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OZET

TURKIYE’DE YETISTIiRiLEN YERLI SIGIR VE SiYAH ALACA SIGIR
IRKLARINDA BRACHYSPINA SENDROMU VE KOLESTEROL
EKSIKLiGi GENETiIK KUSURLARININ BELiRLENMESI

Kiibra BEDIR DIBIC
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Do¢. Dr. Hasan MEYDAN
Subat 2021; 55 sayfa

Siyah Alaca sigir irki ve yerli sigir irklart Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan siit ve
et dretiminde onemli bir yerde bulunmaktadir. Bu yiizden sigir populasyonlarinda
goriilen kalitsal kusurlarin belirlenmesi dol verimi ile birlikte siit ve et tretimi
bakimindan zorunluluk gostermektedir. Bu tezde, Tiirkiye’deki yerli sigir irklarinin ve
Siyah Alaca sigirlarinin, CD ve BS genetik kusurlart bakimindan tanimlanmasi
amaglanmistir. Hayvan 6liimlerine sebebiyet vererek dnemli ekonomik kayiplara neden
olan genetik kusurlardan Brachyspina sendromu (BS; Brachyspina Syndrome) ve
Kolesterol eksikligi (CD; Cholesterol Deficiency) hastaliklari otozomal resesif kalitim
gosterip, son birkag yilda tanimlanmiglardir. Bu ¢alismada, Siyah Alaca (n=250), Zavot
(n=20), Boz Irk (n=20), Giiney Anadolu Kirmizisi (n=20), Dogu Anadolu Kirmizisi
(n=20), Yerli Giiney Saris1 (n=20) ve Yerli Kara (n=20) olmak {iizere toplam 370 bas
sigir materyal olarak kullanilmistir. CD ve BS genotipleri belirlenen primerler
kullanilarak PCR yontemi ile cogaltilmistir. Calisilan sigirlarin bu genetik kusurlar
bakimindan da genotipleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile belirlendikten sonra bu
hastaliklarin gen ve genotip frekanslar1 hesaplanmistir. Calisma sonucunda, g¢alisilan
yerli sigir wrklarinda BS ve CD genetik kusuruna neden olan mutant allele
rastlanilmamig olup tim sigirlarin normal genotipte yani saglikli oldugu tespit
edilmistir. Calisilan (250 bas) Siyah Alaca sigir irkinda ise CD bakimindan 4 bas sigirin
ve BS bakimindan 1 bas sigirin tasiyict genotipte oldugu ortaya ¢ikmistir. Caligma
sonucunda ise; Tirkiye’deki yetistiriciligi yapilan yerli sigir irklarinin ve Siyah Alaca
sigirlarinda bu genetik kusurlarin diisiik frekansta da olsa var oldugu ilk kez tespit
edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Brachyspina sendromu, Kalitsal kusur, Kolesterol
eksikligi, PCR
JURI: Dog. Dr. Hasan MEYDAN

Dog. Dr. Abdullah Nuri OZSOY
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ABSTRACT

DETERMINATION OF BRACHYSPINA SYNDROME AND CHOLESTEROL
DEFICIENCY AS A GENETIC DISORDERS IN CATTLE POPULATIONS
REARED IN TURKEY

Kiibra BEDIR DIBIC
MSc Thesis in Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Hasan MEYDAN
February 2021; 55 Page

The native cattle breeds, Holstein, and Simental cattles have very important role
in meat and dairy production in Turkey. Therefore, identification of genetic disorders in
this breeds are a necessary for meat and dairy production and especially for
reproduction. The genetic disorders of Brachyspina syndrome (BS) and Cholesterol
deficiency (CD) have been identified in the recently years, are genetic disorders that
cause significant economic losses by causing animal deaths in cattle breeding with
autosomal recessive inheritance. In this study, we aimed to determine the native cattle
breeds and Holstein population with regard to BS and CD genetic disorders. In this
study, Holstein (n = 250), Turkish Black (n =20), Turkish Gray (n =20), Eastern
Anatolian Red (n =20), South Anatolian Red (n =20), South Native Yellow (n =20) and
Zavot (n =20) were sampled. All genotypes identified by PCR. Products were analyzed
by 2% agarose gel electrophoresis stained with ethidium bromide. After gel
electrophoresis, BS and CD genotypes were identified using PCR method by analyzing
the band profiles Gene and genotype frequencies of these diseases in cattle populations
reared in Turkey were estimated. According to results, mutant allele causing BS and CD
genetic disorders was not found in native cattle and Simental cattle sampled and all
native and Simmental cattle were found as a normal genotype in respect of BS and CD
genetic disorders. However, in Holstein cattle reared in Turkey, one and four cattle were
found as heterozygote genotype for the BS and CD genetic disorders, respectively. As a
conclusion, first time the presence of BS and CD genetic disorders were identified in
Holstein cattle reared in Turkey but low frequency. The bulls used for artificial
insemination should be controlled with regard to genetic disorders including BS and CD
disorders.

KEYWORDS: Brachyspina syndrome, Genetic disorder, Cholesterol deficiency, PCR
COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Hasan MEYDAN
Assoc. Prof. Dr. Abdullah Nuri OZSOY
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ONSOZ

Her hayvancilik igletmesinde yetistiricilerin temel amaci; hastaliklara dayanikli,
iireme kabiliyeti olan, verim oOzelliklerinin yiiksek olmasina bagli olarak ekonomik
kayiplara yol agmayan ve tabii ki saglikli bir sekilde hayvanlarin yetistirilmesini
saglamaktir.

Kalitsal kusurlar bakimindan tasiyici durumda olan hayvanlar, belli oranda bu
genleri gelecek generasyonlara aktarabilmektedir. Bu kalitsal kusurlarin meydana
gelmesine neden olan gen, generasyonlar boyunca popiilasyon igerisinde devam
etmektedir. Dolayistyla sigir popiilasyonlarinin kalitsal kusurlar bakimindan taranmasi
ve gerekli Onlemlerin almmast sigir yetistiriciliginde ekonomik kayiplara sebep
olmamak ve popiilasyonun siirekliligini saglamak adina biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu 6zgiin konunun tez ¢aligmasi olarak belirlenmesinde, deneyim ve bilgileriyle
her konuda destek veren, bu yolda gosterdigi hosgdrii, sabir ve 0zverisi i¢in degerli
danigsman hocam Sayin Dog. Dr. Hasan MEYDAN’a tesekkiirlerimi sunarim.

Hem laboratuar hem de tez gah;malanmda destek ve yardimlarini hi¢cbir zaman
esirgemeyen degerli calisma arkadasim Ogr. Gor. Onur VURAL’a ¢ok tesekkiir ederim.

Lisans ve yiiksek lisans egitimlerim i¢in her zaman yanimda olan ve maddi
manevi desteklerini esirgemeyen ¢ok sevgili aileme,

Bu siirecte her zaman destek veren, motive eden ve yol gosteren degerli
arkadaslarim ve ¢ok kiymetli esim Ahmet DIBIC’e en derin tesekkiirlerimi sunarim.
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GIRIS K.BEDIR

1. GIRIS

Insanlarin yasamlarmi saglikli bir sekilde devam ettirebilmeleri icin dnem arz
eden gidalarin basinda gelen siit ve et basta sigirlardan karsilandigi i¢in sigirlar, insan
hayatinda 6nemli yer tutan hayvan tiiriidiir. Sigirin evcillestirilme siiresi 10.000 yil
oncesine kadar dayanmaktadir. Insanlar nceden, yiiksek verim elde etmek ve fenotipik
olarak dstiin goziiken hayvanlar yetistirmek amaciyla, bu hayvanlar1 birbirleriyle
ciftlestirmislerdir. Bu ¢iftlestirmeler, yetistiricilerin ¢ok eski zamandan bu yana kotii ya
da iyi karakterlerinin ebeveynden yavruya aktarildigini bildiklerinin bir gdstergesi
olarak distiniilebilir. Fakat basta 6liimler olmak {izere meydana gelen olumsuzluklarin
kalitsal bir nedene dayandiginin anlasilmasi ise yeni sayilabilir. Ozellikle giiniimiizde
molekiiler genetik ve biyoteknoloji alanlarinda yapilan ilerlemeler, kalitsal kusurlarin

varhigi ve sebeplerinin daha kolay bir sekilde tespit edilmesini saglamaktadir (Meydan
vd. 2006).

Hayvan yetistiriciliginde goriilen genetik bozukluklar yetistiriciler agisindan
biiylik sorun teskil etmektedir. Bu tarz genetik kusurlar hayvanlar {izerinde olumsuz
etkiye sebebiyet verdiklerinden popiilasyon igerisinde verim kaybina ve ekonomik
kayiba neden olmaktadir. Sigirlarda bilinen kalitsal kusurlar ¢ogunlukla otozomal
resesif genlerdir. Otozomal resesif genlerin karakteristik Ozelliklerinin ortaya
cikabilmesi i¢in her iki allelde de bulunmasi gerekmektedir. Heterozigot olan bireyler
ise tastyict durumda olup genlerini gelecek generasyonlara belli oranlarda
aktarilabildiklerinden tespitlerinin yapilmasi 6nem arz etmektedir (Meydan vd. 2010).

Kalitsal hastaliklarin neden olduklari morfolojik ve fizyolojik bozukluklar,
hayvanlarda verim kaybina neden olarak onemli ekonomik kayiplara sebebiyet
vermektedir (Arthur vd. 2001). Tirkiye’de yetistiriciligi yapilan sigir isletmelerinde de
meydana gelen ekonomik kayiplarin biiyiik bir kismi, sigirlarin saglik sorunlarindan
kaynaklanmaktadir. Bu saglik sorunlarmmin bir boliimii ise direkt sigirlarin genetik
yapilar1 ile iliskilidir. Bu genetik kusurlarin popiilasyona yayilmadan Oniine
gecilebilmesi igin molekiiler genetik alaninda ki ¢aligmalar biiyiik 6nem arz etmektedir.
BS ve CD gibi genetik kusurlar otozomal resesif etkiye sahip olduklari igin, bu genetik
kusurlar popiilasyonda var olduklar1 heterozigot bireylerde ortaya ¢ikmaktadir.
Molekiiler dogasi bilinen ¢ogu genetik kusurda ki heterozigot bireylerin bu sekilde
dogumdan 6nce veya dogumdan sonra tespit edilebilmektedir (Citek vd. 2006; 2007).

Yapilan arkeolojik kalintilara gore, sigirlarin evcillestirme merkezlerinden bir
tanesinin Anadolu oldugu goriilmiistiir. Anadolu’da kesfedilen evcillestirme merkezi
olan neolitik bolgei Catal Hoyiik’ten elde edilen verilere gore tespit edilmistir (Perkins
1969; Loftus vd. 1999). Yerli irklardan elde edilen verimlilik diisiik olmasina ragmen,
bu irklar olumsuz c¢evre kosullarina, kotii hava sartlarina ve yetersiz beslemeye karsin
oldukea direnclidir (Meydan vd. 2012).
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GIRIS K.BEDIR

2020 yilinda alinan verilere goére, Haziran ay1 sonu itibariyle biiylikbas
hayvanlar arasinda yer alan sigir sayis1 bir 6nceki yilin Aralik ayima gore %4,2 artarak
18 milyona yaklasmistir (TUIK 2020). Cizelge 1.1°de de goriildiigii iizere, kiiltiir irki
sayisinin  8.559.855, kiiltiir melezi ik sayisinin 7.554.625 ve yerli irk sayisinin
1.573.659 oldugu bilinmektedir (TUIK 2019).

