulin geninin Haelll
polimorfizmi ile elde edilen genotip farkliliklarinin siit verimine herhangi bir etkisinin
olmadig1 (P>0.05) (Bkz. Cizelge 4.8), diger yandan isletmeler ve laktasyonlar arasi
farklilik ile laktasyon X isletme ve yas X laktasyon interaksiyonlarinin énemli oldugu
belirlenmistir (P<0.05). Daha onceki calismalara bakildiginda (Ahmadi vd 2008,
Heideri vd 2009, Mohammadi vd 2013), pB-laktoglobulin genine ait genotip
farkliliklarinin  siit kalite ve kompozisyonuna etkisi olabilecegi goriilmektedir, bu
nedenle [B-laktoglobulin  geninin siit si@ir1  yetistiriciliginde marker olarak
kullanilabilecegi g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Prolaktin geni Rsal polimorfizminin incelendigi Siyah Alaca sigir irkinda, A
allelinin oldukca yaygin oldugu tespit edilmistir. A allel frekans1 0.8762 ve B allel
frekans1 0.1238 olarak belirlenmigtir. SAS programi analizleri sonrasinda, prolaktin
geninin Rsal polimorfizmi sonucu tespit edilen genotip farkliliklarinin siit verimine
etkisinin 6nemli oldugu tespit edilmistir (P<0.05) (Bkz. Cizelge 4.11). Beklenildigi gibi,
isletmeler ve laktasyonlar arasi farkliliklarla birlikte, laktasyon x isletme ve yas X
laktasyon interaksiyonlarinin 6nemli oldugu bulunmustur (P<0.05) (Bkz. Cizelge 4.11).
Mevcut ¢alismada, B allelinin siit verimine etkisinin 6nemli oldugu tespit edilmistir,
ancak BB genotipine sahip olan hayvanlarinin sayisinin ¢ok az olmasi gozden
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kagirilmamalidir. Stit sigir1 yetistiriciliginde yapilacak seleksiyon ¢aligmalarinda, elde
edilen bu bilginin degerlendirilmesinin faydali olacagi diisiiniilmektedir.

DGAT1 geninin Cfrl polimorfizmi sonucu 3 genotip (KK, KA ve AA)
belirlenebilmistir. Siyah Alaca sigir irkinda lisin varyantinin (K alleli) alanin varyantina
(A alleli) kiyasla olduk¢a yaygin oldugu bu ¢alismada, K allelinin allel frekansi 0.6441
ve A allelinin frekansi ise 0.3559 olarak hesaplanmistir. Beklenildigi iizere, isletmeler
ve laktasyonlar arasi farkliliklarla birlikte, laktasyon x isletme ve yas X laktasyon
interaksiyonlarmin 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0.05) (Bkz. Cizelge 4.14). Ancak,
bu gene ait genotip farkliliklarinin siit verimine herhangi bir etkisi tespit edilememistir
(P>0.05). DGAT1 geninin lisin kodlayan K alleline sahip hayvanlarin siitiinde 6zellikle
yag veriminin yiiksek oldugu, ancak protein ve siit veriminin diisiik oldugu sonucuna
varilan bildirilere karsin (Thaller vd 2003, Hori-Oshima ve Barreras-Serrano 2003,
Komisarek vd 2004, Pareek vd 2005, Nowacka-Woszuk vd 2008, Barbosa da Silva vd
2010, Cerit vd 2014, Pirzad vd 2014) mevcut calismada, DGATI1 geninin Cfrl
polimorfizminin siit verimine etkisinin énemli olmadigi tespit edilmistir (Bkz. Cizelge
4.14).

DNA’ya dayali PCR-RFLP gibi yontemlerin kullanimi, cinsiyet gdzetmeksizin
erken yaslarda genotipleri tanimlama imkanini saglamaktadir. Kullanilan bu yontemler
sonucunda, siit protein varyantlarina bakilarak istenilen ozellikte yliksek verimli
hayvanlarin erken yasta tanimlanarak damizlik deger hesaplamalarinda bir ara¢ olarak
kullanilmast miimkiin olmaktadir. Gerek yerli irklarimizin gerekse Tiirkiye’de yogun
bir sekilde yetistiriciligi yapilan kiiltiir 1rklarmin  siit proteinlerinin  genetik
varyasyonunun belirlenmesi ve verimle iligkilendirilmesi seleksiyon calismalarinda
giiclii bir etken olabilecegi diisliniilmektedir. Dolayisiyla, iilkemizde siit protein
polimorfizmi ve bu polimorfizm ile siit verim 6zellikleri arasindaki iliskinin arastirildigi
caligmalarin sayisinin arttirilmas: gerekmektedir.

Sonug olarak elde edilen polimorfik sistemlere ait fenotiplerden seleksiyonda
yararlanabilme olanaklarinin arastirilmas1  gerekmektedir. Bu baglamda, siit
yetistiriciliginde, damizlikta kullanilacak inek ve boga adaylarinin s6z konusu gen
bolgeleri bakimindan genetik yapilarinin 6nceden belirlenmesi ve ona gore secilmesiyle,
stit isleme teknolojisine dnemli katkilar saglayabilecektir.
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7. EKLER

Ek-1

7.1. Sigir Kappa-kazein geni

GenBank: AJ849456.1
FASTA Graphics

Go to:
LOCUS AJ849456 874 bp DNA linear MAM 26-JUL-2016
DEFINITION Bos taurus partial csn3 gene for kappa casein, exon 4.
ACCESSION AJ849456
VERSION AJ849456.1 GI:54114662
KEYWORDS csn3 gene; kappa casein.
SOURCE Bos taurus (cattle)
ORGANISM Bos taurus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria;
Cetartiodactyla; Ruminantia; Pecora; Bovidae; Bovinae; Bos.
REFERENCE 1
AUTHORS Le Thi,T., Luu Quang,M., Nguyen Van,H., Pham Doan,L., Tran
Thi Thu,T., Nguyen Trong,B. and Nguyen Dang,V.
TITLE The polymorphism of the kappa casein gene fragment of some
Vietnamese Bos taurus
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 874)
AUTHORS Nguyen Dang, V.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (29-SEP-2004) Nguyen Dang V., Director, Institute
of Animal husbandary, Thuy Phuong, Tu Liem, Hanoi, 10000,
VIETNAM
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..874/organism="Bos taurus"/mol type="genomic
DNA"/isolate="18Coc"/db xref="taxon:9913"/tissue
type="ear tissue"/country="Viet
Nam:Vinhphu"/note="breed: Coc"
gene <1l..>454 /gene="csn3"
mRNA <1..>454 /gene="csn3" /allele="B"
exon <1l..>454 /gene="csn3" /number=4 /allele="B"
CDS <1..420 /gene="csn3" /codon start=1

