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OZET
Yiksek Lisans Tezi
SIGIRLARDA MYOSTATIN VE PROLAKTIN GENi POLIMORFiZMi
Sule SAHIN

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Zootekni Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Cengiz ELMACI

Bu calismada Bursa bolgesinde yetistirilen Siyah Alaca ve Esmer ki sigirlarindan
toplam 136 hayvan myostatin geninin 3. ekzon bolgesinin 938. niikleotidindeki G—A
transisyonu ve prolaktin geninin 4. ekzonun 8398. niikleotidindeki bulunan A—G
transisyonu bakimindan, sirasiyla BstF51 ve Rsal restriksiyon enzimleri kullanilarak,
PCR-RFLP yontemi ile incelenmistir. Yapilan laboratuvar calismalari sonucunda
myostatin  geninin ekzon 3 bodlgesinde herhangi bir G—A transisyonuna
rastlanilmazken, prolaktin genine ait {i¢ genotip (AA, AG ve GG) ve iki allel (A ve G)
belirlenmistir. AG genotipinin frekanst Siyah Alaca ve Esmer sigir ki
populasyonlarinda, sirasiyla 0,2408 ve 0,4550 olarak, GG genotipinin frekansi ise Siyah
Alaca sigir ki i¢in 0,7396 olarak hesaplanirken, Esmer sigir irkinda 0,4225 olarak
hesaplanmustir.

Anahtar Kelimeler: Myostatin, Prolaktin, PCR-RFLP, Sigir
2012, vi + 45 sayfa.



ABSTRACT
MSc Thesis

MYOSTATIN AND PROLACTIN GENE POLYMORPHISM IN CATTLE
Sule SAHIN

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Animal Science

Supervisor: Prof. Dr. Cengiz ELMACI

In this study a total of 136 animal from Holstein Friesian cattle and Brown Swiss cattle
breed rared in Bursa region were examined for exon 3 region of myostatin gene G—A
transisyon at 938 nucleotid position and exon 4 of prolaktin gene A—G transisyon at
8398 nucleotid position by using BstF5I and Rsal restriction enzimes, respectively with
PCR-RFLP method. While the G—A transisyon exon 3 region of myostatin gene was
not identified, three genotypes (AA, AG and GG) and two allel (A and G) of prolactin
gene were observed according to laboratory studies. Frequency of AG genotype was
estimated as 0,2408 and 0,4550 for Holstein Friesian cattle and Brown Swiss cattle
populations, respectively. Frequency of GG genotype was estimated as 0,7396 and
0,4225 for Holstein Friesian cattle and Brown Swiss cattle populations, respectively.

Key words: Myostatin, Prolactin, PCR-RFLP, Cattle

2012, vi + 45 pages.
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1. GIRIS

Toplumlarin hayatlarini saglikli bir sekilde siirdiiriilebilmeleri i¢in dengeli beslenmeleri
olduk¢a 6nemlidir. Ozellikle de temel besin maddeleri igerisinde hayvansal kokenli
gidalar 6zel bir 6neme sahiptir. Dengeli bir beslenme icin giinliik protein ihtiyacinin en
azindan %40-50’sinin hayvansal kaynakli gida olmasi gerekmektedir (Arik 2012).
Diinya niifusunun hizla artmasi diger ihtiyaclar yaninda insanlarin gida ihtiyacimi da
arttirmakta, buna bagl olarak da artan niifusun gida giivencesinin saglanmasi énemli bir
sorun haline gelmektedir. Bu durum o6zellikle de hayvansal kokenli gida alimimi da
olumsuz etkilemektedir. Diger taraftan tarimsal iiretim alanlarinin sinirl olmasi da artan
gida ihtiyacinin karsilanmasi i¢in birim alandan ya da birim hayvandan daha fazla verim

elde etmeyi zorunlu hale getirmektedir.

Bilindigi gibi hayvancilikta verimin arttirilmasina yonelik uygulamalarin basinda
seleksiyon gelmektedir. Ekonomik ©neme sahip Ozelliklerin hemen hepsi farkl
lokuslardaki ¢ok sayida eklemeli gen tarafindan kontrol edilen yani poligenik kalitim
gosteren kantitatif karakterlerdir. Bu karakter i¢in yapilan seleksiyon genellikle
fenotipik degerlere bakilarak yapilir ve boyle bir se¢im her zaman isabetli olmamakla
beraber zaman alicidir. Ayrica bu 6zelliklerin poligenik kalitim gostermeleri ve cevre
faktorlerinden fazlaca etkilenmeleri bu amacla yapilacak 1slah calismalarim

yavaglatmakta ve giiclestirmektedir (Dogrul 1985).

Molekiiler genetik teknolojilerindeki gelismeler, ekonomik o6zelliklerin fenotipik
varyasyon gostermelerinde onemli etkileri olan farkli gen bdlgelerinin ve major genlerin
belirlenmesine olanak vermistir. Hayvan 1slahinda kullanilan bu genler ve gen bolgeleri
hem disi ve hem de erkek hayvan genotiplerinin, yasamlarinin erken donemlerinde
belirlenmesini saglarlar. Bu durum seleksiyonla saglanacak genetik ilerlemenin daha
fazla olmasina olanak tanimakta ve Markir Destekli Seleksiyon (MAS =Marker Asisted
Selection) olarak adlandiriimaktadir (Oner ve Elmaci 2007). Gegtigimiz onbes yil
icerisinde uygulamali DNA’ya dayali teknolojiler ¢iftlik hayvanlar tireticileri i¢in kendi
seleksiyon kararlarin1 vermede kullanabilecekleri bir yardimci arag¢ haline gelmistir

(Oner ve Elmac1 2007).



Ozellikle son yillarda molekiiler genetik alaninda, gelisen teknolojilere paralel olarak,
molekiiler diizeyde daha ayrintili arastirmalar yapabilme firsati saglayan ozgiin
yontemler gelistirilmis ve bu yontemler pratik olarak uygulanabilir hale gelmistir. Bu
gelismeler cesitli canli tiirlerinde fizyolojik olaylar gibi oldukc¢a karmasik bir¢ok
ozelligin kalitmma iligkin gen diizeyinde bilgilerin elde edilmesine de olanak
saglamistir. Bu olanaklar genetik biliminde ve bununla baglantili olarak hayvancilikta
oldukca genis ve yeni ¢alisma alanlarinin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Molekiiler
genetik yontemlerde saglanan bu gibi gelismeler karmasik okaryotik genomlarin yapisi
ve fonksiyonlarmin belirlenmesine yonelik oldukca 6nemli bilgilerin elde edilmesine

olanak saglamaktadir (Vaiman 1999).

Evcil hayvanlarda yapilan calismalar daha ¢ok ekonomik olarak 6nemli ¢esitli 6zellikler
ya da bunlarla ilgili oldugu disiiniilen diger genler iizerinde yogunlagsmaktadir. Bu
nedenle gerek sigirlarda gerekse diger ciftlik hayvan tiirlerinde, ekonomik olarak 6nemli
olan lokuslarin belirlenmesine ve hayvanlarin bu 6zellikleri bakimindan genotiplerinin
analizine olanak saglayacak 6zgilin molekiiler yontemlerin gelistirilmesi arastiricilarin

onemli hedeflerinden biri haline gelmistir (Elmaci ve Oner 2007).

Sigirlarda genom analizlerine yonelik yogun ¢aligmalar 19.yy’in baslarinda baslamis ve
1990’1 yillarda da BovMap olarak bilinen Avrupa Sigir Genom Haritasi projesi
baslatilmigtir.  Projenin  baslatilmasindan  giiniimiize kadar sigir genomunun
anlagilmasina yonelik olarak bircok 6nemli gelismeler saglanmistir. Ozellikle kantitatif
ozelliklerin belirlenmesinde kritik rol oynayan genlerin tanimlanmalarina yardimci olan
markir genom haritalar1 hayvan 1slahi ¢alismalarinin daha etkin bir bi¢imde yapilmasina
olanak saglayan ©Onemli araglar haline gelmistir (Switonski 2002). Bdylece, bazi
kantitatif 6zellik lokuslarmin (QTL; quantitative trait loci) yada bunlarla ilgili olan
genetik markir lokuslarinin molekiiler olarak arastirilabilmesi hayvanlarin damizlik
degerlerinin tahmin edilmesinde daha genis ve objektif veriler saglayacaktir. Ayni
zamanda MAS’da kullanilmalar1 hayvan 1slah1 bakimindan Onemli avantajlar

saglayacaktir (Elmaci ve Oner 2007).



Sigir genomunun 2. kromozomunda yer alan ve ii¢ ekzon ile iki intron’dan olusan
myostatin geninde meydana gelen nt938 G—A mutasyonu ¢ift kaslilik durumunun
ortaya ¢ikmasina neden olmakta bu ise birim hayvandan daha fazla ve saglikli {iriin elde
edilmesini saglamaktadir (Charlier ve ark. 1995). Sigir genomunun 23. kromozomunda
yer alan ve bes ekzon ile dort intron’dan (Camper ve ark. 1984, Hallerman ve ark. 1988)
meydana gelen prolaktin geni, laktasyon doneminde iiretimi zorunlu olan ve meme
bezlerinin gelisimini saglayan prolaktin hormonunun salgilanmasini saglamaktadir. Bu

durumda siit sigircilig1 agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Bu caligmada Bursa bolgesinde yetistirilen Siyah Alaca ve Esmer irki sigirlarda
myostatin ve prolaktin geni polimorfizminin arastirilmast  ve olasi genotip
varyasyonlarinin ortaya c¢ikarilmasi amaclanmistir. Diger taraftan elde edilecek
sonuglarin, bu lokuslar ile bazi verimler arasindaki iliskileri inceleyen c¢aligmalara da

veri olusturacak olmasi bu ¢alismanin bir baska hedefini olusturmaktadir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2. 1. Polimorfizmin Tanim

Polimorfizm Yunanca bir terim olup, ¢ok anlamina gelen “poly” ve sekil anlamina
gelen “morph” kelimelerinden olusmustur (Soysal 1983). Dogada ayni tiirden
organizmalar genellikle baz1 goriintimleri ile birbirlerinden farklidir. Bu farklilik genetik
olarak da belirlenmistir. Cok genel olarak genetik polimorfizm bir populasyonda farkli
allellere bagli olarak belirlenmis iki veya daha fazla alternatif fenotipin goriilmesi
seklinde tanimlanabilir (Passarge 2000). Bununla birlikte polimorfizm kavrami i¢in
cesitli tammlamalar da yapilmustir. Ornegin, Ford polimorfizmi, populasyondaki genetik
dengenin bir {irlinii olarak ve kesikli varyasyon gosteren herhangi bir 6zelligin iki veya
daha fazla formunun ayni anda tekrarlanan mutasyonlarla agiklanmayacak oranda
bulunmasi seklinde tanimladigini tanimlamistir (Ogden 1961). Burada en diisiik siklikla
goriilen allel yalnizca tekrarlanan mutasyonlarla korunamaz (Passarge 2000). Bu yilizden
daha sonra polimorfizmle ilgili iki kriterden bahsedilmis ve ele alinan lokusun bu
kriterlerden birine uymasi halinde populasyonlarin ele alinan lokus bakimindan
polimorfik sayilabilecegi bildirilmistir. Bu kriterlerden birine gore nadir olan allelin
frekans1 en az % 1, digerine gore en az % 5 olarak kabul edilmistir. (Ayala ve Kiger

1980).

2.2. Myostatin Geni (GDF-8, MSTN)

Growth Differentiation Factor-8 (GDF-8) olarak da bilinen myostatin (MSTN),
Transforming Growth Factor-B (TGF-B) ailesinin bir iiyesidir. Iskelet kasi
biiylimesinde ve farklilagmasinda rol oynamakla birlikte kas hipertrofisine (mh:
muscular hypertrophy) neden olmaktadir (Bellinge ve ark. 2004). Myostatin geni sigir
genomunun 2. kromozomunda (Charlier ve ark. 1995) yer almakta ve ii¢ ekzon ile iki
intron’dan meydana gelmektedir (Sekil 2.1). Myostatin kelime anlami olarak “myo”
“kas” ve “statin” “inhibe eden” anlaminda olup kas gelisimini yavaslatan anlamini

tasimaktadir (Roth 2007).
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Sekil 2.1. Myostatin geni 3 ekzon ve 2 introndan olugsmaktadir (Anonim 2012a)

Sigirlarda ¢ift kaslhiligin myostatin genindeki mutasyonlar tarafindan kontrol edildigi
bilinmektedir (Grobet ve ark. 1998). Ancak cift kaslilik fenotipinin gériilmesi sadece bu
mutasyonlara bagli olmayip, beslenme ve cinsiyet gibi faktorlerden de etkilenmektedir

(Menissier 1982b).

Sigir wrklarindaki myostatin geninde ¢ok sayida mutasyon belirlenmis olup, bunlardan
bircogu sessiz veya nodtral mutasyonlardir. Cift kasli sigirlarda myostatin geninin

fonksiyon kaybina neden olan toplam 6 mutasyon (Sekil 2.2) tanimlanmistir (Grobet ve

ark. 1998, Karim ve ark. 2000).
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Sekil 2.2. Myostatin geninde fonksiyon kaybina neden olan ¢ift kash sigirlarda goriilen
mutasyonlar (Grobet ve ark. 1998, Karim ve ark. 2000).



Bu mutasyonlarin goriildiigii irklar, myostatin proteininde yol agtig1 degisim ve

myostatin mutasyon tiirii Cizelge 2.1’de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. Myostatin geninde goriilen mutasyon tiirleri, meydana gelen protein
degisimi ve gorildigi sigir irklar1 (Grobet ve ark. 1998, Karim ve ark. 2000)

Gen Mutasyon Tiirii
Baslama kodonu sonrasi niikleotit Myostatin Protein Degisimi | Sigir Irklar:
pozisyonu
nt419(del7-ins10) .
7bg’lik delesyon ve 10bg’lik insersiyon Eéggp]ib:(raSt?clié(i(r)](ijr?rllzsilmesi Maine-Anjou
(419 niikleotid) yiep
Q204X Erken bir stop kodonu Charolais
C — T degisimi (610.niikleotid) nedeniyle proteinin kesilmesi | Limousin
E226X Erken bir stop kodonu Maine-Aniou
G — T degisimi (676.niikleotid) nedeniyle proteinin kesilmesi J
Belgian Blue
nt821(delll) Erken bir stop kodonu (?I'!f\nS?taine
11 be’lik delesyon (821.niikleotid) nedeniyle proteinin kesilmesi | ' qurta
imousin
South Devon
E219X Erken bir stop kodonu -
G — T degisimi (874.niikleotid) nedeniyle proteinin kesilmesi Marchigiana
C313Y L .
G — A degisimi (938 niikleotid) sistein - tirozin degisimi Piedmontese

Myostatin geninin tgiincii ekzonundaki mutasyonlardan iki tanesi fenotipi giiglii bir
sekilde etkilemektedir. Belgika Mavisi ve Piedmontese irki sigirlarinda myostatin genini
kodlayan bolgelerde meydana gelen mutasyonlar kas artisina yol agmis ve bu artis gift
kaslilik olarak tanimlanmistir (Grobet ve ark. 1997, Kambadur ve ark. 1997). Ayrica bu
fenotipin Belgika Mavisi ve Piedmontese sigir irklarinda yiiksek frekansta gorildiigii
bildirilmektedir (Kambadur ve ark. 1997). Sigirlarda ¢ift kaslilik fenotipinin meydana
gelmesine yol agan ve Belgian Blue, Blonded’Aquitaine, Limousine Parthenaise,
Asturiana ve Rubea Gallega sigir irklarinda myostatin geninin 821. niikleotidinden
baslayarak 11 baz ciftlik bir delesyon oldugu bildirilmistir (Grobet ve ark. 1997).
Gasconne ve Piedmontese sigirlarinda ise myostatin geninin 3. ekzonun 938.

pozisyonunda bir G—A transisyonu tespit edilmistir (Kambadur ve ark. 1997).




Cift kashiligin myostatin geninden kaynaklandigini goéstermek amaciyla myostatin
geninin, iskelet kas1 biiyiimesini negatif yonde diizenleyici etkisini ilk defa farelerde
(Sekil 2.3) tespit ederek, myostain geninin TGF-B ailesinin bir iiyesi oldugunu

tanimlamiglardir. (McPherron ve ark. 1997a).

Sekil 2.3. Myostatin geninin negatif diizenleyici etkisinin kaldirilmasi asamalari
(A: Normal Fenotip, B: Heterozigot Fenotip, C: Homozigot Fenotip)
(Anonim 2012b)

2.3. Cift Kashhk

Sigir kas kiitlesinin biiyiimesi ilk olarak 1807°de Ingiliz bir ¢iftci olan Culley tarafindan
belirlenmis olup, 1888’de Kaiser tarafindan ayrintili bir sekilde tanimlanmistir. Daha
sonralart 1929 yilinda Wriedt ¢ift kasliligin durumunun tek bir genden kaynaklandigini,
1934 yilinda Kronacher ise ¢ift kasliigin ti¢ gen tarafindan kontrol edildigini 6ne
stirmiistiir. Bunlardan iki genin, c¢ift kashlik o6zelliginin ve kismen de diizeyinin
kontroliinii sagladigini, li¢iincii genin ise ¢ift kaslilik 6zelliginin baskilanmasindan veya

expresyonundan sorumlu oldugunu da belirtmistir. 1971 yilinda Quesada ve Cachafeiro



adli arastiricilar dort farklh fenotipik siif igerisindeki dokuz farkli genotipi belirlemisler
ve ¢ift kasliligin iki lokus tarafindan kontrol edildigini 6ne siirmiislerdir (Bellinge ve
ark. 2004).

Cift kaslilik 6zelliginin kalittimi iizerine ortak goriis olarak tek major gen modeli
benimsenmis olmakla birlikte bu genin etki mekanizmasi tizerinde farkli goriislerde
bulunmaktadir. Baz1 arastirmacilar ¢ift kaslilik geninin dominant oldugunu (Wriedt
1929, Arthur 1995), bazilar ise resesif etkili olduguna inanmaktadirlar (Arthur 1995).
Arastirmacilar, ¢ift kasli ve normal fenotipli hayvanlar arasindaki farklilig1 ayirt etmek
icin farkli semboller kullanmislardir. Cift kasli ve normal olusum i¢in sirastyla, DM ve
N; D ve n; DM ve dm; C ve N; ¢ ve n; A ve a; ve mh ve + gibi semboller
kullanmiglardir (Bellinge ve ark. 2004). Cift kaslihigin goriildiigii Belgika Mavisi ve
Piedmentosa (Sekil 2.4) sigir wrklar1 bu konuda yapilan ¢aligmalarda oldukca fazla

incelenmislerdir.

Sekil 2.4. Belgika Mavisi ve Piedmentosa sigir irki (Anonim 2012c/d)

Cift kash hayvanlarin karkaslar1 yiiksek miktarda kas kiitlesi ve diisiik miktarda yag
miktarindan olugmaktadir (Arthur 1995). Bu durum ozellikte ekonomik olarak avantaj
saglamaktadir. Ayrica diisiik kolestrollii ve yagsiz yapisi, saglikli bir et tiretimi i¢in bir

alternatif olusturmaktadir (Sekil 2.5).



Sekil 2.5. Myostatin geninde meydana gelen mutasyonla birlikte etin yag oraninda
meydana gelen degisiklik. A; Normal allel(+/+), B; Heterozigot allel (+/-),
C; Homozigot allel (-/-) (Anonim 2012e)

Cift kaslilik giiniimiizde bir¢ok sigir irkinda gézlenmistir. Ozellikle bu fenotip Avrupa
sigir wrklar1 arasinda giderek daha yaygin bir hale gelmektedir. Ama gercekte ¢ift
kashilik uzun zamandan beri var olup, kalitsal yapisi hala kesin olarak bilinmemektedir.
Bu fenotip, abartili bir kas gelisimi igerir (Sekil 2.6) ve ¢ift kaslilik (double muscle)
olarak adlandirilmaktadir (Bellinge ve ark. 2004).

Sekil 2.6. Abartili kas gelisimi (Anonim 2012f)

Cift kaslilik, kas liflerinin sayisindaki (hiperplazi) ve lif genislemesindeki (hipertrofisi)
artistan kaynaklanmaktadir (Swatland ve Kieffer 1974). Cift kasli olarak dogan sigir
normal bir si8ira oranla yaklasik iki kat daha kasli olarak meydana gelmektedir (Gerrard
ve ark. 1991). Cift kash sigirlar ile normal sigirlar karsilagtirildiginda ytiksek
hipertrofili, hipertrofili, ve hipotrofili olmak tizere 3 ayr1 bolge bulunmaktadir (Boccard
ve Dumont 1974, Dumont 1982, Shahin ve Berg 1985, Arthur 1995). Omurga
bolgesinde yer alan kas hipertrofisinin hemen ardindan boyun ¢evresinde 6nden arkaya

dogru gelen egim ile devam etmektedir. Kas hipertrofisi arka bdlgelerden ziyade 6n



bolgelerde gozlenmektedir (Vissac 1968, Boccard ve Dumont 1974, Dumont 1982,
Arthur 1995). Kas hipertrofisi ayn1 zamanda ¢evresel kaslar1 da etkilemekte ve bunun
sonucunda genis bir yiizey seklini ortaya ¢ikarmaktadir (Boccard ve Dumont 1974,
Arthur 1995). Baska bir acidan ise kas hipertrofisi distoproximal egim ile
sonuclanmakta ve 6n kol ve bacak bdlgelerinde bu seviye maksimuma ¢ikmaktadir
(Shahin ve Berg 1985, Arthur 1995). Cift kasli sigirlardaki kas hipertrofisinin genel

egimi ve iskelet hipotrofisi (Sekil 2.7) gésterilmistir.

—

Sekil 2.7. Cift kash sigirlarda kas hipertrofisi ve iskelet hipotrofisinin yonelimi
(Oz 2009°dan alinmustir)
= kas hipertrofisinin artmasini gostermektedir.
----> kol ve bacak kemiklerinin hipotrofisinin artmasini géstermektedir.

Cift kasli sigir daha yiiksek beyaz kas lifleri ylizdesine (West 1974), hemde diisiik
kollajen (bag dokunun ana maddesini olusturan albuminoid protein) igerigine sahiptir
(Uytterhaegen ve ark. 1994). Ayrica gift kasli sigirlarin kaslarinda daha az bag dokusu
icerdigi bildirilmistir (Hanset 1991).

Cift kaslilik fenotipi kas hipertrofisi ile karakterizedir. En belirgin kaslar, proksimal

bolgelerindeki 6n ve arka ¢eyreklerden olugsmaktadir ve kaslar arasi sinirlar ile belirgin

kas ¢ikintist ve cilt altindaki oluklar net bir sekilde goriillmektedir (Menissier 1982a).
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Diger fiziksel karakteristikleri bacak kemiklerinin inceligi, az gelismis dis genital
organlar ve yeni dogan buzagilarda dillerinin anormal olusumunu igermektedir (Kieffer
ve Cartwright 1980). Cift kasli hayvanlar ayrica daha az kemik, daha az yag ve daha
fazla kasa sahiptir ve etin kasaplik degeri oldukga yiiksektir (Menissier 1982a, Shahin
ve Berg 1985). Bununla birlikte, dogurganligin azalmasi, diisiikk buzagi canliligi, stres
duyarliliginin artmasi (Arthur ve ark. 1988) ve distosisi (dogum gii¢liigii) (Arthur ve

ark. 1989) dahil olmak tizere ¢ift kaslilik fenotipinin bazi sakincalar1 bulunmaktadir.

Buna ek olarak, normal sigir ile karsilastirildiginda dolasim sistemindeki ¢esitli
hormonlar ¢ift kasli sigirlarda farkli diizeylerde bulunmustur (Arthur 1995). Yapilan
arastirmaya gore normal sigir ile ¢ift kaslhi sigir karsilastirildiginda cift kash sigirlarda
biiylime hormonu (BH) diizeyleri daha yiiksek bulunmustur (Michaux ve ark. 1982).
Ancak bagka bir ¢alismada, biiyiime hormonunun kan plazma seviyelerinin g¢ift kash

sigirlarda daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Hocquette ve ark. 1999).

Cift kash sigirlar da karkas yag miktarinin normal sigirdan 6nemli Olclide daha
az oldugu ve ozellikle mozaiklesme olarak bilinen kas i¢i yagin, ¢ift kaslilik fenotipinin
onemli bir etkisi oldugu bildirilmistir (Hanset 1991). Etteki mozaik yapida meydana
gelen minimum bir azalma, lezzet oranmin azalmasma neden olmakta ve mozaik
yapinin azalmasinin ise deri alt1 ve i¢ yag dokusundaki adiposit (yag dokusu hiicresinin)
hacminden kaynaklandig: bildirilmistir. Ancak ¢ift kasli ve normal sigir arasinda kas i¢i
yagin icindeki adiposit hacmi aynmi goriilmiistiir (Hocquette ve ark. 1999). Ayrica
Belgika Mavisi 1irk1 normal 1rklarla karsilastirildiginda yag depolarinin bilesiminde de

varyasyon oldugu gozlenmistir (Webb ve ark. 1998).

Cift kash sigirlarin dogurganliginin normal sigirlara gore azaldigi bildirilmis ve ¢ift
kash sigirin gebelik donemi i¢in daha az yetenekli oldugu gozlenmistir (Strath ve ark.
1981). Cift kasli hayvanlarin embriyolarinin daha yiiksek 6liim oranina sahip oldugu
ileri siiriilmiistiir (Rollins ve ark. 1972). Cift kasli hayvalarin gebelik siiresinin daha
uzun oldugu ve normal hayvanlara gore ¢ift kasli hayvanlardan daha yiiksek dogum
agirligina sahip yavru elde edildigi belirlenmistir (Hanset 1991). Bu nedenle yardimsiz

olan dogumlarin yiiksek mortalite oranlar1 ve distosisi (dogum giigliigii) bulunmaktadir
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(Wiener ve ark. 2002). Yiiksek kas diizeyine sahip sigirlarda bu problem daha da
giiclesmektedir. Bu nedenle inegin pelvisi, pelviks siskinligin 6nlenmesiyle veya pelvik
tikama sayesinde, dogum yardim almaksizin 6nlenmis olmaktadir ( Wiener ve ark.

2002).

Cift kaslilik durumuna sebep olan mutasyon bakimindan heterozigot olan hayvanlar,
yabani tip allele sahip hayvanlardan daha biiyiiktiirler ve homozigot olan hayvanlarda
meydana gelen dogum giicliikkleri gozlenmemektedir (Bellinge ve ark. 2004).
Homozigot ¢ift kasli hayvanlar i¢in yardim almadan buzagilama sansi ¢ok az iken
heterozigot hayvanlar yardimsiz dogum igin ¢ok daha biiylik bir kapasiteye sahiptir.
Fakat Homozigot / heterozigot bireyler igin buzagilama yardiminin mutlak
bir gereksinim olmasi ¢ift kaslilik fenotipi i¢in maliyet olusturmaktadir (Bellinge ve ark.
2004).

2.4. Sigirlarda Myostatin Genindeki Polimorfizm Cahismalar:

Mcpherron ve ark. (1997b), dokuz farkli sigir irkinda myostatin geninin niikleotid
siralanigin1  tespit etmis ve aminoasit dizileri bakimindan karsilagtirmalarda
bulunmustur. Ayrica Belgika Mavisi ve Piedmontese 1rki sigirlarinda myostatin geninin
kodlama bdlgelerinde mutasyonlar da tespit etmislerdir. Myostatin geninin ve mh
lokusunun haritalandigi bolge, iki farkli ¢ift kashi sigir irkindaki myostatin geninde
saptanan bazi mutasyonlarin ¢ift kaslilik fenotipi ile ilgili olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Bu varsaymmi desteklemek amaciyla cift kash olarak siniflandirilmayan 16 sigir irkindan
(11 Angus, 11 Charolais, 10 Holstein, 10 Brown Swiss, 10 Boynuzsuz Hereford, 10
Gelbvieh, 9 Simmental, 9 Jersey, 9 Guernsey, 9 Ayrshire, 7 Limousine, 4 Brahman, 4
Boynuzsuz Shorthorn, 4 Kirmizi Angus, 2 Chianina, ve 1 Uzun Boynuzlu Texas)
toplam 120 adet sigirda Southern Blot analizleri yapilmis ve Piedmontese sigirlarinda
goriilen sitozin — tirozin doniisiimiiniin bu 120 hayvanin hi¢ birinde bulunmadig:
belirlenmistir (Mcpherron ve ark. 1997b). Bu bilgiler dogrultusunda cift kaslilik
fenotipinin az da olsa nokta mutasyonu veya birden ¢ok bolgede goriilen mutasyonlar
sayesinde diger irklarda da goriilebilecegi anlasilmaktadir. Tiim bu sonuglar myostatin

geni mutasyonlarmin en az iki sigir irkinda ortaya ¢iktigini gostermektedir.
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Smith ve ark. (2000), Charolais, Limousine and Maine-Anjou irklarmnin ekzon 2
bolgesinde C—T doniisimiiniin meydana geldigini ortaya koymuslardir. Avrupa
Limousine 1rklarinda gézlenen mutasyonlarin 3 tanesi; ekzon 1 bolgesindeki aminoasit
degisimi (F19L), ekzon 2’deki stop kodon tanimlanmasi ve ekzon 3 bolgesindeki 11
b¢’nin silinmesi sonucu olusan mutasyonlardir. Bunlardan sadece F19L mutasyonu
Ingiltere Limousine sigirlarinda gériilmiistiir. Ekzon-3 bélgesindeki 11bg’lik mutasyon
Avrupa ve Amerika ve Ingiltere Belgika mavisi sigirlarinda gozlenmis ve 11 bg’lik
mutasyonun goriildiigii Giliney Devon sigir irklarmin ilging bir bigcimde fazla

yasamadiklari saptanmistir (Smith ve ark. 2000).

Miranda ve ark. (2002), myostatin genindeki ¢esitli mutasyonlar ¢ift kasliligin genetik
nedeni olarak tanimlanmis (Grobet ve ark. 1998) ve sonra myostatin haploitleri

belirlenmistir.

Dunner ve ark. (2003), myostatin lokusunu 28 Avrupa irkindan toplam 678 bireyde
SSCP metodu kullanarak analiz etmisler ve oldukga sik tekrar eden 7 yeni mutasyon
belirlemislerdir. 20 haploitin belirlendigi arastirmada bazi haploitlerin 1rka 6zel
oldugunu ve farkli haploitler arasindaki iliskilerin, kas hipertrofisinin Avrupa’dan

koken aldigr hipotezini dogrular nitelikte oldugunu bildirmislerdir.

Shibata ve ark. (2003), yaptiklar1 ¢alismaya gore Japon Siyah sigirlarinin 6660 bg
uzunlugundaki myostatin geninin anlamli bolgelerini igeren 1128 baz ¢iftlerini
belirlemislerdir. Bu sigirlardan elde edilen dizilerin diger sigir wrklarindaki niikleotid
dizileriyle de benzer oldugunu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda 641. pozisyonundaki
niikleotitde A—G ye donilismesi, 214. pozisyondaki asparajin’nin serin’e doniismesine
yol agmustir. Arastiricilar myostatin geninin iskelet kaslarindaki ekspresyon yollarini da
incelemisler ve bunun sonucunda ii¢ iskelet kasinda eksprese oldugu gézlemlemislerdir.
Bu kaslar Semitendinosus (ST), Bicepsfemoris ve Longissimus lumbarum kaslari olup,
bu calisma embriyo ve yeni dogmus buzagilardan alinan orneklerden elde edilen
DNA’larin PCR analizi ile belirlenmistir. Myostatin ekspresyonunun en fazla embriyo

sathasinda oldugu tespit edilmistir ve bu sathada en fazla ekspresyonun diger iki kasa
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oranla Semitendinosus (ST) kaslarinda oldugu ortaya ¢ikarilmigtir. Bu sonuglara gore
myostatin geninin embriyo safhasindaki yiiksek ekspresyonu, yeni dogan buzagilardaki
Semitendinosus (ST) kasinin iskelet kaslarinin biiyiimesinden sorumlu oldugu ve Japon
Siyah sigirlarinin myostatin gen yapisinin diger memelilerinki ile benzer oldugu ortaya

konulmustur.

Zhang ve ark. (2006), sigir myostatin geninin promotor bolgesindeki polimorfizmini
180 adet Nanyang ve 32 adet Yak sigirlarinda belirlemek amaciyla PCR-RFLP
metodundan yararlanmislardir. -371 (T / A) (geviri baslangi¢ kodonu ATG gore) SNP
frekanslarini analiz etmislerdir. Nanyang ve yak ki sigirlarda dominant T alleli oldugu
ve Yak ve Nanyang 1rki sigirlarda sirasiyla A alleli ve AA genotipi ile homozigot birey

olmadig1 gozlenmistir.

Sifuentes Rincon ve ark. (2006), iki Mexican Full French siiriilerinde myostatin geni
Q204X allelinin genotip ve allel frekanslarini belirlemek igin allel ayirma testi
kullanilmistir. Q204X alleli her iki siirlide de bulunmustur ancak sadece AB ( A;
Q204X alleli, B; normal allel) heterozigot genotipi mevcut sigir oOrneklerinde
saptanmistir. Dogu Avrupa iilkelerinden bildirilen Charolais populasyonlar1 benzer
genotip ve allel frekanslari gostermislerdir (Dvorak ve ark. 2002). Khi-kare testi ile
stiriiler arasinda AB genotip frekanslarinda 6nemli farklar oldugu gérilmiistiir ve bu
duruma her bir siiriiniin fenotip ve verim oOzelliklerine gore secilmesinin neden

olabilecegi belirtilmistir.

Sifuentes-Rincon ve ark. (2007), Meksika’nin kuzeydogusundaki Charolais sigir
stiriilerinde myostatin Q204X allelinin frekansinin belirlenmesi igin dort siiriiden 289
hayvan alinmistir. Her bir siirli tastyici allele sahip olup, genotip frekansi % 5,2 ve allel
frekans1 % 2,6 olan toplamda 15 heterozigot birey tanimlanmustir. iki siiriide % 8’den
fazla heterozigot birey oldugu halde siirii bagina heterozigot sayisinin siiriiler arasinda
onemli Olclide farklilik gostermedigi belirlenmistir. Bu allel, siiriilerde Hardy Weinberg
dengesinde bulunmustur. Myostatin Q204X alleli gibi kantitatif 6zellikleri etkileyen
genlerin degerlendirilmesinin, yetistiricilik stratejileri i¢inde rollerinin ve potansiyel

uygulamalarinin belirlenmesinin ¢ok énemli oldugunu belirtmislerdir.
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Wiener ve ark. (2009), myostatin genini inaktive eden mutasyonun, Giiney Devon 1rki
sigirlarinda buzagilama, biiyiime, karkas ve et kalite Ozellikleri tizerindeki etkisini
incelemislerdir. Bu 1rk, ¢ift kaslilik fenotipi ile iliskili oldugu bilinen myostatin geni
bakimindan orta frekansta 11 bg’lik bir delesyon tagimaktadir ve bu ii¢ genotip siifin
karsilastirilmasina olanak saglamaktadir. Mh alleli, buzagilama giigliigii, karkas agirligi,
kas konformasyonu ve doymus yag asidi ile ¢oklu doymamis yag asitlerinin oraninin
yani sira diigiik biiylime orani, karkas ve etin yaglilig1 ve istenilen tat gibi ozelliklerle
iligkili bulunmustur. Bununla birlikte 6zellikler arasinda genetik etkilerin dogasinda ki
farklilik: Bazi durumlarda heterozigot mh tasiyicilar, tasiyict olmayanlar ile homozigot
tastyicilardan daha benzer bulunmustur ve bazi durumlarda ise her iki homozigot
arasinda orta seviyede bulunmustur. Bu genetik etkilerin dogrultusunda Giiney Devon

ve diger irklarin genetik varyasyon iizerine etkilerinin var oldugunu sdylemislerdir.

Grisolia ve ark. (2009), 30 yetiskin Nelore 1irki sigirlarinda myostatin gen
polimorfizmleri arastirmiglardir. DNA dizi analizi ile Nelore sigirina ait myostatin gen
dizisi elde etmislerdir. DNA dizi analizi ile ekzon-1 bolgesinde ii¢, ekzon-2 bolgesinde
yedi ve ekzon-3 bolgesi i¢in de dort adet polimorfizm tespit etmislerdir. Bu
mutasyonlarin tamami SNP (tek niikleotid degisimi) olarak goézlenmistir. Ekzon-1
bolgesinde meydana gelen nt76 (A/T heterozigot) sonucu 26. pozisyondaki asparagine
— tyrosine aminoasit doniisiimiine yol agarken, nt111 (G/T heterozigot) ve nt267 (A/G
heterozigot ya da A—G homozigot) tek niikleotid degisimleri aminoasite
yansimamistir. Ekzon-2 bolgesinde yedi SNP tanimlanmistir. Bunlardan nt414 (C/T
heterozigot) ve nt433 (A/T heterozigot) anlamli degisimlerdir. nt420 (T/G heterozigot)
ve nt445 (A/T heterozigot) degisimler sonucu sirasiyla 140. ve 149. aminoasit
pozisyonlarint degistirmistir. nt527 (T/A heterozigot), nt641 (G—A homozigot) ve
nt694 (G—A homozigot) tek niikleotid degisimleri sirasiyla 176, 214 ve 232.
pozisyonunda aminoasit degisimine yol ag¢mustir. Ekzon-3 bolgesinde dort SNP
tanimlanmistir. Bu mutasyonlardan iki tanesi (nt840 A—G homozigot ve nt 1083 C/T
heterozigot ya da C—T homozigot ) tek niikleotid degisimleri olup aminoasite
yansimamistir. nt887 (A/G heterozigot) ve nt951(T/G heterozigot) degisimleri sirasiyla

291.ve 317. aminoasitlerin degisimine yol agmustir.
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Tiirkiye’de myostatin geni polimorfizmine yonelik ¢aligma sayist yok denecek kadar
azdir. Oz (2009) ve Ozcan ve ark. (2009), Tiirkiye’ deki yerli sigir irklar1 (Boz Irk, Yerli
Kara, Kilis irki, Dogu Anadolu Kirmizisi, Yerli Sar1 ve Siyah Alaca) ile yaptiklar
calismalarinda myostatin geninin ekzon 3 boélgesinde nt 821 del 11, G—»A ve G— T
mutasyonlari bakimindan incelemislerdir. Oz (2009), ekzon 3 bélgesinde herhangi bir nt
821 del 11 ve G—A mutasyonu belirlememistir. Benzer bicimde Ozcan ve ark. (2009),
myostatin geninin ekzon 3 bolgesinde G— T mutasyonunu arastirmiglar ancak tizerinde

durulan 1rklarda bu mutasyonun bulunmadigini bildirmislerdir.
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2.5. Prolaktin Geni

Stit iiretimi ¢ok sayida faktor tarafindan kontrol edilen karmasik bir olgudur. Fakat bu
olgular arasinda koordineli bir etkilesim s6z konusudur. Siit iiretimi ve verimi gesitli
hormonlarin etkilesimleri tarafindan diizenlenmektedir. Bunlardan biri olan prolaktin
hormonunun, hayvanlarin hemen hemen biitiin tiirlerinde olduk¢a 6nemli oldugu
yoniinde c¢alismalarda vardir (Sacravarty ve ark. 2008). Bununla beraber yapilan bir
caligmada siit sigirlarinda hipofizden salgilanan prolaktinin, siit verimini arttirmada
basarili olmadigi ve bundan dolay1 galaktopoietik (siit ile ilgili) bir hormon olmadig
bildirilmistir (Plaut ve ark. 1987). Bunun yan1 sira egzotik siit sigirlarinda siit verimi ile

iliskili oldugu bulunmustur (Chung ve ark. 1996, Dybus 2002).

Prolaktin, biiylime hormonu ve plasental laktojen ailesi ile iliskilidir (Freeman ve ark.
2000). Prolaktin, 6n hipofiz bezi tarafindan salgilanan birden ¢ok islevi olan bir
polipeptid hormondur (Bole-Feysot ve ark. 1998). Hipofiz bezinin 6n lobundaki bazofil
hiicreleri tarafindan fretilir. Prolaktin memelilerde donemlere gore degisen islevlere
sahiptir. Kizginlik donglisii sirasinda korpus liiteumun olgunlagsmasinda ve salgi
tiretmesinde destekleyici bir role sahiptir. Gebelikte biraz daha 6nemli olan yardimci bir
islevi vardir ve Ostrojen ve progesteronla birlikte siit bezlerinin olgunlagmasini
saglamaktadir. Laktasyon doneminde iiretimi zorunlu bir hormondur ve prolaktin
olmadan laktasyon olmaz. Prolaktinin gorevi, siit bezlerini uyarmaktir ve bununla
birlikte prolaktin analik &zelliklerinin ortaya ¢ikmasina da neden olmaktadir. Bu agidan
prolaktin analik hormonu olarak da adlandirilir (Kaymake¢1 2006). Prolaktinin hipofiz
bezi tarafindan salgilandig1 ifade edilir fakat merkezi sinir sistemi, bagigiklik sistemi,
beyin, plasenta, amniyon, amniyon zari, d6l yatagi ve meme bezleri gibi ¢esitli
bolgelerden de salgilanmaktadir. (Sinha 1995, Ben-Jonathan ve ark. 1996, Leprovost ve
ark. 1994).

Fareler, maymunlar, kemirgenler, koyun, domuz ve insani igeren bir¢ok memeli
cesidinde bulunan prolaktin daha ¢ok siit iretiminden sorumlu olmasina ragmen lireme
fonksiyonlar1 iizerinde de 6nemli bir etkisi vardir. Prolaktinin laktogenesis, meme bezi

gelisimi ve siit protein genlerinin salgilanmasinda biiyiik rol oynadigi ispatlanmigtir
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(Horseman ve ark. 1997). Bu nedenle sigir prolaktin geni (PRL) siit verim &zelliklerini
etkileyen kantitatif karakter lokusu (QTL-Quantitative Trait Loci) ile baglanti analizi

i¢in miikemmel bir aday gibi goriillmektedir (Brym ve ark. 2005).

Prolaktin, laktasyonun baslatilmasi ve devami i¢in gereklidir. Siit protein sentezi ve
salgilanmasini tegvik etmek icin meme alveolleri iizerine etki etmektedir. Bu hormon,
stit proteinleri, laktoz ve yaglar, siitiin tiim ana bilesenlerinin sentezi i¢in Oncelikli
sorumludur (Leprovost ve ark. 1994). Prolaktin salinim1 i¢in en gii¢lii dogal uyarici olan
emzirme vasitastyla prolaktin salgisi laktasyon donemi boyunca korunmaktadir (Murai
ve Ben-jonathan 1987) ve prolaktin salgisi, tireme ve bagisiklik fonksiyonlarinin sivi
dengesini, hiicresel biliylime ve farklilasmay1 diizenlemektedir (Nicoll 1980, Loretz ve
Bern 1982, Russell 1989, Kelly ve ark. 1991). Prolaktin meme bezi gelisiminde, siitiin
salgilanmasinda ve siit protein genlerinin sentezinde énemli bir regulator fonksiyona

sahip oldugundan verim 6zellikleri i¢in genetik markirdir (Brym ve ark. 2005).

Prolaktin hormonu, prolaktin geni tarafindan kodlanmaktadir. Prolaktin geni (PRL),
sigirlarda 23. kromozom flizerinde bulunan bes ekzon ve dort introndan olusan, 10 kb
biytikligiinde bir gendir ve 199 aminoasitlik c¢ok fonksiyonlu bir polipeptidi
kodlamaktadir (Camper ve ark. 1984, Hallerman ve ark. 1988, Wallis 1974).

PRL geni i¢inde birka¢ polimorfik bolge tespit edilmis ve siit sigirlarinda PRL
varyantlar1 ve siit verim O6zellikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli iligkiler oldugu

bildirilmistir (Chung ve ark.1996, Brym ve ark. 2005).

A—G mutasyonu si1gir prolaktin geninin 3.ekzonundaki 103 aminoasit bakimindan
polimorfik Rsal bolgesine yol agmistir (Lewin ve ark. 1992). Siit, siit yag1 ve siit protein
verimi gibi siit verim Ozelliklerini etkileyen sigir prolaktin geni polimorfizmi,

restriksiyon enziminin etkisi ile tespit edilmistir (Lewin ve ark. 1992).

Stit sigirlarinda siit verimi ve yag orami iizerine PRL-Rsal lokusunun onemli bir

etkisinin oldugu gozlenmistir (Chung ve ark. 1996). Bununla birlikte, siit verim
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Ozellikleri tizerine PRL geninin etkileri hakkindaki bilgiler hala smirlidir ve daha fazla

calisma gerektirmektedir.

2.6. Sigirlarda Prolaktin Genindeki Polimorfizm Calismalar:

Rocha ve ark. (1991), Angus, Brahman, Hereford, Holstein ve Jersey irki sigirlarda
RFLP yontemini kullanarak kantitatif 6zellik lokuslar1 (QTL-Quantitative Trait Loci)
bakimindan markir gen 6zelligindeki biiyiime hormonu geni, prolaktin geni, osteonektin
geni, paratiroid hormonu ve keratin genlerindeki polimorfik bolgelerin verim 6zellikleri
acisindan onemli olup olmadigini arastirmislardir. Prolaktin genindeki varyantlar ile

verim Ozellikleri arasinda herhangi bir iliski bulunamamustir.

Mitra ve ark. (1995), 57 adet Hint Sahiwal (Bos indicus) sigiri, 53 adet Murrah ve 19
adet Nili-Ravi (Bubalus bubalis) manda irklarinda biiyiime hormonu (BH) ve prolaktin
geni (PRL) lokuslarini PCR / RFLP yontemi ile tarayarak BH / Alul (aminoasit 127)
i¢in Losin / Valin (L/V), BH / Mspl (intron 3) i¢in (+/+) ve PRL / Rsal (103 aminoasit)
icin (A/G) allellerini tespit etmislerdir. Sahiwal sigirlar1 arasinda, gen frekanslari,
0,96/0,04 (BH / Alul), 0,86/0,14 (BH /Mspl), ve 0,49/0,51 (PRL / Rsal) bulunurken,
manda irklarmin her ikisi i¢in de biiytimii hormonu lokusu homozigot (LL / ++)
bulunmustur. Misir manda 1rklarindan 11 birey monomorfik olarak bulunurken,
monomorfizm gosteren iki lokus bakimindan mandaya ait tiir 6zelligi olabilecegi
bildirilmistir. PRL / Rsal frekanslar1 Murrah ve Nili-Ravi irki mandalarda sirasiyla,
0,93/0,07 ve 0,84/0,16 olarak bulunmustur.

Udina (2001a), Rus Ayrshire ve Gorbatov Kirmizi irki sigirlarinda, 3.ekzon polimorfik
Rsal bolgesinin varligindan dolay1 olusan prolaktin geni allel frekanslarinin dagilimini
incelemisglerdir. PCR-RFLP yontemi ile irklardaki prolaktin geninin (Rsal (+) bdlgesi)
ve G allelinin frekansini sirasiyla %14,1 ve 8,6 olarak tespit etmiglerdir. Siyah Alaca,
Ayrshire ve Gorbatov Kirmizi ki sigirlarinda prolaktin geninin regulatdr bolgesindeki
diniikleotidlerini ve mikrosatelit varyasyonunu ayrica tespit etmislerdir. Gorbatov
Kirmizisi irkinda sadece 164 bg uzunlugundaki allel ile mikrosatelit lokusu monomorfik

bulunmustur. Ayrica diger wrklarda 164b¢ ve 162 b¢ uzunlugunda iki allel tespit
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edilmistir. Mikrosatelit lokusundaki 164b¢ uzunlugundaki allellin frekans: Siyah Alaca
ve Ayrshire irklarinda sirasiyla % 93,7 ve % 90,0 olarak bulunmustur. Iyi kalite sigir eti
ve disiik siit yagi verimine sahip olan siit tipi Gorbatov Kirmizi irklari, yiiksek siit yagi
verimli Ayrshire ve Siyah Alaca irklariyla karsilagtirildiginda prolaktin geni bakimindan

heterozigotluk seviyesinin daha diisiik oldugu gézlenmistir.

Udina ve ark. (2001b), yaptiklar1 ¢alismada prolaktin geninin A alleli frekansini,
Kirmizi Gorbatov sigir irkinda % 91,4, Ayrshire irkinda % 85,9, Siyah Alaca irkinda %
80,0 olarak bulmuslardir.

Citek ve ark. (2001), Cek Pied (n=46), Siyah Alaca (n=42), Alman Siyah Alaca (n=39)
Cek Kirmizis1 (n=59), Polonya Kirmizis1 (n=65) ve Alman Kirmizis1 (n=29) wrklarinin
allel frekanslarini ve 1rklar arast durumunu incelemislerdir. PCR-RFLP yontemiyle elde
ettikleri prolaktin (PRL) A alleli frekanslarini irklara gore sirasiyla 0,83, 0,90, 0,81,
0,56, 0,87 ve 0,86 olarak bildirmislerdir ve bu frekanslarin irklar arasindaki dagilimin

farkli oldugunu belirtmislerdir.

Dybus (2002), Polonya Siyah-Beyaz sigirlarinda prolaktin ve biiylime hormonu
genlerindeki polimorfizimlerin siit verim o&zellikleri ile iliskisi olup olmadigin
aragtirmigtir. Biiyiime hormonu geninin 3. intron bolgesini PCR ile ¢ogaltmig ve PCR
rtiniinii Mspl enzimi ile kesmistir. Dybus, tiim laktasyon donemlerinde en yiiksek siit
verimi ve protein oranina Mspl (+/+) genotipinin, yine tiim laktasyonlarda en ytiksek siit

yag1 oranina (% olarak) ise Mspl (+/-) genotipinin sahip oldugunu gostermistir.

Liron ve ark. (2002), Argentine ve Bolivian Creole sigir irklarinda populasyonun
genetik yapisini incelemek icin aralarinda prolaktinin de oldugu, siit verimiyle iliskili
bes lokusu kullanmislardir. Alt1 irkin incelendigi ¢alismada, elde edilen veriler anlamli
bulgular ortaya koymus ve bu lokuslardan genetik cesitlilik caligsmalarinda

yararlanilabilecegi gosterilmistir.

Brym ve ark. (2005), prolaktin geni mutasyonlar1 i¢in Jersey ve Siyah Alaca siiriilerini

taramislar ve siit performans 6zelliklerinin potansiyel belirtecleri olarak mutasyonlari
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degerlendirmislerdir. Prolaktin geni dizisindeki mutasyonlarin siit verimi ve
kompozisyonundaki kantitatif varyasyondan sorumlu olup olmadigini arastirmak igin
PRL geninin dizi analizini yapmislardir. SSCP ve dizi analizi yontemini kullanarak 4.
ekzonda bulununan 294 bg¢’lik prolaktin gen fragmenti i¢in de alt1 adet tek niikleotid
polimorfizmi saptamislardir. Proteinin aminoasit dizisi ile ilgili olarak saptanan biitiin
mutasyonlar belirsiz bulunmustur. 186 Siyah Alaca irkinin 4. ekzonu kapsayan 294
bp’lik PRL geni {iizerinde yaptiklar1i g¢alismada PCR-RFLP-Rsal polimorfizmini
belirlemislerdir. A allelinin 0,113 ve G allelinin 0,887 frekansinda oldugunu ve 138
Jersey wkinda A allelinin 0,706 ve G allelinin 0,294 frekansinda oldugunu
gozlemlemislerdir. AG genotipli inekler en yiiksek siit verimine sahip olurken, GG

genotipli ineklerin en yiiksek yag igerigine sahip oldugunu belirtmislerdir.

Dybus ve ark. (2005), 427 Siyah Alaca ve Jersey ineklerin siit verimleriyle
iligkilendirdikleri ¢alismalarinda, prolaktin geninin 3. ekzon bdlgesinde Rsal
polimorfizmini belirlemislerdir. Siyah Alaca ve Jersey wrklarmin genotip frekanslarini
sirastyla AA; 0,7107, 0,0919, AG; 0,2851, 0,4324, GG; 0,0042, 0,4757 olarak
bulmuslar ve 1rklara gore gen frekanslarini ise sirasiyla A; 0,8533, 0,3081, G; 0,1467,
0,6919 olarak hesaplamiglardir. Irklar arasindaki genotip ve allel frekanslar1 farkli
bulmuslardir. incelenen irklarda tespit edilen genotipler ile siit verim o6zellikleri

arasindaki iliskileri onemsiz olarak bildirmislerdir.

Khatami ve ark. (2005), PRL geninin 3.ekzon bolgesinde Rsal ve biiylime hormonu
3.intron bolgesinde Mspl ve 5.ekzon bolgesinde Alul polimorfik yapilarini Rus Siyah
Alaca ve Yaroslavl irklarinda RFLP analizi yaparak karsilagtirmiglardir. BH-Alul
polimorfizminin siitteki yag icerigi ile Onemli derecede iligkili oldugunu ve LV
genotipinin en yiiksek yag igerigine sahip oldugunu tespit etmislerdir. PRL geni Rsal
bolgesinde ise GG genotipinin siitteki yag icerigi ile negatif yonde iliskili oldugunu
bildirmislerdir.

Miceikiene ve ark. (2006), iki kiiltiir ve iki yerli toplam 4 1rka ait 71 inek ve 20 bogadan

olusan 91 Litvanya sigirinda PRL geni A ve G allel frekanslarini bulmuglardir. A ve G
allel frekanslarin1 Litvanya Siyah ki igin sirasiyla 0,97 ve 0,03, Litvanya Ac¢ik Gri
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(Light Grey) rkinda 0,95, 0,05, Litvanya kirmizist irkinda 0,77, 0,23, Litvanya Siyah
Alaca wrkinda ise 0,87, 0,13 olarak belirlemiglerdir. PRL genine ait, tespit edilen tiim
varyantlarin, siit verimi, yag verimi, yag orani, protein verimi ve protein orani {izerine
¢ok onemli derecede etkide bulundugunu tespit etmislerdir. k-Cn geninin, incelenen
diger siit protein lokuslariyla karsilastirilmasi sonucu siit protein orani iizerine (%5,9)
daha yiiksek etkiye sahip oldugunu bulmuslardir. Incelenen Litvanya irklarinda PRL
geni AA genotipinin en yliksek frekansta oldugunu goézlemlemisler ve siit yagi orani

tizerine (%12,12) oldukga yiiksek etkiye sahip oldugu tespit etmislerdir.

Zhou ve ark. (2006), 543 Pekin Holstein sigirmin, PRL geni 3.ekzon bolgesindeki
gozledikleri AA, AG ve GG genotiplerine ait frekanslarin 0,734, 0,257 ve 0,009
oldugunu bildirmislerdir. Verimle iligkili analizlerinde; birinci laktasyon kayitlarinda
AA ve AG genotipli ineklerin daha yiiksek siit, yag ve protein verimine sahip oldugunu
ve ikinci laktasyonda AG genotipli ineklerin AA genotiplilerden ilgili o6zellikler
bakimindan iistiin oldugunu bulmuslardir. Ikinci ve iigiincii laktasyondaki AA genotipli
ineklerin ise AG genotiplilerden daha fazla protein verimine sahip olduklarini

gbzlemlemislerdir.

Li ve ark. (2006), 236 Holstein sigirinda ait PRL geni {izerinde Xbal kesim bdlgesini
tespit etmigler ve PCR-RFLP allellerinin, siit ve yag verimi, 305-giinliik siit verimi ve

slitiin protein igerigi ile istatistiksel olarak 6nemli oldugunu bulmuslardir.

Alipanah ve ark. (2007a), Rus Kizil Alaca sigirlarinda prolaktin lokusu gen frekansini
ve prolaktin geni varyantlari ile siit verim 6zellikleri arasindaki iliskiyi incelemislerdir.
125 adet Rus Kizil Alaca sigirlari prolaktin geni bakimindan PCR-RFLP yontemi
kullanilarak genotiplendirilmistir. Bu 1wrkin genotip frekanslarmmi AA, AG ve GG
sirasiyla 0,598, 0,392 ve 0,01 olarak, allel frekanslarini ise A ve G sirasiyla 0,794 ve
0,206 olarak bulmuslardir. GG genotipli bireylerin siit verimini, AA ve AG genotipli
bireylerden daha yiiksek oldugunu saptamislardir. Bununla birlikte GG genotipli
bireylerin siit yagi verimini AA ve AG genotipli bireylerden daha yiiksek bulmuslardir.
Siit yag orani (%) ile ilgili olarak ise AG genotipli bireylerin AA ve GG genotipli
bireylerden daha yiiksek siit yagi oranina sahip oldugunu belirtmiglerdir. Siit yagi
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verimi ve silit protein konsantrasyonu agisindan farkli PRL-Rsal genotipli sigirlar
arasinda hicbir fark bulunmamistir. Sonug olarak en yiiksek siit ve siit yagi verimi PRL-
Rsal GG genotipli sigirlardan elde edilmistir. Prolaktin geninin, sigirlarin siit 6zellikleri

i¢in bir belirte¢ olarak kabul edilebilir oldugunu gostermislerdir.

Alipanah ve ark. (2007b), 72 adet Rus Siyah Alaca ve 98 adet Kirmizi Alaca irki
sigirlarinda PRL-Rsal lokusunu belirlemislerdir. PCR-RFLP yontemini, PRL-Rsal allel
frekansini belirlemek i¢in kullanmiglardir. Siyah Alaca ve Kirmizi Alaca irklariin PRL
Rsal lokusu bakimindan gen frekanslarini sirasiyla A; 0,71 ve 0,78 ve G;0,29 ve 0,21
olarak bulmuslardir. Prolaktin geninde A ve G alleli frekansi agisindan fark
bulunmamistir. PRL—Rsal ve siit verimi ve siit yag1 yiizdesi arasindaki onemli iligkiler

her ikisi i¢in de gézlenmistir.

Kepenek (2007), dort Tirkiye yerli sigir irklarinda; 48 adet Giiney Anadolu Kirmizisi,
34 adet Dogu Anadolu Kirmizisi, 42 adet Yerli Kara, 46 adet Bozirk ve damizlik olarak
secilen 21 adet Holstein 1rki, toplamda 191 adet sigirda prolaktin (PRL) ve diagilgliserol
aciltransferaz 1 (DGAT1) genlerini ¢aligmistir. PRL geninin A allelinin frekans1 0,5645
(Yerli Kara) ile 0,7558 (Giiney Anadolu Kirmizis) arasinda hesaplanmustir. PRL” alleli

frekansi ve siit iiretimi arasinda bir iliski oldugu saptanmistir.

Sacravarty ve ark. (2008), Kankrej sigir irkinda prolaktin geninde olasi baska
polimorfizmleri bulmak ve ekonomik &zellikler ile bu polimorfizmleri iliskilendirmek
amaciyla yaptiklar1 ¢alismalarinda, 3.ekzonda bulunan 156 bg¢’lik  bolgeyi
incelemislerdir. Kankrej sigirmin prolaktin geni bakimindan genotip frekanslarin1 AA;
0,333, AG; 0,352 ve GG; 0,315 ve A/G allelleri i¢in allel frekanslarmi A; 0,509 ve G;
0,491 olarak bulmuslardir. PRL-Rsal genotiplerinin ilk buzagilama yasi, laktasyon
verimi, servis periyodu ve gebelik basina tohumlama sayisini incelemisler ve ilk
buzagilama yasinin genotipler arasinda Onemli derecede farklilhik gosterdigini
gozlemlemislerdir. AA ve AG genotipli sigirlarda ilk buzagilama yasinin GG genotipli

sigirlardan daha az oldugunu gézlemlemislerdir.
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Oztabak ve ark. (2008), Giiney Anadolu Kirmizis1 ve Dogu Anadolu Kirmizisi sigir
irklarinin prolaktin (PRL) genotiplerini ve allel frekanslarini belirlemislerdir. Her iki 1rk
icin de 40 adet sigir kullanmiglardir. Prolaktin geninin 3. ekzonu PCR ile ¢ogaltilmis ve
Rsal enzimi ile ilgili bélgenin kesimi yapilmistir. A ve G allellerinin frekanst GAK igin
sirastyla 0,56 ve 0,44 iken DAK igin 0,74 ve 0,26 olarak hesaplanmistir. Siit verim
ozellikleri ile iliskili olan prolaktin (PRL) G alleli her iki irk igin de diisiikk bulunmustur.

Ghasemi ve ark. (2009), yaptiklar1 ¢alismada PRL-Rsal lokusundaki allelleri
belirlemislerdir ve siit verimi 6zellikleri arasindaki iligkileri incelemislerdir. Genotip
frekanslarint AA, AG ve GG genotipleri igin sirasiyla 0,81, 0,15 ve 0,04 olarak
hesaplamiglardir. Prolaktin A allelinin frekansin1 ise 0,89 olarak bulmuslardir.
Aragstiricilar AA genotipli sigirlart diger grup sigirlarla karsilastirdiklarinda en ¢ok siit

verimine sahip olduklarini ifade etmislerdir.

Kaplan (2010), Yerli Anadolu Mandalarinda ve Esmer irki sigirlarda PCR-RFLP
yontemini kullanarak prolaktin lokusunun polimorfik oldugunu belirlemislerdir. 45 bas
Anadolu Mandasi ile 30 bas Esmer 1irkin1 materyal olarak kullanmistir. Prolaktin geni ile
ilgili Yerli Anadolu mandalarinda herhangi bir polimorfizme rastlanilmamaistir. Bununla
birlikte Esmer sigirlarda prolaktin geniyle ilgili polimorfizm tespit etmistir. Esmer
sigirlarda A allelinin frekansi 0,82 olarak belirlenirken, G allelinin frekansi 0,18 olarak
belirlenmistir. Genotip frekanslar1 ise AA genotipinde 0,63, AG genotipinde 0,37 olarak

bulunmustur. Esmer si1gir irklarinda GG genotipli birey bulunamamustir.

Sodhi ve ark. (2011), 23 yerli Hint sigirinda (Bos Indicus) prolaktin-Rsal lokusunun
allelik varyantlarinin dagilimini degerlendirmislerdir. PCR-RFLP yontemini kullanarak
prolaktin (PRL) geninin 3.ekzonunda 156 b¢’ lik parca elde ederek heterozigot AG
(0,58) genotipinin baskin oldugunu bulmuslardir. Homozigot AA (0,22) ve GG (0,20)
genotiplerinin frekanslar1 benzer oranlarda bulunmustur. PRL * (0,52) ve PRL € (0,48)
allelleri benzer gen frekanslar1 gostermistir. Hint yerli ki sigirlarinda PRL-Rsal
lokusunun mevcut profili Bos Taurus ve diger iilkelerin sigir irklarindan farkli oldugunu
ya da GG genotipi ve PRLE alleli veya AA genotipi ve PRL”* allelinin daha yaygin

oldugunu bildirmislerdir.
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Akyiiz ve ark. (2012), dort Tirkiye yerli sigir irklarindan, (Dogu Anadolu Kirmizist,
Giiney Anadolu Kirmizisi, Boz Irk ve Yerli Kara Irklari ile Holstein ve Isvigre Esmeri
irklar1) toplamda 259 bas sigirda PCR-RFLP yontemi ile kapa-kasein, sigir biiyiime
hormonu ve prolaktin polimorfizmlerini incelemislerdir. Populasyonlar arasi genetik
farklilagma derecesi 0,053 olarak hesaplanmis ve istatistiksel olarak Onemli
bulunmustur. Genetik mesafe degerlerine gore, en yiiksek genetik farklilik dort Tiirkiye
yerli sigir irklarindan Dogu Anadolu Kirmizist ve Giiney Anadolu Kirmizisi arasinda

bulunmustur ve bu farkliligin 6nemli oldugu goriilmiistiir.

Mahajan ve ark. (2012), Malvi, Nimari and Frieswal irki sigirlarinin prolaktin geni ile
stit verim Ozellikleri arasindaki iliskileri incelemislerdir. Prolaktin (PRL) Rsal
genotipleri PCR-RFLP yéntemi kullanilarak analiz edilmistir. Iki kesim bdlgesinde AA,
AG ve GG genotiplerine karsilik gelen ii¢ farkli RFLP deseni elde edilmistir. Ug sigir
k1 arasinda genotip frekanslart AA genotipi 0,000 — 0,315, AG genotipi 0,629- 0,900
ve GG genotipi 0,000 — 0,100 arasinda olmakla beraber allel frekanslari, A alleli 0,450
— 0,630 ve G alleli 0,370 — 0,550 arasinda bulunmustur. Malvi, Nimari and Frieswal 1rk1
sigirlarinin biitiin genotiplerinin belirgin khi-kare degeri populasyonun Hardy-Weinberg
dengesinde olmadigini gostermistir. Arastiricilar AG genotipli hayvanlarin yiliksek
laktasyon siiresi ve laktasyon verimine, AA genotipli hayvanlarin en az servis
periyoduna sahip oldugunu gozlemis, hayvan islahi agisindan kullanish olabileceklerini

ileri siirmiiglerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bursa bolgesinde farkli yetistiricilerden elde edilen Siyah Alaca (n=70) ve Esmer sigir

(n=66) wrkina ait hayvanlardan alinan kan Ornekleri materyal olarak kullanilmigtir

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan s1gir irklar sayilar1 ve 6rneklerin alindigr ¢iftlik

sayisi
Irk N Ciftlik Sayis1
Siyah Alaca 70 4
Esmer 66 3
Toplam 136 7

3.2. Yontem

3.2.1. Kan Orneklerinin Ahnmasi ve DNA izolasyonu

Her s1girin boyun toplardamarindan 10 ml kan vakumlu K3EDTA igeren tiliplere alinmis
ve soguk zincir altinda laboratuvara getirilmistir. DNA izolasyonlar1 Fermentas
(K0512) marka ticari izolasyon kiti kullanilarak, kitin kullanma kilavuzundaki

talimatlarin uygulanmasi ile asagida bildirilen sekilde gerceklesmistir.

1. Her bir hayvandan alinan kanlardan 200 pl kan ornegine, 400 ul lysis ¢ozeltisi
eklenmis ve 65 °C’de 5 dakika inkubasyona birakilmistir.

2. Inkubasyon sonras1 600 ul kloroform eklenmis ve homojen bir duruma gelinceye
kadar karistirmistir. Daha sonra 10 000 rpm "de 2 dakika santrifiijedilmistir.

3. Santrifiijiin ardindan, tste kalan ve DNA iceren sivi faz temiz bir tiipe
aktarilarak, ¢oktiirme solusyonu eklenmistir ve oda sicakliginda ters yiiz edilip, 10 000

rpm ‘de 2 dakika santrifiij edilmistir.
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4. Supernatanin tamamen uzaklastirilmasiin ardindan tiipte kalan DNA peleti 100
ul 1,2 M NaCl ¢ozeltisi ile tamamen ¢ozlindiirilmiistiir.

5. DNA igeren tiiplere 1000 pl saf etonol ilave edilerek DNA’'nin ¢okelmesi
beklenilmis ve 10 000 rpm’de 3 dakikalik santrifujiin ardindan, etonoliin tiiplerden
uzaklagtirilmasi beklenilerek ardindan DNAlar 100 pl TE ¢ozeltisinde ¢oziindiiriilerek

kullanima hazir hale getirilmistir.

3.2.2. PCR- RFLP Yontemi

Sigir myostatin geninin 3. ekzonunda bulunan 124 b¢’lik bolgenin ve sigir prolaktin
geninin 4. ekzonunda bulunan 294 b¢’lik bolgenin ¢ogaltilmasi igin 50 ng genomik
DNA, her bir primerden (Cizelge 3.2) 0,5 uM ve 12,5 pul 2XPCR Master Mix
(Fermentas, KO171)’den olusan 25 pl reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Siyah Alaca ve
Esmer irklarindan elde edilen DNA’lardan s6z konusu bolgeler PCR ile ¢ogaltilmistir
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1. PCR cihazi

Elde edilen genomik DNA’lardan myostatin lokusunun 3. ekzonuna ait 124 bg¢’lik
bolgenin ¢ogaltilmasinda Stasio ve Rolando (2005) tarafindan bildirilen yontem,
prolaktin lokusunun 4.ekzonunda bulunan 294 bg¢’lik bélgenin ¢ogaltilmasinda ise Brym
ve ark. (2005) tarafindan bildirilen yontem kullanilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Myostatin ve prolaktin genleri i¢in primer dizileri ve baglanma sicakliklar

Restriksiyon

Primer Dizisi (5°—3°) ™m o Kaynak
Enzimi
MY-F | CCAATTACTGCTCTGGAGGAT Stasio ve
MY-R | GGAGACATCTTTGTAGGAGTACAGC | 60°C BstF5I Rolando
(2005)
PRL-F | CCAAATCCACTGAATTATGCTT Brym ve
58,5°C Rsal

PRL-R | ACAGAAATCACCTCTCTCATTCA ark. (2005)

Elde edilen PCR iiriinlerinden myostatin lokusuna ait 124 bg’lik bolge BstF51 enzimi ile

37°C’de 4 saat, prolaktin lokusuna ait 294 b¢’lik bdlge ise Rsal enzimi ile yine 37°C’de

2 saat siire ile kesime birakilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Restriksiyon enzimi ile kesim isleminin gerceklestirildigi kuru blok 1sitict

Daha sonra elde edilen PCR iiriinlerinden myostatin lokusuna ait olan triinler %3,5’luk

ve prolaktin lokusuna ait olanlar ise % 2,5’luk agaroz jelde yiiriitiilmis (Sekil 3.3) ve

elde edilen bantlar UV 15181 altinda etidyum bromiir varliginda goézlenmis ve

fotograflanmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.3. Kesim iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi.

Sekil 3.4. Jel dokiimantasyon sistemi

3.2.3. istatistiki Analiz

Myostatin ve prolaktin lokuslari bakimindan gen frekanslariin (P;j) hesaplanmasinda
lokus sayma yonteminden yararlamlmistir (Nei 1987). Uzerinde durulan lokuslar
bakimindan ¢alisilan populasyonlarin  Hardy-Weinberg genetik dengesinde olup

olmadiklart ise y? testi ile kontrol edilmistir (Diizgiines ve ark. 1983).
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= (2f1f2) _y G-B)
Ay =L

P; = i. allelin frekans1

f1 = 1. allel bakimindan homozigot genotipli bireylerin sayisi
f, = 1. allel bakimindan heterozigot genotiplerin sayist

N =i. lokus bakimindan toplam birey sayis1

x*= Khi-kare degeri

G = Gozlenen frekanslar

B = Beklenen frekanslari
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Myostatin Geni

Elde edilen 124 bg’lik PCR iriinlerinin BstF51 restriksiyon enzimi ile kesimi
yapildiktan sonra % 3,5’luk agaroz jelde Ornekler yiiriitiilmiis ve UV 15181 altinda
gozlenerek, fotograflanmistir. Yapilan kaynak arastirmasinda myostatin lokusunun bu
calismada tizerinde durulan bolgesinde ti¢ farkli genotip deseni (mh+/+, mh+/-, mh-/-)
bulundugu belirlenmistir. Bu genotip desenine gore mh(+/+) 100 ve 24 bg’lik iki band
ile, mh(-/-) 124 bg’lik tek band ile ve mh(+/-) 124, 100 ve 24 bg’lik {i¢ band ile
karakterize olmaktadir (Sekil 4.1). Bu calismada Siyah Alaca ve Esmer irkindan
hayvanlarin tiimiinde sadece mh(+/+) genotipine rastlanmistir. Yani enzim kesimi
sonucunda sadece 100 ve 24 bg iki bant elde edilmistir (Sekil 4.2). Boylece caligilan
irklarda tizerinde durulan myostatin lokusu bakimindan herhangi bir genotipik
varyasyon olmadigi yani populasyonun myostatin lokusu bakimindan polimorfizm

gostermedigi yani monomorf oldugu anlagilmistir.

+/+ -/- +/-
24 124 24
100
100 124

Sekil 4.1. Myostatin genine ait genotip desenleri
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23 45 67 8 910 1E2E3E4E 5EGE 7E 8E 9E10E11E

Sekil 4.2. BstF51 enzimi ile kesim sonucu elde edilen genotipler (M; Marker, 1-10
Siyah Alaca irki; 1E - 11E Esmer 1rki)

4.2. Prolaktin Geni

Prolaktin lokusunda ise iizerinde durulan 294 b¢’lik bolgenin c¢ogaltilmasi ve PCR
irlinliniin Rsal enzimi ile kesimi sonucu, AA (132 bg¢ + 162 bg), AG (132 bg + 162 bg +
294 be ) ve GG ( 294 be) seklinde i genotip oldugu bilinmektedir (Sekil 4.3). Bu
calismada elde edilen analiz sonuglarina gore Siyah Alaca irkinda AG ve GG
genotipleri belirlenirken, Esmer irkinda olasi1 ti¢ genotip de ( AA, AG ve GG)
saptanmugtir (Sekil 4.4). Uzerinde durulan lokus bakimindan gen ve genotip frekanslari

Cizelge 4.1’ de verilmistir.

A GG A£G
132 294 132
162
162 294

Sekil 4.3. Prolaktin geninin Rsal enzimi ile kesimi sonucu olusan genotip desenleri
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M 6364 65 66 67 68 69 70 1E 2E 3E 4E SE 6E 7E 8E 9E 10E11E12E13E

Sekil 4.4. Rsal enzimi ile kesim sonucu elde edilen genotipler (M; Marker, 63-70 Siyah
Alaca irki; 1E - 13E Esmer 1rk1)

Cizelgenin de incelenmesi ile anlasilabilecegi gibi yapilan analiz sonucunda Siyah
Alaca irkinda A allelinin frekansi 0,14 Esmer irkinda ise 0,35 olarak tahmin edilmistir.
Gozlenen ve beklenen genotipik frekanslar1 karsilastirildiginda ise Siyah Alaca irki
Hardy-Weinberg dengesinde bulunurken, Esmer irkinin Hardy-Weinberg dengesinde

olmadig1 anlasilmistir.

Cizelge 4.1. Prolaktin lokusu bakimindan genotiplerin irklara gére dagilimi, gen ve
genotip frekanslar1 ve Khi-kare degerleri

Genotiplera Gen Frekanslari
Irk N v
AA AG GG A G
Siyah 0 20 50 .
70 0,14 0,86 2,0191 O.D.
Alaca (1,372) | (16,856) | (51,772)
1 44 21 ~

Esmer | 66 0,35 0,65 14,4075

(8,085) | (30,03) (27,885)

a: Parantez icindeki rakamlar Hardy- Weinberg dengesine gore beklenen degerlerdir.
0.D : Onemli Degil ** 1 %I diizeyinde onemli
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu arastirma Siyah Alaca ve Esmer sigir irklarinda myostatin geni 3. ekzon bolgesinde
938. pozisyonundaki G—A transisyonu sonucu olusan mutasyonu ve prolaktin
genindeki Rsal enzimi kesimine bagli polimorfizmleri ortaya ¢ikarmak amaciyla

yiirtitiilmiistir.

Bu aragtirmada diinyada bazi sigir irklarinda o6zellikle Piedmentosa sigir irkinda
myostatin geninin 3.ekzon bolgesinde meydana gelen 938. pozisyonundaki G—A
transisyonu sonucunda olusan mutasyon hem Siyah Alaca hem de Esmer irkinda

saptanmig ve biitiin hayvanlarin mh(+/+) genotipinde oldugu ortaya konulmustur.

Myostatin geninin 3.ekzonunda ki 938. pozisyonundaki G—A transisyonu sonucu
olusan mutasyon bazi arastirmalarda bulunurken (Stasio ve Rolando 2005) bazilarinda
ise tespit edilememistir (Oz 2009, Mcpherron ve ark. 1997b). Tiirkiye yerli sigir irklart
ile yapilan benzer bir calismada da 6 irktan (Boz Irk, Yerli Kara, Kilis Irki, Dogu
Anadolu Kirmizisi, Yerli Sari, Siyah Alaca) toplam 136 adet hayvanda 938. pozisyonda
bu caligmada oldugu gibi herhangi bir G—A transisyonu bulunmadigi belirlenmistir

(Oz 2009).

Prolaktin lokusu bakimindan yapilan analiz sonuglarina gére Esmer irkinda A ve G
olmak {izere iki allel ve olas1 ii¢ genotip (AA, AG ve GG) saptanirken, Siyah Alaca

irkinda bu li¢ genotipten sadece AG ve GG genotipleri saptanmistir.

Siyah Alaca populasyonunda A allelinin frekansi 0,14, G allelinin frekansi ise 0,86

olarak hesaplanmis ve populasyon Hardy- Weinberg dengesinde bulunmustur.

70 Siyah-Alaca sigir irkinin exon 4’{i kapsayan 294 bp’lik PRL geni lizerinde yapilan
calismada PCR-RFLP-Rsal polimorfizmi belirlenmistir. Bu populasyonda A-G
lokusunu tagiyan kromozomlarin % 14t A ve % 86°s1 G alleli olarak bulunmustur yani

A allelinin frekans1 0,14 ve G allelinin frekansi 0,86 olarak bulunmustur. Siyah Alaca
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sigirlarinin genotip frekanslart AA genotipi 0,0196, AG genotipi 0,2408 ve GG genotipi
0,7396 olarak bulunmustur.

Esmer sigir irki populasyonunda 1 bireyde AA genotipi, 44 bireyde AG ve 21 bireyde
GG genotipi oldugu gorilmiistiir. 66 Esmer sigir irkinin exon 4’i kapsayan 294 bp’lik
PRL geni iizerinde yapilan ¢alismada PCR-RFLP-Rsal polimorfizmi belirlenmistir.
Esmer 1rki populasyonunda A-G lokusunu tasiyan kromozomlarin % 35’1 A ve % 651
G alleli olarak bulunmustur yani A allelinin frekans1 0,35 ve G allelinin frekans1 0,65
olarak bulunmustur. Esmer sigirlarinin genotip frekanslart AA 0,1225, AG 0,4550 ve
GG 0,4225 olarak bulunmustur. AG ve GG genotiplerinin frekansinin birbirine yakin

diizeyde oldugu goriilmiistiir.

Bu caligsmaya referans olan Brym ve ark. (2005)’de 186 Siyah Alaca ve 138 Jersey
irkindan olusan populasyonda exon 4’1 kapsayan 294 bp’lik PRL geni {izerinde yapilan
calismada PCR-RFLP-Rsal polimorfizmi belirlemislerdir. 186 Siyah Alaca sigir irkinda
A alleli frekasinin 0,113 ve G alleli frekansinin 0,887 oldugunu ve 138 Jersey sigir
irkinda A alleli frekansinin 0,706 ve G alleli frekansinin da 0,294 oldugunu
gozlemislerdir. Bu ¢alismalarinda AG genotipli sigirlarin en yiiksek siit verimine sahip
oldugunu, GG genotipli sigirlarin en yiiksek yag igerigine sahip oldugunu
belirtmislerdir.

Elde edilen verileri bu calisma ile kiyasladigimizda GG genotipi frekansi (0,7396)
Siyah Alaca si1gir irkinda diger genotip frekanslarindan oldukga yiiksek bulunmustur ve
referans makaleye gore Siyah Alaca sigir irklariin yiiksek yag igerigine sahip oldugu
sOylenebilir. Esmer siir irkinda ise AG genotip frekansi (0,4550) ile GG genotip
frekansi (0,4225) degerleri birbirine olduk¢a yakin bulunmustur.

Kaplan (2010) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada Yerli Anadolu Mandalarinda ve
Esmer Sigir irklarinda PCR-RFLP yontemini kullanarak Prolaktin geni polimorfizmini
belirlemislerdir. 45 bas Anadolu Mandas1 ile 30 bas Esmer sigir irki materyal olarak
kullanilmistir. Prolaktin geni ile ilgili Yerli Anadolu mandalarinda herhangi bir

polimorfizme rastlamamislardir. Bununla birlikte Esmer sigirlarda Prolaktin geniyle
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ilgili polimorfizm tespit etmislerdir. Esmer sigirlarda A allelinin frekans1 0,82 olarak
belirlenirken G allelinin frekans1 0,18 olarak belirlenmistir. Genotip frekanslar1 ise AA
genotipi i¢in 0,63, AG genotipi i¢in 0,37 olarak bulunmustur. Esmer si8ir irklarinda GG

genotipli birey bulunamamustir.

Alipanah ve ark. (2007b), yaptig1 ¢calismada 72 Rus Siyah Alaca ve 98 Kirmiz1 Alaca
sigir irklarinda PRL — Rsal lokusunu belirlemislerdir. Siyah Alaca ve Kirmizi Alaca
irklarinin PRL- Rsal lokusu bakimindan gen frekanslar1 sirasiyla A; 0,71 ve 0,78 ve G;
0,29 ve 0,21 bulunmustur. Prolaktin geninde A ve G alleli frekansi agisindan fark
bulunmamistir. PRL — Rsal ve siit verimi ve siit yagi ylizdesi arasindaki énemli iligkiler

her ikisi i¢inde ayn1 gézlenmistir.

Dybus ve ark. (2005), yaptig1 ¢alismada Prolaktin geni ekzon 3 Rsal polimorfizminin
toplam 427 Siyah Alaca ve Jersey ineklerin siit verimleriyle iliskilendirildigi ¢calismada
Siyah Alaca ve Jersey irklarinin genotip frekanslari sirastyla AA (0,7107 - 0,0919), AG
(0,2851 - 0,4324) ve GG (0,0042 - 0,4757) olarak hesaplanmis ve irklara gore gen
frekanslar1 ise sirasiyla A (0,8533 - 0,3081) ve G (0,1467 - 0,6919) olarak
hesaplanmistir. Calismada irklar arasindaki genotip ve allel frekanslart farkl
bulunmustur. Incelenen 1irklarda tespit edilen genotipler ile siit verim o6zellikleri

arasindaki iligkiler onemsiz olarak bildirilmistir.

Sonug olarak ¢ift kaslilik fenotipini en az 6 farkli mutasyon etkilemektedir. Bu
mutasyonlardan 3. ekzon i¢inde yer alan nt938 (G—A) mutasyonu bu tez ¢alismasinda
tespit edilmistir. