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OZET

TURKIYE’DE YETISTIRILEN BAZI SIGIR IRKLARINDA MASTITIS, SAP
VE TUBERKULOZ HASTALIKLARINA DIRENCLE iLISKILi GENLERDEKI
POLIMORFiZMLERIN BELIRLENMESI

Ferit KARAYEL

Yiiksek Lisans Tezi, Zootekni Anabilim Dah
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Taki KARSLI
Agustos 2018; 45 sayfa

Mastitis, sap ve tiiberkiiloz si8ir yetistiricilifinde sik rastlanan ve biiyiik
ekonomik kayiplara yol acan hastaliklardir. Bu calismada Tiirkiye’de yetistiriciligi
yapilan dort sigir irkinda genotipik yapi mastitis, sap ve tiiberkiiloz hastaliklarina
direncle iliskili oldugu daha onceki g¢alismalarda bildirilen CD14, MBL, ITGB6,
SLC11A1 ve TLR2 genleri temelinde arastirilmistir. Bu baglamda ¢alismanin amaci 1-)
Holstein (SA) sigir irki ile Tiirkiye yerli sigir irklart olan Bozirk (B), Yerli Kara (YK)
ve Dogu Anadolu Kirmizisi (DAK) sigirlarinda CD14, MBL, ITGB6, SLC11A1 ve
TLR2 genleri lizerindeki bazi polimorfizmlerin arastirilmasi; 2-) Eger varsa SA, B, YK
ve DAK sigir irklarinda mastitis, sap ve tiiberkiiloz hastaliklarina direncle iliskili
genotiplerin belirlenmesi ve bu genlerin MAS ¢alismalarinda kullanim olanaklarinin
tartisilmasi; 3-) Hastaliklara direngle iliskili lokuslar temelinde filogenetik iliskinin
incelenerek, bu lokuslarin filogenetik analizler ig¢in uygun olup olmadiginin
belirlenmesidir. Yapilan calismada CD14 ve MBL1 (Ekzon 2; 2534 G>A ve 2651 G>A
), SLC11A1 (5411G>A ve 7400G>A) ve TLR2 genleri iizerindeki polimorfizmler PCR-
RFLP, ITGB6 reseptor (5’UTR bolgesi 29 G>A; 2145 T>C) genindeki polimorfizmler
ARMS-PCR ve SLC11A1 genindeki tekrarli bolgedeki varyasyon mikrosatellit yontemi
ile belirlenmistir.

Calismada elde edilen sonuglar, Tiirkiye’de yetistirilen SA, YK, BI ve DAK
sigir wrklarinda CD14, MBLI1 (ekzon 2; 2534 G>A ve 2651 G>A) genlerinin mastitis
icin, ITGB6 reseptor (5’UTR bolgesi, 29G>A) geninin sap i¢in, SLC11A1 ve TLR2
genlerinin tliberkiiloz i¢in yapilacak MAS calismalarinda kullanilabilecegini
gostermektedir. ITGB6 reseptor (2145T>C) geni, SLCI11A1 (7400G>A) geni ve
SLC11A geni iizerindeki mikrosatellit lokusun ise calisilan sigir irklarinda MAS
caligsmalari i¢in uygun olmadigi anlasilmaktadir. Ayrica caligmada incelenen lokuslar
tizerinden olusturulan filogenetik agacta 1wrklar genetik kokenlerine uygun olarak
kiimelenmis ve bu lokuslarin 1rk ayriminda kullanilabilecegi goriilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Sigir, Mastitis, Sap, Tiiberkiiloz, Aday gen, Polimorfizm

JURI: Dr. Ogr. Uyesi Taki KARSLI
Prof. Dr. M. Soner BALCIOGLU
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ABSTRACT

DETERMINATION OF POLYMORPHISM IN GENES ASSOCIATED WITH
RESISTANCE TO MASTITIS, TUBERCULOSIS AND FOOT-AND-MOUTH
DISEASES IN SOME CATTLE BREEDS REARED IN TURKEY

Ferit KARAYEL
M.Sc. Thesis in Animal Science
Supervisor: Asst. Prof.Dr. Taki KARSLI
August 2018; 45 pages

Mastitis, foot-and-mouth disease and tuberculosis are diseases commonly
encountered in cattle breeding that lead to gross economic losses. In this study, the
genotypic structure of the four cattle breeds raised in Turkey were analyzed on the basis
of CD14, MBL, ITGB6, SLC11A1 and TLR2 genes which were previously reported to
have been related with resistance to mastitis, foot-and-mouth disease and tuberculosis.
In this regard, the study was aimed at 1-) investigating some polymorphisms on the
CD14, MBL, ITGB6, SLC11A1 and TLR2 genes in Holstein (SA) cattle breed and the
domestic cattle breeds in Turkey, namely Turkish Grey Steppe (TGS), Anatolian Black
(AB) and East Anatolian Red (EAR); 2-) identifying the genotypes, if any, related with
resistance to mastitis, foot-and-mouth and tuberculosis diseases in the cattle breeds of
SA, TGS, AB, and EAR and discussing the possibilities to use these genes in the MAS
studies; 3-) identifying the phylogenetic relation based on the loci related with
resistance to diseases and determining whether these loci are suitable for phylogenetic
analyses. In the study, the polymorphisms on CD14 and MBL1 (Exon 2; 2534 G>A and
2651 G>A), SLC11A1 (5411G>A and 7400G>A) and TLR2 genes were identified by
PCR-RFLP, the polymorphisms on ITGB6 receptor (5’UTR region 29 G>A; 2145 T>C)
gene by ARMS-PCR and the variation in the repetitive region of the SLC11A1 gene by
microsatellite marker method.

The results of the study indicate that in the cattle breeds of SA, AB, TGS, EAR
produced in Turkey, the CD14, MBL1 (exon 2; 2534 G>A and 2651 G>A) genes may
be used for the MAS studies for mastitis, ITGB6 receptor gene (S’UTR region, 29G>A)
for foot-and-mouth disease, SLC11Al (5411 G>A) and TLR2 genes for tuberculosis.
On the other hand, it was concluded that the microsatellite locus on ITGB6 receptor
(2145T>C) gene, SLC11A1 (7400G>A) gene and SLC11A gene are not suitable for the
MAS work related to the said cattle breeds. Also the breeds were grouped according to
their genetic origins in the phylogenetic tree that was drawn on the basis of the loci
analysed in the study and it has been seen that these loci may be used for breed
separation.

KEYWORDS: Cattle, Mastitis, Foot-and-mouth disease and Tuberculosis, Candidate
gene, Polymorphism

COMMITTEE: Asst. Prof. Dr. Taki KARSLI
Prof. Dr. M. Soner BALCIOGLU
Asst. Prof. Dr. Ibrahim AYTEKIN



ONSOZ

Ciftlik hayvanlar1 yetistiriciliginde ekonomik {iretim yapmanin ilk kosulu
damizlik degeri yliksek, saglikli hayvanlarla c¢alisilmasidir. Ciftlik hayvanlarinda
hastaliklar, Oliim oranlarinin artmasi, ekonomik Onemi olan Ozelliklerde verim
seviyesinin ya da kalitesinin diismesi, asilama ve tedavi maliyetleri gibi nedenlerle
biiyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Bu nedenle yetistiriciler damizlik degeri
yiiksek, saglikli hayvanlar ile c¢alismak zorundadir. Tim diinyada oldugu gibi
Tiirkiye’de de sigir yetistiriciligi hayvansal {retimin 6nemli kollarindan biridir.
Tiirkiye’de siit ve kirmizi et iiretiminin ¢ok biiyiikk kismi (yaklasik %90) sigirdan
karsilanmaktadir. Sig1r yetistiriciliinde hastaliklarla miicadele i¢in ¢evresel faktorlerin
tyilestirilmesi, asilama ve ilag kullanimimin yani sira hastaliklara genetik olarak daha
direngli hayvanlarin secilmesi ve populasyondaki sayilarinin artirilmasi 6nemlidir.
Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan si@ir irklarinda siklikla goriilen mastitis, sap ve
tiiberkiiloz gibi hastaliklara direng¢ lokuslarinin belirlenmesi ve bu lokuslarin klasik 1slah
caligmalarina ek olarak yapilacak MAS ¢alismalarinda kullanimi hastaliklar ile
miicadelede Onemli katkilar saglayabilir. Ancak Tiirkiye’de sigirlarda hastaliklara
direncle ilgili MAS c¢alismalarinda kullanilabilecek aday genler konusunda yeterli
calisma yoktur.

Bu amagla yiiriitiilen yiiksek lisans tez calismasinda, Tiirkiye’de yetistiriciligi
yapilan Siyah Alaca, Yerli Kara, Bozirk ve Dogu Anadolu Kirmizis1 sigir irklarinda
daha once degisik ¢alismalarda mastitis, sap ve tiiberkiiloz hastaliklarina direncle iligkili
oldugu bildirilen aday genlerin arastirilmasi ve MAS c¢alismalarinda kullanim
olanaklarinin tartisilmasi hedeflenmistir.

Oncelikle bana bu konu hakkinda ¢alisma firsat1 veren ve tezin her asamasinda
desteklerini sunan tez damisman hocam, Sayin Dr. Ogr. U. Taki KARSLI’ya,
laboratuvar imkanlarini esirgemeyen Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni
Boliimii 6gretim iiyesi Saym Prof. Dr. Murat Soner BALCIOGLU na ve Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Béliimii 6gretim iiyesi Sayin Prof. Dr.
Biilent UZUN’a, ayrica laboratuvar calismalari sirasinda desteklerini esirgemeyen
Zootekni Boliimii yiiksek lisans 6grencileri Sayin Eymen DEMIR, Sayin Hiiseyin
Goktug FIDAN ve Saym Mehmet ASLAN’a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

) Teze FYL-2017-2355 proje numarasi ile maddi kaynak saglayan Akdeniz
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne tesekkiir ederim.
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GIRIS F. KARAYEL

1. GIRIS

Diinya {izerinde neredeyse tiim iklim kusaklarinda yasayabilen si8ir, insanlarin
dogrudan yararlanamadigi bitkisel {riinleri ve bazi sanayi artiklarini insanlarin
tilkketebilecegi kaliteli hayvansal proteine doniistliiren en énemli hayvan tiiriidiir (Kumlu
1999; Akman vd. 2005). FAO’nun 2016 yil1 verilerine gore sigir, diinya siit tiretiminin
biiylik bir kismmi (% 83), kirmiz1 et liretiminin de yaklasik % 32’sini tek basina
saglamaktadir (Anonim 1). TUIK’in 2017 yili verilerine gore Tiirkiye’ de ise siit
tiretiminin yaklagik % 91’1, kirmiz1 et iiretiminin % 88’1 sigirdan karsilanmaktadir
(Anonim 2). Ayrica si8ir yetistiriciliginde isgiicti gereksinimi olduk¢a fazla oldugundan
ozellikle gelismekte olan iilkeler i¢in biiyiik istihdam kaynagidir. Bu yapisiyla sigir ve
sigir Uriinleri insanlarin saglikli beslenmesi ve iilke ekonomileri i¢in biiylikk 6nem
tasimaktadir. TUIK 2017 yili verilerine gére Tiirkiye’de yaklasik 16 milyon sigir
bulunmaktadir. Sigir varligimizin % 49°u kiltiir ki, % 41°1 kiiltiir irk1 melezi ve %
10’u da yerli irklardan olugsmaktadir (Anonim 3).

Ciftlik hayvanlar1 yetistiriciliginde ekonomik {iretim yapmanin ilk kosulu
damizlik degeri yiiksek, saglikli hayvanlarla calisgilmasidir. Ciftlik hayvanlar
yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplar saglik sorunlarindan kaynaklanmaktadir.
Bir hayvanda bir hastaligin gelismesi bireyin genotipi ve g¢evrenin karsilikli
etkilesiminin sonucudur. Hastalik, ¢evresel faktorler ile bireyin genetik altyapisinin
karsilikli etkilesimi sonucu ortaya ¢ikar. Bu amagla yetistiriciler isletmelerinde bir
yandan damizlik degeri yliksek saglikli hayvanlarla calisirken bir yandan da gevre
kosullarini iyilestirmek zorundadir. Hastaligt oOnlemek icin ¢evresel faktorlerin
tyilestirilmesi, agilama ve ilag kullaniminin yan1 sira genetik olarak hastaliklara direngli
bireylerin belirlenip bu hayvanlarla ¢alisilmasi da 6nemlidir (Ekim 2010).

Ciftlik hayvanlarinda genetik 1iyilestirme binlerce yil Once c¢iftlik hayvam
tirlerinin evcillestirilmesi, degisik iklim ve {iretim sistemlerine adaptasyonu ile
baslamistir. 1700’li yillarin sonunda baslayan irklarin gelistirilmesi, 20. ylizyilda
hayvan islah1 ve genetigi biliminin ortaya ¢ikmasi ile daha da artmistir. (Rothchild ve
Plastow 2014). Hayvan 1slah1 ve genetiginde ortaya c¢ikan gelismeler, yetistirici
tercihlerine gore yiiksek verimli irklarin gelistirilmesine olanak saglamistir. Gegtigimiz
30 yilda ise molekiiler biyoloji, molekiiler genetik ve biyoteknoloji alaninda yasanan
hizli gelisim hayvan 1slahgilari i¢in yeni firsatlar sunmustur.

DNA teknolojileri giliniimiizde bir¢ok alanda oldugu gibi ciftlik hayvanlar
tiretiminde de yogun sekilde kullanilmaktadir. DNA’nin yapisinin belirlenmesinden
sonra Restriksiyon Enzimleri ve PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) teknigi
kesfedilmistir. PCR’1n kesfinden bu yana c¢ok sayida PCR temelli molekiiler marker
yontemi gelistirilmistir. Gegtigimiz 20 yilda hayvansal iiretim alaninda en yaygin
kullanilan DNA marker yontemleri arasinda PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu),
RT-PCR (Ger¢ek Zamanli PCR), RFLP (Restriksiyon Par¢ga Uzunluk Polimorfizmi),
AFLP (Cogaltilmis Uzunluk Parga Polimorfizmi), DNA Sekans Analizi, Mikrosatellit
DNA Analizi ve SNP (Tek Niikleotid Polimorfizmi) gosterilebilir. Son yillarda ise yeni
nesil sekans analizleri ile SNP belirleme, belirlenen bu SNP’lerin ¢esitli verimler ve
hastaliklarla iliskilendirilmesi iizerine yogun arastirmalar yapilmaktadir. Bu ve benzer
teknolojiler ¢iftlik hayvanlarinda genetik kaynaklarinin korunmasi programlarinda,
filogenetik analizlerde, ekonomik Onemi olan oOzelliklerin (dol, et, siit verimi vb.)
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seleksiyonla miktar ve kalitesinin artirilmasinda, genetik hastaliklarin ya da hastaliklara
direncli bireylerin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Karsli vd. 2013).

Hayvansal iiretimde saglik koruma caligsmalari, son yillarda siit endiistrisi ve
tiketiciler i¢in giderek artan bir 6nem kazanmaktadir. Hayvanlarda 6lim oraninin
artmasina, biiyiime orani ve dol veriminin azalmasina ayni1 zamanda et ve siitiin miktar
ve kalitesinin diismesine yol acan enfeksiyon hastaliklart hayvan yetistiriciliginde sikca
karsilagilan olumsuz bir durumdur. Bu hastaliklarin iiretim maliyetlerine olan olumsuz
etkilerinin yani sira antibiyotik gibi ilaglarin kullanimlarina smirlama getiren gida
giivenligi ve hayvan refah1 gibi yeni kavramlarin gelismesi, saglik korunma
calismalarina yeni yaklagimlar getirmis ve bagisiklik sistemi, hastaliklara
direng/duyarlilik gibi 6zelliklerin kalitimina yonelik ¢alismalara ilginin artmasina yol
agmustir (Oner ve Elmaci 2011).

Herhangi bir konak¢i tarafindan hastaliga karsi verilen tepkinin genetik
temelinin bilinmesi hastalig1 kontrol etmede yeni yaklagimlar sunabilir. Hastaliga karsi
direngli bireylerde ilgili genlerdeki polimorfizmler hizla gelisen molekiiler araglar
kullanilarak kolaylikla tespit edilebilir. Bu genlerdeki polimorfizmler ile hastalik
Ozellikleri arasinda yapilan iliski analizleri sonucu istatistiki agidan onemli ¢ikanlar
Marker Destekli Seleksiyon (MAS) calismalarinda aday gen olarak kullanilabilir.
Direng genini tasiyan bireylerin damizlik olarak secilerek marker destekli seleksiyon
programlarinda kullanilmas: hastaliklarin kontrol altina alinmasinda 6nemli katkilar
sunabilir.