/allele="B" /product="kappa
casein"/protein id="CAH60992.1"/db xref="GI:54114
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663" /db xref="GOA:Q5ZET1"/db xref="InterPro:IPR0OO
0117"/db xref="UniProtKB/TrEMBL:Q5ZET1"

/translation="VLSRYPSYGLNYYQQKPVALINNQFLPYPYYAKPAAVRSPAQILQWQVLSNTVPAK
SCOQAQPTTMARHPHPHLSFMAIPPKKNODKTEIPTINTIASGEPTSTPTTEAVESTVATLEASPEVIESP

PEINTVQVTSTAV"

ORIGIN

1 gtgctgagta ggtatcctag ttatggactc aattactacc aacagaaacc agttgcacta

61
121

181
241

301
361
421
481
541
601
661
721
781
841

//

| —
—
—1

attaataatc aatttctgcc
gcccaaattc ttcaatggca

cagccaacta ccatggcacg

Iaagbaaaatc aggataaaac

atacccatat
agttttgtca
tcacccacac

agaaatccct

tatgcaaagc
aatactgtgc

cagctgcagt taggtcacct
ctgccaagtc ctgccaagcc

ccacatttht

catttatggc cattccaccd

accatcaata

ccattgctag tggtgagcct

acaagtacac ctaccaccga

agcagtagag

agcactgtag

ctactctdga agcttatcca

gaagttattg

agagcccacc

tgagatcaac

acagtccaag

ttacttcaac tgcggtctaa

aaactctaag

gagacatcaa

agaagacaac

gcaggtaaat

aagcaaaatg aataacagcc

aajgattcatg

gacttattaa

taaaatcgta

acatctaaac

tagcgtagat ggataaatta

aaEctgttac

agagaaggcyg

aaatgggc]ta

atgtatatac
aaattgcaga
gttttatttt
ttcttatctc
attttaattg

tagattcttt
ttttattatt
acttctgttc
aaaaatatgt
tataccagtg

Forward primer
Reverse primer
HinfI enzimi kesim bdlgesi

cccaacaaga
aaaccttttt
acacacaaaa
tttcttagaa
ttgttgcact

76

attataactt
aagttttaaa
caacaattgg
acagtaaagt
aaaaatcata
ctac

acatttgctg gttctttatc
atattttaca aaatgagtaa
tatactcctt gaatctatta
acagtgtcca ctcatgattt
taggatatga gtttaaatat
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Ek-2

7.4. Sigir B-laktoglobulin geni

GenBank: X14710.1
FASTA Graphics

Goto:
LOCUS X14710 7877 bp DNA linear MAM 20-MAY-1992
DEFINITION B.taurus beta-lactoglobulin gene.
ACCESSION X14710
VERSION X14710.1 GI:127
KEYWORDS Alu repetitive sequence; beta-lactoglobulin; transport
protein.
SOURCE Bos taurus (cattle)
ORGANISM Bos taurus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria;
Cetartiodactyla; Ruminantia; Pecora; Bovidae; Bovinae; Bos.
REFERENCE 1
AUTHORS Alexander,L.J., Beattie,C.W., Hayes,G., Pearse,M.J.,
Stewart,A.F. and Mackinlay,A.G.
TITLE Isolation and Characterization of the Bovine Beta-
lactoglobulin gene
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 7877)
AUTHORS Mackinlay,A.G.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (16-MAR-1989) Mackinlay A.G., University of New
South Wales, School of Biochemistry, P.0.Box 1, Kensington,
N.S.W. 2033, Australia
COMMENT F100.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..7877 /organism="Bos taurus"/mol type="genomic
DNA"/db xref="taxon:9913"/clone="lambda
F100"/tissue type="calf thymus"/clone lib="lambda
EMBL3A"
regulatory 2143..2148 /regulatory class="TATA box"
exon 2171..2305 /product="beta-lactoglobulin"
/note="exon 1"
exon 2975..3114 /product="beta-lactoglobulin"
/note="exon 2"
exon 3976..4049 /product="beta-lactoglobulin"

/note="exon 3"

7
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exon 5167..5277 /product="beta-lactoglobulin"
/note="exon 4"

exon 5953..6057 /product="beta-lactoglobulin"
/note="exon 5"

exon 6279..6321 /product="beta-lactoglobulin"
/note="exon 6"

exon 6711..6893 /product="beta-lactoglobulin"
/note="exon 7"

reqgulatory 6869..6874
/regulatory class="polyA signal sequence"

polyA site 6893 /note="polyA site"

repeat region 7372..7877

/note="artiodactyl Alu-like repetitive sequence"

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681

gcgcttggaa
cagaggtgct
tggaagttat
ttgggagacc
gctggggaac
tctgagagca
acccatgctg
tgtcccctga
gctccaggga
tgggcccgat
cccatgtccc
ccgttccage
catcctgaag
ttgcggttca
aacactgagc
accgaagctg
gggtctgctc
aaaccagagg
gatgccgacc
ccgacccgcec
cagtacgccc
cttttgtacc
atgtggactc
agcgacacac
gtctgagcgg
gaggttgggt
agtcatgccc
tgtcattgtt

atactgacca

aagattgtcc
ttatttccgt
gaatagcttt
ctgcagctcg
ggggtgctac
gagtggtgct
gtgttcgggg
gagatcagaa
gggatccttg
ctcgtagacg
ctctgtgtcc
atcacctgaa
ttcctggtgg
tcgcaaaaca
ttcgaggctt
gccaagcctc
ccgtgggtgg
ccagagagca
agccageggyg
aggcccccge
acccgacccc
ccctttgcca
agccaggagg
ccagcaccag
tgcggaggga
cctgtaggcc
ccgcagcacce
gttgcctttt

ggttccccce

agcctccctce
ctctctctct
gccatgaagg
gacgttcctg
ttctccetgg
gggggcacag
ggccacctat
gtcccagtct
cccecteecge
cctcagtcca
ccgttttcte
cagctcacat
acgtgagttc
cggaacctgg
gttgcaagaa
ctctttccat
gctctttctg
agccagagct
ccccctggaa
tatcaggaga
tgagatgagt
gtggcacagg
actgtcctgce
cattcccacc
agtgccctgg
ttcccatcce
cctcaggtca
tgctacccta