Ulkemiz, Cumbhuriyetin ilk yillarindan beri sigir yetisticiligine 6zel bir yer
vererek hayvansal {iretimin lizerine durmus ve buna yonelik ¢alismalar gelistirmistir.
Sigir ireticiligini artirmak amaciyla yiiriitiilen arastirmalar, melezleme yaparak
Tirkiye’de ki sigir populasyonlarinda kiiltiir irk1 genotipinin payimni artirmak ve sigir
yetistiriciligini saf kiiltiir irki olarak yayginlastirmak seklinde ikiye ayrilabilir. Saf
kiiltiir irkim1 yayginlastirma girisimleri 1925 yilina kadar gitse de bu alanda yapilan
calismalar i¢in farkli irklardan sigirlarin ithal edilerek bu alandaki doniim noktast 1958
yil1 kabul edilmektedir (Kumlu ve Akman 1999).

Cizelge 1.1. Tirkiye’de yetistirilen kiiltiir, kiiltiir melezi ve yerli sigir irklarinin sayilari

(TUIK 2019)
Sigir - Kiiltiir Sigir - Melez Sigir - Yerli Manda
(bas) (bas) (bas) (bas)

1993 1 442 000 4 342 000 6 126 000 316 000
1994 1512 000 4 543 000 5 846 000 305 000
1995 1 702 000 4 776 000 5311 000 255 000
1996 1 795 000 4 909 000 5182 000 235 000
1997 1 715 000 4 690 000 4 780 000 194 000
1998 1733 000 4 695 000 4 603 000 176 000
1999 1782 000 4 826 000 4 446 000 165 000
2000 1 806 000 4 738 000 4217 000 146 000
2001 1 854 000 4 620 000 4 074 000 138 000
2002 1 859 786 4 357 549 3586 163 121 077
2003 1 940 506 4 284 890 3562 706 113 356
2004 2 109 393 4 395 090 3 564 863 103 900
2005 2 354 957 4 537 998 3 633 485 104 965
2006 2771818 4 694 197 3 405 349 100 516
2007 3295 678 4 465 350 3275725 84 705
2008 3 554 585 4 454 647 2850 710 86 297
2009 3723 583 4 406 041 2 594 334 87 207
2010 4 197 890 4 707 188 2 464 722 84 726
2011 4 836 547 5120 621 2 429 169 97 632
2012 5679 484 5776 028 2 459 400 107 435
2013 5954 333 6 112 437 2 348 487 117 591
2014 6 178 757 6 060 937 1983 415 122 114
2015 6 385 343 5733 803 1 874 925 133 766
2016 6 588 527 5758 336 1733292 142 073
2017 7 804 588 6 536 073 1 602 925 161 439
2018 8 419 204 7 030 297 1 593 005 178 397
2019 8 559 855 7 554 625 1 573 659 184 192

12



GIRIS K.BEDIR

BUYUKBAS HAYVAN IRKLARI

Sekil 1.1. Tiirkiye'de ki Yerli Irklarin Bolgelere Gore Dagilimi (Tagem 2009)

1.1.1. Giiney Anadolu Kirmizis1 (GAK)

Merkezi Kilis olan GAK, Giiney Anadolu Bélgesi’nde Igel’den Sanlwrfa’ya
kadar yayilim gostermektedir. Et ve siit verimliligi olan bu irkin basi dik, boynu kisa,
cidagosu belirgin ve yiiksek olma 6zellikleri ile asil ve zariftir. Ileri ki yaslarinda
gerdaninda sarkik ve kivrimli bir deri yapist goriiliir. Erkeklerde ozellikle horgiic
benzeri bir olusum ortaya ¢ikar. Gogiisleri dar, viicutlari nispeten kisa ve dardir. Viicuda
baglantis1 kuvvetli olan kuyruk baglanti noktasi, sagridan yiiksektir. Bacaklari
cogunlukla ince, narin ve olduk¢a uzunken arka bacaklari nispeten daha incedir.
Sallantil1 yiiriiylis gostermelerinin nedeni viicutlarinda ki harmoni bozuklugundandir.
Bu wrkta en fazla sarimsi kirmizi renk goriilmektedir. Ek olarak kirmizdan sariya ve
kahverengiye kadar degisik renklilerde goriilmektedir. Karin altlari, bacaklarinin ig
taraflar1 ve meme bolgeleri viicutlarindan daha acik renkte iken viicutlarinin 6n kismi
arka kisma gore daha koyudur. Cogunlukla burunlarinin ¢evresinde viicutlarinin
renginden daha acik renkte bir halka bulunur. Kuyruk piskiilleri siyah renktedir.
Boynuzlari dar, kisa, ince, iki yana ve yukart dogru uzanir. Genel goriinimleri Sekil
1.2°de gosterilmistir. Yan taraftan bakildiginda viicutlari kare bigimindedir. Tiirkiye’nin
en iri ve siit verimi en fazla olan bu yerli itk Akdeniz ve Giiney Anadolu’nun sicak
iklimine adapte olmustur. Kan parazitleri ve kenelerin olusturdugu hastaliklara karsi
direnglidir (Tagem 2009).

Beslenme ve bakimlar1 iy1 olmasa bile adaptasyon yetenekleri sayesinde az bir
sorunla yetistirilebilirler. Analik icgiidiileri gelistiinden dolayr yavrularini
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gormedikleri takdirde siitlerini vermezler. Giiglii yapilar1 sayesinde uzun mesafeleri
katedebilme yetenekleri vardir. Meme baglarinin minik olmasi ve davramiglar olarak
problemli olabildiklerinden makineli sagma igslemine uygun goriilmezler.

b RS O, .

!
“

Sekil 1.2. Giiney Anadolu Kirmizis1 (Tagem 2009)

Ilkel besleme, barindirma ve bakim kosullarinda yaygin olarak kdy siiriileri
halinde yetistirilirler. Senenin dortte Ugiinii kapsayan mera devresi bazi kesimlerde
tamamin1 kapsar. Ahirlar, Gaziantep ve Sanliurfa gibi kis aylart daha soguk gecen
illerde ¢ogunlukla tastan, Adana ve Hatay gibi kis aylar1 nispeten daha ilik gegen illerde
genellikle kerpigten ve sazdan yapilmistir. Ahirlarda yemleme yalnizca kig aylarinda
yapilmaktadir (Tagem 2009).

1.1.2. Yerli Giiney Saris1 (YGS)

Akdeniz arasinda kalan bolgeler ve kismen bu daglarin kuzey ve dogusunda,
baslica Amanos ve Toros daglar1 ile Mersin’den baslayarak Sanlurfa’ya ve Hatay’a
kadar olan illere yayilan bu irk et ve siit verimi olan kombine bir irktir.

Sirt hatt1 diiz, kisa boynuzlu ve kiiciik yapili olan YGS’nin rengi kirli saridan
tar¢in ve kirmizi rengine kadar farklilik gostermektedir G6z ¢evresi, boyun, kiirekler,
yiiziin yan kisimlari, kuyruk ucu ve boynuzlarmin rengi koyudur. Agiz ve burun
cevresinde viicuda gore daha acik renkli ve bazilarinda kirli beyaz halka bulunurken
burun ucu siyaha kadar degisen koyu renktedir. Tirnak rengi siyah veya koyu gri,
bacaklarinin i¢ yiizeyi acik renklidir. Derisinin rengi siyaha yakin bir kahverengidir.

Hastaliklara dayanikli, kotii cevre kosullarina direngli olan bu irk daglara

tirmanabilir. Dolayisiyla, daglik bolgelere uyum saglayarak engebeli arazilerde
otlayabilmektedirler (Tagem 2009).
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Sekil 1.3. Yerli Giiney Saris1 (Tagem 2009)

flkel besleme, barindirma ve bakim kosullarinda yaygin olarak kdy siiriileri
halinde yetistirilirler. Bu 1k, insanlarin yardimi olmadan nisan ve mayis aylarinda
daglarda otlar ve 6-7 ay sonra karin yagisiyla birlikte geri donerler (Tagem 2009).

1.1.3. Yerli Kara (YK)

Et ve siit bakimindan kombine olan bu 1tk Orta Anadolu’da yayilim gosterir.
Viicutlar1 uzun, boynuzlar kisa, agirlik ve yiikseklik bakimindan kiiciik yapilt bir irktir.
Omuzlart uzun ve dar olup sirt gizgileri diiz gériinmektedir. Arka kisimlar1 daha yiiksek
ve genistir. GOz c¢ukurlari belirgin ve bas kisimlart burunlarmma dogru incelir.
Kulaklarmin i¢ kismi kalin ve sik killarla ortiiliidiir. Bacaklar1 kisa, kemiklerinin yapisi
ince, tirnaklart saglamdir. Deri rengi kuzguni siyahtir. Cogunlukla derisi sert ve
kalindir. Hem erkek hemde disileri boynuzludur. Boynuzlari ¢ogunlukla ay bigiminde
ince yapilidir. Zararli ve hastaliklara karsi dayanikli, yetersiz besleme ve bakim
kosullarina direnglidir (Tagem 2009).

- > - . = o
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Sekil 1.4. Yerli Kara (Tagem 2009)

Ekstansif olarak karasal iklimde, ilkel besleme, bakim ve barindirma
kosullarinda yetistirilirler.
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1.1.4. Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK)

Dogu ve Kuzeydogu Anadolu Bolgesi’nde basta, Kars, Erzurum ve Ardahan
illeri olmak iizere yayilim gosteren kombine bir 1rktir.

Derisi kalin, mizact sert, kemikleri saglam, gogsii dar ve kiiclik yapilidir. Rengi
kirmizi ve tonlarindadir. Kisa boynuzlu olan bu irkin, boyun, gogiis, kulak kenarlari, 6n
bacaklarinin 6n kisimlari, tirnaklarinin deri ile birlestigi yerler koyudur. Hem erkek
hemde disileri boynuzludur. Boynuzlari hafif kivrimli koyu renktedir.

Olumsuz cevre kosullarina ve hastaliklara karsi kiigiik ciisselerine ragmen
dayaniklidir. Kalitesiz yemlerle ve engebeli alanlardaki otlaklarla yetistirilebilir (Tagem
2009).

Sekil 1.5. Dogu Anadolu Kirmizisi (Tagem 2009)

Koy siiriileri seklinde mera siiresince ek yemleme yapilmadan yetistirilir.
Karasal iklimin oldugu, engebeli arazilerde ilkel besleme, barindirma ve bakim ile
yetistirilmektedir. Cogunlukla yilin altt aymi1 merada gegiren bu ik mayis ayindan
itibaren yayla ve meraya ¢ikarilir (Tagem 2009).

1.1.5. Zavot

Kars, Ardahan illeri ve ¢evresinde yayilim gosteren kombine irktir. Sirt ¢izgisi
diiz, derisi elastik ve kemikleri saglamdir. Viicutlart orta biiyiikliikkte olup saglamdir.
Cogunlukla beyaz renktedirler fakat agik sari renkte olanlarina da rastlanir. Hem disileri
hemde erkekleri boynuzludur. Zorlu iklim kosullarina ve hastaliklara karsi direnglidir
(Tagem 2009).
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Sekil 1.6. Zavot (Tagem 2009)

Koy siiriileri seklinde mera siliresince ek yemleme yapilmadan yetistirilir.
Karasal iklimin oldugu, engebeli arazilerde ilkel besleme, barindirma ve bakim ile
yetistirilmektedir. Cogunlukla yilin alti aymi1 merada gegiren bu ik mayis ayindan
itibaren yayla ve meraya ¢ikarilir (Tagem 2009).