Sigir yetistiriciliginde en sik karsilagilan ve 6nemli ekonomik kayiplara yol agan
hastaliklar arasinda Mastitis, Sap (FMD-Foot-and-mouth disease), Brusella (brucellosis)
ve Tuberkiiloz (Tuberculosis) gosterilebilir. Gliniimiizde bu hastaliklarla iliskili oldugu
belirlenen ve MAS caligmalarinda kullanilabilecek ¢ok sayida aday gen tanimlanmaistir.
Bu genlere 6rnek olarak CD14 (Cluster of diffferention-14), MBL (Mannose-binding
lectin), Toll Like Receptors (TLR1, TLR2, TLR4), Lactoferrin, Interleukin 8, ITGB6,
Macrophage protein 1 ya da diger ismi ile solute carrier 11al (Nrampl- SLC11Al)
genleri gosterilebilir (Mucha vd. 2009; Wang vd. 2011; Singh vd. 2014; Kumar vd.
2014; Bukhari vd. 2015; Mundhe vd. 2016; Liu vd. 2017).

Bu baglamda gerceklestirilen bu yiiksek lisans tez ¢calismasinda;

1-) Tirkiye’de yetistiriciligi en fazla yapilan Siyah Alaca (SA) sigir ki ile yerli gen
kaynaklarimiz olan Boz (B), Yerli Kara (YK) ve Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK) sigir
irklarinda daha Once mastitis, sap ve tiiberkiiloz hastaliklarina direngle iligkili oldugu
bildirilen baz1 genlerdeki polimorfizmlerin arastirilmasi,

2-) Hayvan gen kaynaklarimizdan olan B, YK ve DAK sigir irklarinda genetik yapinin
CD14, MBL, ITGB6, SLCI1A1 ve TLR2 genleri bakimindan molekiiler olarak
tanimlanmasi,

3-) Eger varsa SA, B, YK ve DAK sigir wrklarinda mastitis, sap ve tiiberkiiloz
hastaliklarina direngle iliskili genotiplerin belirlenmesi ve bu genlerin MAS
calismalarinda kullanim olanaklarinin tartisilmasi,
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4-) Kotii ¢cevre kosullart ve hastaliklara kars1 daha dayanikli oldugu bilinen yerli sigir
wklarimizda mastitis, sap ve tliberkiiloz hastaliklarina diren¢ genlerindeki
polimorfizmlerin, diinyada ve iilkemizde yetistiriciligi en ¢ok yapilan SA sigir irki ile ve
mevcut literatiir esliginde diinyanin ¢esitli bolgelerinde yetistirilen farkli sigir irklari ile
karsilastirilmasi,

5-) Konu hakkinda tilkemizdeki literatiir eksikligini giderilmesi,

6-) Hastaliklara direngle iliskili lokuslar temelinde ¢alisilan sigir populasyonlari
arasindaki filogenetik iliskinin incelenmesi amaglanmustir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Sigirin Zoolojik Sistemdeki Yeri

Omurgali, memeli, ¢ift tirnakl (toynakli) ve gevis getiren bir hayvan olan sigira
en ¢ok benzeyen hayvan tiirleri manda ve bizondur. Zoolojik siniflandirmaya gore bu
hayvanlar ile sigirin ayrilma seviyesi oldukga alt diizeylerdedir (cins diizeyinde). Manda
ve bizondan sonra sigira en yakin tiir olan koyun ve ke¢i sigirdan aile diizeyinde ayrilir.
At ve esek gibi hayvan tiirlerinin ise sigira yakinligi takim diizeyindedir (Kumlu 1999).
Sigirin zoolojik sistematikteki yeri Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2. 1. Sigirin zoolojik sistemdeki yeri

Kingdom (Alem) Animalia Hayvanlar
Phylum (Sube) Chordata Kordalilar (Sirt1 Ipliklier)
Subphylum (Alt sube) Vertebrata Omurgalilar
Classis (Sinif) Mammalia Memeliler
Alt sinif Plancentalia Plesantalilar
Ordo (Takim) Ungulata Tirnaklilar
Subordo (Alt takim) Artiodactylae Cift tirnaklilar
Grup Ruminantia Gevis getirenler
Familia (Familya) Bovidae Bos boynuzlular
Genus (Cins) Bos Sigirlar é?zlgg) manda,
Subgenus (Alt cins) Taurina Gergek sigirlar
Species (Tiir) Bos taurus Evcil sigir

2.2. Arastirma Kapsaminda Kullamilan Sigir Irklar:

2.2.1. Holstein (Siyah Alaca-SA)

Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de en yaygin olarak yetistirilen sigir 1rki
olan Holstein renklerinden dolayr Siyah Alaca veya Kirmizi Alaca olarak da
adlandirilmaktadir. Kuzey Deniz kiyilarindan (Hollanda) kdken alan Siyah Alaca irki
Avrupa’da Onceleri siit ve et 1960’lardan sonra agirlikla siit verimi yoniinde 1slah
edilmistir. Ergin canli agirliklar1 700-800 kg’a ¢ikabilen Siyah Alaca irkinin laktasyon
stit verimi 7-11 ton, siitlindeki yag oranmi1 ve protein olarnlar1 yaklasik olarak % 3.5,
dolayina ulasmistir (Kumlu 1999).

Tiirkiye’ye 1970’11 yillardan sonra giren ve tiim bolgelerde basari ile yetistirilen
Siyah Alaca irk1 sigirlarin en yaygin yetistirildigi bolgeler Batt Anadolu ve Marmara
bolgeleridir. Adaptasyon yetenekleri, et ve siit verimi yiiksek olan Siyah Alaca irki
yetistiriciler tarafindan tercih edilmekte ve melezlemelerde kullanilmaktadir.
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Giiniimilizde canli olarak getirilmese de yurt disindan dondurulmus sperma ithali halen
devam etmektedir (Kumlu 1999; Ozhan vd. 2001). Siyah Alacalar diinyanin birgok
iilkesinde oldugu gibi Tiirkiye’de de baskin irk haline gelmistir.  TUIK 2017 yih
verilerine gore Tirkiye’de yaklasik 16 milyon sigir bulunmaktadir. Tiirkiye’de
yetistirilen sigir irlar1 arasinda sayisal varligi en ¢ok olan irk olan Siyah Alaca irkidir.
Bu irk ve melezleri Tiirkiye sigir varliginin % 80’ini olusturmaktadir. (Anonim 3).

2.2.2. Yerli Kara (YK)

Tiirkiye’de yerli wrklar arasinda yetistiriciligi en fazla yapilan ve en biiyiik
populasyona sahip olan Yerli Kara sigir irkidir. Orta Anadolu basta olmak lizere genis
bir yayilma alan1 vardir. Ergin canli agirliklar1 disilerde 200-300 kg arasinda degisirken
erkeklerde 300-400 kg olabilir. Laktasyon siit verimleri 500-600 kg, siitteki yag orani %
4-5 dolayindadir. Tamamen siyah renkteki Yerli Kara irki sigirlarda hem disi hem de
erkeklerde ince yapili ve ay seklinde boynuz vardir. Yetersiz bakim, besleme, sert
kiglar, kuraklik, hastalik ve zararlilar gibi koti c¢evre kosullarina oldukga
dayaniklidirlar. Yerli Kara sigir irki bu o6zellikleri nedeniyle Orta Anadolu’nun zayif
mera ve otlaklar1 ile Akdeniz ya da Kuzey bolgelerdeki daglik alanlarda bile rahatlikla
yetistirilmektedir (Kumlu 1999; Ozhan vd. 2001, Anonim 2018b).

v '.";:(1

Sekil 2. 1. Yerli Kara sig1ir irk1 (Anonim 4)

2.2.3. Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK)

Adindan da anlasilacagi tlizere kirmizi ve kirmizinin degisik tonlarinda kil
oOrtiisiine sahip bu 1k, basta Erzurum, Kars ve Ardahan olmak iizere Dogu ve
Kuzeydogu Anadolu bolgesinde yogun olarak yetistirilmektedir. Kiigiik ciisseli olmakla
birlikte oldukg¢a giiclii olan bu sigir irki kotii ¢evre kosullarina son derece dayaniklidir.
Erkek ve disiler boynuzlu olup boynuzlar 6ne kivrimli ve koyu renktedir. Erkeklerde
canli agirlik 350-450 kg arasinda iken disilerde 250-350 kg araligindadir. Laktasyon siit
verimleri 1000 kg civarinda olup, siitteki yag oram1 % 4-5 dolayindadir (Kumlu 1999;
Ozhan vd. 2001, Anonim 2018b).
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Sekil 2. 2. Dogu Anadolu Kirmizisi sigir irki (Anonim 4)
2.2.4. Boark (B)

Trakya, Marmara ve Bati Anadolu’da yetistirilen Bozirk sigirlar YK ve DAK
sigir irklarina nispeten daha iri yapilidirlar. Bozirk sigirlar daglik bolgelerdeki orman ici
ya da engebeli arazilerde insan miidahalesi olmadan yasayabilmektedir. A¢ik renkli
olmakla birlikte kil rengi a¢ik giimiisiden koyu kiil rengine kadar degisir. Acik
kahverengi dogan buzagilarin renkleri biiyiidiikce agilmaktadir. Inekler bogalara gore
daha agik renklidir. Ergin canli agirlik disilerde 300-400 kg, erkeklerde 450-500 kg
civarindadir. Laktasyon siit verimleri 1000-1200, siitteki yag orant % 4-5 civarindadir
(Kumlu 1999; Ozhan vd. 2001, Anonim 4).

Sekil 2. 3. Boz sigir irk1 (Anonim 4)
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2.3. Diren¢/Duyarhlik Genleri Arastirilan Hastahklar

2.3.1. Mastitis

Siit sigircilign igletmelerinde biiyiik ekonomik kayiplara yol acan ve en sik
goriilen hastaliklarin basinda gelen Mastitis basit olarak meme bezine patojenik
mikroorganizmalarin  girmesi ve ¢ogalmasindan kaynaklanan meme bezinin
iltihaplanmas1 olarak tanimlanabilir. Mastitisin ortaya c¢ikmasinda Stafilokoklar,
Streptokoklar, Koliformlar ve Enterokoklar gibi bakteriler neden olmakla birlite, ¢cevre
(beslenme, mevsim, sagim kosullar1) ve inege (irk, genetik yapi, yas vb.) ait etkenler
hastaligin ortaya ¢ikisinda ve seyrinde onemlidir. Mastitis hastaliginin tipik belirtileri
arasinda memede kizariklik ve sisme, halsizlik, ates ve istah kaybi1 vardir (Heringstad
vd. 2000; Deb vd. 2013, Tanribuyurdu 2014). Bunlarin yani sira hastalik boyunca
stitteki somatik hiicre sayisiin (makrofajlar, notrofiller ve lenfositler) arttig1
gbzlemlenir. Somatik hiicre sayis1 ile klinik Mastitisler arasinda pozitif genetik
korelasyon oldugu igin genetik c¢aligmalarin g¢ogunda somatik hiicre sayisina
yogunlasilmistir. Somatik hiicre sayis1 memedeki bakteriyel durumu tahmin etmede
kullanilir (Dolatabady 2014).

Herhangi bir isletmede klinik ve subklinik seklinde goriilen, akut ya da kronik
seyirli olabilen mastitislerin genellikle %701 subklinik mastitistir. Klinik mastitisler,
gerek meme dokusunda gerekse siitte gozle goriilebilen degisikliklerden anlasilabilir.
Klinik mastitislerde enfekte meme lobu sicak, gergin ve serttir. Siit tiretimi ¢ogunlukla
durmus ya da azalmistir. Siit saman renginde sulu bazen de kanlidir. Piht1 veya pihti
parcaciklari igerir. Subklinik mastitislerde genellikle gozle goriilebilen belirtiler
olusmaz ve siit normal gériiniimdedir. Bu nedenle tespit edilmesi genel olarak zor olan
subklinik mastitisler somatik hiicre sayisindan tespit edilebilmeye c¢alisilir. Subklinik
mastitis, mastitisin en dnemli formudur. Ciinkii siit liretiminde ve kalitesinde diisiise ve
buna baglh olarak da ¢ok biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Ayrica klinik
belirtiler gostermeden seyrettigi icin yayilmasi daha kolaydir (Ozhan vd. 2001; Savasan
ve Kaya 2004; Tanribuyurdu 2014; Darbaz ve Ergene 2015).

Mastitis hastaligi siit veriminin diismesi, siitiin kalitesindeki diismeye bagh
olarak fiyatinin diismesi, siitiin kalitesinin bozulmasiyla alinan prim miktarinin diismesi,
tedavi giderleri, tedavi siliresince siitiin atilmasi, sagimda isgiiclinlin artmasi, tedavi
edilemeyen hayvanlarin kesime gonderilmesi ile siiri yenileme masraflarinin artmasi
gibi nedenlerle siit sigircilig1 isletmelerinde biiyiik ekonomik kayiplara yol agmaktadir
(Tanribuyurdu 2014; Mundan vd. 2015). Mastitis nedeniyle ekonomik kaybin % 67’si
siit verimindeki diisiisden yasanmaktadir. Tirkiye’de ineklerde mastitis goriilme
oraninin % 30 civarinda oldugu, ve mastitis nedeniyle siit verimindeki kaybin % 10
dolayinda oldugu bildirilmistir (Kul vd. 2006; Darbaz ve Ergene 2015).

2.3.2. Sap

Sigir yetistiriciliginde ekonomik agidan 6nemli bir diger hastalik olan Sap (Foot-
and-mouth disease-FMD) ¢ift tirnakli hayvanlar igin son derece bulasici, viral bir
hastaliktir. Hastaliga Picornaviridae familyasinin bir tiyesi olan SAP viriisii (Foot-and-
Mouth Disease Virus — FMDV-) neden olur. Hastaligin belirtileri arasinda yiiksek ates,
agiz, meme ve interdigital bolgelerinde vezikiil, bol miktarda salya, tlikiiriik, siit
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iiretiminde ciddi miktarda azalma vardir. Hasta hayvanlarda siit miktarindaki azalma
%30-40 dolayinda iken, siitteki yag orani bir miktar artar. Geng¢ hayvanlarda ise ani
Oliimler meydana gelebilir. FMD viriistiniin O, A, C, (Gliney Afrika) SATI1, SAT2,
SAT3 ve Asya 1 olmak iizere yedi alt tipi vardir ve bunlar imminolojik olarak farkl
hastaliklara neden olur. Tek iplik¢ikli pozitif sens RNA genomuna sahip FMD viriisti,
kilifsiz, kiigiik bir viriistiir (Ozhan vd. 2001; Issi vd. 2010; Singh vd. 2014b; Parajapati
vd. 2017).

Sap hastalig1 6zellikle kiiltiir irk1 geng sigirlarda ani Sliimlere neden olmasi, siit
ve et verimindeki azalma, koruyucu ve tedavi amacli asilama giderleri gibi nedenlerle
cok ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Sap hastaligina bagli ekonomik
kayiplarin tiim diinyada yillik 6.5-21 milyar dolar arasinda oldugu tahmin edilmektedir
(Issi vd. 2010; Singh vd. 2014b).

2.3.3. Tiiberkiiloz

Sigirlarda Mycobacterium bovis'in neden oldugu tiiberkiiloz (BTB) hastalig1
enfeksiydz, kronik bir solunum hastaligidir. Sigir yetistiriciliginde biiylik ekonomik
kayiplara yol acan hastalik, hayvansal iiriinler araciligtyla insanlara da gegebilecegi igin
dolayl1 olarak toplum saglhig: iginde bir tehdittir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde
sigir yetistiricileri ve toplum sagligini olumsuz yonde etkilemektedir (Ekim 2010; Allen
vd. 2010; Kadarmideen vd. 2011)

Tiiberkiiloz etkeni olan M. Bovis aside direngli, aerobik, sporsuz, hareketsiz ve
kapsiilsiiz bir bakteridir. Sigirlarda ¢ogunlukla solunum yoluyla, daha nadir olarak hasta
hayvanlarin siitliyle beslenen buzagilara bulasirken, insanlara kontamine et ya da siit
iriinlerin tiiketilmesiyle geger. Genellikle bakteri akcigere girdiginde cogalmaya baslar
ve akcigerin yanindaki lenf nodiillerine yayilir. Hastaligin subklinik seyir izledigi i¢in
belirlenmesi zordur. Barmaklarda hayvanlara diisen birim alanin artirilmasi, hijyen
kosullarina dikkat edilmesi, kapali barinaklarin siirekli havalandirilmasi, disaridan
stiriiye kontrolsiiz hayvan girisinin engellenmesi hastaligin yayilmasini engelleyebilir
(Ozhan vd. 2001; Ozbey vd. 2008).