tcggagctcg

78

ccatagtggt
ggatggtatt
gcatggtttg
aggttggtgg
ctgacctccc
cctctcgcat
ggggaaggct
ggatgtcgaa
cgccgcectcec
gtctctgcct
tcacaaggac
ctgtaaagac
tggagcgacg
gatttatcgt
ttaaaggtgc
cacaggaaag
gtacagtcac
agtctaggag
agaccctaca
caccccaacc
ggtttacttg
gcacccacag
gccctcecectg
actcctgagg
gagatttaaa
acgtgcctgce
ctttcccatc
actgggcagc

acctgaaccc

cagtgccagc
ctctggaagc
tggtcatggt
caccctgatt
tctgctctcg
ctgacacttg
cctcactgca
tggccgagcet
agctcctggt
ccgtgttcac
accggacata
ctagattcca
cccttcaacc
aaaacccagg
taatacagat
ggaggtctgg
caacagtctc
atccctgage
gtctaggggg
ttgctcctgt
cttagaatgt
cccgctgggt
ctcgggcccce
tctgaaggca
atgtgagagg
acggagccct
ctgggggtta
gggtgcttgce

catgtcaccc

tgccccaggce
tgaaggttcc
tcacaggaac
tcctaagcetc
atcacccagt
tgttcaaacc
ggggtgcccce
ccctccagag
gccgcaccct
tggcattctc
agattagccc
aacaagattc
ccatcacagc
ttcttcgtga
cagggcaagg
gggcggccgyg
tccgggaagg
ctccacccaa
ggaacaggag
tcccctacce
caattgaagg
actgatgccc
ctccatactc
gctcgctgtg
tgggaggtgg
agtgctactc
ttatgactgt
agagccctcg

tcgccccage
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1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261

ctgcagaggg
ggaggagatg
ctctgacctg
cctggaccca
ccaggcccag
cgtagaggaa
gctgggggcece
ctgtctcagc
gtgcctcctg
catgaagggc
gctggctggg
agtcagctag
ttgcattctg
ccactctccg
tcttcctgtg
ctttgtcatc
ggacacagtt
tatggtctcc
tgggctcaga
tcagggctgc
cgcccctgga
catggcggcc
ggaggagctg
gtcccccecca
ggtgcaggag
ctggaggtcc
ttattaattt
aacttggaag
aaggcaggta
gagacgtttt
tggagacaaa
tcctcggggce
tgcaggagag
tttggggtgc
tcctggceccca
cggttggcca
cttctgcccce
gcagctgtct
caagatccct
accccccagg
gctggtggtg
cggggccttg

tgacacccga

tgaggtgact
gtgcccaagg
tccttgtcta
gagcctggac
agggggcectt
gcaaccccag
cggceecgggce
cctccactcc
cttgccctgg
ctggatatcc
gagctgggcc
agccgcctga
gaggctggaa
gggagcagac
aggtcaccag
tctttaaagg
cagcccctaa
ccaagatcca
gtgagtctgg
ccaggccagg
gtgcagctca
agcgacatct
aagcccaccc
aaaaaagcat
ggaccagggce
acccaaggct
gatgcttcag
gggagataaa
ttctgaattc
cattatttct
gccggcgggyg
ccaggcagtt
agctgggtgg
ctgtggtcaa
tccacccggt
gccggcecccece
tggccctcag
ttcagggaga
gcggtgttca
gactgtgggce
atgaagacac
ggccggtgge
gctctctttg

gcagagatac
cagaagccac
agaggctgac
accccctgeg
cctgcttggce
ggcccaagga
tggctggctg
ctgcagagct
ccctcacttg
agaaggttcg
tcagagacca
caaatcgccc
gctgcaatcc
agccatcttc
gcctgctgga
ccgtgtctcecc
aagagtccgce
aatgttgcca
ggagagcatt
gtgggacaga
aggtccctcc
ccctgctgga
ctgagggcga
ggaaccccca
cccagggctg
gcttatccag
aacatcatca
atccactgaa
gctgttagtt
cggtctgaac
gagaggcccg
cccactacca
gtgtggggca
ggctctcccc
cacctgtggce
tatgcccacg
ttcatcctga
acggtgagtg
agatcgatgg
aggtgcaggg
tgccgtgceca
cgtgggcagg
ctgagggtgg
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cctttaccca
cctccaggac
cccagaagtg
cccccactte
ctcgaatgga
taggccaggg
gccctectee
cagaagcgtg
tggcgcccag
agggtgcccg
agggaggctg
gccacaggct
gggcatcggce
tccctgtgte
tccacgcccg
agtcctgtgt
tctgcceccte
cgtgtgcggg
cctcagggtg
gagcccactg
ccaggtggcg
cgcccagagt
cctggagatc
ctccccaggg
gggaacgggg
ggctttctct
aacaaatgaa
gtggaaatgc
tgaggattac
agctcagtat
tgtgaaggcc
gccctgtcca
gagatgggga
aaccttttct
cccagaggtg
ccacccgcecct
tgaaaatggt
tgctcagaag
tgagtgctgg
ggctggcgtce
cctgcttcce

tccecggetgg
ggtggtgctc

aggccacagt
acacctgccc
ttcctggcge
tggggcgtac
agaaggcctc
gggattcggg
tgtataaggc
accccagctg
gccctcattg
ggtgggtggt
tgacgtctgg
tcaaccaggc
ccagctggcet
ctttgcgtgc
cccacacagce
tgaggttctg
aaattttccc
ggctcatctg
ccgagttggg
tggggctggg
gggacttggt
gcccccecctga
ctgctgcaga
atatggaccc
cttggagttt
ttcttttttt
cacaaaacat
ataggaaaga
aaatgcactt
ctaaaatgaa
gctgggcgtg
ccctcagacg
cctgaacccc
ccctggcectcece
acagtgagtg
ccagcccctce
ccatgcccgt
aagatcattg
gtccccaggg
aggccccgag
tggcctccecct
gcaggtctga
ggggccctca

cacatggttt
ccagtgctgg
tggcagccag
caggaaccgt
ctattgtcct
gaaccgcgtg
cccgagcececg
cagccatgaa
tcacccagac
gagttcgagg
gattcccatc
ctttagtgtc
tctcctgcgg
cctggtttcc
ctcacgtaac
ggggttaatg
cacctccagc
ggtccctcectt
gggaggcatc
ggccccttee
actccttggce
gagtgtatgt
aatggtgggc
cccggggtgg
cctggtaccc
cccccaactt
cattttcgtt
tacatacagt
gagcaacaga
caagatgtca
cagacctggg
ggggtcagag
aggactgcecct
atctgacttc
cagccaaggc
ctggggccge
ggctcagaaa
cagaaaaaac
gacgcccacc
atgctaaggg
gccacctgcecce
caccccaggg

ggctgagctc
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4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101