1.1.6. BozlIrk

Bati Anadolu’da, Marmara, Trakya, Kuzey ve i¢ Ege bdlgelerinde yayilim
gosteren kombine irktir. Ust kistmdan bakildiginda iicgen sekilde olan Boz 1rk, viicut
yapisi olarak saglamdir. Erkek hayvanlarin viicutlart 6nden arkaya dogru daralir. Deri
rengi koyu kiilden agik giimiisiye kadar degiskenlik gosterebilir. Erkeklerinin goz
cevresinde koyu bir halka vardir. Kulaklarinin i¢ yiizeyi siyah killarla ortiiliidiir. Disiler
erkeklere gore daha acik renkli goziikiirler. Cogunlukla dos, boyun, omuzlarin alt
kisimlari, gogiis ve bacaklar viicutlarmim diger kisimlarina gore daha koyu renklidir.
Tirnak rengi siyah, kil rengi koyu gridir. Bu 1rkin safligi konusundaki isaretlerden biri
aniis bolgelerinin siyah renkte olmasidir. Buzagilarin rengi dogduklarinda agik
kahverengi iken, biiyiidiikkge renkleri griye doner. Hem erkek hemde disiler
boynuzludur. Boynuzlarinin yapisi bogumsuz, dairesel kesitli ve hilal seklindedir.

Kalitesiz yemlerle yasamlarini siirdiirebilmekle beraber ani yem degisikliklerine
de direnglidir. Hastalandiklar1 veya zarar gordiiklerinde hizla iyilesebilirler. Olumsuz
iklim ve doga kosullarina ve yetersiz beslemeye kars1 dayaniklidir. Mizaci1 hirgin ve
saldirgan olan bu 1rk hem yavrularini hem de bulunduklar siiriiyii koruma i¢giidiisiine
sahiptirler (Tagem 2009).
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Sekil 1.7. Boz Irk (Tagem 2009)

Insan miidahalesine gerek kalmaksizin daglk bélgelerde bulunan engebeli arazi

ve orman iginde yasamlarini devam ettirebilir, beslenebilir ve iireyebilirler (Tagem
2009).

1.2. Tiirkiye’de ki Kiiltiir Irklar:

Tirkiye’de yetistirilen sigirlar hem siit iiretimi hemde et tiretimi bakimindan
oldukca 6nemli bir canlilardir. Tiirkiye’de siit liretimini saglamak amaciyla yetistirilen
baglica 1rk ise Siyah Alaca sigir irkidir. Siyah Alaca sigir irki, anavatan1 Hollanda’nin
Frizya bolgesidir ve sayist 100 milyondan fazladir. Dolayisiyla yeryiiziinde yayilma
alan1 en genis olan ve en fazla kullanilan irktir. Bu irkin hem siit hem de et verimleri 6n
plandadir. Bu nedenle sadece siit liretmek i¢in degil, ayn1 zamanda et {iretim amaciyla
da kullanilabilen bir irktir. (Meydan 2007).

1.2.1. Siyah Alaca

Siyah Alaca sigir irkinin kokeni; Almanya, Hollanda ve Danimarka’ nin Kuzey
Denizi kiyilarinda ovalik kesimlerinde ki yetistirilen sigirlardan gelmektedir.
Tirkiye’de bu yetistiricilik ilk olarak 1958 senesinde Bursa’ya, Amerika Birlesik
Devletleri’'nden getirilmis olan boga ve inekler ile baslanmistir. Siyah Alaca sigir
irkinin en ¢ok Marmara, Ege, Akdeniz Bolgeleri’nde yetistiriciligi yapilmaktadir. Bu
sigirlarin siit verim ortalamasi laktasyonda 7000-11000 kg arasinda degismektedir. Ayni1
zamanda canli agirliklar1 700-800 kg, siitindeki yag oranlart %4 ve protein oranlari
%3,3 arasindadir (Kumlu 1999).
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Sekil 1.8. Siyah Alaca (Anonymous 1)

Siyah Alaca si1gir irki i¢in farkls tilkelerde degisik isimlendirilmektedir. Amerika ve
Kanada’da Holstein-Friesian, Ingiltere’de British-Friesian ve Almanya’da Alman-Friesian
ismi kullanilmaktadir. Tiirkiye’de ise genellikle Siyah Alaca ismi kullanilmaktadir (Kumlu
2000; Cerci 2006). En yaygin yetistirilen irk olan Siyah Alaca, Almanya, Hollanda ve
Danimarka’nin Kuzey Denizi kiyilarindaki ovalik kesimlerinde yetistirilir. Yaklasik her
dort sigirdan birinin bu durumdan &tiirti, diinyada yetistiriciligi yapilan Siyah Alaca veya
Siyah Alaca melezi oldugu 6ne siiriilmektedir. 1950°1i yillardan beri Kuzey Amerika ve
Bat1 Avrupa’da yapilan 1slah ¢alismalarnin etkili ve daha sistemli hale getirilmesi ile
Siyah Alacalarin, basta siit verimi olmak tizere, et verimi gibi bir¢ok verimi ve ¢ok farkli
iklim kosullarinda yetisebilir olmas1 diger sigir irklarindan ayirici 6zellige sahip olmasini
saglamistir (Akman ve Kumlu 1999; Evirgen 2009).

1.3. Sigirlarda Goriilen Kalitsal Kusurlar

Sigirlarda goriilen kalitsal kusurlar da diger hastaliklar (bakteriyel ve viral
hastaliklar) gibi ekonomik kayiba sebep olmaktadir. Bu sebeple bu kalitsal kusurlarin
belirlenmesi ve gerekli olan o6nlemlerin alinmasi gerekmektedir. Molekiiler ve
biyoteknolojik alanlarmin da gelismesiyle, genetik hastaliklarin tespiti ve hastaliga
neden olan genin siiriiden elemine edilmesi daha kolay hale gelmektedir. Buzagilarda
goriilen hastaliklar ve buna bagli olarak meydana gelen dliimler sigir yetistiricilerinin
onemli ekonomik kayiplara ugramasimna neden olmaktadir. Bu sebeple sigir
yetistiricileri, yliksek verimli ineklere sahip olmay1 ve bunlardan da her yil saglikli bir
buzagi alip biiylitmeyi amaglarlar. Goriilen hastaliklar genetik nedenli de olabilir. Bu
yizden buzaginin soy kiitiigiiniin (pedigrisinin) bilinmesi ileride ki yetistirme
yontemleri agisindan 6nemli bir yere sahiptir (Ozcan ve Ozbeyaz 2017).
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Genlerin yapis1 ve fonksiyonlar1 hakkinda elde edilen bilgiler, DNA
calismalarinda yeni metotlar gelistirilmesine katki saglamis ve bu da sigirlarda goriilen
genetik kusurlarin molekiiler acidan tespit edilmesi konusunda Onemli gelismelere
olanak vermistir. Kalitsal kusurlarin tespit edilmesinde molekiiler genetik teknikler
yaygin bir sekilde uygulanmaktadir. Boylece hayvanlarin genetik kusurlar agisindan
heterozigot (tasiyici) olup olmadiklart belirlenerck elemine edilmekte ve bu sekilde
ekonomik kayip vermeden populasyonun devami saglanmis olmaktadir. Son 50
seneden beri genotipin iyilestirilmesine dayali uygulanan 1slah programlari, genel
olarak et ve siit iiretiminin artirilmasina biiyiik katkilar saglamistir. Son 20 senedir ise
stirdiiriilen 1slah programlarinda uzun Omiirliiliikk ve dol verimi gibi diger 6zellikler
tizerinde de durulmustur (Ottmar 2005). Giiniimiizde molekiiler genetik ve
biyokimyasal alaninda ortaya cikan gelismelere paralel olarak, hayvanlarda goriilen
birgok kalitsal kusurun, in vitro (laboratuvar) ortaminda erken donemlerde
tanimlanmast ve daha diisiik maliyetlerde uygulanmasi miimkiin olmaktadir (Jolly
2002).

1988 yilindan bu yana c¢alismalarmi ICAR’mn alt birimi olarak siirdiiren
Uluslararasi  Boga  Kullanimi  Organizasyonu  (INTERBULL, International
BullEvaluation Board)’nun ve Uluslararast Hayvancilik Kayit Komitesi (ICAR,
International Committe of Animal Recording) beraber yiiriittiikkleri bir dizi ¢aligma
sonunda, kuruluslar ve {ye ilkeler tarafindan ortaya konulan genetik
degerlendirmelerde 6nemli farkliliklar tespit edilmektedir. Bunun iizerine; bir drnekligi
saglamak, degerlendirmenin niteligi ve isabetini yiikseltmek amaciyla birtakim
caligmalar yiritilmis ve 30 Mayis 2002 tarihinde yapilan genel kurulda “Kayit
Tutmada Uluslararas1 Mutabakat” adi altinda bir dizi kural kabul edilmistir. Bu
dokiimanin bir boliimi “Siit Sigirlarinda Genetik Degerlendirme Sistemleri (Genetic
Evaluation Systems in Dairy Cattle)” isimli bir kilavuza ayrilmistir. Kilavuzun 10.
maddesinde, yetistirilen 1rkla ilgili uluslararasi kuruluslarca belirlenmis kalitsal
kusurlarin tastyicisi oldugu belirlenen hayvanlarin en kisa zamanda belirtilmesi
onerilmektedir (Kumlu ve Akman 2004). Uzerinde durulan bir¢ok genetik kusur o
ozelligin ortaya c¢ikmasini saglayan resesif gen bakimindan homozigot genotiplerde
ortaya ¢ikarak populasyonda bu sekilde fark edilebilmektedir. Bahsedilen genler
bakimindan homozigot genotipte olan hayvanlar ¢ogunlukla erken donemlerde
olmektedir. Homozigot genotipteki hayvanlarmn 6lmesi durumunda, genetik kusurun
ileriki generasyonlara aktarilmasi ve populasyon igerisine dagilmasi Onlenmis
olmaktadir. Resesif etkili gen tarafindan belirlenen kalitsal bir kusur bakimindan
heterozigot genotipe sahip olan hayvanlarin tespiti ve bu gene sahip olan bireylerin
populasyondan elemine edilmesi daha onemlidir. Heterozigot genotipe sahip olan
bireylerin fenotiplerinde, genellikle herhangi bir degisiklik ortaya ¢ikmamaktadir. Bu
durumun sonucunda ise kalitsal kusurun meydana gelmesinde etkili olan resesif gen
belli oranlarda gelecek generasyonlara aktarilmaktadir. Boylece kalitsal kusurun ortaya
cikmasindan sorumlu olan genin popiilasyon igerisindeki varlig1 ve buna bagli olarakta
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frekans1 generasyonlar boyunca artabilmektedir. Genetik kusurlu bireylerin popiilasyon
icerisindeki frekanslarmin artmasi sonucunda ise ekonomik olarak ciddi kayiplar
meydana gelebilmektedir. Damizlikta kullanilacak olan ebeveynlerin kalitsal kusurlar
bakimindan tastyici olup olmadiklarinin belirlenerek elemine edilmesi, ekonomik olarak
kayiplarin en aza disiiriilmesi amaciyla ekonomik verim seviyesinin korunmasi ve
populasyonun devamlilig1 agisindan son derece 6nemlidir (Meydan 2007).