2.4. Arastirmada Kullanilan Molekiiler Marker Yontemleri

Yiiriitiilen ¢aligma kapsaminda, sigirlarda goriilen ii¢ farkli hastaliga kars1 direng
ile iligkili farkli genler polimorfizmler (SNP) ile genom iizerinde bulunan bazi tekrarh
bolgelerdeki (mikrosatellit) varyasyonun belirmesi amaglanmigtir. Tek niikleotid
degisimi sonucu olusan degisimlerin belirlenmesinde giinlimiizde en fazla kullanilan
yontem PCR-RFLP yontemidir. Ancak ¢esitli sebeplerle bu yontemin uygulanamamasi
durumunda ARMS-PCR ya da AS-PCR gibi yontemler uygulanabilir. Genom
tizerindeki tekrarli bolgelerin belirlenmesi ise Mikrosatellit DNA marker yontemi ile
yapilmaktadir.

2.4.1. PCR-RFLP yontemi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu temelinde yapilan Restriksiyon Par¢a Uzunluk
Polimorfizmi [Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP)] yontemi
giiniimiizde varligt daha Onceden sekans analizleri ile tespit edilmis SNP’lerin
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belirlenmesinde en yaygin kullanilan DNA marker yontemidir. Iki asamadan olusan
yontemin iki asamasinda nokta mutasyonu sonucu olusan SNP’ni igeren bolge PCR
islemi ile ¢ogaltilir. ikinci asamada mutasyonu da igeren cogaltilmis PCR iiriinleri
mutasyonu tantyan restriksiyon enzimi (RE) ile belli bir siire kesime birakilir. Kesim
isleminden sonra agaroz jel elektroforesinde kesim sonuglarinin bant profillerine
bakarak drneklerin mutasyonu tasiyip tasimadigina karar verilir. PCR-RFLP yonteminin
uygulanmasi genel olarak kolay ve tekrarlanabilirligi yiiksektir. Kullanilan RE’nin
yontemin maliyetini ve isglicii gereksinimini artirmaktadir (Karshi vd. 2008; Karsh
2010; Karsli vd. 2013)

) N |
O LR g
R~y hY ny ."‘l‘\:n‘
r*‘f ] 4
N r

DNA Izolasyonu Denatiirasyon Baglanma Uzama ™™—— PCR

A'A,

PCR Uriinlerinin
RE ile Kesimi

=5
EcoRV %"?"x

BamHI %

VAVRY

Agaroz Jel
Elektroforezi

Sekil 2. 4. PCR-RFLP Yontemi
2.4.2. ARMS-PCR yontemi

Tetra-primer amplification refractory mutation system—polymerase chain
reaction (ARMS-PCR) yontemi tek niikleotid polimorfizmlerinin belirlenmesi icin
basit, ekonomik ve etkili bir metottur. Yontemde dort farkli primer ayni anda
kullanilarak yapilan PCR iglemini jel ektroforezi takip eder. Klasik PCR igleminden tek
fark: iki yerine dort primer kullanilmasidir. Ko-dominant marker yontemi olan ARMS-
PCR isleminde heterozigot veya homozigot, mutant ve normal (yabani tip) aleller tespit
edilebilir. 1ki i¢ ile iki dis primerin kullanildig1 yéntemde dis primerler ile SNP’in de
bulundugu tiim bolge cogaltilir. Her i¢ primer ve bir adet dig primer ile mutant ve
normal alleller ¢ogaltilir. Tiim bu islemler ayn1t PCR tiipii icerisinde tek seferde
gergeklestirilir. Siklikla karistirilmasina karsin ARMS-PCR isleminin Allel Spesifik
PCR (AS-PCR) isleminden farki budur. AS-PCR isleminde de hem mutant alleli hem de
normal alleli taniyan primerler kullanilmakta ancak bu primerler ayni revers primer ile
ayr1 ayri ¢ogaltilmaktadir. Yani ayni revers primer ile ayr tliplerde mutant primer ve
normal primer kullanilarak PCR islemi yapilmaktadir. Kisaca AS-PCR isleminde iki
primer ile iki PCR islemi uygulanmaktadir (Ghanem vd. 2008; Medrano ve Oliveira
2014; Gen ve Ahmed 2018).
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ARMS-PCR tekniginde nokta mutasyonlarin1 belirlemede en sik kullanilan
yontem olan PCR-RFLP tekniginde oldugu gibi enzim gereksinimi dolayisiyla
restriksiyon enzimleri ile kesim islemi i¢in gereken siireye ihtiya¢ yoktur. Bu nedenle
PCR-RFLP teknigine gore oldukca ekonomik ve hizlidir. AS-PCR islemine gore ise
maliyetler hemen hemen esit olmakla beraber is giicii ve zaman gereksinimi ARMS-
PCR isleminde daha azdir. Cilinkii AS-PCR isleminde sonucu gérmek igin iki PCR
islemi yapmak gerekirken ARMS-PCR isleminde tek PCR islemi yeterlidir. Bu
iistlinliikleri yan1 sira ARMS-PCR isleminde optimizasyon daha zor ve zaman alicidir.
ARMS PCR isleminde 6zellikle baglanma sicakliklar1 ile MgClz yogunluguna dikkat
edilmelidir. Ozgiin olmayan PCR iiriinlerinin engellenmesi igin baglanma sicakliklar:
miimkiin oldugunca ytikseltilmeli ve ilk 10-15 dongiide kademeli olarak diisiiriilmelidir
(Medrano ve Oliveira 2014; Gen ve Ahmed 2018).

Outer F —»
Kalip DNA

>

<+— Quter R

Non-spesifik allel o
(659 be) OR

A spesifik allel
(445bg)

G spesifik allel OR

(257 bg) @ G G

Agaroz Jel Elektroforezi

AA AG 66

1000 bg
750 be
500 b
250 b

BERNES

Sekil 2. 5. ARMS-PCR yontemi
2.4.3. Mikrosatellit DNA marker yontemi

Mikrosatellitler 6karyotik genomun yaklasik olarak %3’{inii olusturan, intron ya
da ekzon bolgelerde bulunabilen tekrarlt DNA dizileridir. Genellikle mono (tekli), di
(ikili), tri (liclii), tetra (dortlii), penta (besli) ya da hekza (altili) sekilde degisken sayida
(5-100 arasi) tekrar eden DNA pargalaridir. Kisa Ardistk Tekrarlar (Short Tandem
Repeats, STR) ya da Basit Dizi Tekrarlar: (Simple Sequence Repeats, SSR) olarak da
adlandirilan mikrosatellitler yiiksek derecede polimorfik bolgelerdir. Tekrarli bolgelerde
polimorfizmin yiiksek olmasinin nedeni bu bolgelerdeki mutasyon oraninin genomun
diger bolgelerine gore fazla (107 ile 10* arasinda) olmasidir. Mikrosatellit marker
yontemi tekrar dizilerinin bulundugu bdlgenin PCR ile ¢ogaltilmasini ve daha sonra
cogaltilan bolgenin biiyiikliklerinin belirlenmesi islemidir. PCR biiyiikliiklerinin
belirlenmesinde gec¢mis yillarda poliakrilamid jeller kullanilmisken, giiniimiizde ise
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kapiller sistemler yogun olarak kullanilmaktadir. Kapiller sistemlerin maliyeti
poliakrilamid jele gore yliksektir. Ancak uygulamada sagladiklar1 kolayliklar ve
giivenilirliklerinin yiiksek olmasi gibi nedenlerden dolay: tercih edilmektedir (Arif vd.
2010; Klug vd. 2011; Karsli vd. 2013; Karsli 2015).

Mikrosatellit marker yontemi gectigimiz on yilda ¢iftlik hayvanlarinda genetik
kaynaklarin korunmasi ve 1slah ¢alismalart i¢in genetik varyasyonun belirlenmesinde
(Zanetti vd 2010), wrklar ya da akrabali yetistirilmis hatlar arasindaki filogenetik
iligkinin tespitinde (Tadano vd 2012, Ceccobelli vd 2015), MAS calismalar1 igin
ekonomik Onemi olan c¢esitli verimler ve bazi hastaliklara diren¢ lokuslarin
belirlenmesinde (Minvielle vd 2005, Hako Touko vd 2013) ile ebeveyn tespitinde
(Ozsensoy vd 2014) yogun olarak kullanilmaktadir. Mikrosatellitlerin tiim genom
boyunca bol miktarda dagilmis olmalari ekonomik 6nemi olan c¢esitli verimlerle yada
baz1 hastaliklara direngle baglantili  kantitatif karakter lokuslarinin (QTL)
belirlenmesinde ve belirlenen bu lokuslarin aday gen yaklagimi ile marker destekli
seleksiyonda (MAS) kullanilmasina olanak saglar (Karsli 2015).

§ N o n DNA
ag u ' = = I } Tzolasyonu
e v

e
Forword primer (CA):: motif
/ — . ‘AATGTC{AQKM}FACACACACACACACACACACAC TACGGTACATGACTTAT..
= ... TTACAGATCAGGTACCT. &TGT‘TGTGTGYGTGT‘TGTGT‘ AATA. .
__
-

-t - ‘ ﬁmrupfw

s {M: SampAl f | Kepiller
: 3500+ I > Sistamde
- 2 3250 [ ‘ Fragment
<. 3 ey (| Analizi
2500 | l\
250~ | A,
2000 o A J

Sekil 2. 6. Mikrosatellit DNA marker yontemi(Karsli 2015)
2.5. Kaynak Taramalar:

Sigirlarda cesitli hastaliklara direng ya da duyarlikla (yatkinlik) iligkili oldugu
tespit edilen ve degisik molekiiler yontemler ile belirlenebilen ¢ok sayida aday gen
vardir. Bu ¢alisma kapsaminda mastitis, sap ve tiiberkiiloz hastaliklarina direngle iliskili
oldugu daha onceki calismalarda bildirilen ve Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Zootekni Bolimii Genetik Laboratuvar: alt yapisinin olanak verdigi CD14, MBL,
ITGB6, SLC11AT1 ve TLR2 gen bolgelerindeki SNP’ler arastirilmistir.

Sigirlarda mastitis hastaligr i¢in yapilan QTL calismalarinda, degisik DNA

bolgelerindeki varyasyonlari ile mastitis direnci ya da duyarliligiyla iligkili 15 civarinda
aday gen tespit edilmistir. Bu genler arasinda CDI14, BoLA-DRB3, CXCR2, sigir
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laktoferrin geni, MBL geni, TLR4 geni, osteopontin gosterilebilir. Yapilan arastirmalar
ozellikle CD14, MBL, BoLA-DRB3, ILSRA, TLR4, ve LTF’nin mastitis ile oldukca
yuksek derecede iliskili oldugunu gostermistir ve bunlarin sigirlarda mastitis ¢calismalari
icin 6nemli aday genler oldugu belirtilmistir. Ayrica BoLA-DRB3 ve LTF nin mastitis
yani sira bazi verim oOzellikleriyle de iliskili oldugu gosterilmistir. BoLA gen
kompleksinin mastitis ile iligkisi incelenirken, bu genin parazit enfeksiyonlari, sap
hastaligina direng ve topallikla ilgili oldugu da raporlanmistir (Singh vd. 2014b).

CD14 (Cluster of Differentiation-14) geni mastitise dayaniklilik i¢in miikemmel
aday genlerden birisidir. Bu gen tarafindan kodlanan protein dogal bagisiklik sisteminin
bilesenidir ve bu protein niikleer faktorlerin (NF)-kB aktivasyonu boyunca hareket eder.
Monositlerin hiicre membrani tizerinde bol miktarda ve daha az miktarlarda nétrofiller
iizerinde bulunur. Iki formu vardir, birincisi membrana (zara) bagh sekilde olan
(mCD14) digeri ise c¢oziilebilir (soluble) (sCD14) formudur. CD14 reseptorlerinin,
lipopolisakkarit (LPS), lipoteikoik asit (LTA), arasidonik asit ve viicudun savunma
mekanizmasinda 6nemli rol oynayan ve ¢esitli serbest haldeki sitokinlere baglandigi
belirlenmistir. Promotor, 2 ekzon ve 1 introndan olusan 2630 bg biiyilikligiindeki CD14
geni s1gir 7. kromozomu (BTA 7) tizerinde haritalanmistir (Pal vd. 2011, Kumar vd.
2014). CD14 mastitis, treponemiasis, treponemiasis gibi ¢esitli hastaliklar tizerindeki
rolii i¢in 6nemli bir molekiil olarak kabul edilmistir (Pal vd. 2011).

Kumar vd. (2014) Hindistan’da yetistirilen Sahiwal 1rk1 laktsyondaki 100 sagmal
inekte CD14 geni iizerinde yaptiklar1 calismada 6 farkli polimorfik bolge lizerinde
calismislardir.  Arastiricilar  F: CTTCCTGTTATAGCCCCTTTCC ve R:
CACGATACGTTACGGAGACTGA primerleri ile cogalttiklar1 4 nolu bolgeyi (832 bg)
HinfI restriksiyon enzimi ile kesim isleminden sonra {i¢ genotip olustugunu (CC, CD ve
DD) ve CC genotipindeki hayvanlarin mastitise daha dayanikli oldugunu
bildirmiglerdir. Arastiricilar Sahiwal irkinda CC, CD ve DD genotip frekanslarimi
sirastyla 0.54, 0.23 ve 0.23 olarak bildirmislerdir.

Selvan vd. (2014) Hindistan Karan Fries (KF) sigirlarinda yaptiklari ¢aligmada
CD14 geni iizerindeki 832 bg lik bolgeyi F: CTTCCTGTTATAGCCCCTTTCC ve R:
CACGATACGTTACGGAGACTGA primerleri ile ¢ogaltip Hinfl restriksiyon enzimi
ile RFLP iglemini gergeklestirmislerdir. RFLP islemi sonunda ortaya ¢ikan CC, CD ve
DD genotiplerinin frekanslarimi sirasiyla 0.53, 0.36 ve 0.11 olarak bildirmislerdir.
Calismada CC genotipinde bireylerin % 22.27’sinin mastitis etkilenirken, CD ve DD
genotipindeki ineklerin ise sirasiyla % 69,44 ve % 60,38’inin mastitisten etkilendigi
saptamigtir. Yapilan ki-kare analizine gore Karan Fries (KF) sigirlarinda her {ig
genotipde mastitis goriilme oranmin istatistiki olarak o6nemli (p<0.05) oldugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar sigirlarda CD14 geni i¢in CC genotipini tasiyan
hayvanlarin CD ve DD genotipleri tastyanlara gére mastitiden daha az etkilendigini
bildirmislerdir. Mastitis hastaligina direngte CD14 geni i¢in C alleli D alleline gére daha
fazla istenmektedir.

Selvan vd. (2016) Hindistan Karan Fries (KF) sigirlarinda yaptiklar1 calismada
CD14 geni iizerinde yaptiklar ¢aligmada 6 farkli polimorfik boélgeden ikincisini F:
ACACACCTGGAGAAGGCAA ve R:TCCAAGGGCTAGTTCCAGAG primerleri ile,
dordiinciisiinii ise F: CTTCCTGTTATAGCCCCTTTCC ve R:
CACGATACGTTACGGAGACTGA primerleri ile ¢ogaltmis ve sirasiyla Hpy188I ve
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Hinfl restriksiyon enzimleri ile kesmislerdir. 4. bolgedeki RFLP islemi sonucu olusan
genotiplerden CC genotipini tasiyan hayvanlarin mastitise daha direncli oldugunu
aragtirmacilar daha oncede vurgulanirken 2. bolgedeki RFLP islemi sonucu olusan
genotipler (AA, AB, BB) ile kombine edilerek incelendigi zaman mastitise en direngli
genotipin - AACD oldugu bildirilmistir. Ancak arastirmacilar c¢alismada AACC
genotipinin elde edilemedigini belirtmislerdir.

Mannoz baglayan lektin (Mannose binding lectin- MBL) dogustan gelen immiin
sistemin en 6nemli bilesenlerinden birisidir. Memelilerin ¢gogunda MBL’ nin, MBL-A ve
MBL-C olmak fizere iki formu bulunur ve sirasiyla MBL1 ve MBL2 isimli iki farkli
gen tarafindan kodlanir. Sigirlarda MBL1 geni 28. (BTA28) kromozom iizerindedir
(Yuan vd. 2013). Mastitis ile siitteki somatik hiicre sayis1 (SHS) ve somatik hiicre skoru
(SCS) arasindaki yiiksek genetik korelasyondan dolayi, SHS siit sigirlarinda mastitise
direngli hayvanlarin se¢giminde kullanilir. Sigirlarda MBL1 genindeki polimorfizmler ile
stitteki SHS arasinda iliski oldugu bu nedenle bu genin mastitis direncinde aday gen
olabilecegi bildirilmistir (Wang vd. 2011; Liu vd. 2011; Yuan vd. 2013).