5161
5221

5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841

aggaggtccc
gtgccccacg
gccctcecgcete
ggggttccat
cttcaggact
ggtctcctgt
agacactgca
cccgctcagce
ctgggcagtg
cctggggagg
ggtccctggce
tggcagtggce
tccccaccce
ctgggggctg

ttccagcctt
tcttctgcat

tgtgcccacc
atcccagceccc
attcacttgt
cagggcctgce
cactctgact
gccatccggce
gggcagctgg
gctgcccecce
ttcagcccca
gcggcctcag
ggatccagag
agcagggaag
gtcctcacca
accagaaacc
gaatgagaac

ggagaacagt

caggggtaac
accccacggc
ttgtcctaaa
ccttccgececg
ggaggccctg
tgcacggggt
ggccacccgce
aacaattccc
cccgagatcg
actcagtggt
ttgggcttcc
gggccacacc
agtggtgacc
cccctectge

aaagtccttg

cgagagccgc
tccttecatct
tccaagatga
ggcagcctgg
cactgactga
ttggatgctg
aggcctcggt
cagtcctcag
gggaagccct
gagtgttccc
agagtgaggg
attttggggc
ccgggggagce
tggaactcac

tgctggacac

tgcccgcectcece
cctgaagacg
gaaagcttcg
gccacatctg
tgccagggtg
gtcctgcccce
cagggagagc
gacgcatccc
atttcttgac
aagtccagga
cttcctgggce
tgggggatgce
cccgctggtt
tttcctececg

cgactacaaa

aggggtccag
aactctgtcc
aggtggggtt
cccttggect
cccagcccag
caagctgccc
cccagctgcec
tcttceccttg
cactccggtce
ggtggtggag
cccatgtgcec
cagagggcgce
gtggggggtyg
tcttgatctc

aagtacctgc

gctgagcccg

agcaaagcct

|ggcatgccag tgcctgggtg

ggtgccaacc

ctggctgccc

agggagacca

gctgtgtggt

cctcgctgca

acgglggedgy

gggggacggt

gggagcaggg

agcttgattc

ccaggaggag

gagggatggg

gggtccccga

gtcccgceccag

gagagggtgg

tcatataccg

ggagccggtg

ctggggacgg
ccatcacgat
aattatttca
aacaaatggc
atgtgccagg
g9999aggag
cagacccacc
gtgtgctgga
ccggcecccac
ccctcaaggce
agcacccagg
cccatggtga
cgaggtggcc
tcctgacget
gcccctgeceg
tggggtaggg
gaatggctgg

tcttgtgggg
tggcagacct

ggggtccttc
ggtctggcag
ccttggcceccce
gaaccgggac

tcctgcecttgg

gggccagaca
ggagccggceg
tcaaataaga
aggtgacatt
agggcgtggg
gggacccaga
gcactgccct
ggccaaggca
agtcaggacc
cctgcccatg
ccccaccctg
cccccagcetce
ccctceccccac
ccecccgecac
gcgcctcectgg
gttcttggtt
aagctggggt
tgacctgtgt
aagggccaag
tcccaaagga
gtaccccagg
tctggggaca
cacattcacc

ggccgctcect

cacaggctgg
gtcactatga
actcaggcac
ttccatgcca
catcggcgag
cagccagagg
gggaggaagg
gacctgcaca
ccggaggtgg
cacatccggce
ctcctggggce
cccaggccte
cccctceecca
ggctctccct
ggtaagctgc
gggcccggga
ccttcctgga
cctggcctca
gtggagggct
ggggccgtcc
aatcacaggg
gacgatgtca
cctcctggga

ccttcagcaa
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gagacggggg
atctaacagc
aaagctgtct
tagcagtgcc
tggaggctcc
tggggagcag
ggagggaact
ccaccctgga
acgacgaggc
tgtccttcaa
aggaagccac
ccgggaggat
gctccctcectg
cccccacaga
ctgccctgcece
gcccccatta
gactacagag
ctcacacgct
caggaagtga
tgaatcccca
gagccccatg
tcccecgectg
cccaggcccce

taaaggcata

tcectgggggce
gctgcagcgc
ctttgttacc
ttcaactgtc
actgggcatt
tggccgtgtc
gctttcccce
gggccaaggyg
gagcaggggt
cctggagaaa
cccaacccag
ccggcccagg
ggagacgggyg
tcctggggtg
gcagtgccac
ccacgtcctg
ggccctgggg
ccggctggcece

gatctcctcce
cacctaaggg
gccacggaca
tccatttcag
ccccatcagg
tccaggcccce

aacctgtgct

ctgtgggtga
tctggtgtga
ggggagtttc
acgtcctgaa
ttcagggccc
agctggccca
tgtgacgctg
ggaagggcag
tgaccccgtce
ttcgacaaag
ctggagggtg
accacctcct
tgcagggccc
tccagtccca
atctaggtga
ggcacacaca
tcccecegtag
acatgctcgce
acctccttcecc
ggaggctagg
ggctggcaag
agcccgggag
ggaccaggag
tcctggggece
ctcccttcetg
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6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
//

agtctttcct
tggctcagag
tctgggggcece
gcagagacat
aggaagtgga
catggatcaa
tactcaaaac
caggagctgg
agatccagcc
ttgaagctga
accctgatac
ttggatggca
gacagaaagg
gactgaactg
taataagaat
ctcagtcaca

ttctgtccac

ggatgatggg
gatgatggta
cacacacatc
ctgccagtta
aaatggctgc
attatgcctt
gcactgatct
gcaaaagagg
agtccatcct
aactccaata
tgggaaagat
tcaccgacaa
cctggcatgc
aactgaactg
aatttacgca
ctcagtcata

agaattc

[:::::] Forward primer
[:::::] Reverse primer

1

ccgggggtgg
gggctgggat
tacggctctt
acttggagtg
tcttagtcta
tttatgaatc
tttctgtgct
tcacggttgg
aaaggagatc
ctttggccac
tgagggcagg
aatggacatg
tgcggtccat
aatggaaaag
taacatagtg
tctgactctg

Haelll enzimi kesim bolgesi

81

agaaggcccyg
ccagggcgtc
tgaaactttc
ttcagtcaac
ataaatattg
cagccactac
aaaatgaaat
aaggggactt
agtcctgggt
atgatgcgga
aggagaaggg
ggtttgggtyg
ggggtcacaa
aggtatacag
tatactcata

tgacccatgg

ggacagggtg
tgcattacag
aggaaccagg
acccaaactc
atatgaaaac
agtcggtatc
aaagagattt
gttctgcaca
gttcattgga
gagctgactc
gatgacagag
gactccagga
agagtcggac
caacgtgggg
tttatatata

actgtagccc

gggagtggtc
tcttgtgaca
tagggagtcg
gacaaaggac
tcaagttgct
aaacttcatg
ccccaagata
cacagcaagg
gggactgatg
atttgaaaag
gatgagatgg
gttggtgatg
acgactgagc
attttttaga
tacgtgaatg

tccaggctcce
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7.3. Sigir PRL geni

NCBI Reference Sequence: NM_173953.2

FASTA Graphics

Go to:

LOCUS NM 173953 907 bp mRNA linear MAM 24-APR-2016
DEFINITION Bos taurus prolactin (PRL), mRNA.