Insanlarda 5000°den fazla resesif etkiye sahip, otozomal kromozom iizerinde
bulunan genetik kusurlar goriilmektedir (Rajesh vd. 2006). Hayvanlarda ise genetik
temelinin bilindigi genetik kusur sayist daha azdir. Sigirlarda bugiine kadar 250
civarinda kalitsal kusur tespit edilmis olup bunlardan iki tanesi de BS ve CD olarak
bilinen kalitsal kusurlardir (Online Mendelian Inheritance in Animals 2019).

BS ilk olarak Danimarka’da ortaya g¢ikmis fakat nedeni anlasilamamustir.
Agerholm vd. (2006) tarafindan ise sebebi yillar sonra agiga ¢ikarilmis ve sdz konusu
genetik kusur igin gereken g¢alismalara yon vermistir. Bu genetik kusura sahip olan
hayvanlarda fenotipik olarak bozukluklar goériilmekte ve buzagilar 6li dogmaktadir
(Sekil 1.1). CD ise ilk kez 2015 yilinda bulunan kalitsal resesif bir kalitsal bozukluktur
(Menzi vd. 2016). Bu hastaliga sahip olan hayvanlarda baslangigta gelisim geriligi ve
kronik ishal goriildigi tespit edilmistir (Sekil 1.2). CD kalitsal kusuruna sahip
hayvanlarin 3 hafta ile 6 ay arasinda 6ldiigii gortilmustiir. Genetik kusurlarin herhangi
bir ¢oziimii olmamasina paralel olarak BS ve CD genetik kusurlari igin de bir ¢oziim
bulunamamistir.  Bu  iki  genetik  kusurda  Ozellikle buzagilarda  Gliimle
neticelendirildiginden lizerinde 6nemle durulmalidir. Bu yilizden ekonomik kayiplari en
aza indirmek ve tasiyict durumunda olan sigirlarin damizlik olarak kullanilmamasi igin
popiilasyondan uzaklastirilmalar1 gerekmektedir.
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Sekil 1.9. BS genetik kusuruna sahip olan 6lii dogmus buzagi (Agerholm ve Peperkamp
2007)

Sekil 1.10. Aym yastaki buzagilar a) Saglikli buzagi; b) CD genetik kusuruna sahip
buzagi (Mock vd. 2016)

Bu tezin amaci; Tirkiye’de yetistirilen Yyerli sigir ve Siyah Alaca sigir irklarim
Brachyspina sendromu ve Kolesterol Eksikligi genetik kusurlari bakimindan
tanimlayarak bu genetik kusurlar1 tasiyan olasi sigirlart tespit etmek ve bu hastaliklara
neden olan mutant allelin frekanslarin1 tahmin etmektir. Boylece Tiirkiye’de yetistirilen
yerli sigir ve Siyah Alaca sigir irklart ile diinyada yetistirilen sigir popiilasyonlarinin
karsilastirilabilmesine yonelik verilerin elde edilmesine olanak saglayacak bilgiler elde
edilecektir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Kalitsal Kusur

Insanlar yiizyillar boyunca hayvanlarin gelistirilmesini, sagligiin korunmasini
ve verimliligini artirmak i¢in genetik Ozellikleri bakimindan yiiksek canlilarin
cogalmasin1 saglamaya calismistir. Hastaliklara karst genetik olarak direngli
hayvanlarin 1slah1 ve seleksiyonu ile ¢iftlik hayvanlarinin saglik durumlart gelistirilerek
verim artis1 saglanabilmektedir. Hayvan yetistiriciliginde ekonomik kayiplara sebep
olan kalitsal kusurlarin tespit edilmesi ve genetik temellerinin agiklanmasi,
populasyonun devami ve ekonomik verim seviyesinin korunmasi bakimindan oldukga
onemlidir. Sigirlarda goriilen genetik bozukluklar ¢ogunlukla resesif etkili bir gen
tarafindan belirlenmekte olup otozomal kalittm modeliyle generasyonlar boyunca
aktarilmaktadir (Meydan 2007). BS ve CD gibi otozomal kromozomlar iizerinde
bulunan resesif etkili bir gen tarafindan belirlenen kalitsal kusurlar bakimindan sigirlar,
normal (AA), BS veya CD tasiyicist (Aa), BS veya CD genetik kusuruna sahip hasta
(aa) olmak tizere ii¢ farkli genotipte siniflandirilmaktadirlar.

Kalitsal kusurlar, genetikte ortaya ¢ikan ve mutasyonlar sonucunda olusarak
ebeveynlerden gelecek nesillere aktarilabilen g¢esitli morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal siiregleri etkileyerek normal olan fonksiyonlarin disinda farkli fenotiplerin
meydana gelmesi olarak tanimlanmaktadir. Kalitsal kusurlar canlilar tizerinde fiziksel
veya yapisal bozukluklara neden olarak, hayvanlarin sagliklart ve tiremeleri tizerine
olumsuz etkiler yapabilmekte hatta hayvanlarin 6liimiine neden olabilmektedir. Bu
sebeple hayvan islahi ve hayvan yetistiriciligi ile ugrasan kisilerin iizerinde durmasi
gereken konulardan bir tanesi de bu kalitsal kusurlara sebep olan mutant allelin siiriiden
uzaklastirilmasini saglamaktir. Genom {iizerinde genetik bilginin igerigindeki ya da
konumundaki en ufak degisiklikler bile, fenotipte ¢ok biiyiik degisikliklere sebebiyet
verebilir. Fenotipte goriilen bu farkliliklarin ana nedeni mutasyonlardir ve bu olusan
mutasyonlar kalitsal kusurlarin olusmasina yol agmaktadir (Citek vd. 2006).

Aragtirilan birgok genetik kusur o 6zelligin meydana gelmesine yardimci olan
resesif gen bakimindan homozigot genotiplerde ¢ikmakta ve bu sekilde populasyonlarda
fark edilebilmektedir. Bu genetik kusurlar bakimindan homozigot genotipte olan
hayvanlar ya erken donemlerde 6lmekte ya da olit dogmaktadir. Homozigot genotipe
sahip olan hayvanlarin 6lmesiyle birlikte kalitsal kusurun gelecek nesillere aktarilmasi
ve s0z konusu olan genin yayilmasi Onlenmis olunur. Genetik kusur bakimindan
heterozigot bir genotipte olan bireylerin tespit edilmesi ve bu gene sahip olan
hayvanlarin populasyondan uzaklastirilmasi Onemli bir adimdir. Bireyler eger
heterozigot genotipte ise fenotiplerinde ¢ogu zaman herhangi bir degisikligin meydana
gelmesi beklenmez. Kalitsal kusurlarin meydana gelmesine sebep olan resesif etkili gen
gelecek generasyonlara belirli oranlarda aktarilmaktadir. Boylece kalitsal kusurun
olusmasma sebep olan genin populasyondaki varligi ve bununla birlikte olarak da
frekansin1  nesiller boyunca artabilmektedir. Kalitsal kusurlu hayvanlarin
populasyondaki oranlarinin artmasi sonucunda ekonomik agidan da onemli kayiplar
meydana gelebilmektedir. Ekonomik kayiplari olabildigince aza indirilmesi gayesiyle
damizlik ic¢in kullanilacak ebeveynlerin bahsedilen bu genetik kusurlar bakimindan
tasiyict olup olmadiklarinin belirlenmesi ve buna bagl olarak ayiklanmasi
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populasyonun devamini ve ekonomik verim seviyesininin korunmasini saglar (Meydan
2007).

2.2. Zoolojik Sistemde Sigirin Yeri
Si1girin sistematikte ki yeri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. Sistematikte Sigirin Yeri

Alem Havwvanlar
Sube Sirt1 Iplikliler
Alt Sube Omurgalilar
Smaf Memeliler
Alt Smaf Plesantalilar
Takm Timaklilar
Alt Talm Cift Tomaklilar
Grup Fuminantlar
Familva Bos Bovnuzlular
Cins Bos
Alt Cins Taurina
Tiir Bos Taurus

2.3. Brachyspina Sendromu (BS)

2006 yilinda ilk olarak Danimarka’da ortaya ¢ikan Brachyspina sendromu
(Agerholm vd. 2006) giiniimiize kadar Hollanda’da (Agerholm ve Peperkamp 2007),
Italya’da (Testoni vd. 2008), Almanya’da (Buck vd. 2010) ve Kanada’da (Agerholm vd.
2010) goriilmiistiir. Brachyspina sendromu, Siyah Alaca sigirlarinda goriilen fakat az
rastlanan bir kalitsal kusurdur. Bu genetik kusurlari bulunduran hayvanlarda, diisiik
viicut agirligi, biyiimede gerilik, omurga kisminda gozle goriilir kisalma, kol ve
bacaklarda ise vertebral bozukluklar goriliir (Sekil 2.1). Ek olarak, hastalik goriilen
buzagilarda, alt ve st dislerde asimetrik hizalanma ayni zamanda bobreklerin, esey
organlariin ve 6zellikle de kalbin tahrip olmasina sebebiyet verir (Li vd. 2016).
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Sekil 2.1. BS kalitsal kusuruna sahip buzagida spinal bolgesinde goriilen vertebral
bozuklugunun fotomikrografik gériintiisii (Agerholm ve Peperkamp 2007)

Brachyspina sendromuna (OMIA 000151-9913), sigirlarin 21. kromozomu
tizerinde ki fanconi anemia complementation group 1 (FANCI) geni iizerinde 3329
be¢’lik delesyona neden olur (Charlier vd. 2012). BTA21. kromozomu {izerinde bulunan
FANCI geni 37 ekzon bulundurur ve burada ekzon 25’ten 27’ye kadar bir frame-shift
meydana gelerek 28. ekzonda stop kodonu olustrurur (Li vd. 2016). Bu nedenle
sentezlenecek olan amino asit sayisinda azalma meydana gelerek proteinin yapisi
degisiklik gosterir.

MUTANT ALLEL
TTACGGTACACCCATTCICACCTTTCTATCCGTG
e
e e — ..
—————— \h\
YABANI ALLEL P \.s\‘“
TTACGGTACACCCATICICACTCTTAGGTATTTAC .. 3,3290p . AAATTTGCAGGAAATGGTCACCTTICTATCCGTG
<t >
2S5 EX26 rertea Genes EX27
AT QYeerersrrncrssnrinnit hosssssesosens - i) eererrsetiatiiatiaaansy R T PO D |
Bekiay MUITIZ ALigrment & Conservat (on
Conservat ion l
onm Repeat ing llm-b\o Repeatiasber
e mam— o =
LR
e
Across DEL (+) = - o < 3,738 bp
\"\ '._’-_.04'
e ——
"‘s..._‘ 3,329bp e

— s

-

D 409p

Sekil 2.2. FANCI geni iizerinde BS’ye sebep olan delesyon (Charlier vd. 2012)

25



KAYNAK TARAMASI K.BEDIR

Brachyspina sendromu ile alakali yapilan g¢alismalar incelendiginde, Li vd.
(2016) BS genetik kusurunun Round Oak Rag Apple Elevation ve Sweet Haven
Tradition isimli iki boganin soyuna dayandigi ilaveten Sweet Haven Tradition isimli
boganin soyundan gelen Roth rock Tradition Leadman ve Bis-May Tradition Cleitus
adli iki boganin da temel olarak BS’nin mutant resesif allelini yaymaktan sorumlu
olduklarim bildirmislerdir.

2006 senesinde ilk olarak Danimarka’da 6,4 kg agirhiginda 6lii dogmus olan bir
erkek buzaginda gogiis, bel ve boyun kemigi kisimlarinda normal olmayan kisalmalarla
birlikte gelisimini tamamlayamadigi ve bacaklarinda ise anormal boyutta uzamalar
goriilmiistiir ve boylece BS ile ilgili ilk vaka bildirilmistir (Agerholm vd. 2006).

Daha sonra italya’da 6lii olarak dogan biri disi biri erkek iki buzagida da BS
goriilmistiir. Her iki buzaginin da ilk vakada oldugu gibi anormal boyutlarda uzun
bacaklara ve daha kisa gévdeye sahip olduklar1 belirtilmistir. Ek olarak bobrek, kalp ve
tireme organlarinda da bir takim bozukluklar goriilmiistiir. Radyografik olarak
belirlenen otopsi verilerinde omurlarin sekilsiz ve kaynasmis olduklar1 bildirilmistir
(Testoni vd. 2008).

Bunlarin disinda Hollanda (Agerholm ve Peperkamp 2007), Almanya (Buck vd.
2010) ve Kanada (Agerholm vd. 2010) da aym fenotipik ve morfolojik o6zellikleri
gosteren Olii Siyah Alaca buzagilar tespit edilmigtir.

Rus¢ ve Kaminski (2015) 78 bas Polonya Siyah Alacasinm1 BS genetik kusuru
bakimindan incelemis ve 8 bas Siyah Alacayi tasiyici olarak tanimlamislardir.

Li vd. (2016) tarafindan Cin’de 1996 yilindan 2012 yilina kadar dogmus olan
136 bas Siyah Alaca disisini ve 206 bas Siyah Alaca erkegini incelenmistir. Sonug

olarak ise; 3 bas tasiyici Siyah Alaca disisi ve 10 bas tasiyic1 Siyah Alaca erkegi tespit
edilmistir (Li vd. 2016).

Chao vd. (2020) tarafindan 2017 ile 2019 yillar1 arasinda Kuzey, orta, giiney ve
Dogu Tayvan siiriilerinden rastgele bir sekilde toplamda 1688 sigir secilmistir. Bunun
sonucunda ise 1602 bas sigir1 normal genotipte, 86 bas sigir1 ise tasiyici olarak
belirlemislerdir.

2.4. Kolesterol Eksikligi (CD)

Kolesterol eksikligi genetik kusuru ilk kez 1991 yil dogumlu Mauglin Storm
(CANMO000005457798) isimli bir bogada goriilmistir (Menzi vd. 2016). Mauglin
Storm’un soyundan gelen bogalar, suni tohumlamada aktif bir sekilde kullanildig1 i¢in
bu genetik kusura sebep olan mutant allelin frekansinin bir¢ok iilkede hizla arttigi
sOylenebilmektedir. Bu hastaliktan etkilenmis homozigot genotipteki buzagilar
hipolipidemi ve hipokolesterolemi bulgulari goéstermistir. Buzagilarda goriilen bu
genetik kusur, erken donemde 6liimle sonuglanan otozomal resesif kalitsal bir hastalik
olan ve kalitsal yag metabolizmas1 bozuklugu olarakta bilinen Cholesterol Deficiency
(Kolesterol eksikligi, CD; OMIA 001965-9913) olarak adlandirilmstir (Kipp vd. 2015).
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Kolesterol eksikligi, BTA11. kromozomu {iizerinde apolipoprotein B (APOB)
geninin 5. ekzon bolgesinde meydana gelen 1.3 kb’lik insersiyon ile mutasyona bagl
olarak lipit metabolizmasi1 etkilenmekte ve buzagilarda erken donemde oliimle
sonlanmaktadir (Schiitz vd. 2016). APOB geni, disiik yogunluklu lipoproteinlerin
(LDL) ve ¢ok diisiikk yogunluklu lipoproteinlerin (VLDL) ¢ok 6nemli yapisal silomikron
proteinidir (Kane vd. 1980). Meydana gelen 1.3 kb’lik insersiyon durumunda APOB'un
acik okuma c¢ergevesinde (ORF, Open Reading Frame) stop kodonu meydana
gelmektedir. Bu olay ise proteinin 140 aminoasitlik uzunlugundan daha kisa
kesilmesiyle sonuglanir. Bu kalitsal kusur bakimindan heterozigot genotipe sahip olan
hayvanlar, cogunlukla semptom gostermezken, eriskin yasa geldiklerinde bu hastalikla
tesadiifi bir sekilde karsilasilir. Bu hastalik bakimindan homozigot genotipe sahip
hayvanlarda ise; gen¢ yasta bagirsaklarinda ki silomikron atiliminin yapilamadigi
goriilmiis ve bu durumda kolesteroliin emilim mekanizmasinda bozukluk gostermistir
(Schiitz vd. 2016).

Hastaligin ilk evresinde hayvanlar yetersiz gelisim ve kronik ishal gibi spesifik
olmayan semptomlar gostermistir. Bu genetik kusura sahip hayvanlar yapilan
semptomatik tedaviye karsin 3 hafta - 6 aylik bir zaman diliminde 6lmiistiir. Hastaliktan
etkilenen buzagilarda kimyasal analizler yapilmis ve sonucunda yiiksek
hipokolesterolemiyi gosteren yag metabolizmasindaki bir bozukluk ortaya ¢ikarmistir.
Bu kalitsal hastalik i¢in ko-dominant bir kalitim gdsteren ve herhangi bir klinik bulguya
sahip olmayan heterozigot hayvanlarda ise kan kolesterol diizeylerinin azaldig1 ortaya
konulmustur (Kipp vd. 2015).

BTA11:77,958,990-77,959,007

5'-GTTCCTGAAGGCAAGCAA-3"’
vV P E G K Q

ERV2-1-LTR_BT
1287bp

5’ -GTTCCTGAAGGTGCGGGGAGCCGGTGA..CTCGGCATGAAGGCAAGCAA-3’
V P E G A G S R

S 0 L TR R B L A B BB N T B e R R R ah 3u BN AR GBS B g o i
I ! i | f < \ |

1.5kbp e = o

~

Homo Het Homo
CDH CDH WT

Sekil 2.3. APOB geni iizerinde CD’ye sebep olan insersiyon (Schiitz vd. 2016)
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Sigirlarda BTA11. kromozom iizerindeki APOB geninde meydana gelen bu
mutasyon  insanlar  {izerinde de  gorilmekte olup FHBL1  (Familial
hypobetalipoproteinemia-1) olarak isimlendirilir (Menzi vd. 2016). Kalitsal olarak
plazmadaki LDL kolesterol ve apolipoprotein konsantrasyonlarinin normal olmayan
derecede diisiik oldugu sendromdur (Malloy ve Kane 1982). APOB geninde meydana
gelen eksiklik durumunda karaciger lizerinde, apoprotein B iceren VLDL sentezi
azalmakta ve bagirsaklarda da silomikronlarin atilimi yapilamamaktadir. LDL
kolesteroliiniin azalmasina VLDL kolesteroliiniin azalmas1 dncii olmaktadir. Bu kalitsal
kusurun tasiyict formuna sahip olan bireyler ¢ogunlukla asemptomatiktir ve LDL-
kolesterol seviyeleri normal degerin altindadir. Homozigot formlara sahip bireyler ise
oldukga diisilk LDL-kolesterol seviyeleri gosterirler. Bu genetik kusur, retinitis
pigmentoza, akantositoz, yag emilim mekanizmasinda bozukluk ve vitamin E
eksikligine bagl olarak ilerleyici norolojik hastaliklar meydana getirmektedir (Malloy
ve Kane 1982; Ozkaya 2011; Ozcan ve Ozbeyaz 2017).

Kolesterol eksikligi ile alakali yapilan ¢alisamalar incelendiginde, Polonya’da 27
bas Siyah Alaca sigirlart Maughlin Storm pedigrisine bakarak segilmistir ve 9 bas
sigirda CD genetik kusuru bakimindan tasiyicilik saptanmistir. Alinan bu sonuglar, CD
genetik kusuruna sebep olan mutasyonun Polonya’da ki Siyah Alaca sigirlarina da
aktarildigini ortaya koymaktadir. (Kaminski ve Rus¢ 2016).

Isvigre’de 254 bas Siyah Alaca sigirlar1 iizerinde APOB genotipinin kolesterol
metabolizmast lizerindeki etkisi arastirilmistir. Sonu¢ olarak ise; 254 bas sigirda
homozigot allele rastlanmamis olup 36 bas sigirin tasiyict ve 218 bas sigirin normal
allele sahip oldugu belirtilmistir. Heterezigot sigirlarda serbest kolesterol (FC) (P
<0.05), total kolesterol (TC) (P <0.001), diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol (LDLC)
(P <0.001), yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol (HDL-C) (P <0.001), fosfolipidler
(PL) (P <0.001) ve triasil gliseritler (TAG) (P <0.005) normal genotipe sahip olan
sigirlara oranla daha diisiik goriilmistiir. Bu arastirma; BTA11. Kromozom tizerindeki
APOB geni mutasyonunun, kolestrol eksikligine sebep olarak mutant gene sahip
buzagilarda kolesterolle beraber TAG, fosfolipidler ve lipoproteinlerin yogunlugunun
azaldigin1 gostermistir (Gross vd. 2016).

Salem vd. (2016) sigirlarda CD genetik kusurunun belirlenmesinde fenotipik
marker olarak, LDL-C’nin (diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol) kullanilabilecegi
belirtilmistir.

Basta Isvigre olmak iizere birgok iilkede ki Siyah Alaca yetistirme kurumlari, bu
sigirlarda  kolesterol eksikligi genetik kusurunun giderek c¢ogalmakta oldugunu
bildirmistir (Menzi vd. 2016).

Histopatolojik arastirmalara gore; ince bagirsak ve kalin bagirsaklarmin sar1 sivi
ya da kiif yesili ile kapli oldugu ve mukozalarinin 6demli oldugu ortaya konulmustur.
Buzagilarda perineal ve aniis bolgelerinin kesikli ishalin belirtisi olan digki ile dolu
oldugu goriilmiistiir. Anlik otolitik degisiklikler sebebiyle ince bagirsaklarindaki villus
uclarindaki lipit vakuollerinin kayboldugu ve normalden farkli olarak zayif
goriindiikleri tespit edilmistir (Mock vd. 2016).
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Yapilan biyokimyasal analizlerde; Hasta olan tim buzagilarin kolesterol
diizeylerinin 0,5 mmol/L’nin altinda oldugu tespit edilmis ve plazmalarinda ki
kolesterol seviyeleri belli oranda azalma gostermistir. Normal genotipe sahip olan
sagliklt hayvanlarda ise kolesterol seviyesinin 2 mmol/L’nin iizerinde oldugu tespit
edilmistir (Kipp vd. 2015).

Oliim sonrast mikroskobik olarak alnan verilerde ise; spinal kanalda yag
oraninin Ve kemik iliginin yok oldugu gortilmistiir (Kipp vd. 2015).