Wang vd. (2011) Cin yerli sigir rklart olan Luxi Yellow (38 6rnek), Bohai
Black (27 ornek) sigirlar1 ile Cin’de yetistirilen Siyah Alaca (988 oOrnek) irkina ait
toplam 1053 bireyde yaptiklar1 ¢alismada MBL1 geni iizerinde ti¢c SNP (tek niikleotid
polimorfizmi) belirlemislerdir. Arastirmacilar bu polimorfizmleri 1. intron tizerinde
2.855G>A mutasyonu, 2. ekzon lizerinde g.2651G>A [GTT (Val) > ATT (lle)] ve
2.2686T>C [GCT (Ala) > GCC (Ala)] mutasyonlar1 sonucu olustugunu tespit etmistir.
Yapilan istatistik analizler sonucu g.855G>A ya da g.2686T>C polimorfizmlerinin SHS
(Somatik Hiicre Sayisi) ile aralarinda korelasyon olmadigi ancak g.2651G>A ve SHS
arasinda Onemli iligki bulundugu (P < 0.05) ve bu SNP’in mastitise karst konake1
direncinde olas1 rolii oldugu bildirilmistir. Calismada MBL1 geni 2. ekzon {izerindeki
162 bg’lik bolge (2509 ile 2671 bg arasi)) F: GGTGGCAAATGTTGGCTA ve R:
GTCTTCTGAGCATCCTCCA primerleri kullanilarak PCR islemi ile ¢ogaltilmis ve
PCR iirtinleri RFLP iglemi igin Styl restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Sonu¢ olarak
olusan ii¢ genotipten (GG, GA ve AA) AA genotipini tagiyan hayvanlarin siitlindeki
somatik hiicre sayisi, GG ve GA genotipini tastyanlara gore onemli derecede daha
yiksek bulunmustur. Arastiricilar bu sanuglara gore GG ve GA genotipindeki
hayvanlarin mastitis hastaligina daha direncli oldugunu belirtmislerdir. Aragtirmacilar
ayrica bu ti¢ SNP’in bir arada diisiiniilmesi sonucunda olusan genotiplerden GGC/AAC
ile en diisiik SHS, AAT/AAT ile en yiiksek siitteki protein igerigi, AGC/AGC ile en
yuksek 305 giinliik siit verimi arasinda iliski oldugu raporlanmistir. Bu nedenle
GGC/AAC, AAT/AAT ve AGC/AGC genotiplerinin siit sigir1 yetistiriciliginde siit
verimi ve mastitis hastaligina direngte aday gen olarak olarak marker destekli
seleksiyonda kullanilabilecegi belirtilmistir.

MBLI1 geni iizerindeki bir diger calismada Yuan vd. (2013) intron 1’de
c.1252G>A, ekzon 2’de ¢.2534G>A ve ¢.2569T>C mutasyonlar1 olmak iizere {i¢ allelik
varyant tespit etmislerdir. ¢.2534G>A sinonim olmayan bir mutasyondur ve bu
mutasyon sonucunda Valin (Val) ile Izol6sin (Ile) yer degistirmektedir. Bu ii¢ mutasyon
ile siitteki SCS arasinda yapilan korelasyon analizleri sonucunda c¢.2534G>A
mutasyonu ile siitteki SCS arasinda onemli korelasyon tespit edilmistir (p<0.05).
Aragtirmacilar MBL1 geni iizerinde 2. ekzonda bulunan ¢.2534G>A mutasyonunu
iceren bolgeyi F: GTATCCTTCTCAAATACAAAAGAC ve R:
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CCCCTGTCTCTATGCTAGAC primerleri ile PCR’da ile ¢cogaltilip Maell restriksiyon
enzimi ile kestigi zaman fragment biiytiklikklerine gore GG (194 ve 23) GA (217, 194
ve 23 b¢) ve AA (217 bg) genotiplerinin olustugunu bildirmislerdir. MBL1 geni (Ekzon
2; ¢.2534G>A) iizerinde yapilan PCR-RFLP islemi sonucu belirlenen {i¢ genotipden
(GG, GA, AA) GG genotipli bireylerin siitiindeki SCS GA ve AA genotipli bireylerden
onemli derecede daha diisiiktiir (p<0.05). Arastirmacilar sonug¢ olarak GG genotipini
tasiyan bireylerin mastitise kars1 daha direngli oldugunu ve MBL1 geninin (Ekzon 2;
c.2534G>A) siit sigin yetistiriciliginde MAS i¢in aday gen olarak kullanilabilecegini
raporlamiglardir.

Sap hastaligina karst MAS programlarinda en yogun kullanilan genlerden birisi
de integrin beta 6 reseptdr genidir. Integrinler hiicreler ya da hiicre-dis1 matriks
proteinleri arasinda gesitli etkilesimlere katilan heterodimerik (o ve B) transmembran
yiizey glikoproteinleridir. ITGB6 (integrin beta 6) sigirlarda sap viriisiiniin konakgiy1
enfekte etmesine dahil olan Onemli reseptor bilesenlerinden birisidir. Sigirlarda 2.
kromozom {izerinde bulunan ITGB6 geni 16 ekzondan olusur (Singh vd. 2014b)

Singh vd. (2014a) Hindistan’da yetistirilen SA (204 bas) ve Sahiwal (51 bas),
Kankrej (48 bas) ve Ongole (38 bas) sigirlarinda Integrin Beta 6 reseptor (ITGB6-
5’UTR bolgesi 29G>A) geni lizerinde 29. pozisyonundaki bir nokta mutasyonu ile
mastitis hastaligi arasindaki iliskisini arastirmiglardir. ARMS-PCR (Amplification
Refractory Mutation System-PCR) yonteminin kullanildigi arastirmada OF: 5°-
CTTTCCCTAGCCTGCCTTCT-3’, OR: 5’-GTTCAATCCCCATCCGTTT-3’; IF: 5°-
ATCATGTTGGAGTTGCTCATG-3’ ve IR: 5’-
GGTAAAGAAGAAAAGCTGTGATT-3> primerleri ile uygulanan PCR islemi
sonucunda ti¢ farkli genotip GG (659 ve 257 bg), GA (659, 445 ve 257 bg), AA ( 659 ve
445 beg) tespit edilmistir. Calismada SA 1rkinda GG, GA ve AA genotip frekanslari
strastyla 0.320, 0.611 ve 0.069 olarak, Sahiwal irkinda 0.667, 0.333 ve 0.000 olarak
tespit edilmistir. Kankrej ve Ongole 1rklarmmin ise monomorfik (AA) oldugu
bildirilmistir. Arastiricilar elde edilen genotipler ile sap hastaligindan etkilenen ve
etkilenmeyen hayvanlar arasinda yaptiklar1 Pearson ki-kare analizleri sonucu (p<0.001)
AA genotipli sigirlarin sap hastaligina daha direngli oldugunu tespit etmislerdir.

Singh vd. (2015) sigirlarda sap hastaligina direncini arastirmak icin yaptiklar
calismada Bos taurus ve Bos indicus’ta ITGB6 receptor genini incelemislerdir. Bu
amagla Zebu ITGB6 genini sekanslayip, Zebu ve Taurin tiirleri arasindaki yapisal
farkliliklar1 belirlemislerdir. Arastirmacilar ITGB6 reseptér geninde elde edilen
SNP’lerden 2145. pozisyonda T>C [T2145C, TTT: Fenilalanin > TCT: Serin]
mutasyonunun sap hastaligi ile iligkili oldugunu belirtmislerdir (p<0.01). Ayrica bu
mutasyonu belirlemek amaciyla ARMS-PCR teknigi gelistirmislerdir. Calismada
TGCATAATAAAACTCAATAC, OR: ATTCATCAGCCACCTTTTTG, IF:
CAGATTTCTCAAAGGATAGCTT ve IR: CTTGCAGAGAACAGGAAACAG
primerleri kullanilarak {i¢ genotipin TT (433 ve 347 bg), TC (433, 347 ve 128 bg), CC
(433 ve 128 bg) belirlendigini ve bunlardan TT genotipine sahip olan hayvanlarin sap
hastaligina karst daha direngli oldugunu bildirmislerdir (p<0.01).

Sigirlarda O6nemli diger bir hastalik olan sigir tiiberkiilozuna (Bovine
Tuberculosis-BTB) Mycobacterium bovis bakterisi neden olur. Genellikle hayvansal
iriinler araciligiyla insanlara bulasmasi ile Oliime kadar gidebilen biiyiik saglik
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sorunlarina yol acabilir. Bu hastalifin genetik temelinin bilinmesi ile aday genlerdeki
polimorfizmlerin belirlenmesi ile direngli ya da yatkin hayvanlar tespit edilerek marker
destekli seleksiyonda kullanilabilir. SLC11A1 de SLC grubunun proton bagli metal
iyon tasiyict olarak adlandirilan 11. ailesinde yer almaktadir. Membran tasiyict
proteinlerin solute tasiyic1 (SLC) grubu 47 aile seklinde organize edilmis 300°den fazla
protein igermektedir. SLC11A1 geni Makrofaj Protein 1 (NRAMP1) geni olarak da
bilinmektedir. SLC11A1 geninin sigir tiiberkiilozu ile iliskili oldugu ¢esitli calismalarda
bildirilmistir (Ekim 2010, Kadarmideen vd. 2011; Singh vd. 2014b; Liu vd. 2016).

Kadarmideen vd. (2011) sigirlarda SLC11A1 (solute carrier family 11) geninde
bulunan tekrarli bolgedeki polimorfizmlerin tiiberkiiloz hastaligi ile iligkisini
arastirmiglardir. Toplam 211 sigir SLCI11A1 aday geni i¢indeki mikrosatellitler i¢in
genotiplenmistir. Arastiricilar yaptiklari iligki analizleri BTB hastaligi ile SLC11A1
allelleri arasinda istatistiki olarak 6nemli iligki tespit ettigini belirtmislerdir (p<0.001).
211, 215 ve 217 bg biiyiikliigiindeki mikrosatellit allelleri tasiyan hayvanlarin BTB
hastaligina daha direncli oldugu raporlanmustir.

Liu vd. (2017) Cin’de yetistirilen Siyah Alaca irki sigirlarda yaptiklari ¢alismada
SLCI11A geni iizerindeki polimorfizmlerin tuberkiiloz (TB) hastalig1 ile iliskisini
arastirmiglardir. Calismada SLCI1A geni sekans analizleri sonucunda yedi adet SNP
belirlendigi bildirilmistir. Yapilan regresyon analizleri sonucunda belirlenen bu yedi
adet SNP’den {ii¢ tanesinin (SNP1, SNP3 ve SNP5) sigirlarda tiiberkiiloza hastaligina
karst diren¢ ya da yatkinlik ile iliskisi oldugu raporlamislardir. Arastiricilar TB
hastaligina direng ya da duyarlilik ile iliskili olan bu lokuslardan iki tanesinin (SNP3 ve
SNP5) PCR-RFLP teknigiyle belirlenebilecegini bildirmisleridir. SLCA11 geni 5411.
pozisyonda G>A mutasyonu olusan polimorfizm [SLC11A1-SNP3 (G5411A)] ile
SLCA11 geni 7400. pozisyonda C>G [SLC11A1-SNP5 (C7400G)] mutasyonu ile
olusan polimorfizm PCR-RFLP teknigi ile belirlenmektedir. SLC11A1 (5411 G>A)
geni polimorfizmini belirlemek i¢in F: TGAGGATCAGTGAGGGAAAAGA ve R:
AAACTGCTTGCATATTCCCAAC primerler ile yapilan PCR igleminde g¢ogaltilan
998 b¢ uzunlugundaki PCR {irtinleri Maell restriksiyon enzimi ile kesilmektedir. Bu
islem sonucu olusan genotiplerden (GG, AG ve AA) GG genotipini (631, 226, 141bg)
tasiyan hayvanlar tiiberkiiloz hastaligina daha direngli olmaktadir. Arastiricilar SA 1rki
sigirlarda SLC11A1 (G5411A) geni icin GG, AG ve AA genotip frekanslarini sirasiyla
hasta hayvanlarda 0.29, 0.46 ve 0.25, saglikli hayvanlarda ise 0.72, 0.28 ve 0.00 olarak
bildirmiglerdir. SLC11A1 (7400 C>G) geni polimorfizmini belirlemek igin F:
TGTGCTTCACATCTCCTTCCTA ve R: AGCACATTGAGCAGGTCGTT primerler
ile yapilan PCR isleminin ardindan Pstl restrikisyon enzimi ile kesim islemi
yapilmaktadir. Kesim islemi sonucu olusan CG ve GG genotiplerini tasiyan bireylerin
CC genotipini tastyan bireylere gore daha direngli oldugu raporlanmustir.

Sigirlarda tiiberkiiloz ile iliskisi saptanan diger bir gen ise TLR2 genidir. Toll-
like reseptorleri (TLRs) bircok patojene karst dogal immiin cevabin olusmasini saglayan
bir grup tip 1 transmembran proteinidir. Ayni zamanda adaptif immiin cevabin da aktive
olmasii saglayarak konak immiinitesinde ¢ok 6nemli role sahiptirler (Turul ve Ersoy
2004). Toll-like reseptorleri (TLRs) tiiberkiiloz yani sira sap ve mastitis hastaliklari ile
de iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Mucha vd. 2009, Singh vd. 2014b, Sadana vd.
2015). Toll-like reseptorleri (TLRs) 2 ve 4 dogustan gelen ve sonradan kazanilan
bagisiklik sistemini desteklemektedir. TLR4, CD14 reseptori ile birlikte gram negatif
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bakterilere karsi lipoprotein A’nin varligr algilar, TLR 2 ise gram pozitif bakterilere
kars1 peptidoglikan ile fagozomlarin iginde aktiftir (Singh vd. 2014b).

Sadana vd. (2015) baz1 Hindistan yerli sigir irki olan Sahiwal ve melezlerinde
(94 bas) SLCA11 geni tizerinde iig, CARDI15 geni lizerinde iki, IFNG ve TLR2 genleri
tizerinde birer SNP’in tiiberkiiloza direngle iliskisini arastirmislardir. Calismada
kullanilan genlerden sadece TLR2 geninde bulunan SNP’in tiiberkiilozla iligkisi
belirlenmistir. Arastirmacilar TLR2 gen bolgesini F: TTAACCTCCATCCCCTCTGG
ve R: TAAAGGGACCTGAACCAGG primerleri ile PCR’da cogalttiktan sonra RFLP
islemi igin PCR {irtinlerini ECORV restriksiyon enzimi ile kesime birakmislardir. RFLP
isleminden sonra CC (245 bg), CA (245, 182, 63 bg) ve AA (182, 63 bg) olmak lizere {ig
genotip tespit etmislerdir. Hasta ve kontrol gruplarinda bu genotiplerin dagilimini
yaptiktan sonra AA genotipi ile tiiberkiiloza direng arasinda onemli dereced iliski
oldugunu raporlamislardir (p<0.05). Arastirmacilar TLR2 geni igin CC, CA ve AA
genotip frekanslarini sirasiyla 0.615, 0.125 ve 0.260 olarak bildirmistir.

Bhaladhare vd. (2016) Hindistanda yetistirilen baz1 yerli sigir irklarinda (245
bas) TLR2 geni iizerindeki 3 SNP ve TLR4 geni iizerindeki 4 SNP’in tiiberkiiloz
hastaligina direng ile iligkisini inceledikleri ¢alismada sadece TLR2 iizerindeki bir
SNP’in iligkili oldugunu belirlemiglerdir. Arastirmacilar PCR-RFLP teknigi kullanarak
yaptiklar1 ¢alismada TLR2 geni tizerinde 385. pozisyondaki G>T mutasyonunu
belirlemek  i¢in  PCR’da  F: TTAACCTCCATCCCCTCTGG ve R:
TAAAGGGACCTGAACCAGG primerlerini kullanmig ve PCR firiinlerini ECORV
restriksiyon enzimi ile kesmislerdir. Sonug olarak RFLP isleminden sonra CC (245 bg),
CA (245, 182, 63 bg) ve AA (182, 63 bg) olmak iizere ii¢ genotip tespit edildigi
calismada arastirmacilar daha 6nce Sadana vd. (2015) tarafindan elde edilen sonuglara
benzer olarak AA genotipi ile tiiberkiiloza diren¢ arasinda Onemli iliski tespit
etmiglerdir (p<0.01).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Aragtirmanin materyalini SA, YK, BI ve DAK sigir irklarina ait kanlardan izole
edilen DNA’lar olusturmustur. SA 1irkina ait kan Ornekleri (64 bas) Akdeniz
Universitesi Ziraat Fakiiltesi siit sigircilig1 isletmesinden, YK 1rkina ait kan &rnekleri
(54 bas) Eskisehir ili Hisarcik ilgesi, Antalya ili Ibradi ve Giindogmus ilcelerindeki
yetistiricilerden, BI 1rkina ait ornekler (48 bas) Balikesir Dursunbey ilgelerindeki
yetistiricilerden ve DAK 1rkina ait ornekler (44 bas) Erzurum Olur ilgesindeki
yetistiricilerden saglanmistir.