ACCESSION NM 173953

VERSION NM 173953.2 GI:46810276

KEYWORDS RefSeq.

SOURCE Bos taurus (cattle)

ORGANISM Bos taurus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria;
Cetartiodactyla; Ruminantia; Pecora; Bovidae; Bovinae; Bos.

REFERENCE 1 (bases 1 to 907)

AUTHORS Pratt SL, Calcatera SM, Stowe HM, Dimmick MA, Schrick FN,
Duckett SK and Andrae JG.

TITLE Identification of bovine prolactin in seminal fluid, and
expression and localization of the prolactin receptor and
prolactin-inducible protein in the testis and epididymis of
bulls exposed to ergot alkaloids

JOURNAL Theriogenology 83 (4), 662-669 (2015)

PUBMED 25533929

REMARK GeneRIF: The presence and localization of prolactin
receptor are consistent with expression data reported for
other species, and the presence of PIP and prolactin in
seminal fluid is consistent with data generated in humans.

REFERENCE 2 (bases 1 to 907)

AUTHORS Lebedeva 1Y, Singina GN, Volkova NA, Vejlsted M, Zinovieva
NA and Schmidt M.

TITLE Prolactin affects bovine oocytes through direct and
cumulus-mediated pathways

JOURNAL Theriogenology 82 (8), 1154-1164 (2014)

PUBMED 25212395
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..907/organism="Bos

taurus"/mol type="mRNA"/db xref="taxon:9913"/chro

mosome="23"/map="23"
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gene 1..907/gene="PRL"/gene synonym="GHAL;
Prol"/note="prolactin"/db xref="BGD:BT12480"/db xre
f="GeneID:280901"
misc feature 38..40/gene="PRL"/gene synonym="GHAL;
Prol"/note="upstream in-frame stop codon"
CDS 68..757/gene="PRL" /gene synonym="GHAL;
Prol"/note="growth hormone
Al"/codon start=1/product="prolactin
precursor"/protein id="NP 776378.2"/db xref="GI:46810
277" /db_xref="BGD:BT12480"/db xref="GeneID:280901"

/translation="MDSKGSSQKGSRLLLLLVVSNLLLCQGVVSTPVCPNGPGNCQVSLRDLFDRAVMVS
HYTIHDLSSEMEFNEFDKRYAQGKGFITMALNSCHTSSLPTPEDKEQAQQTHHEVLMSLILGLLRSWNDPLY
HLVTEVRGMKGAPDAILSRAIEIEEENKRLLEGMEMIFGQVIPGAKETEPYPVWSGLPSLOTKDEDARYS
AFYNLLHCLRRDSSKIDTYLKLLNCRIIYNNNC"

mat peptide 158..754/gene="PRL" /gene synonym="GHAL;
Prol"/product="prolactin"
misc feature 233..235/gene="PRL"/gene_ synonym="GHAL;
Prol"/experiment="experimental evidence, no
additional details recorded"/note="Phosphoserine.
{EC0O:0000269 | PubMed:8250856};propagated from
UniProtKB/Swiss-Prot (P01239.1);phosphorylation
site"
misc feature 257..259/gene="PRL"/gene_ synonym="GHAL;
Prol"/experiment="experimental evidence, no
additional details recorded"/note="Phosphoserine.
{EC0:0000269 | PubMed:8250856};propagated from
UniProtKB/Swiss-Prot (P01239.1); phosphorylation
site"
misc feature 425..427/gene="PRL" /gene synonym="GHAL;
Prol"/experiment="experimental evidence, no
additional details recorded"/note="Phosphoserine.
{EC0:0000269 | PubMed:8250856};propagated from
UniProtKB/Swiss-Prot (P01239.1);phosphorylation

site"
STS 389..565/gene="PRL" /gene synonym="GHAL;
Prol"/standard name="PRL"/db xref="UniSTS:278963"
polyA site 907/gene="PRL"/gene synonym="GHAl; Prol"
ORIGIN

1 tgcttggctg aggagccata ggacgagagc ttcctggtga agtgtgtttc ttgaaatcat
61 caccaccatg gacagcaaag gttcgtcgca gaaagggtcc cgcctgctcc tgctgctggt
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121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

ggtgtcaaat
tggcaactgc
catccatgac

agggttcatt
taaagaacaa

gcgctcctgg

ctactcttgt
caggtatccc
ctctcctecgg

accatggccc
gcccaacaga

aatgaccctc

gccagggtgt
ttcgagacct
aaatgttcaa

tcaacagctg

ggtctccacc
gtttgaccgg
cgaatttgat

ccatacctcc

cccgtctgte
gcagtcatgg
aaacggtatg

tccecttecta

ccaatgggcc
tgtcccacta
cccagggcaa

ccccggaaga

cccatcaﬂga

agtccttatg

agcttgattc

tdgggttgct

tgtatcacct

agtcaccgaglgtadggggta tgaaaggagc

cccagatgct

atcctatcga

gggccataga

gattgaggaalgaaaacaaac gacttctggd

tggag atgatatttg gccaggttat tcctggagcc

tgtgtggtca
ttataacctg
cctgaattgc
tctgagatgg
aatgcatgct

aaaatct

ggactcccgt
ctccactgcecce
agaatcatct
ttcttaatga

tggctctaat

[:::::] Forward primer
[:::::] Reverse primer

1

ccctgcaaac
tgcgcaggga
acaacaacaa
tccattccecct

gggtttcatc

Rsal enzimi kesim boélgesi

84

taaggatgaa
ttcaagcaag
ctgctaagcc
ggcaaacttc

ttaaataaaa

aaagagactg agccctaccc

gatgcacgtt
attgacactt
cacattccat
tctgagcttt

acagactctg

attctgcttt
accttaagct
cctatccatt
atagctttgt

tagcgatgtc
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Ek-4

7.4. Sigir DGAT1 geni

GenBank: AY065621.1

FASTA Graphics

Go to:

LOCUS AY065621 8593 bp DNA linear MAM 11-FEB-2002

DEFINITION Bos taurus diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT1) gene,
complete cds.