Rusya’da 2010-2017 yillar1 arasinda dogmus olan ve rastgele secilen 1817 bas
rus sigirin kolesterol eksikligi bakimindan 147 tanesinin tasiyict oldugu tespit
edilmistir. Tespit edilen bu 147 bas sigirm 2016-2019 yillar1 arasinda dogmus olan
bireylerinde bu hastaligin frekansinin en yiiksek oldugu sdylenmistir. Ek olarak 2016-
2019 yillarinda atalar tastyict olan 171 erkek ve 160 disi sigir incelenmistir. Sonug
olarak ise 50 erkek sigirin ve 27 disi sigirin heterozigot oldugu ortaya c¢ikarilmistir
(Pozovnikova vd. 2020).

2.5. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

DNA’nin kopyalanmasini saglayan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ilk kez
1985 yilinda Cetus biyoteknoloji kimyacisi Dr. Kary Banks Mullis tarafindan
kesfedilmistir. Mullis bu bulusu ile 1993 yilinda kimya dalinda Nobel odiiliine layik
gorillmiistiir.

DNA sentez yontemi olan PCR, dogal DNA replikasyon isleminin temel
bilesenleri kullanilarak DNA’nin 6zgiil bdlgelerinin ¢ogaltilmasint saglayan bir
yontemdir (Saiki vd. 1985). DNA’y1 ¢ogaltmak icin kullanilacak olan protokolde,
sentetik oligoniikleotitler yani primerler, bu primerlerine baglanarak 3’ ucundan
niikleotidleri ekleyip sentezleyecek 1siya dayanikli DNA polimeraz, magnezyum
(Mg+2), tuz ve pH Kkonsantrasyonunu optimum yapan tampon ¢ozelti ve
deoksiriboniikleozittrifosfatlar (INTP’s) gereklidir.

PCR, ili¢ basamagi olan ve defalarca tekrarlanan bir dongiidiir. S6z konusu
basamaklar;

1. Eksenlerin ayrilmasi (denatiirasyon) olarak bilinen bu ilk asamada, DNA baz
ciftleri arasindaki H baglar1 agilmasi sonucu olarak yaklasik 94-95°C’lik
sicaklik ile DNA’nin iki ekseni birbirinden ayrilmaktadir.

2. Sicakhigin disiiriilerek tek zincirli hale gelmis olan DNA {izerine primerlerin
baglanma (annealing) yaptig1 asamadir.
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3. Optimum polimerizasyon sicakliginda (72 °C), DNA polimeraz enzimi yeni
eksenleri sentezleyerek DNA sentezini son asamada gergeklestirir. Bu agsamaya
uzama (extension) adi verilir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction - PCR)
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Sekil 2.4. PCR’1n ii¢ asamal1 dongiisiinii gosteren sekil (Anonim 1)

Bir sonraki denatiirasyon isleminde, temel eksenlerle birlikte yeni olugsmus olan
DNA eksenleri de denatiire olmaktadir. Hem yeni sentezlenen eksen hemde orijinal
eksenler primer baglanma bolgelerine sahiptir ve bir sonraki DNA sentezi i¢in kalip
gorevi gormektedir. Bu PCR dongiisii 20 — 40 kez tekrarlanarak istenilen miktarlarda
DNA bolgesi ¢ogaltilmis olmaktadir. Her dongli asamasinda DNA miktart iki katina
cikarilarak amaglanan DNA miktar iistel bir artigla cogaltilmaktadir. (Sekil 2.4).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan hayvan irklari ve érnek sayilari

Tamamlanan bu tez ¢alismasinda Tiirkiye yerli sigir irklar (Yerli Kara, Boz Irk,
Giliney Anadolu Kirmizisi, Dogu Anadolu Kirmizisi, Yerli Giiney Saris1 ve Zavot) ve

Tiirkiye’de yetistirilen Siyah Alaca sigir irki materyal olarak kullanilmigtir. Kan
orneklerinin alindig1 bolgeler ve alinan 6rnek sayisi Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calisilan hayvan 1rklar ve 6rnek sayilari

Irk Ornek alinan bélge Ornek sayisi
Yerli Kara Ankara - Kizilcahamam Ozel Isletmeler 20
Boz Irk Balikesir - Bandirma Ozel Isletmeler 20
Dogu Anadolu Kirmizisi Erzurum Ozel isletmeler 20
Giiney Anadolu Kirmizis1  Kilis Ozel Isletmeler 20
Yerli Giiney Sarisi Adana - Soke Ozel Isletmeler 20
Zavot Kars Ozel Isletmeler 20
TOPLAM 370
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3.1.2. Arac ve gerecler

Calismada kullanilan ekipman ve kullanim amaglar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Ekipman listesi ve kullanim amaglari

Ekipman Tiirii ve Modeli Bu Calismada ki Kullamm Amaci

DNA izolasyonu ve PCR agamalarinda sicaga hassas

Sogutmalt Santriftj orneklerin bozulmadan santrifiij edilerek ¢oktiiriilmesi

Orneklerin PCR asamalarinda ve DNA izolasyonunda

Mini Santriftj kisa siireli santrifiij edilerek ¢oktiirilmesi

Thermal cycler PCR ile belirlenen bolgelerin ¢ogaltilmasi

PCR iiriinlerinin jel goriintiilerinin alinmasi ve

Jel goriintiileme bilgisayar ortamina aktarilmasi

Otoklav Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda sarf

Hassas terazi .
malzemelerin tartilmasi

Yatay elektroforez sistemi DNA izolasyonu ve PCR iiriinlerinin tespit edilmesi

Elektroforez islemi icin gerekli kesintisiz diizenli

Elektroforez gii¢ kaynagi elektrik akiminin saglanmasi

Manyetik karigtirici Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Mikro dalga firmn Cozeltilerin hazirlanmasi ve Agaroz jellerin
hazirlanmasi

pH metre Hazirlanan tamponlarin pH’lariin ayarlanmasi

Laminar Flow PCR ¢aligmalarinin steril ortamda yapilmasi

Vorteks DNA izolasyonu ve PCR sirasinda tiiplerin
karigitirilmasi

Buzdolabi Orneklerin, sarf malzemelerin ve tamponlarin

saklanmasi

Orneklerin, sarf malzemelerin ve tamponlarin

Derin Dondurucu
saklanmasi
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3.1.3. Tampon cozeltiler

Genomik DNA molekiillerinin

cozeltiler Cizelge 3.3 ’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Tampon ¢ozeltilerin miktar ve igerikleri

izolasyonunda kullanilacak olan tampon

Tampon Cozelti Molarite/Miktar Icerik
032 M Sukroz
EI;I'[I’OS.I'[.LISIS Tampon 10.00 mM EDTA
Cozeltisi
500 mM MgCl,
Fizyolojik Tampon 75.00 mM NaCl
(ozeltisi 2500 mM EDTA
500.0 mM Tris-HCI
Lisis TE Tampon 20.00 mM EDTA
Cozeltisi
10.00 mM NaCl
10.00 ¢ SDS
SDS Solusyonu (% 10)
100.0 ml’ye tamamlanr. Saf H,O
351 ¢ NaCl
6M NaCl Cozeltisi
10.00 ml’ye tamamlanar. Saf H,O
500 ml Gliserol
DNA Yiikleme Tampon 2.00 ml Bromfenol
Cozeltisi 150 ml EDTA
1.50 ml Saf H;0O
1080 g Tris
10 X TBE 550 g Borik Asit
EIektroforg;/JeI_ Stok 0.5M EDTA (ph
Tampon Cozeltisi 40.0 ml 8.0)
1 litreye tamamlanir. Deiyonize dH,0
1 X TBE 100 ml 10 X TBE
Elektroforez/Jel Tampon
Cozeltisi 1 litreye tamamlanur. Deiyonize dH,0O
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3.2. Metot

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA molekiiliiniin izolasyonunda (Miller vd. 1988) tarafindan

bildirilen protokol laboratuvar ortaminda optimize edilerek (Meydan 2007) asagidaki
sekilde uygulanmistir.

1.

-80 °C’de muhafaza edilen kan Ornekleri oda sicakliginda (23-25 °C)
bekletilmistir.

Her bir kan Orneginden 500 ul alinarak 1,5 ml’ lik ependorf tiip igine
konulmustur.

Orneklerin iizerine 1.000 ul Eritrosit Lisis Tampon Cézeltisi (Cizelge 3.3)
ilave edilecek ve kisa bir siire vorteksle iyice karistirilarak 10 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir.

Bekletme siiresinin sonunda 6rnekler 3.000 rpm de 10 dk. santrifiij edilmistir.

5. Ependorf tiiplerin iist kisminda toplanan sivi kisim (siipernatant) dikkatli bir

10.

11.

12.

13.

sekilde uzaklastirilmistir. Dipte kalan peletlerin (hiicre kismi1) rengi gozlenerek
peletlerin rengi beyaz olana kadar Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi ile tekrar
(en fazla 3 defa) muamele edilmistir.

Peletlerin iizerine 1.000 pl Fizyolojik Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.3) eklenmis
ve kisa bir siire karistirilmastir.

Ornekler 3.000 rpm de 10 dk. santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda s1v1 kistm
dikkatli bir sekilde tekrar uzaklastirilmstir.

Peletlerin tizerine 600 ul Lisis TE Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.3) eklenmis ve
peletlerin iyice ¢ozlinmesi saglanmistir.

Coziilen peletlerin iizerine 100 pl %10’ luk SDS solusyonu (Cizelge 3.3) ve 5 ul
proteinaz K (10 mg/ml) eklenerek hafifce karistirllmis ve 65 °C’de 1,5 saat su
banyosunda tutulmustur. Inkiibasyon siiresince her 15 dakikada bir elle hafifce
karistirilmastir.

Inkiibasyondan ¢ikarilan 6rneklerin iizerine 200 ul 6M NaCl Cozeltisi (Cizelge
3.3) eklenmis ve 15 dk. vorteksle iyice karigtirllmistir ve 11.000 rpm de 10 dk.
santrifiij edilmistir.

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

Ornekler 10.000 rpm de 5 dk. tekrar santrifiij edilmis ve yine iistte kalan sivi
kisim yeni bir ependorf tiip icine alinmistir. Ornekler iizerine 6rnek hacminin iki
kat1 hacimde (yaklasik 1.000 pul) %99,9 ’luk etil alkolden (-20 °C ’de muhafaza
edilen) ilave edilmistir.

Etil alkol ilave edildikten sonra ependorf tiipii DNA iplik¢ikleri kiimelesinceye
kadar hafifce elle karigtirilmistir.
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14. Kiimelesen DNA iplik¢iklerinin tiipiin dibine ¢okmesi i¢in tiip 10.000 rpm de 5
dk. santriflij edilmistir.

15. 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.

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

17. Tip i¢indeki alkoliin tamamen uzaklagmasini saglamak amaciyla 6rnekler ¢eker
ocak i¢inde kurumaya birakilmistir.

18. Tamamen kuruyan ornekler iizerine 100 pl saf su ilave edilmis olup, DNA
peletinin ¢oziilmesi i¢in bir gece buzdolabinda +4 °C ’de bekletilmistir.

19. Orneklerden izole edilen genomik DNA molekiillerinin tek parca olup
olmadiklarmin (kirilip kirilmadigi) kontrolleri %2 ’lik agaroz jellerinde
yapilmistir.

20. Spektrofotometre 6lgiimleri sonucunda 260/280 dalga boylarinda 1.8-2.0 saflik
ile miktar olarak 50 ng / ul degerinin {izerinde bulunan ve ayrica %2 ’lik agaroz
jellerinde tek parca oldugu tespit edilen her bir 6rnege ait DNA molekiilleri PCR
islemi yapilincaya kadar +4 °C *de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Gen bélgelerinin PCR ile cogaltilmasi

Li vd. (2016) ¢alismis olduklari BS hastaliginda, BTA21. kromozomu iizerinde
bulunan FANCI geni iizerinde 3329 bg’lik delesyonun meydana geldigini ve boylece
409 bg goriildiigiini tespit etmislerdir. Bu sekilde Siyah Alacalarda mutasyon meydana
gelmektedir. Ayrica sigirlarda ATP8 geni, pozitif kontrol olarak PCR’1n dogrulugunu
kontrol etmek i¢in kullanilmistir. Yani ATP8 geninin BS hastalig: ile bir ilgisi yoktur.
Elde edilen 269 bg saglikli olan ve tasiyici olan tiim hayvanlarda goriilmistiir.

Menzi vd. (2016) calistiklar1 CD genetik kusurunda, saglikli hayvanlarda 249 bg
goriildiigiinii tespit etmislerdir. APOB geni iizerinde 1300 bg’lik insersiyon meydana
geldiginde ise 436 bg goriilerek mutasyon ortaya ¢ikmaktadir. Boylece Siyah Alacalarda
insersiyon varligini tespit ederek genotipleri belirlemislerdir.

Calismada kullanilan gen bdlgelerine ait primer dizileri Cizelge 3.4’te
verilmistir.
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Cizelge 3. 4. Gen bolgelerine ait primerler
Primer dizileri Eru?funllleung:u Kaynak
Forward-M: GCTCAAGTAGTTAGTTGCTCC
ACTG?
BS 409 be
Reverse-M:  ATAAATAAATAAAGCAGGATG
CTGAAAZ® Li vd.
2016
Forward-W: > TAAGTTAGAGATTGAGAGCC
3’
ATP8 [Reverse-W: 5 GATAAGGGTT ACGAGAGGGA | 209b¢
37
Forward-W: 5> GGTGACCATCCTCTCTCTCTGC 3’ 436 be Menzi
enzi
Reverse: S’ AGTGGAACCCAGCTCCATTA 3° vd.
CD 2016
Forward-M: 5’CACCTTCCGCTATTCGAGAG 3’ 249 be

Cizelge 3.5 ve 3.6’da verilen PCR Stok Tampon Cozeltisinde, her seferde

incelenecek drnek sayisi ile orantili olacak sekilde steril 1,5 ml’lik ependorf tiipii i¢inde
hazirlanmistir. Bu PCR Stok Tampon Cozeltisinde her bir 6rnek i¢in 19.5 pl alinarak
tiiplere dagitilmistir. Hazirlanan PCR Stok Tampon Cozeltisi tiiplere dagitildiktan sonra
orneklere ait DNA’dan 0.5 pl alinarak bu ¢6zeltinin lizerine eklenmistir. Tiiplerin
kenarlarina yapigmis olan kismi dibe ¢oktiirmek i¢in bu karisim 3-5 sn mikrosantrifiijde
3.500 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucunda i¢inde Orneklerin bulundugu
tiipler PCR ¢ogaltimlarinin yapildigi cihaza (Thermal cycler) yerlestirilmistir. Uzerinde
durulan gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda ise Cizelge 3.7 ve Cizelge 3.8’de verilen PCR
programi uygulanmstir.
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Cizelge 3.5. FANCI geni i¢in PCR protokolii

Miktar Icerik Derisim
0.5 ul DNA 100 ng
2 ul Buffer 10 X
2.4l MgCI2 25 mM
0.3 ul dNTPs 2 mM
0.3 ul Forward Primer (M) 10 pmol
0.3 ul Forward Primer (W) 10 pmol
0.3 ul Reverse Primer (M) 10 pmol
0.3 ul Reverse Primer (W) 10 pmol
0.6 ul Taq DNA polimeraz 5 U/ng
13.6 ul Su
20 pl Toplam

Cizelge 3.6. APOB geni i¢cin PCR protokolii

Miktar Icerik Derisim
0.5 ul DNA 100 ng
2 ul Buffer 10 X
24l MgCI2 25 mM
0.3 ul dNTPs 2 mM
0.3 ul Forward Primer (M) 10 pmol
0.3 ul Forward Primer (W) 10 pmol
0.3 ul Reverse Primer (M) 10 pmol
0.6 ul Taq DNA polimeraz 5 U/ng
13.3 ul Su
20 pl Toplam
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Cizelge 3.7. FANCI geni i¢in optimize edilen PCR programi

94°C —

Q390 —
10 zn

38°C—

20 zn

72—

il zn

T2 —

10 dk

DNA eksenlerninin birbirlermden ayrlmass (initial denaturation)

DNA eksenlennin birbirlerinden avrilmasi {denaturation)

Primerin komplimenterkalip DINA ekseni bélgesivle hibritlermesi

35 déngii  (annealing)

DINA bélgesinin sentezinin yapilmasi (sxfension)

Uzerinde durulan DNA bélgesinin sentezinin son defa vapilmass (fina

exiension)

Cizelge 3.8. APOB geni i¢in optimize edilen PCR programi

049C —

Q39C —

639C —

T2°C —

T28C —

5 dk
10zn }
20z
30z
10 dk i

DMNA eksenlenmin birbirlerinden ayrnilmas: (initial denaturation)

DNA ekzenlennin birbirlerinden aynlmas: (denafuration)

Pritnerin komplimenterkalip DNA ekszeni bélgesivle
; hibritlerumesi {annealing)
35 déngi

Uzerinde durilan DNA bélgesinin sentezinin yapihmass

(extension)

Uzerinde durilan DNA bélgesinin sentezinin son kez yapihmass

inal extension
D,..
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3.2.3. Elektroforez

Elektroforez ¢ozeltisi 6nce 10 X Elektroforez/Jel Stok Tampon Cozeltisi olarak
hazirlanmistir (Cizelge 3.3). Daha sonra elde edilen 6rneklerin elektroforez islemi igin
1 X Elektroforez/Jel Tampon Cozeltisi kullanilmistir. Oncelikli hazirlanan stok
soliisyon deiyonize su ile 10 kati sulandirilarak (1 X TBE Elektroforez/Jel Tampon
Cozeltisi) jelin hazirlanmasinda kullanilmistir. Ayni zamanda TBE soliisyonu
elektroforez tampon ¢o6zeltisi olarakta kullanilmistir. Jelin hazirlanmasi igin 40 ml,
Elektrolit Cozeltisi olarak da 450 ml 1 X TBE Elektroforez/Jel Tampon Cozeltisi
kullanilmistir.

3.2.3.1. Agaroz jellerin hazirlanmasi

0.8 gr agaroz tartilarak erlen mayerin igerisine alinip {izerine 40 ml 1 X TBE
Elektroforez/Jel Tampon Cozeltisi eklenmistir. Bdylece %2’lik agaroz jel elde
edilmistir. Elde dairesel hareketlerle karistirildiktan sonra toz halindeki agarozun ¢6zelti
icerisinde 1yice eriyip iyice homojenize edilmesi i¢in mikrodalga firinda 2-4 dk.
boyunca kaynatilmistir. Kaynamis olan jel tizerine 5 pl Etidyum Bromid ¢6zeltisi ilave
edilerek su altinda sogutulmasi saglanmis ve kuyucuklu taraklart bulunan jel tablasina
yiirlimesine engel olusturacak baloncuklar olusmasina izin verilmeden ddokiilerek oda
sicakliginda sogumasi beklenmistir. Yaklasik 30 dk sonra tarak, kuyucuklara zarar
vermeden yavas ve dikkatli bir sekilde ¢ikarilmistir. Hazirlanan jel 1 X TBE
Elektroforez/Jel Tampon Cozeltisi ile dolu olan yatay elektroforez tankina
yerlestirilmistir. Jel tanka yerlestirildikten sonra iizerini tamamen kaplayana kadar 1 X
TBE Elektroforez/Jel Tampon Cdzeltisi ilave edilmistir.

3.2.3.2. PCRiiriinlerinin jele yiiklenmesi ve fotograflarinin cekilmesi

PCR firlinlerinin i¢inde oldugu tiipten, pipet yardimi ile 10 ul cekilerek, 0,2
ul’lik PCR tiiplerine konulmus ve tizerine 3 ul Jel Yiikleme Tampon Cozeltisi ilave
edilmigtir. Daha sonra bu karisim kuyucuklara dikkatli bir sekilde yiiklenmistir.
Elektroforez cihazinda islem sonunda goriintiilenecek olan bantlarin biiyiikliiklerinin
saptanmasi i¢in ilk kuyucuga 100 bg. araliklarla bant veren 1.5 kb biiytikliiglinde DNA
ladder 5 ul yiiklenmistir. Elektroforez islemi 80 V/cm’de yaklasik olarak 30-40 dk.
sonra tamamlanmistir (Sekil 3.1). Elektroforez isleminden sonra jellerin Jel
Goriintilleme Sisteminde (Syngene) fotograflar1 ¢ekilerek elde edilen goriintiiler
bilgisayar ortamina aktarilmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Elektroforez isleminden sonra iiriinlerin goriintiilenmesi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. DNA izolasyon Sonuclar

Daha o6nce de belirtildigi lizere genomik DNA izolasyonu i¢in tuz ¢dktiirme
yontemi uygulanmis olup, DNA izolasyon asamalar1 fotograflanmistir (Sekil 4.1).
Calisilan sigir populasyonundan alinan kanlardan izole edilen genomik DNA’larin
kalite kontrolii %2°lik agaroz jel elektroforezinde yapilmis ve gorilintiilenmistir (Sekil
4.2).

Sekil 4.2. BS ve CD igin kullanilacak DNA o6rneklerinin %2’lik agaroz jel
elektroforezi sonrasi goriintiisii

4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

BS ve CD genetik kusurlar igin, gen bolgelerine ait primerler ve dizayn edilen
PCR protokolleri ile heterozigot bireyler belirlenmistir.

4.2.1. Brachyspina Sendromu

Aragtirmanin materyalini olusturan sigir kanlari laboratuvar ortaminda izole
edildikten sonra PCR ile ¢ogaltilan iriinler %2’lik agaroz jelde goriintiilenmistir.
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Gorlintiilemeler sonucunda BS i¢in tiim denekler arasinda yerli irklarda
heterozigot birey bulunmazken Siyah Alacada 1 heterozigot birey bulunmustur.

Heterozigot genotip Sekil 4.3 te, yerli irklarda BS genotiplerinin bulgular1 ise
Sekil (4.4,4.5,4.6,4.7,4.8,4.9) © da belirtilmistir.

Sekil 4.3. BS Genotiplerinin %?2’lik agaroz jel elektroforez yontemi ile BS
genotiplerinin belirlenmesi. 4. Kuyucuk siyah alaca sigirlarda tespit edilen heterozigot
genotip (269 ve 409 bg); 1, 2, ve 3. Kuyucuklar normal genotip (269 bg); M : 100 bg.
DNA marker

R

Sekil 4.4. Yerli irklarda BS genotiplerinin jeldeki goriintiileri
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4.2.2. Kolesterol Eksikligi

Aragtirmanin materyalini olusturan sigir kanlari laboratuvar ortaminda izole
edildikten sonra PCR ile cogastilan iirlinler %2’lik agaroz jelde goriintiilenmistir.
Goriintiilemeler sonucunda CD i¢in tiim denekler arasinda yerli irklarda heterozigot
bireye rastlanmazken Siyah Alacalarda 4 heterozigot birey bulunmustur. Heterozigot
bireyler Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de verilmistir.