3.1.1. Calismada kullanilan arac¢ ve gerecler

DNA izolasyonu, PCR, ARMS-PCR ve PCR-RFLP islemleri Akdeniz
Universitesi ~ Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii  Genetik Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir. Labatuvar bilinyesinde DNA izolasyonu (Su banyosu, vorteks,
santrifiij, hassas terazi), PCR islemleri (Thermal Cycler, otomatik pipetler) ve
goriintiileme  sistemleri (Yatay Elektroforez Takimlari) mevcuttur. Mikrosatelit
lokuslarin fragment biiyiikliiklerinin belirlenmesi ise Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Genetik Laboratuari’nda bulunan otomatik kapiller
fragment analiz cihaz1 (Fragment Analyzer — Advanced Analytical Technologies-AATI,
Ames, lowa, USA) kullanilarak yapilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Kan orneklerinin alinmasi

Kan 6rnekleri hayvanlarin boyun toplardamarindan (Vena jugularis) yaklasik 5
ml olacak sekilde K3 EDTA’l1 tiiplere alinmistir. Alinan kan 6rnekleri en kisa siirede
soguk zincir icerisinde Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Genetik
laboratuvarina getirilmis ve DNA izolasyonu yapilana kadar -20°C’de muhafaza
edilmisgtir.

3.2.2. Genomik DNA izolasyonu

Yapilan arastirmada genomik DNA molekiiliiniin izolasyonunda Miller vd
(1988) tarafindan bildirilen DNA izolasyon protokolii laboratuvar kosullarina optimize
edilerek asagidaki sekilde uygulanmustir.

1. -20 °C’de muhafaza edilen kan 6rnekleri ¢oziilene kadar oda sicakliginda (24-25 °C)
bekletilmigtir.

2. Her bir kan 6rneginden 50 pl alinarak 1,5 ml’lik ependorf tiip i¢ine konulmustur.
3. Orneklerin iizerine 1.000 ul Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.2.) ilave
edilmis ve kisa bir siire vorteksle iyice karistirilarak 10 dakika oda sicakliginda

bekletilmistir.

4. Bekletme siiresinin sonunda érnekler 3.000 rpm de 10 dk santrifiij edilmistir.
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5. Ependorf tiiplerin {ist kisminda toplanan sivi kisim (slipernatant) dikkatli bir sekilde
uzaklastirilmistir. Dipte kalan peletlerin (hiicre kismi) rengi gozlenerek peletlerin rengi
beyaz olana kadar Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi ile tekrar (ortalama 2-3 defa)
muamele edilmistir.

6. Peletlerin {izerine 1.000 ul Fizyolojik Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.1.) eklenmis ve
kisa bir siire karistirilmistir.

7. Ornekler 3.000 rpm de 10 dk santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda s1v1 kisim dikkatli
bir sekilde tekrar uzaklagtirilmistir.

8. Peletlerin iizerine 600 pl Lisis TE Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.1.) eklenmis ve
peletlerin iyice ¢oziinmesi saglanmistir.

9. Cozilen peletlerin tlizerine 100 pl SDS solusyonu ve 5 pl proteinaz K (20 mg/ml)
eklenerek hafifge karnistinlmis ve 65 °C’de 1,5 saat su banyosunda tutulmustur.
Inkiibasyon siiresince her 15 dakikada bir hafifce karistirilmistir.

10. inkiibasyondan ¢ikarilan drneklerin iizerine 200 pl 6M NaCl Cozeltisi (Cizelge
3.1.) eklenmis ve 15 dk vorteksle iyice karistirilmistir.

11. Ornekler 10.000 rpm de 10 dk santrifiij edilmistir.

12. Santrifiij sonunda iistte kalan ve DNA molekiillerini igeren sivi kisim yeni bir
ependorf tiip i¢ine koyulmustur.

13. Ornekler 10.000 rpm de 5 dk tekrar santrifiij edilmis ve yine iistte kalan siv1 kisim
yeni bir ependorf tiip i¢ine alinmigtir.

14. Ornekler iizerine drnek hacminin iki kat: hacimde ( yaklasik 1.000 pl) % 99,9’luk
saf etil alkolden (—20 °C’de saklanan) ilave edilmistir.

15. Etil alkol ilave edildikten sonra ependorf tiipii DNA iplikgikleri kiimelesinceye
kadar 10-15 kez hafif¢e karigtirilmistir.

16. Kiimelesen DNA iplik¢iklerinin tlipiin dibine ¢okmesi i¢in tiip 10.000 rpm de 5 dk
santrifiij edilmistir.

17. Santrifiij sonunda etil alkol uzaklastirilarak tiipiin dibine ¢Okmiis olan DNA
peletinin tizerine 1.000 pl % 70’lik etil alkol ilave edilerek 10.000 rpm de 5 dk santrifiij
edilmistir.

18. Santrifiij isleminden sonra tiipiin iistiinde yer alan alkol uzaklastirilmistir.

19. Tiip icindeki alkoliin tamamen uzaklasmasini saglamak amaciyla 6rnekler ceker
ocak i¢inde kurumaya birakilmistir.

20. Tamamen kuruyan ornekler iizerine 100 ul TE Tampon Cozeltesi (Cizelge 3.1.)

ilave edilmis olup, DNA peletinin ¢oziilmesi i¢in bir gece buzdolabinda +4 °C’de
bekletilmistir.
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21. Genomik DNA izolasyonunun miktar ve saflik kontrollerinin yapilmasinda
NanoDrop Spektrofotometre’den yararlanilmis ve elde edilen veriler bilgisayar ortamina
aktarilmustir.

22. Omneklerden izole edilen genomik DNA molekiillerinin tek parga olup
olmadiklariin (kirilip kirilmadigi) kontrolleri % 1°lik agaroz jellerinde yapilmistir.

Cizelge 3.1. DNA izolasyonu i¢in kullanilan tampon ¢dzeltilerin molaritesi/miktar1 ve

icerikleri

Tampon Cozelti Molarite/Miktar Icerik
e 0,32 M Sukroz
(E;r~ltr(if~lt-l_|s's Tampon 10 mM EDTA
Ozetst 5 mM MgClz
Fizyolojik Tampon 75 mM NaCl
Cozeltisi 25 mM EDTA
.. 500 mM Tris-HCI
'C‘:'..S'SII.E. VEITpert 20 mM EDTA
0zeISt 10 Mm NaCl
. 10 mM Tris
TE Tampon Cozeltisi 1Mm EDTA
. e s 35049 NaCl
i s 10 ml’ye tamamlanir Deiyonize H20

3.2.3. Genomik DNA miktarinin hesaplanmasi

DNA izolasyon islemi sonunda DNA miktarlarinin  belirlenmesinde
spektrofotometre kullanilmigtir. DNA miktarlar1 belirlendikten sonra DNA’lar PCR
isleminde kullanilmak tizere 50 ng/pl miktarina ayarlanmstir.

3.2.4. PCR-RFLP, ARMS-PCR ve mikrosatellit analizleri

Kaynak taramalar1 kisminda da belirtildigi iizere sigirlarda ¢esitli hastaliklara
diren¢ ya da yatkinlikla iligkili oldugu belirlenen ¢ok sayida lokus vardir. Yapilan
literatiir taramas1 sonucunda sigirlarda mastitis, sap ve tiiberkiiloz hastaliklarina direncgle
ilgili en ¢ok ¢aligilan lokuslar incelenmis ve uygun goriilen dokuz lokusun ¢alisilmasina
karar verilmistir. Bu lokuslar tizerindeki SNP’leri belirlemek i¢in kullanilan yontem ve
primer dizilerine ait bilgiler Cizelge 3.2’de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.2°de goriildiigii lizere mastitis hastaligina direng ile ilgili genotiplerin
belirlenmesinde PCR-RFLP yontemi, sap hastaligina direng ile ilgili genotiplerin
belirlenmesinde ARMS-PCR yontemi ve tiiberkiiloz hastaligina diren¢ ile iligkili
genotiplerin belirlenmesinde ise Mikrosatellit ve PCR-RFLP yontemleri kullanilmigtir
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.Cizelge 3. 2. Calismada kullanilan yontemler ve PCR islemi i¢in primer sekanslari
Hastahk Gen Yontem Primer Ol Kaynak
sicakhig (°C) y
F: CTTCCTGTTATAGCCCCTTTCC
CD14 PCRRFLP [ ) o ) o e o 60 Kumar vd. 2014
L MBL1Ekzon 2 F: GGTGGCAAATGTTGGCTA
Mastitis | = oes165a)  TORRFLP b ereTTCTGAGCATCCTCCA >4 Wang vd.2011
MBLL1Ekzon 2 F: GTATCCTTCTCAAATACAAAAGAC
(2534G>A) PCRRFLP . CCCCTGTCTCTATGCTAGAC >4 Yuan vd. 2013
Outer F: CTTTCCCTAGCCTGCCTTCT
ITGB6 5"UTR Outer R: GTTCAATCCCCATCCGTTT .
20G>A ARMS-PCR | nner F: ATCATGTTGGAGTTGCTCATG - Singh vd. 2014a
Inner R: GGTAAAGAAGAAAAGCTGTGATT
>ap Outer F: TGCATAATAAAACTCAATAC
ITGB6 Outer R: ATTCATCAGCCACCTTTTTG .
2145T>C)  ARMSPCR el F: CAGATTTCTCAAAGGATAGCTT ] Singh vd. 2015
Inner R: CTTGCAGAGAACAGGAAACAG
. . F: GTGGAATGAGTGGGCACAGT Kadarmideen
SLCUAL  Mikrosatellit o r~rcoaTCTGCTGTGCAT 55 vd. 2011
SLC11A1 F: TGTGCTTCACATCTCCTTCCTA .
Fiberkilog | (7409C>C) PCRRFLP 1. AGCACATTGAGCAGGTCGTT 60 Liuvd. 2017
HRErRIiOZ 1 sLc11a1 ocRReLp F TGAGGATCAGTGAGGGAAAAGA 58 Liu vl 2017
(5411G>A) R: AAACTGCTTGCATATTCCCAAC '
TLR2 PCR-RFLP  F TTAACCTCCATCCCCTCTCG 55 Sadana vd. 2015

R: TAAAGGGACCTGAACCAGG




MATERYAL VE METOT F. KARAYEL

3.2.5. PCR-RFLP analizleri

Calismada CD14, MBL1 (ekzon 2 fizerindeki 2534G>A ve 2651G>A
mutasyonlar1), SLC11A1 (5411G>A ve 7400C>G mutasyonlar1) ve TLR2 genlerindeki
SNP’leri belirlemek i¢in PCR-RFLP yontemi kullanilmistir. Yukarida belirtilen ve
tizerlerinde hastaliklarla iligkili SNP’lerinde bulundugu gen bdlgelerini Cizelge 3.2°de
baz dizilimleri verilen primerler ile PCR islemlerinde ¢ogaltilmistir. PCR isleminde
kullanilan program ve PCR bilesenleri Cizelge 3.3’de gosterilmistir.

Cizelge 3. 3. PCR bilesenleri ve programi

PCR Bileseni Miktar pl (1X)
H>0 16 PCR programi
MgCl, 4 (2,5 mM/ pl) [k denatiirasyon 95°C de 5 dk
10X buffer 3 (pH:8.5) Denatiirasyon 95°Cde45sn 2
dNTPs 32,5 mM/ pl) Baglanma Cizelge3.2.455n p &
Forward Primer 0.4 (10 pmol/ul) Uzama 72°Cde50sn J &
Reverse Primer 0.4 (10 pmol/ul) Son uzama 72 °C de 5 dk
Taq 0.2 (1 unit)
DNA 3

PCR islemi Thermo Arktik marka Gradient Thermal Cycler kullanilarak
yapilmistir. PCR 0.2 mI’lik PCR tiiplerinde toplam hacim 30 pl (3ul DNA + 27ul PCR
karisimi) olacak sekilde uygulanmistir.

PCR isleminin basarili olup olmadigi agaroz jel ile kontrol edilmistir. PCR
islemi ile ¢ogaltilan DNA fragmentleri 10 ul PCR friinti 1,5 pl boya olacak sekilde
toplam 11,5 pl hacminde % 1,5’ luk agaroz jele yiiklenmis ve 75 V’da 60-90 dk
arasinda yiriitiilmiistiir. Bu sayede ¢ogaltildig1 diisiiniilen farkli biiyiikliikteki PCR
tirlinlerinin jelde ayrilmasi saglanmis ve bu bantlar goriintiileme cihazinda UV 1s1k
altinda goriiniir hale getirilmistir. Istenilen gen bélgelerinin PCR isleminde basari ile
cogaltildigina karar verildikten sonra RFLP igin ilgili restriksiyon enzimleri (RE) ile
kesim islemine gec¢ilmistir.

RFLP islemi i¢in PCR f{iriinleri Cizelge 3.4’de verilen restriksiyon enzimleri ile
kesime birakilmistir. Kesim islemi i¢in 8 pl PCR tiriind, 8 pl H20, 1.2 ul enzim buffer
ve 0.3 pl kesim enzimi olacak sekilde toplam hacim 17.5 pl olarak kesime birakilmistir.
Kesim iglemi Thermal Cycler kullanilarak kullanilarak 0.2 ml’lik PCR tiiplerinde
gergeklestirilmistir. Kesim sicakliklar1 ve kesim siiresi {iiretici firma tarafindan iiriin
kataloglarinda belirtilen siire dikkate alinarak yapilmis ve Cizelge 3.4’de gosterilmistir.
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Cizelge 3. 4. RFLP isleminde kullanilan RE ve kesim kosullari

Gen RE Marka/Kat. No. Kesim Siiresi Kesim Sicakhig:
CD14 Hinfl Thermo / ER0801 3 saat 37°C
M('g'géféi%‘ 21 syl | Thermo/ER0411 3 saat 37°C
M(g'gé 4%‘5%‘ 2 '2’%:)' Thermo / ER1142 3 saat 65 °C
(%(%leé) Psti | Thermo/ER0611 3 saat 37°C
é[;fllelfAl) '241?:)' Thermo / ER1142 3 saat 65 °C
TLR2 (Eﬁgg% Thermo / ER0301 3 saat 37°C

Kesim isleminden sonra kesim iiriinlerinin kontrolii yani olasi genotiplerin
belirlenmesi i¢in tekrar agaroz jel elektroforezi uygulanmistir. Bu islem igin kesim
iriinlerinin olas1 bant biiyiikliiklerine gore (Cizelge 3.5’de gosterilmistir) % 2-3
arasinda yogunlukta agaroz jel hazirlanmistir. 10 pl kesim {irtinii ve 1 pl dye olacak
sekilde 11 pl olarak jelin kuyucuklarina yiiklenen kesim {iriinleri, 60 V’da ortalama 120
dk yiiriitiilmustiir. Elektroforez sonucunda bantlarin biiyiikliiklerine bakilarak ¢alisilan
sigir irklarinin ilgili genler i¢in hangi genotipleri tasidigina karar verilmistir.

Cizelge 3. 5. PCR ve RFLP islemleri sonunda olas1 bant biiyiikliikleri

Gen PCR Uriinleri (bc) Kesim Uriinleri (b¢)
CC: 377,272,183
CD14 832 CD: 377, 272, 225, 183, 47
DD: 377, 225, 183,47
GG: 162
MBL, Ekzon 2 162 GA:162, 141, 21
(2651G>A) AA: 141,21
GG: 194,23
MBL, Ekzon 2 217 GA: 217,194,23
(2534G>A) AA: 217
GG: 633, 303
SLC1IAL 936 CG: 709, 633, 303, 227
(7400C>G) CC:709;227
GG: 631, 226, 141
SLC11A1 998 AG: 631, 367, 226, 141
(5411G>A) AA: 631,367
CC: 245
TLR2 245 CA: 245, 182, 63
AA: 182,63
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3.2.6. ARMS-PCR analizleri

Arastirmada sap hastaligi ile iligkili ITGB6 5’UTR bolgesindeki polimorfizmleri
belirlemek icin ARMS-PCR islemi uygulanmistir. ARMS PCR isleminde kullanilan
pirmerlerin baz dizileri Cizelge 3.2’de gosterilmistir. ARMS-PCR islemi i¢in kullanilan
PCR programi ve PCR bilesenleri ise Cizelge 3.6’da gosterilmistir. Kaynak taramalari
kisminda ayrintilar1 belirtildigi lizere ARMS-PCR isleminde klasik PCR isleminden
farkli olarak iki yerine dort primer kullanilmistir. Ayrica spesifik olmayan bantlarin
olusumunun Onlenmesi baslangigta baglanma sicakligit miimkiin oldugunca yiiksek
tutulmus ve kademeli olarak izleyen dongiilerde diisiirilmiistir. PCR isleminde
baglanma sicakligina 60 °C’de baslanmis ve her dongiide 1 °C diisiiriilerek 10.
dongiiniin sonunda 50 °C’ ye diisiiriilmiistiir. Izleyen 25 dongii 50 °C olarak toplam 35
dongii uygulanmistir.