ACCESSION AY065621

VERSION AY065621.1 GI:18642597

KEYWORDS

SOURCE Bos taurus (cattle)

ORGANISM Bos taurus
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi; Mammalia; Eutheria; Laurasiatheria;
Cetartiodactyla; Ruminantia; Pecora; Bovidae; Bovinae; Bos.

REFERENCE 1 (bases 1 to 8593)

AUTHORS Grisart,B., Coppieters,W., Farnir,¥., Karim,L., Ford,C.,
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FEATURES

source

gene

mRNA

Location/Qualifiers

1..8593/organism="Bos taurus"/mol type="genomic

DNA"/db xref="taxon:9913"/chromosome="14"

<1..8593/gene="DGAT1"
join(<1..191,3809..3896,5840..5880,5960..6045,6138..6190,
6406..6511,6601..6714,6815..6889,6960..7063,7154..7192,
7271..7312,7386..7430,7505..7617,7705..7770,7858..7945,
8027..8089,8162..8593)gene="DGAT1" /product="diacylglycero

1 acyltransferase 1"
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CDS join(1..191,3809..3896,5840..5880,5960..6045,6138..6190,
6406..6511,6601..6714,6815..6889,6960..7063,7154..7192,
7271..7312,7386..7430,7505..7617,7705..7770,7858..7945,
8027..8089,8162..8317)gene="DGAT1"/EC_number="2.3.1.20"
/codon_start=1/product="diacylglycerol acyltransferase

1"/protein id="AAL49962.1"/db xref="GI:18642598"

/translation="MGDRGGAGGSRRRRTGSRPSIQGGSGPAAAEEEVRDVGAGGDAPVRDTDKDGDVDV
GSGHWDLRCHRLODSLEFSSDSGFSNYRGILNWCVVMLILSNARLFLENLIKYGILVDPIQVVSLEFLKDPY
SWPALCLVIVANIFAVAAFQVEKRLAVGALTEQAGLLLHGVNLATILCFPAAVAFLLESITPVGSVLALM
VYTILFLKLESYRDVNLWCRERRAGAKAKAALAGKKANGGAAQRTVSYPDNLTYRDLYYFLFAPTLCYEL
NFPRSPRIRKRFLLRRLLEMLEFLTQLOVGLIQOWMVPAIQNSMKPFKDMDYSRIVERLLKLAVPNHLIWL
IFFYWLFHSCLNAVAELMQFGDREFYRDWWNSESITYFWONWNIPVHKWCIRHEFYKPMLRRGS SKWAART
AVFLASAFFHEYLVSIPLRMFRLWAFTGMMAQIPLAWIVGRFFRGNYGNAAVWLSLIIGQPVAVLMYVHD

YYVLNREAPAAGT"

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

atgggcgacc
atccagggcg
ggggacgcgce
tgggacctga
gcgacccaac
ggcgcctgga
aggttggggg
agcggctcaa
cagggtgagc
gagggctatg
cggagaacag
aatggtcttc
ttattaccag
ccctggttgg
ttagctgaag
tgacccacgt
ctccacgccc
gttttgggat
agcaaggatt
gtgcaggcac
cagccctgaa
tggctctgtg
aaaggccagg
tttgtatgag
cacttgcctg
atcctcgagg

gcggcggege
gcagtgggcc
cggtccggga
ggtagcggtg
ctggtggccc
ccttggtgca
cggagggtct
cttctagacg
ccactacgca
aggggtgcect
aggcaggggce

acaaaggtcc
cacaaatggc
ggtacagggg

gactgatggg
gggcatcagc

ctcccececggg
cagctccaga
tgctatcttc
tgtccctgcece
gagtgagagc
aggggcactg
aggcccacag
gtgggggcgg
ctctgtatag
tctggaccct

gggcggctcc
cgcggcagcyg
cacagacaag
cgcgtgaccc
aggcctgtcg
cagctgtgcc
cctgcccgga
ccctccecetet
cagtgtcctc
tgtgggttga
agtgctaggg
ctcatccgtc
tgctctaggg
aggagttgga
aaggagttgg
taagtcctgce
gcctgacctt
gctagaggtt
actgggtgct
cttggggggc
aaaggtcagg
gcttcctaca
gcccctcectge
gtaccagctt
gccagatggc
cgggaagagg
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cggcgccgga
gaagaggagg
gacggagacg
ctaacctttg
gcggcagctc
cctcgggect
acacccaggt
gcctteettt
tacctggaag
taaagctccc
gatttctcat
acccggcgat
tcaaagtggg
agtgcgcaca
gggagcaagc
tggctgcctce
catcctggtc
atcaaggagg
gtggggaggg
acacagttca
cacagagttc
ggccccaggt
ccactcctgg
tgggccaagc
cagaagctgc

agcagttggt

ggacggggtce
tgcgggatgt
tagacgtggg
acccctgata
gggctcgagt
ccacggggaa
acgggggccg
ggtgggttct
gagatacagg
gggggaggag
ccctcgcaga
tgactggcct
tcctgtaatg
cccacaggtg
tgcggctgaa
caggcgttcc
aagggctctc
aagtgggcaa
gagggacaag
cctgagagat
aggatgacac
ggtcctgagg
ggaactggat
tgtcaccctg
tcctgtcctg

ggcagggatg

gcggccttceg
gggcgccgga
cagcggccac
cggggcccct
ccgagagtct
acttagcggg
aggggagggc
gaagctttcc
ggtccttcct
ggtggaccgg
ccctccagag
aggatcctgc
ggaccctcac
ggcgccctgce
agggaggatc
ctttgccatc
aggggctctg
caggtcagtc
ggcagttggg
aagatagccg
caggggaggg
gggcggctgce
ttggggtcac
gatgggccat
ttgatggccc

ggccaccgga
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1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081

gaccctcctg
tggctagggg
tggcttccct
ttctcctecag
tgccgggtgt
cgctgctgtt
ccgacacctg
tccagagcct
ggcaccctgt
gtgatcccca
catgtgcccg
ggaatggccc
aggcacaccc
cctccactcect
tggacctctg
tgggggcagg
ctgtgtggtg
ataacattat
ttagagactg
gtcacactgt
gattggcagg
gatctggggg
atagttgggc
gagggcttgg
gcgtgggcag
agggccagac
ctgtctcctg
ctcctgtgcce
tccccttaca
gttggtggga
tgcacccctce
ctgggcacag
tccaggcgcece
ctgggtcctc
tgggctcccce
tcaccagctc
tggctctgcecce
gccccgagtg
ctgacagtgg
gtagagtgac
gggtaggtgt
ccctggagca

tcccaggaga

acctccagga
cctcctgggg
gcctcccagt
gcccttececgg
gagctcactc
gcctcgectce
gtgcgtcctt
ctaggctggg
ccctceccecttgt
cttggggctg
cctcccagta
tgctggctgg
agtgcctcag
ggccatggct
tggggattgg
gcgctgcccg
gctgggggca
ttgttgtcag
ctgcacatct
tatgaaaccg
ttgtagcatg
gttctgggca
ctgggagccc
gggctcagag
gctgggccgg
tgtcagcgct
ggtgcagcca
ctattgctgg
aaactggagg
ggtggggctg
cacctctgcc
ggctctcaga
gagcccccag
ccctccggaa
ggagggacca
ctgtggcact
¢gcggagggg
tccgtctcecg
cttcagcaac
accttggagc
ctgtacttgt
gccgtaccct

tgcctgcaga

cacgcagctg
cagggctggg
catcatcctc
acatttcctg
cttccggcag
tgagtgcatc
cagccattgg
tgcaggaagt
tctgtcecgtce
tgcctctggg
ctgatgtgca
gtgggactgg
tcagggagag
gctgcccttt
tgggcagtgg
ggtgggacag
ggcctcagga
gattgggaaa
ggtcagtgtg
tccecectgggt
aggtggcttt
ggtccatcaa
tgcttgcctt
ccccactgtg
¢cggggcggyg
gcctggctga
tctgagtgcect
ggacatgtgt
ccttgctcaa
ctgcttagaa
tccagctgag
ggcaggctct
ggggctcgca
gggccaaatg
gctgctgtga
ccccacgcecce
gatgtgtggg
ctctccaggt
taccgtggca
aagggtcctg
gtagctgtgg
gggaccctac

gggcagcctg
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tgtgtgcctg
cattggtctg
ccacctctgce
ctcacctagg
caaggtgtag
ccttccaggt
ttcatgtgtc
gctgaggaag
cctgcccecctg
caagttggga
ggttgaatga
ggagcaggtg
ggtgacagag
ggtccactgc
gctttcttcc
tcggaaggct
atttgacagc
tgctccceccte
gtcttcttgg
atgtggtgca
gggacggttc
gcggataccc
gccaaaaggc
tgtgcagccc
999tgggggg
ggatgctggc
gaccccagcc
ccacaggagg
tgccctggat
cccgccagceg
ggttggcttc
gaaagtcccc
ttgcgctcac
cagggcatgg
gggccgccecce
cgtcccccag
cggcggggtg
gtcaccgcct
tcctgaattg
acggccgggg
tgaatggagc
cgggagcatg
ggagcctctg

tccceccaagece
gctactcttg
ctccctgcect
tctgggcagg
ctatgtgccg
cctccacact
ctccaggcac
tggcagccgg
gaccgtatgg
agcttggtga
ggtgccaact
ggggccgctg
aagctctggg
agtgaactgt
cgcttggggce
ggtagaggga
agggatctgg
ccccectececece
tggcccccaa
gacatgcaca
cagtgacagt
ccacagactg
aggcgcagag
agggtggacc
gcctggtgtg
accctgtcct
gcccctggag
gaaagggaag
ggcctcctgg
ggcctgggcece
catctccacc
tgctggcttc
cctgcgaagce
gtggtttgaa
ctccccactt
tgggagcggce
gccttgectge
gcaggattcc
gtgtgtggtg
ggccatgggce
tctgtgctgg
ctcatgccgt
agctggggtc

acatgccaca
gtatcgccta
gttcctctct
cggggtcagg
gaaggaaggc
cccctgtgece
agctttctag
gaggcgagct
ccccgcatgt
gcctcatttt
gtaatgagtt
gggggcacag
tgaggcccca
gccatggggce
ctctgacctc
cctgaggggt
aaaagcttta
ctctttcatc
ggtggcaggg
tgcagatggt
gagtgggctg
tcctcttggg
tcatgaagaa
tggaggaggt
aaagggaccc
ccccagceccgt
gctggctgtt
cccecggecte
tggcagggtg
tgggctgagce
aggcccagca
tgcagtggac
cacgtgaagg
tggtggcccce
ccgtcttgca
aggcccccgg
cagatgctct
ctgttcagtt
atgctggtac
tcttctccag
cggtgggggt
ccctgctgaa

tgcgccccag
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4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601

6661

ggggcactgg
gggtggggga
tgggggtcca
tgggtgaacc
ccacactctg
gtgtccgcect
agcagaaggt
cgactgggcc
tgacgtgtct
cgcttctgtt
agacccagta
aggtggtcgt
ctggcccttt
cgtcctcteg
ctgtggtggg
tcctggtaag
atctctgagc
ctggagaagc
gtgggggagg
ctggcaagag
ggcaggcggg
ccggcctgcet
ggcccggttg
cactggggct
gccgctggge
tccaggcggg
cagagcttgg
ctgcaggtgc
ccctctetet
gtgagtgggc
cacccacctg
tcctgaagga
aggaggcctc
gttgcttctg
cctggccgtg
gtcgggctta
tggccttect
gaccagggag

caggcggggce
gtggcctttc

ccacgctgtc

tgggctccgt

gggacgtcaa

agtctcccca
tggctgctcc
cgtagaactt
tgggggagca
caggactctg
tgctctgacc
ggagtgcagg
cagccccacce
gcctgccectg
tgtggttctg
gtccacgcgt
gcagggcagg
ggtgcaccca
gcagcctggg
ctctcaggac
ctggctggtt
ctgtcacctc
atcacttttc
tggtggcccc
ctcgttgtgt
ggcgtgagta
ctttcccacc
gcagggcgga
tggggttgtc
agcaggtttc
cgggggctgc
cgtgaggtcc
tggcaggagc
ctatcgcaga
cccggcectge
cgtctgcagg
cccctacage
aggccggcgg
tcctcagtgg
gtaagcagtg
gggcgggceca
gagaggggct
gggggtccct
tgctgctgca
tcctcgagtce
tcggccacgg
gctggccctg

cctctggtgce

gggggcgaga
gtgggcccag
cctcttectgt
gggtgaggac
gcccecctecect
tggccgaggce
gaccccaggg
gctcagtgct
ggtgtggctc
ggcagtcccc
cctggtctcet
ccctcagcag
caaagctccc
cttccaggtg
aggcaactgc
aggtgtttag
ctcgggaagc
cacagagcct
tgctcctgca
tgggggatct
ggggtggaga
accccaccaa
gccctgggag
gctgtggcca
ttctgccacg
gtgcccctge
cacagggctg
tggggtgggc
tcttaagcaa
cccagcccect
tatggcatcc
tggccagctc
tgggtgggac
ccaatatctt
ccctcacgcece
ccagctggtc
gcacctcagg
ggctgacgct
cggggtcaac

tatcactcca

gcagcgcggyg

gagagtaggc
gccctecectg
tccaaattgc
atgcttctca
cagccctgga
cactgctgtg
gcagccttca
gatgtggcge
cagaggctgce
tggggagcgg
ggaggccgtg
cctgtctgtt
ccctcecccccea
gctgggcctc
cagtcggcag
ctgggggatg
cttctgggtg
tctgcaaccc
gaggccagcc
gtcctttgct
cccaggccca
gtgcgtgggce
ggtggcagtg
ggggcgctga
gtggcacagg
gcaggcacat
ggcctgcagg

gttctggggc
cgcacggtta

gccacctcac
tggtggaccc
tgtgcctggt
agggctgatc
tgccgtggcet
ctccecctgac
ccactgtgct
cctggtggct
ctgctcccac
ctggccacca
ggtgggcccc
gggcgtggcec

agggatggtc
gcagcacagg
cctcatgggt
gcccagecca
gggagcagga
gggccccage
gggtggggca
gaggccttcg
ctgtgtacca
tgggggctgt
gctggtccag
ctcctgcagce
ggagctgggg
ttagcagctc
acattgcagg
gtgtggcagg
ggggactcca
ccgtggggcece
aggcatctgg
gctgctgcag
gcttccccag
acaccccgcece
cgccgggcag
cccgcttggt
cacctggggt
aggccgtggg
atggaggcca
cgtggctgac
tttctagaga
ccctcgecta
catccaggtg
cattggtgag
tgggcctgaa
gcgttccagg
ttgcctcaag
tcagggtttt
cttcctcagg
cccagggagc
ttctctgcett
acccccgcecc

tgagcttgcc

atggtctlaca

ccatcctctt

tggtggccct
tgagtggtct
gcggcatgcc
cagctccagg
ctggagtcct
aggcctgccc
gggtgaggcc
cccctcecagce
ggggccccca
gtgccagtcc
gactgtggca
ccccagcectce
ccgcctgctg
caactcttgc
accacgtgtg
tggcccctge
cccatgtcgce
tgagcctggg
ccccaggcca
gagcggcecga
cccctcagga
tgtgaggatg
gcttggactt
gggacggacg
tgtggttggce
tggggagtct
ctgtcctgag
agcgttatgt
acctcatcaa
cacagaccct
gtgtctctgt
ctgggtgccc
cctgccctgg
tggagaagcg
gtccttacca
gggccttteg
gaggtcctct
tctgacggag
cccagcggcece
ccgcccecge

tctcccacag

cctcaagktg ttctcctacc

cgagagcgca

gggctggggce

caaggccaag

gctggtgagg
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6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581

gctgcctcgg

gctggggeca

ctgggctgcecc

acttgcctcg

ggaccggcag

gggctegget

cacccccgac

ccgccccectg

ccgcttgctce

gtagctttgg

caggtaagaalggcaaacggg

ggagctgccc

agcgcaccgt

gagctacccc

gacaacctga

cctaccgcgg

tgaggatcct

gccgggggcet

gg99gggactyg

cccggeggcec

tggcctgcta

gccccgcecct

cccttccaga

tctctactac

ttcctectteg

cccccaccct

gtgctacgag

ctcaacttcc

cccgctceccecece

ccgkatccga

aagcgcttcd tgctgcggecg actcctggag atggtgaggce

gggccagggt

cttccttcecce
€cg9gg9gg9g9g
ctttttgcag
gcaggcctgg
cacaggacat
tgctgggtgg
acaggtcccc
gaacgccgtg
ggtggccttyg
gcccactctg
gaacatccct
ggggtgggac
cttctacaag
tctggcctcce
gggtgggggt
ccccectgcegce
tggacccccg
gatcccgctg
gtggctgtca
cgtgctcaac
tgggtgttgg
gcgcagecagg
ctgaagggct
tgcccatgcet
ctgtgcacag

gggcgggcect
cagctgttcc
9999999999
tggatggtcc
cagggtgggt
ggactactcc
ggacgcgtgg
aaccacctca
gctgagctca
ccggggcggg
cceccgececce
gttcacaagt
ggggtcgegt
cccatgctcc
gccttcttcecce
gg99gtgggg
atgttccgcc
ctccgccececcecg
gcctggatag
ctcatcatcg
cgtgaggcgce
actgctttgce
aggaggcctg
tcctcecectgece
ctggaaaccc

tga

[:::::] Forward primer
[:::::] Reverse primer

[:::::] CfrI enzimi kesim bdlgesi

gccggcaccc
tcacccagcet
g9999999g9a
cggccatcca
tccggggtca
cgcatcgtgg
gggcgggtygg
tctggctcat
tgcagtttgg
ggtggtgggg
gcaggaactc
ggtgcatcag
ggcccgggceg
ggcggggcag
acgaggtcag
gctcgctgac
tctgggcctt
ccccgcgagce
tgggccgcectt
ggcagccggt
cggcagccgyg
cgcgctgect
gctggtggaa
aggggagagce

tacagatctc
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ggcaccgggg
ccaggtgggg
ctctggggcc
gaactccatg
gggctgaggg
agcgcctcct
ggctgttctg
cttcttctac
agaccgcgag
gcccccecgcetg
cgagtccatc
gtgggtgtgc
cccagcccac
cagcaagtgg
tgcactgagg
gcccctcetece
caccggcatg
gcagaggctc
cttccgcgge
ggccgtcecctg
cacctgagcg
gcggctggac
gctgcctcecct
aggcccgacyg
gcccaagggt

ctcagctcac
ctgatccagce
gttggggagc
aagcccttca
agccagctgt
gaagctggcg
gcacctggca
tggctcttcc
ttctaccggg
gggctggggc
acctacttct
gcctgggggce
tgccgcectcece
gcagccagga
gcgcgccectg
cctcagtacc
atggcgcagg
actcccgtcc
aactacggca
atgtacgtcc
cctccaggct
tagagcctgce
ggcctccacc
cagttctggce
ctgaatgtgt

ggggcctcgce
tgtccgcttg
aggtacgtgc
tgactctgcg
aggtgagcag
gccctgtgece
gtgagtgacc
cccactcccecc
actcctgcect
actggtggtg
cggagcccct
ggcagaactg
ggggggttgg
cccgcagaca
cggcagtgtt
cccctggtgg
tggtgagcat
tgagcagccc
tgtgtcccca
acgcggccgt
acgactacta
ggccccecteg
cccaacctgg
aggcctctge
ccctgggagg

caataaagtg
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