Sekil 4.5. CD genotiplerinin % 2’lik agaroz jel elektroforez yontemi ile CD
genotiplerinin tespiti. 2, 3, 4, 6, 7 ve 8. Kuyucuklar normal genotip (269 ve 409 bg) ;
1. Ve 5. Kuyucuklar siyah alacalarda tespit edilen heterozigot genotipler (249 ve 436
b¢) ; M: 100 bg. DNA marker

Sekil 4.6. Siyah alacalarda belirlenen diger 2 heterozigot genotipinin jel goriintiisii
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Sekil 4.7. Yerli irklarda CD genotiplerinin jeldeki goriintiileri

Elde edilen PCR ¢alismasi sonucunda, Dogu Anadolu Kirmizisi, Giiney
Anadolu Kirmizisi, Yerli Kara, Zavot, Boz Irk ve Yerli Giiney Saris1 irklarinin CD ve
BS kalitsal kusurlari bakimindan bir mutant lokuslara rastlanilmamistir. Boylece s6z
konusu 1rklardaki bireylerin tiimiiniin normal genotipte (saglikli)) oldugu
soylenebilmektedir. Siyah Alaca (n=250) sigir irkinda ise 4 bas sigirin CD bakimindan
heterozigot genotipte oldugu ve 1 bas sigirn BS bakimindan heterozigot genotipte
oldugu ortaya koyulmustur (Cizelge 4.1). Bunun sonucu olarak, CD genetik kusuruna
sebep olan mutant allelin frekans1 0.008, BS genetik kusuruna sebep olan mutant
allelin frekansi ise 0.002 olarak tahmin edilmistir. Heterozigot genotipli bireylerin
frekans1 ise BS i¢in 0.004, CD i¢in 0.016 olarak tahmin edilmistir. Yapilan test
sonucunda Siyah Alaca sigir popiilasyonunun gozlenen genotip frekanslar1 ve
beklenen genotip frekanslari ile arasindaki farkliliklarin tesadiiften ileri geldigi ve her
iki lokus bakimindan da Hardy-Weinberg dengesinde oldugu belirlenmistir (p<0.05).
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Cizelge 4.1. Siyah Alaca sigir wrkinda BS ve CD bakimindan gen ve genotip
frekanslar

Ornek BS CD
Irk
Genisligi AA Aa aa BB Bb | bb
249 1 - 246 4 -
Siyah 250 % 0.996 | % 0.004 %0984 | %0.016
Alaca
0a: 0.002 op: 0.008

Simdiye kadar ki yapilan literatiir aragtirmalarina gore, Tiirkiye’de BS ve CD
genetik kusurunun varligini tespit etmeye yonelik daha dnceden yapilmis herhangi bir
calismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle bu ¢alismanin sonuglarinin Tiirkiye sigir ki
populasyonu ¢ergevesinde tartisilmast miimkiin olmamustir.

Polonya’da yapilan bir ¢aligmada 78 bas Polonya Siyah Alacasi incelenmis ve
8 bas siyah alaca heterozigot olarak tanimlanmistir (Rus¢ ve Kaminski 2015). Cin’de
1996 yilindan 2012 yilina kadar dogan 206 bas Siyah Alaca erkegi ve 136 bas Siyah
Alaca disisi incelenmis ile 3 bas tasiyic1 Siyah Alaca disisi ve 10 bas tasiyict Siyah
Alaca erkegi saptanmistir (Li vd. 2016). Hollanda (Agerholm ve Peperkamp, 2007),
Almanya (Buck vd. 2010) ve Kanada (Agerholm vd. 2010) da ayn1 morfolojik ve
fenotipik 6zelliklere sahip 6lii Siyah Alaca buzagilari tespit etmislerdir.

Chao vd (2020) tarafindan 2017 ile 2019 yillar1 arasinda Kuzey, orta, giiney ve
Dogu Tayvan siiriilerinden rastgele bir sekilde toplamda 1688 sigir secilmis ve 1602
bas sigir1 normal genotipte, 86 bas sigir1 ise tasiyict olarak belirlemislerdir. Bu
belirtilen ¢alismalara gore; bu tezde calisilan 250 Siyah Alaca populasyonunda 1 bas
sigirin BS tastyicist oldugu tespit edilmis olup BS genetik kusuruna neden olan mutant
allelin frekansi (ga) 0.002 olarak tahmin edilmistir.

Isvigre’de 254 bas Siyah Alaca sigirlar iizerinde APOB geninin kolesterol
metabolizmas1 lizerindeki etkisi incelenmis ve homozigot mutant genotipi
bulunamamis olup 36 bas siyah alacanin tasiyict genotipe sahip oldugu belirlenmistir
(Menzi vd. 2016). Bu belirtilen ¢aligmaya gore; bu tezde calisilan 250 Siyah Alaca
populasyonunda 4 bas sigirin CD tasiyicisi oldugu tespit edilmis olup CD genetik
kusuruna neden olan mutant allelin frekansi (gb) 0.008 olarak tahmin edilmistir.

Tirkiye’de siyah alaca sigir irkinda tespit edilen BS ve CD genetik
kusurlarinin frekansinin diger tilkelerde ki siyah alaca sigir irklarinda tespit edilen BS
ve CD genetik kusurlarinin frekanslarindan diisiik olmasinin nedeni hasta yavrularin
pedigrileri incelendiginde ortaya cikabilmektedir. Diger {iilkelerde tespit edilen BS
genetik kusuruna sahip yavrularin soyunun suni tohumlamada kullanilan Sweet Haven
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Tradition isimli bogaya dayandigi, CD genetik kusuruna sahip yavrularin
soyunun ise istiin verim dzellikleri nedeniyle tiim diinyada suni tohumlamada yaygin
olarak kullanilan Mauglin Storm isimli bogaya dayandig: belirtilmistir. Elde edilen bu
sonuclara gore bu genetik kusurlara sebep olan mutant alleli tasiyan bogalara ait
spermlerin Tirkiye’de suni tohumlama g¢alismalarinda kullanimadigi séylenebilir. Bu
ylizden iilkemizde bu mutant allelere ait frekanslar diisiik tespit edilmis olabilir.
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5. SONUCLAR

Sigir yetistiriciliginde yapilan 1slah c¢aligmalart ilk olarak hayvanlarin
evcillestirilmesiyle baslamistir. Insanlar yasamlar siiresince birim hayvandan daha fazla
tirtin elde ederek ekonomik verim seviylerini yiikseltmek istemislerdir. Biyoteknolojik
gelismeler sonucu kalitsal olarak olumlu niteliklerin gelecek nesillere aktarildigi gibi
genetik hastaliklar gibi olumsuz 6zelliklerin de aktarilabildigini bilmekteyiz.

Tarimsal faaliyetlerin 6nemli bir kismini1 hayvansal iiretim olusturdugu i¢in sigir
yetistiriciligi ile elde edilen et, siit ve dol verimi gibi 6zellikler hayvansal {iretim ile
saglanan ekonomik gelirde biiylik 6nem tasimaktadir. Sigir yetistiriciliginden elde
edilecek kazancin maksimum olabilmesi i¢in 6ncelikle siiriniin saglikli hayvanlardan
olusturulmasi1 gerekmektedir. Sigirlarda ortaya c¢ikan ¢esitli genetik kusurlar biiyiik
ekonomik kayiplara yol agmaktadir. Sigirlarda goriilen kalitsal kusurlarin hayvansal
tiretime konu olan bir¢cok 06zelligi dogrudan etkiledigi bilinmektedir. Bu nedenle
ekonomik kayiplarin en aza indirilmesi amaciyla damizlikta kullanilacak ebeveynlerin
BS ve CD gibi kalitsal kusurlar bakimindan tespit edilmesi 6nem arz etmektedir.
Boylece damizlikta kullanilan sigirlarin siiriden elemine edilip populasyonun devami
ve ekonomik verim seviyesinin korunmasi agilarindan son derece 6nemlidir.

Son yillarda genlerin yapisi, organizasyonu ve fonksiyonlart hakkinda elde
edilen bilgiler molekiiler genetik ¢alismalarinda yeni yontemler gelistirilmesine olanak
saglamistir. Dolayisiyla BS ve CD gibi kalitsal kusurlarin DNA seviyesinde ki tespiti
yaygin bir sekilde laboratuar ortamlarinda yapilmaktadir. Bunun sayesinde hayvanlarin
sozili edilen kalitsal kusurlar bakimindan tasiyici olup olmadiklari daha dogmadan bile
belirlenebilmekte ve bu hayvanlar siiriiden elemine edilebilmektedirler. Boylece
populasyonun devami saglanmis olup ekonomik verim seviyesinin korunabilmektedir.

Yiiksek verimliligin 6nemli oldugu yetistiricilikte ekonomik kayiplart en aza
indirmek amaciyla sigirlarin genetik kusurlar bakimindan tespit edilip elemine edilmesi
hem siirliniin devamliligi hemde ekonomik verim seviyesinin devam ettirilebilmesi i¢in
onem arz etmektedir. Bu baglamda CD ve BS gibi genetik kusurlarinin tespiti yapilarak
ekonomik kayiplarin 6niine gecilebilir ve popiilasyonun saglikli bir sekilde devamliligi
saglanabilir.

Bu tez ile Tiirkiye Siyah Alaca sigirlar1 ve yerli irklarin BS ve CD genetik
kusuru bakimindan tanimlanmasi, laboratuar kosullarinda PCR yontemi kullanilarak
gen ve genotip frekanslarmin hesaplanmasi ve Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan yerli
irklar ve Siyah Alaca sigirlarinin BS ve CD genetik kusurlari bakimindan mevcut
durumunun saptanmasi gergeklestirilmistir.

Yapilan literatiir arastirmalarina gore, lilkemizde daha 6nce CD ve BS kalitsal
kusurunun var oldugunu gostermeye yonelik yapilmis olan herhangi bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Bu sebeple bu tezde Tirkiye’de yetistiriciligi yapilan Siyah Alaca
sigirlart ve yerli wrklarin BS ve CD kalitsal kusurlar1 bakimindan tanimlanmasina,
mevcut durumun tespit edilmesine ve yiiriitiilecek 1slah faaliyetlerine dogrudan katki
saglayacagi ¢ok agiktir.
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Bu ¢alismanin sonucunda, c¢alisilan yerli siir rklarinda BS ve CD genetik
kusuruna neden olan mutant allele rastlanilmamis olup tiim sigirlarin normal genotipte
oldugu tespit edilmistir. Siyah Alaca sigir irkinda CD bakimindan 4 bas sigirin tasiyici
ve BS bakimindan 1 bas sigirin heterozigot genotipte oldugu saptanmistir. Bundan
dolay1 da, Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan Siyah Alaca ve yerli irklar ilk kez BS ve CD
kalitsal kusurlar1 bakimindan tanimlanmis ve diinyada yetistirilen sigir popiilasyonlari
ile Tirkiye’de yetistirilen Siyah Alaca sigirlariin karsilagtirilabilmesine olanak
saglayan verileri ortaya koymustur.
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7. EKLER

EK 1. FANCT geni icin dizi analizi sonuclarmm detayh bilgileri
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EK 2. ATPS geni icin dizi analizi sonuclarmm detayh bilgileri
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EK3. APOB geni icin yapilan dizi analizi sonuclarmm detayh bilgileri
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