Cizelge 3. 6. ARMS-PCR i¢in PCR bilesenleri ve programi

PCR Bileseni  Miktar (ul) PCR Programi
H,0 337 Ilk Den. 95°Cde5Sdk |y gsneiide 1°C
MgCl, 4 Denatiirasyon 94°Cde30s azalacak sekilde
10X 4 Baglanma 60 °C de 30 s toplam 10 dongii
dNTPs 3 (2,5 mM/ pl) Uzama 72°C de 30 s uygulanmustir
FO 0.5 (10 pmol/ul) | Denatiirasyon 94°Cde30s
= 50 °C sabit olacak
50°C de 30
RO 0.5 (10 pmol/ul) Baglanma ) €oUs sekilde toplam 25
Fi 0.5 (10 pmol/pl) Uzama 72°Cde30s dongii uygulanmigtir
RI 0.5 (10 pmolul) |  Son Uzama 72 °Cde 5 dk
Taq 0.3
DNA 3

PCR islemi Thermo Arktik marka Gradient Thermal Cycler kullanilarak
yapilmistir. PCR 0.2 mlI’lik PCR tiiplerinde toplam hacim 50 pl (3ul DNA + 47ul PCR
karigimi) olacak sekilde uygulanmistir. PCR {irtinlerinin kontolii i¢in % 2’lik agaroz jel
kullanilmustir.

3.2.7. Mikrosatellit analizleri

Arastirmada tiiberkiiloz hastaligina direngle iliskili oldugu bildirilen SLC11A1
genindeki tekrarlt bolgenin biiyiikliigiini belirlemek i¢in Cizelge 3.2°’de baz dizileri
verilen primerler ile PCR islemi uygulanmistir. PCR programi ve PCR bilesenleri
Cizelge 3.3’de bildirilen degerler ile aynidir. PCR isleminden sonra PCR iiriinlerinin
biiyiikliiklerini belirlemek i¢in Advanced Analytical marka kapiller sistem fragment
analiz cihaz1 kullanilmistir. Bu cihaz 2 bg¢’ne kadar ¢ok hassas Olglimler
yapabilmektedir. Ekonomik kayiplari dnlemek i¢in Ornekleri cihaza yiiklemeden Once
PCR friinleri agaroz jelde konrol edilmis ve calismayan orneklerin PCR’lart
tekrarlanmistir. Fragment analiz cihazinda fragment biiyiikliiklerinin tespitinde
Advanced Analytical DNF-900 (35-500 b¢) kit kullanilmustir. Bu kit 35-500 bg
araliginda okuma yapabilmektedir. Baska bir ifadeyle bu kitin kullandig1 marker 35-500
be araligini gostermektedir. Ornekler cihaza 0.2 mI’lik 96’ ik PCR plakalarinda (Axgen
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PCR-96-FLT-C), her kuyucukta tek ornek olacak sekilde yiiklenmistir. Ornekler bir
kuyucuga 3 pl PCR iiriinii ve 22 pl dilution buffer olacak sekilde toplam hacim 25 pl
olarak cihaza yiiklenmistir.

3.2.8. istatistik analizler

Tirkiye’de yetistirilen dort fakli sigir irki populasyonunda incelenen genler
bakimindan gen ve genotip frekanslarinin belirlenmesinde ayrica filogenetik iliskinin
incelenmesinde (dendogramin olusturulmasinda) POPGENE (Yeh vd 1997) paket
programt kullanilmigtir. Ayrica her gen icin populasyonlarda Hardy Weinberg
dengesinden sapma olup olmadig1 ki-kare (y?) istatistigi kullamlarak test edilmistir
(Hartl and Clark 1989).

24



BULGULAR F. KARAYEL

4. BULGULAR
4.1. DNA izolasyonu

Arastirmada DNA izolasyonu igin Miller vd. (1988) tarafindan bildirilen
protokol laboratuvar kosullarimiza optimize edilerek uygulanmigtir. DNA
izolasyonunun basarili olup olmadigi % 1°lik agaroz jel kullanilarak kontrol edilmistir
(Sekil 4.1). Agaroz jelde basarili oldugu goriilen 6rneklerin spektrofotometre ile DNA
miktarlar1 belirlenmis (50-700 ng/ul) ve PCR isleminde kullanilmak itizere 50 ng/pl
miktarina seyreltilmistir.

8 .9.10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Sekil 4. 1. DNA izolasyonuna ait agaroz jel goriintiisii

4.2. Mastitis Hastaligina Direnc i¢in Calisilan Lokuslar

Calismada Mastitis hastaligina direng ile iliskili CD14, MBL1 (2651G>A) ve
MBL1 (2534 G>A) genlerindeki polimorfizmler PCR-RFLP yontemi ile arastirilmistir.
Aragtirmada CD14 geni i¢in yapilan PCR islemine ait agaroz jel goriintiisiinden bir
ornek Sekil 4.2°de, PCR iirlinlerinin HinfI restriksiyon enzimi ile kesim goriintiisii Sekil
4.3°de verilmistir.

9aE10 B 11128 13814158 16017 18

1000 b

832 bg
— e GESRD GEEND GIED WASS) GHAGT GReND AR WMER) WSISE FEMP SIST GIND SONQY QRGP TSMIW WENI KSR

500'6¢

250 bg

Sekil 4. 2. Sekil 4.2. CD14 geni i¢in PCR islemine ait agaroz jel goriintiisii
M: Marker (Thermo 1 kb; Kat. No: SM0311); %1.5’luk agaroz jel

25



BULGULAR F. KARAYEL

CODCD CCCC CC €C cC CD CD cc

W— D W — N —— ] |
W e 272 b

L — _—— 225 be
o — W 183 b

47 be

Sekil 4. 3. CD14 geni PCR f{iriinlerinin Hinfl restriksiyon enzimi ile kesilmesi
M: Marker (Thermo 50 bp; Kat. No: SM0371); %3’lik agaroz jel;, CC genotipi:
377,272, 183 bg; CD genotipi: 377, 272, 225, 183 bg; DD genotipi; 372, 225,183, 47 bg

Yapilan ¢alismada CD14 geni igin hesaplanan allel ve genotip frekanslari
Cizelge 4.1’de gosterilmistir. CD14 geni i¢in SA ki monomorf (DD genotipi)
bulunurken YK, BI ve DAK wklar1 polimorik bulunmustur. Yerli wrklarda CC
genotipine rastlanmazken CD ve DD genotipleri tespit edilmistir. CD genotip
frekansimin en diisiik oldugu irkin YK (0.075), en yiiksek oldugu irkin ise Bl (0.267)
oldugu tespit edilmistir. En yiiksek C alleli frekansi 0.133 ile BI populasyonun da, en
yiiksek D alleli frekans1 1.000 ile SA irkinda belirlenmistir.

Cizelge 4. 1. CD14 geni icin gen ve genotip frekanslari

Allel Frekansi Genotip Frekansi
Irk n a
C D CcC CD DD
SA 61 0.000 1.000 0.000 0.000 1.000 -

YK 53 0037 0962 0000 0.075(4) 0.925(49)  0.082%
BI 45 0133 0.867 0000 0.267(12) 0.733(33)  1.065?
DAK 44 0091 00909 0000 0.181(8) 0.819(36)  0.440%

2 0.05;1: 3.84; a: Hardy-Weinberg dengesinden sapma 6nemsiz (p>0.05)

Mastitis hastaligi ile iligkili MBL1 (Ekzon 2, 2534 G>A) geni igin yapilan
PCRislemine ait agaroz jel goriintiisii Sekil 4.4’de, PCR firiinlerinin Maell restriksiyon
enzimi ile kesim goriintiisii Sekil 4.5’de verilmistir. MBL1 geni {izerindeki bir diger
bolge (Ekzon 2, 2651 G>A) igin elde edilen PCR goriintiisii Sekil 4.6’da, PCR
tirtinlerinin Styl restriksiyon enzimi ile kesimine ait agaroz jel goriintiisii Sekil 4.7°de
verilmigtir.

Yiriitilen calisma kapsaminda MBL1 (Ekzon 2, 2534 G>A) geni i¢in elde
edilen gen ve genotip frekanslar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Calismada MBL1 (Ekzon 2,
2534 G>A) geni i¢in tim populasyonlarin polimorfik oldugu tespit edilmistir. AA
genotip frekansimnin en yiiksek oldugu 1rk 0.327 ile SA olurken en diisiik oldugu irk
0.068 ile DAK olmustur. AG genotipi frekans1 en yliksek SA (0.525) irkinda
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hesaplanirken en diisiik 0.387 ile DAK si181r irkinda hesaplanmistir. GG genotip frekansi
ise en yiksek DAK (0.545) wrkinda, en diisiik SA (0.148) wrkinda hesaplanmistir. A
allelinin en ytiksek bulundugu 1rk 0.590 ile SA olurken G allelinin en yiiksek bulundugu
itk 0.738 ile DAK 1rki olmustur. Yapilan ki-kare testi sonuglarina gore MBL1 (Ekzon 2,
2534 G>A) geni i¢in tim populasyonlarin Hardy Weinberg dengesinde oldugu
saptanmistir.

Sekil 4. 4. Sekil 4.4. MBL1 (Ekzon 2, 2534 G>A) geni i¢in PCR islemine ait agaroz jel
goruntiisu
M: Marker (Thermo 100 bp; Kat. No: SM0241); %]1.5’luk agaroz jel

GA AA GA AA GA GA AA GG AA AA AAGA GA AA GG AA AA GA GA

Sekil 4. 5. MBL1 (Ekzon 2, 2534 G>A) geni i¢in PCR iiriinlerinin Maell restriksiyon
enzimi ile kesilmesi

M: Marker (Thermo 100 bp; Kat. No: SM0241); %2°lik agaroz jel; GG genotipi: 194,
23 bg; GA genotipi: 217, 194, 23 bg; AA genotipi; 217 bg

Cizelge 4. 2. MBL1 (Ekzon 2, 2534 G>A) geni i¢in gen ve genotip frekanslari

Allel Frekansi Genotip Frekansi
Irk n i
A G AA AG GG

SA 61 0590 0.410 0.327(20) 0525(32) 0.148(9)  0.434°
YK 54 0333 0667 0093(5) 0.481(26) 0.426(23)  0.375°
BI 37 0432 0568 0216(8) 0.433(16) 0.351(13)  0.524?
DAK 44 0262 0738 0.068(3) 0.387(17) 0.545(24)  0.000%

%2 005;1: 3.84; &: Hardy-Weinberg dengesinden sapma &nemsiz (p>0.05)
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Sekil 4. 6. MBL1 (Ekzon 2, 2651 G>A) geni i¢in PCR islemine ait agaroz jel goriintiisii
M: Marker (Thermo 50 bp; Kat. No: SM0371); %1.5’luk agaroz jel

M AA GG AG GG AG AG AG AG AA AA AG AA
25—
2004w

150°bg ™

100 bg

50 bg

Sekil 4. 7. MBL1 (Ekzon 2, 2651 G>A) geni i¢in PCR iirlinlerinin StyI restriksiyon
enzimi ile kesilmesi

M: Marker (Thermo 50 bp; Kat. No: SM0371); %3.5’luk agaroz jel, AA genotipi: 141,
21bg; AG genotipi: 162, 141, 21 bg; GG genotipi; 162 bg

Gergeklestirilen ¢alismada MBL1 (Ekzon 2, 2651 G>A) geni i¢in hesaplanan
gen ve genotip frekanslar1 Cizelge 4.3’de verilmistir. Calismada MBL1 (Ekzon 2, 2651
G>A) geni i¢in AA genotip frekansi en yiiksek SA 1rkinda (0.610) en diisiik YK (0.444)
irkinda hesaplanmistir. AG ve GG genotip frekanslar1 en yiiksek sirasyla SA (0.271) ve
DAK (0.477) wklarinda, en diisiik sirastyla DAK (0.046) ve SA (0.119) wrklarinda
hesaplanmustir. Yapilan ki-kare testi sonuglarina gore MBL1 (Ekzon 2, 2651 G>A) geni
i¢in tiim populasyonlarin Hardy Weinberg dengesinden saptig1 anlagilmistir.

Cizelge 4. 3. MBL1 (Ekzon 2, 2651 G>A) geni i¢in gen ve genotip frekanslari

Allel Frekansi Genotip Frekansi
Irk n i
A G AA AG GG

SA 59 0745 0.255 0.610(36) 0.271(16) 0.119(7)  4.787"
YK 54 0518 0482 0.444(24) 0.148(8) 0.408(22)  26.709°
Bl 48 0552 0.448 0.458(22) 0.188(9) 0.354(17)  18.504°

DAK 44 0500 0500 0477(21) 0.046(2) 0.477(21) 36.363°

¥2 0.05,1: 384; b: Hardy-Weinberg dengesinden sapma dnemli (p<0.05)
¥2 0.01;1: 6.63, C: Hardy-Weinberg dengesinden sapma 6nemli (p<0.01)
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4.3. Sap Hastah@ma Direnc i¢cin Cahsilan Lokuslar

Arastirmada sap hastaligi ile iliskili ITGB6 reseptor geni 5’UTR bolgesindeki
iki lokus ARMS-PCR teknigi ile incelenmistir. ITGB6 geni (5’UTR bolgesi 29G>A)
tizerinde Singh vd. (2014b) tarafindan tanimlanan ilk lokusta elde edilen ARMS-PCR
goriintiisii Sekil 4.8’de, Singh vd. (2015) tarafindan tanimlanan ITGB6 geni (5°UTR
bolgesi 2145T>C) ikinci lokusta elde edilen ARMS-PCR goriintiisii Sekil 4.9°da
verilmistir.

M GA AA AAAA GA AAAA AA GG GA AA AA GA AA AG GG AA AAGA
659 bg

D i e v W . L

R B R --445bg

- .- -
257 bg

Sekil 4. 8. ITGBG6 reseptor (5’UTR bolgesi 29G>A) geni icin ARMS-PCR goriintiisii
M: Marker (Thermo 100 bp; Kat. No: SM0241); %]1.5’luk agaroz jel; GG genotipi: 659,
257 bg; GA genotipi: 659, 445, 257 bg; AA genotipi; 659, 445 bg

Arastirmada ITGB6 reseptor (5’UTR bolgesi 29G>A) geni i¢in elde edilen gen
ve genotip frekanslart Cizelge 4.4’de verilmistir. ITGB6 reseptor (5’UTR bolgesi
29G>A) geni i¢in calisilan tim sigir irklarinin polimorfik oldugu tespit edilmistir.
Calismada GG, GA ve AA genotiplerine ait en diisiik frekanslar sirastyla BI (0.063), SA
(0.361) ve DAK (0.250) irklarinda bulunurken en yiiksek frekanslar sirasiyla SA
(0.213), DAK (0.545) ve BI-YK (0.500) irklarinda bulunmustur. G allelini frekansi
0.281 (BI) ile 0.477 (DAK) araliginda degisirken A alelinin frekans1 0.523 (DAK) ile
0.719 (BI) araliginda degismistir. Tiim tiim populasyonlarda ITGB6 reseptor (5’UTR
bolgesi 29G>A) geni i¢in Hardy-Weinberg dengesinden sapma olmadigi tespit
edilmistir.

Cizelge 4. 4. ITGB6 reseptor (5’UTR bolgesi, 29G>A) geni igin gen ve genotip
frekanslari

Allel Frekansi Genotip Frekansi
Irk n a
G A GG GA AA

SA 61 0393 0607 0213(13) 0.361(22) 0.426(26)  3.643°
YK 54 0296 0704 0093(5) 0.407(22) 0500(27)  0.029?
BI 48 0281 0719 0.063(3) 0.437(21) 0.500(24)  0.324°
DAK 44 0477 0523 0.2059) 0.54524) 0.250(11)  0.382°

¥? 0.05;1: 3.84; a: Hardy-Weinberg dengesinden sapma 6nemsiz (p>0.05)
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G TCOTCONTCRTCNTCENTCINC ERICINECENCNCRLCIIC BICIIC N TC TC TC

Sekil 4. 9. ITGB6 reseptor (5’UTR bolgesi (2145T>C) geni icin ARMS-PCR goriintiisii
M: Marker (Thermo 1kb; Kat. No: SM0311); %2’lik agaroz jel; TT genotipi: 433, 347
bg; TC genotipi: 433, 347, 128 bg; CC genotipi; 433, 128 be

Yiiriitiilen arastirmada ITGB6 reseptor (5’UTR bolgesi, 2145T>C) geni icin
caligilan tiim si1g1r irklarinin monomorf (TC) oldugu tespit edilmistir. Bu irklarda ilgili
gen i¢in varyasyon tespit edilememistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4. 5. ITGB6 reseptor (5’UTR bolgesi, 2145T>C) geni icin gen ve genotip
frekanslar

Allel Frekansi Genotip Frekansi
Irk n i
T C TT TC C
SA 62 0.500 0.500 0.000 1.000 0.000 -
YK 54 0.500 0.500 0.000 1.000 0.000 -
Bl 48 0.500 0.500 0.000 1.000 0.000 -
DAK 44 0500 0.500 0.000 1.000 0.000 -

4.4. Tiiberkiiloz Hastaligina Direnc I¢in Cahsilan Lokuslar

Yapilan arastirma kapsaminda Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan dort sigir irkinda
tiiberkiiloz hastaligina direng ile iligkili biri mikrosatellit olmak {iizere dort lokus
arastirilmisgtir. SLC11A1 geni (5411G>A) geni i¢in elde edilen PCR goriintiisii Sekil
4.10’da, elde edilen PCR iiriinlerinin Maell restriksiyon enzimi ile kesim goriintiisii ise
Sekil 4.11°de verilmistir.
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Ul o G GNP G GEND W w—— O0F O

250 b

Sekil 4. 10. SLC11A1 (5411G>A) geni i¢in PCR islemine ait agaroz jel goriintiisii
M: Marker (Thermo 1kb; Kat. No: SM0311); %1°’lik agaroz jel

M 66 AG AA GG GG AG AG AA AA AA GG GG GG AG AG AG AG GG

631 bg
B85 . e ————— — —— - S —— ——— o—"
500 bw—"

e — e —— — G L T — —367 bg
250 b 226 bg
150 bg

50 b 141 bg

Sekil 4. 11. SLC11A1 (5411G>A) geni i¢in PCR iiriinlerinin Maell restriksiyon enzimi
ile kesilmesi

M: Marker (Thermo 50 bp; Kat. No: SMO0371); %3’liikk agaroz jel; GG genotipi:
631,226,141bg; AG genotipi: 631, 367, 226, 141 bg; AA genotipi; 631, 367 bg

Yapilan PCR-RFLP islemi sonucunda SLC11A1 (5411G>A) geni igin tiim
populasyonlarin polimorfik oldugu anlasilmistir. DAK sigir irkinda AA genotipi
gozlenmezken diger populasyonlarda her iic genotip de belirlenmistir. SLC11A1
(5411G>A) geni icin elde edilen gen ve genotip frekanslar1 Cizelge 4.6°da verilmistir.
En yiikksek GG genotip frekanst DAK (0.682) belirlenirken en diisilk BI (0.423)
populasyonunda hesaplanmistir. GA genotip frekansinin en yiiksek oldugu irk Bl
(0.467) olurken en diisiik oldugu itk SA (0.288) olmustur. AA genotipinin frekansinin
0.074 (YK) ile 0.111 (BI) araliginda degistigi hesaplanmistir. G allelinin frekansi en
yiiksek DAK (0.841) sigir irkinda hesaplanirken A allelinin frekansi en yiiksek BI
(0.345) sigir wkinda hesaplanmugtir.  Ki-kare testi sonuglarma goére SLCI11A1
(5411G>A) geni icin tim populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu
anlagilmistir.
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Cizelge 4. 6. SLC11A1 (5411G>A) geni i¢in gen ve genotip frekanslar

Allel Frekansi Genotip Frekansi
Irk n a
G A GG GA AA

SA 59 0788 0212 0.644(38) 0.288(17) 0.068(4)  1.111°
YK 54 0731 0269 0537(29) 0.389(21) 0.074(4)  0.005°
BI 45 0655 0345 0.423(19) 0467(21) 0.111(5)  0.050?
DAK 44 0841 0.159 0.682(30) 0.318(14)  0.000 15758

%2 005;1: 3.84; &: Hardy-Weinberg dengesinden sapma &nemsiz (p>0.05)

SLCI1A1 geni (7400C>G) geni igin elde edilen PCR goriintiisti Sekil 4.12°de,
elde edilen PCR iiriinlerinin Pstl restriksiyon enzimi ile kesim goriintiisii ise Sekil
4.13’de verilmistir. Yapilan PCR-RFLP analizi sonuglarma gore SLCI1A1 geni
(7400C>G) geni i¢in ¢alisilan dort sigir irki da polimorfik bulunmustur.

M

250 bg

Sekil 4. 12. SLC11A1 (7400C>G) geni i¢in PCR islemine ait agaroz jel goriintiisii
M: Marker (Thermo 1kb; Kat. No: SM0311); %1°lik agaroz jel

CC 66 CC CC.C6 C66b C6 CCC6 CC CC CoC6CC CC C6CC
B!._»—ﬁ-—ﬁ—-—-.ﬁ..—mm

633 bg

== 303 bg

-
50 bg -

Sekil 4. 13. SLC11A1 (7400C>G) geni i¢in PCR f{iriinlerinin Pstl restriksiyon enzimi ile
kesilmesi

M: Marker (Thermo 50 bp; Kat. No: SM0371); %3’liik agaroz jel; GG genotipi: 633,
303 bg; CG genotipi: 709, 633, 303, 227 bg; CC genotipi; 709, , 227 be
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Calismada SLC11A1 geni (7400C>G) geninde elde edilen gen ve genotip
frekanslar1 Cizelge 4.7°de verilmistir. PCR-RFLP analizleri sonucunda GG genotipi
sadece SA populasyonunda (0.050) belirlenirken diger populasyonlarda tespit
edilememistir. GC ve CC genotip frekanslarinin en yiiksek oldugu irklar sirasiyla BI
(0.569) ve DAK (0.682) populasyonlari olmustur. . GC ve CC genotip frekanslar1 en
diisiik olarak ise sirastyla SA (0.305) ve BI (0.431) populasyonlarinda hesaplanmstir.
Ki-kare testi sonuglarina gére SLCI1Al (7400G>A) geni i¢cin YK ve BI
populasyolarionin ~ Hardy-Weinberg  dengesinden  saparken, SA ve DAK
populasyonlarinin dengede oldugu anlasilmastir.

Cizelge 4. 7. SLC11A1 (7400G>A) geni igin gen ve genotip frekanslari

Allel Frekansi Genotip Frekansi
Irk n i
G C GG GC CcC

SA 59 0203 0.797 0.050(3) 0.305(18) 0.645(38)  0.201°
YK 53 0245 0755 0.000 0.491(26) 0.509(27)  5.598°
BI 44 0284 0716 0000 056925 0.431(19)  6.929°
DAK 44 0159 0.841 0.000 0.318(14) 0.682(30)  1.575%

¥? 0051 384; a. Hardy-Weinberg dengesinden sapma onemsiz (p>0.05), b: Hardy-
Weinberg dengesinden énemli (p<0.05), %* o011 663; C: Hardy-Weinberg dengesinden
sapma onemli (p<0.01)

TLR2 geni i¢in elde edilen PCR goriintiisii Sekil 4.14°de, elde edilen PCR
iirtinlerinin ECORV restriksiyon enzimi ile kesim goriintiisii ise Sekil 4.15’de verilmistir.
Calisma elde edilen sonuglardan ¢alisilan tim populasyonlart TLR2 geni polimorfik
oldugu anlagilmistir.

9l =1l bl 2 I3 4ts 16 47 18 19

Sekil 4. 14. TLR2 geni i¢in PCR islemine ait agaroz jel goriintiisii
M: Marker (Thermo 1kb; Kat. No: SM0311); %1°lik agaroz jel

M CC CA CA AA CA CC CA CC CA CA AA CA AA AA CC CA CA AA CC

—
—
S —
——
—
100 tagw
5o B

Sekil 4. 15. TLR2 geni i¢in PCR iiriinlerinin EcoRV restriksiyon enzimi ile kesilmesi
M: Marker (Thermo 50 bp; Kat. No: SM0371); %3’liikk agaroz jel; CC genotipi; 245 bg;
CA genotipi: 245,182,63 bg; AA genotipi: 182,63 bg
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Calisilan dort sigir irkinda C allelinin frekanst 0.287 (SA) ile 0.557 (DAK)
araliginda degisirken, A allelinin frekans1 0.443 (DAK) ile 0.713 (SA) araliginda
degismektedir. CC genotipinin frekansi en yiiksek YK (0.315) irkinda belirlenirken en
diistik SA (0.093) tespit edilmistir. CA ve AA genotip frekanslari sirasiyla en yiliksek
DAK (0.659) ve BI (0.468) populasyonlarinda, en diisiik olarak sirasiyla SA (0.389) ve
DAK (0.114) wrklarindsa hesaplanmistir. TLR2 geni i¢in DAK populasyonunun Hardy
Weinberg dengesinden saptigi, diger lic populasyonun ise dengede oldugu goriilmiistiir
(Cizelge 4.8).

Cizelge 4. 8. TLR2 geni i¢in gen ve genotip frekanslar

Allel Frekansi Genotip Frekansi
Irk n i
C A CcC CA AA

SA 54 0287 0.713 0093(5) 0.389(21) 0518(28)  0.134°
YK 54 0546 0454 0.315(17) 0.462(25) 0.223(12)  0.235°
BI 47 0383 0617 0.149(7) 0.468(22) 0.383(18)  0.004°
DAK 44 0557 0443 0.227(10) 0.659(29) 0.114(5)  4.950°

x> 0051 384, & Hardy-Weinberg dengesinden sapma onemsiz (p>0.05), b: Hardy-
Weinberg dengesinden 6nemli (p<0.05).

Calismada SLC11A1 geni iizerinde tekrarli bolgedeki polimorfizmler mikrosatellit
marker yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen allel frekanslar1 ve bazi tanimlayici
istatistikler Cizelge 4.9’da gosterilmistir. Calismada en diisiik allel sayis1 (4) DAK
populasyonunda, en yiiksek (8) ise SA populasyonunda tespit edilmistir.

Cizelge 4. 9. SLC11A1 geni lizerinde mikrosatellit marker analizi sonucu elde edilen
allel frekanslari

Allel SA YK BI pak ~ Ozgiin
Allel

20 0020 0000 _ 0000 _ 0.000 SA
203 0030 0000 0000  0.00 SA
205 0098 0160 0418 0523

207 0206 0000 0000  0.000 SA
209 0245 0230 0427  0.204

211 0156 0470 0107  0.182

213 0000 0050 0012  0.091

215 0137 0070 0036  0.000

217 0108 0020 0000  0.00

Na 8 6 5 4

Ne 5939 3255 2701 2.806

Ho 0745 0520 0761 _ 0.909

He 0.840 0699 0637 _ 0.651

Na: Gozlenen allel sayisi, Ne: Etkili allel sayisi, Ho: Gozlenen heterozigotluk He: Beklenen
heterozigotluk
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4.5. Hastahklara Direngle iliskili Lokuslar Uzerinden Filogenetik Iliski

Calisilan lokuslarin bir arada degerlendirilmesi tespit edilen Nei (1978)’nin
genetik mesafe degerlerinden (Cizelge 4.10) yararlanilarak olusturulan UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method) dendogrami Sekil 4.16°da, verilmisti. UPGMA
dendogrami sonuclarina gore irklar genetik kokenlerine uygun olarak iki kiimede
toplanmustir. Birinci kiimede SA 1rki yer alirken ikinci kiimede DAK, YK ve BI wrklar
yer almustir. ikinci kiimede yer alan gruplardan YK ve DAK populasyonlar1 genetik
olarak birbirine Bl irkina gore daha yakindir.

Cizelge 4.10. Dokuz lokusta elde edilen genetik mesafe ve genetik benzerlik degerleri

I SA YK B DAK
SA folakel 0.948 0.957 0.926
YK 0.054 Hx 0.965 0.967

B 0.044 0.035 folakel 0.963

DAK 0.077 0.033 0.037 ol

Nei’nin genetik benzerlik (kdsegen iistii) ve genetik mesafe (kosegen alt1) degerleri

2.7337
@® SA
1.4834
0.1148
1.4834
H DAK
11395 1.5982
. A BI

Sekil 4. 16. Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan dort farkli sigir irkinda hastaliklara direng
lokuslar tizerinden olusturulan UPGMA dendogrami
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5. TARTISMA

Sigirlarda CD14 geni tizerinde 4. bolgede bir nokta mutasyonu sonucu olusan
SNP’nin PCR-RFLP analizi ile belirlenmesi sonucu olusan genotiplerden (CC, CD ve
DD), CC genotipini tasiyan hayvanlarin mastitise karsi daha direngli oldugu ve
mastitise direncte C allelinin istenen allel oldugu degisik aragtirma gruplar1 tarafindan
raporlanmistir (Kumar vd. 2014; Selvan vd. 2014). Bu ¢alismada SA k1 sigirlarda
CD14 istenilen genotip (CC) ya da istenilen allel (C) tespit edilememistir. Yerli sigir
irklarimiz olan BI, YK ve DAK sigir irkinda ise yine CC genotipi tespit edilemezken
SA wrkindan farkli olarak CD genotipi dolayisiyla C alleli tespit edilmistir. YK, BI ve
DAK sigir irklarinda tespit edilen C allelin frekanslar (sirastyla 0.037, 0.133 ve 0.091),
Kumar vd. (2014) tarafindan Sahiwal sigir irkinda (0.65), Selvan vd. (2014) tarafindan
Karan Fries 1rkinda (0.29) bildirilen degerlerden diistiktiir.

Yaptigimiz ¢alismada SA 1rkinin CD14 geni i¢cin monomorf (DD genotipi)
¢ikmasinin nedeni Orneklerin tek bir igletmeden alinmasi ya da Ornek sayisinin (64)
yetersiz olmasi olarak disiiniilebilir. SA 1rkina ait ornekler daha Once Materyal
kisminda belirtildigi {izere Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi siit sigircilig
isletmesinden alinmistir. Ancak bu isletmedeki hayvanlar ¢cok kisa bir zaman 6nce ( 2
yil) {i¢ farkli ilde on dolayinda farkli isletmeden toplanmustir. Ornek sayismin ise
yapilan benzer ¢alismalarla kiyaslandiginda oldukga yeterli oldugu goriilmektedir. Bu
nedenle ¢alismada CD14 geni i¢in elde edilen sonuglarin SA 1rkindaki gercek durumu
yansittig1 diistiniilmektedir. YK, Bl ve DAK gibi Tirkiye yerli sigir irklarinda ise CC
genotipi olmasa da C allelinin oldugu ve populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde
oldugu bulunmustur.

Yiriitiilen ¢calismada MBL1 (Ekzon 2; 2534 G>A) geni igin ¢aligilan tiim 1rklar
polimorfik bulunmustur. Mastitis hastaligina direngli olan GG genotipinin frekansinin
SA, YK, Bl ve DAK sigir irklarinda sirastyla 0.148, 0.426, 0.351 ve 0.545 oldugu, G
allel frekanslariin ise sirastyla 0.410, 0.667, 0.568 ve 0.738 oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.2). Yuan vd. (2013) Cin’de yetistirilen Siyah Alaca, Sanhe ve Simental
irklarinda GG genotipinin frekansini sirastyla 0.542, 0.378 ve 0.479 olarak, G allelinin
frekanslarini ise 0.633, 0.544 ve 0.620 olarak bildirmistir. Bizim DAK sigir irkinda elde
ettigimiz gen ve genotip frekanslar1 degeri Yuan vd. (2013) tarafindan ii¢ farkli irkta
bildirilen degerlerlerden yiiksek iken, SA irkinda buldugumuz degerler daha diistiktiir.
BI ve YK sigir wrklarinda elde ettigimiz degerler ise Yuan vd. (2013) tarafindan
bildirilen degerler ile benzerlik gostermektedir. MBL1 (Ekzon 2; 2534 G>A) geni i¢in
mastitise direng genotipi olan GG ile, istenilen allel olan G’nin frekansinin Tiirkiye’de
yetistirilen SA 1rki sigirlarda yerli sigir irklarn olan YK, BI ve DAK’na gore diisiik
olmakla birlikte yeterli seviyede oldugu anlasilmaktadir. Yerli sigir irklarinin kiiltiir irki
olan SA irkina gore daha kotii cevre ve bakim kosullarinda yetistirilmesinden kaynakli
uzun yillar icerisinde mastitise karsi daha fazla direng kazandig: diisiiniilmektedir.

Wang vd. (2011) MBL1 (Ekzon 2; 2651 G>A) geninde elde edilen genotipler
(AA, AG, GQ) ile mastitise direng¢ arasindaki iliskiyi inceledikleri ¢alismada AG ve GG
genotipini tastyan bireylerin siitlindeki somatik hiicre sayisinin AA genotipini
tagtyanlara gore Onemli derecede (p<0.05) diisik oldugunu raporlamislardir.
Arastirmacilar AG ve GG genotipindeki hayvanlarin mastitise daha direngli oldugunu
bildirmiglerdir. Bu ¢alismada duyarlilik ile iliskili oldugu bildirilen AA genotipinin SA,

36



TARTISMA F. KARAYEL

YK, BI ve DAK sigir irklarindaki frekanslar1 sirasiyla 0.610, 0.444, 0.458 ve 0.500
olarak belirlenmistir. Bu degerler Wang vd (2011) tarafindan Cin Holsteinlarinda
bildirilen degerden (0.15) oldukg¢a yiiksektir. Bu c¢alismada yerli sigir irklarimizda
MBL1 (Ekzon 2; 2651 G>A) geninde mastitise direng genotipleri olan AA ve AG
genotiplerinin frekansi SA 1rkina yiliksek bulunmustur.

Sap hastaligina direng i¢in arastirilan ITGB6 reseptor (5’UTR bolgesi 29G>A)
geni icin calisilan tiim rklar polimorfik bulunmustur. Sap hastaligina daha direncli olan
genotip AA ve istenilen allel A tiim 1rklarda gosterilmistir. Bu ¢alismada SA, YK, BI ve
DAK sigir irklarinda A allelinin frekanslari sirasiyla 0.607, 0.704, 0.719ve 0.523 Singh
vd. (2014a) tarafindan Hindistan’da yetistirilen SA 1rkinda elde edilen A allel frekansi
(0.626) ile uyum gosterirken, Sahiwal (0.833), Kankrej (1.000) ve Ongole (1.000) sigir
irklarinda Dbildirilen degerlerden disiiktiir. Singh vd. (2014a) tarafindan yapilan
calismada Sahiwal, Kankrej ve Ongole sigir irklarinda A allel frekansinin ayni
calismada SA wkina ve bizim calismamizdaki dort farkli sigir irkina gore yiiksek
cikmasi aslinda normaldir. Ciinkii Sahiwal, Kankrej ve Ongole sigir irklarinin genetik
kokeni Bos Indicus (Zebu) iken diger irklarin genetik kdkeni Bos Taurus’dur(Taurine).
Bos Indicus’un sap hastaligina Bos Taurus’a gore daha dayanikli oldugu bilinmektedir
(Singh vd. 2014a; Singh vd. 2015).

Sap hastaligina direngle iligkili olan ITGB6 reseptor genindeki bir diger
mutasyon (2145 T>C) i¢in Tirkiye’de yetistirilen SA, YK, BI ve DAK sigir irklar
monomorf (TC) bulunmustur. Sap hastaligina direngli TT genotipi SA, YK, Bl ve
DAK sigir wrklarinda gosterilememistir (Cizelge 4.4.). Singh vd. (2015) tarafindan
Hindistan’da yetistirilen SA X Sahiwal melezi hayvanlarda TT genotipinin olmasi
Sahiwal 1rkinin Bos Indicus (Zebu) genetik orjinli olmasindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Mevcut calismada ise kullanilan dort irkin genetik kokeni Bos
Taurus dur.

Yapilan c¢alismada SLC11Al1 (5411 G>A) geninde tiiberkiilloz hastaligina
direngle iliskili oldugu belirlenen i¢in GG genotipinin frekans1 SA, YK, BI ve DAK
sigir irklarinda sirastyla 0.644, 0.537, 0.423 ve 0.682 olarak hesaplanmistir. Bu degerler
Liu vd. (2017) tarafindan Cin’de yetistiriciligi yapilan SA 1rkinda bildirilen tiiberkiiloz
hastas1 bireylerden (0.29) yiiksek iken saglikli bireylerde bildirilen degerden (0.72)
biraz daha disiiktiir. DAK sigir irkinda GG ve AG genotip frekanslari1 0.682 ve 0.318
olarak tespit edilmis, duyarli genotip olan AA’ya rastlanmamistir. Bu degerler Liu vd.
(2017) SA 1k saglikli saglikli bireylerde elde edilen genotip frekanslara (GG: 0.72;
AG: 0.28 ve AA: 0.00) oldukca benzemektedir. Calisilan tiim irklarin ilgili gen i¢in
Hardy-Weinberg dengesinde oldugu populasyonlarda yeterli genetik varyasyonun
olduguna isaret etmektedir.SLC11A1 (7400 G>A) geni i¢in ise durum biraz farklidir.
Bu gen igin tiiberkiiloza direng genotipi olan CG ve GG genotiplerinden, GG genotipine
yerli irklarda (YK, BI ve DAK) rastlanmamistir. GG genotipi SA 1rkinda tespit edilmis
olsa da frekansi ¢ok diisliktiir (0.050). Bu deger Liu vd. (2017) tarafindan Cin’de
yetistirilen SA 1rkinda bildirilen degerden oldukg¢a diisiiktiir. Tiirkiye’de yetistirilen dort
farkli sigir irkinda tiiberkiiloz hastaligina direng i¢in SLC11A1 (7400 G>A) geninde
belirlenen GG genotip frekanslari her ne kadar diisiik olsa da ikinci direng genotipi olan
CG’nin frekanslar1 orta diizeydedir. SA, YK, BI ve DAK sigir irklarinda CG
genotipinin frekansi sirasiyla 0.305, 0.491, 0.569 ve 0.318 olarak tespit edilmistir.
Ancak burada YK ve BI populasyonlarinin ilgili gen bakimindan Hardy-Weinberg
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dengesinden sapmasi yeterli genetik varyasyonun olmadigini diistindiirmektedir. Bunun
altinda yatan nedenlerin bu wrklarin sayisindaki hizli diislis ya da yanlis 6rnekleme
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calisilan sig1r irklarinda tiiberkiiloz hastaligi ile iligkili ¢alisilan bir diger gen
olan TLR2 i¢in tiim irklar polimorfik bulunmustur. SA, YK ve BI Hardy-Weinberg
dengesinde iken DAK populasyonu TLR2 geni i¢in Hardy-Weinberg dengesinden
sapmistir. Tiiberkiiloza direngli AA genotipinin frekanst SA, YK, BI ve DAK
populasyonlarinda sirasiyla 0.518, 0.223, 0.383 ve 0.114 olarak tespit edilmistir. Bu
degerler Sadana vd. (2015) tarafindan Hindistan yerli sigir irki olan Sahiwal irkinda
bildirilen deger (0.260) ile karsilagtirildiginda SA 1rkinda bizim elde ettigimiz degerin
cok daha yiiksek oldugu YK, BI ve DAK irklarinda ise ¢ok fazla fark olmadigi
goziikmektedir. SA 1rkinda elde ettigimiz deger yerli sigir irklarimizda elde ettigimiz
degerden ¢ok daha yiiksektir.

Bhaladhare vd. (2016) Hindistan’da yetistirilen yerli sigir irklarinda (245 6rnek)
TLR2 geni i¢in CC, CA ve AA genotip frekanslarmi sirasiyla 0.651, 0.269 ve 0.080
olarak bildirmistir. Tiiberkiiloza dayanikli genotip olan AA genotipi i¢in bizim SA, YK,
BI ve DAK sigirlarinda buldugumuz degerler sirasiyla 0.518, 0.223, 0.383 ve 0.114
olmustur. Bu degerler Bhaladhare vd. (2016) tarafindan bildirilen degerden (0.080)
oldukca yiiksektir. Bunun altinda yatan nedenin bu sigir irklarinin genetik kokenleri
oldugu diisiiniilmektedir. Bizim ¢alismamizda kullanilan sigir irklart Bos Taurus’dan
koken alirken Bhaladhare vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada kullanilan hayvanlar
Bos Indicus’dan koken almaktadir.

Kadarmideen vd. (2011) sigirlarda SLC11A1 (solute carrier family 11) geninde
bulunan tekrarli bolgedeki mikrosatellit yontemi ile incelemis ve 211, 213, 215 ve 217
b¢ uzunlugundaki dort allel elde etmislerdir. Bu allellerden 211, 215 ve 217 bg
uzunlugundaki allelleri tasiyan hayvanlarin BTB hastaligina daha direncli oldugu
raporlanmustir (p<0.001). Gergeklestirilen bu yiiksek lisans ¢alismasinda ¢alisilan dort
irkta elde edilen allel ve frekanslari Cizelge 4.9°da gosterilmistir. Kadarmideen vd.
(2011) yaptiklar1 caligmada allel genisligini 211-217 bg araliginda tespit ederken biz SA
irkinda 201-217 bg, YK irkinda 205-217 araliginda, BI irkinda 205-215 araliginda ve
DAK 1rkinda 205-213 bg araliginda belirledik. Bizim ¢alismamizda Kadermideen vd.
(2011) tarafindan tespit edilen dort allelden farkli allellerde tespit edilmistir.
Mikrosatellit marker yonteminde fragment biiyiikliiklerinin belirlenmesi olduk¢a hassas
bir iglemdir. Aradaki farkliliklar degisik cihazlarda okuma yapilmasindan kaynakli
olabilir. Kadermideen vd. (2011) yaptiklari ¢alismada poliakrilamid jel kullanirken biz
bu calismada kapiller sistem kullandik. Kapiller sistemler poliakrilamid jele gore daha
hassas sonuclar vermektedir. Ancak her iki ¢alisma arasinda farkli allelerin bulunmasi
calismalar1 birbiriyle kiyaslamay1 engellemektedir. Bizim ¢alismamizda dayanikli
alleller olan 211, 215 ve 217 bg¢ uzunlugundaki alleller tespit edilmis olsada farkli
allellerin de tespit edilmis olmas1 diren¢ ya da duyarlilik genotiplerinin tespitinde kesin
yorumlar yapilmasini engellemektedir. Bu nedenle bu lokus sadece filogenetik iliskinin
belirlenmesine dahil edilmistir.

38



SONUCLAR F. KARAYEL

6. SONUCLAR

Gergeklestirilen yiiksek lisans tez calismasinda ulagilan sonuglar asagida
maddeler halinde 6zetlenmistir.

1-) Tirkiye’de yetistiriciligi yapilan SA, YK, B ve DAK sigir irklarindan CD14 geni
icin direng¢ genotipi olan CC tespit edilememistir. Ancak YK, BI ve DAK irklarinda
mastitis hastalif1 icin CD14 geninde istenilen C alleli diisiik frekanslarda da olsa
belirlenmistir. YK, BI ve DAK populasyonlarinda bu allelin varligi ve populasyonlarin
Hardy-Weinberg dengesinde oldugu bulunmustur. Tiirkiye’de mastitis hastaligi igin
yapilacak MAS c¢alismalarinda CD14 geni SA 1rki igin uygun degilken YK, Bl ve DAK
sigir irklarinda kullanilabilir.

2-) Turkiye’de yetistiriciligi yapilan SA, YK, BI ve DAK sigir irklarindan CD14 geni
icin diren¢ genotipi olan CC tespit edilememistir. Ancak YK, BI ve DAK irklarinda
mastitis hastalig1 igin CD14 geninde istenilen C alleli diisiik frekanslarda da olsa
belirlenmistir. YK, BI ve DAK populasyonlarinda bu allelin varlig1 ve populasyonlarin
Hardy-Weinberg dengesinde oldugu gosterilmistir. Tirkiye’de mastitis hastaligi igin
yapilacak MAS c¢aligmalarinda CD14 geni SA 1rki i¢in uygun degilken YK, Bl ve DAK
sig1r irklarinda kullanilabilir.

3-) Calisilan dort sigir irkinda MBL1 (Ekzon 2; 2651 G>A) geni i¢in mastitise direng
genotipleri olan AG ve GG degisik frekanslarda tespit edilmistir. Ancak bu gen igin
populasyonlar Hardy-Weinberg dengesinde degildir. Bu nedenle bu gen MAS
calismalarinda kullanilirken daha dikkatli olunmalidir. MBL1(Ekzon 2; 2651 G>A)
geni i¢in mastitise direngli genotipler olan AG ve GG nin toplam frekansi {i¢ yerli irkta
SA wrkindan yiiksektir.

4-) CD14, MBL1 (Ekzon 2; 2534 G>A) ve MBL1(Ekzon 2; 2651 G>A) genleri nin
iclinde de dayanikli genotiplerin frekanslar1 yerli sigir irklarinda SA 1rkina oranla daha
fazladir. Dolayisiyla mevcut literatiir dikkate alindiginda yerli sigir irklarinin SA 1rkina
gore mastitise daha direngli oldugu sdylenebilir.

5-) ITGB6 reseptor (5’UTR bolgesi, 29G>A) geninde ARM-PCR iglemi sonucu
belirlenen ve sap hastaligina daha direngli olan AA genotipi, gerek SA irkinda gerek
yerli irklarimiz olan YK, BI ve DAK 1rklarinda yaygin genotip olmustur. Ayrica tim
populasyonlar Hardy-Weinberg dengesindedir. Bu sonuglar sap hastalig1 i¢in yapilacak
MAS caligmalar i¢in ITGB6 reseptor (S’UTR bolgesi, 29G>A) geninin ¢ok kullanigh
bir aday gen oldugunu gostermektedir. Bu gen dort sigir irkinda da sap i¢in MAS
programlarina dahil edilebilir. Bu gen bakimindan dayanikli genotip olan AA’nin
frekans1 B ve YK 1rklarinda SA ve DAK 1rklarina gore daha yiiksektir.

6-) ITGB6 reseptor genindeki bir diger mutasyon (2145 T>C) igin ¢alisilan dort irkta
direngli genotip olan TT genotipi tespit edilememistir. ITGB6 reseptor (2145 T>C)
geni i¢in SA, YK, B ve DAK sigir irklart monomoftur (TC). Bu genin adi gegen sigir
irklarinda MAS ¢aligsmalarinda kullanilmasi uygun degildir.
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7-) SLC11A1 (5411 G>A) geninde tiiberkiiloz hastaligina direngli genotip olan GG
genotipinin SA, YK, BI ve DAK sigir wrklarinda yeterli diizeyde bulundugu ve
populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugu gosterilmistir. Bu gen SA, YK, B ve
DAK sigir wrklarinda tiiberkiilloz hastaligina diren¢ icin MAS programlarina dahil
edilebilir. Bu gen i¢in direng genotipi olan GG’nin frekans1 SA ve DAK irklarinda
benzerken B ve YK irklarinda bunlara gore daha diisiiktiir. SLC11A1 (7400G>A) geni
igin ise ¢alisilan sigir irklarindan YK, B ve DAK 1rklarinda direng genotiplerinden GG
tespit edilememis SA 1rkinda ise frekansi ¢ok diisiik (0.05) bulunmustur. Diger direng
genotipi olan CG ise tiim si1gir irklarinda tespit edilirken yerli irklarda SA irkina gore
biraz daha yiiksek bulunmustur. SLCI1A1 (7400G>A) geni i¢in YK ve BI
populasyonlar1 Hardy-Weinberg dengesinde degildir. Calisilan irklarda bu gen igin
yeterli genetik varyasyonun olmadigi anlasilmaktadir. SLC11A1 (7400G>A) geni SA
ve DAK 1rklarinda MAS programlarina dahil edilebilir.

8-) Tirkiye’de yetistiriciligi yapilan SA, YK, B ve DAK sigir irklarinda TLR2 geni i¢in
tiiberkiiloz hastaligina direng ile iliskili AA genotipi bulunmustur. AA genotipinin
frekanst SA wrkinda yerli sigir irklarimizdan YK, BI ve DAK 1rklarina gére daha yiiksek
olmakla birlikte MAS ¢alismalarinda kullanilabilecek diizeydedir. TLR2 geni SLC11A1
(5411 G>A) geninden sonra tiiberkiiloz hastaligina direng i¢in MAS programalarinda
kullanilabilecek bir ikinci gen olarak diisiiniilebilir. SA wrkinda TLR2 geni i¢in
tiiberkiiloz hastaligina diren¢ genotipi olan AA’nin frekanst yerli sigir irklarindan
yuksektir.

9-) Mastitis, sap ve tiiberkiiloz hastaliklarina direng ile iligkili lokuslar {izerinden
olusturulan filogenetik aga¢ c¢alisilan populasyonlar1 genetik kdkenlerine uygun olarak
iki kiimeye ayirmustir. Birici kiimede SA 1rki yer alirken ikinci kiimede yerli irklarimiz
olan YK, B ve DAK sigir irklar1 yer almistir. Hastaliklara direng lokuslarmin irklarin
genetik ayrimi i¢in son derece uygun oldugu goriilmektedir. Ayn1 genetik kokenden
gelen ya da uzun silire ayni cografyay1 paylasan bireyler hastaliklara karsi benzer
direncleri gelistirmektedir. Mikrosatellit lokuslar ya da c¢ok yeni nesil sekans
analizlerine gore olusturulan filogenetik analizler hat veya ekotip gibi alt seviyeler i¢in
daha ayrintili bilgiler saglayabilir. Ancak bu yontemler ¢ok pahali, daha fazla teknik
altyapr ve is giicii gerektirir. Sigirlarda 1tk ayrimi i¢in hastaliklara direng lokuslari,
ekonomik ve hizli olusu, laboratuvar ve istatistik analizleri daha kolay olmasi gibi
nedenlerden dolay1 tercih edilebilir.
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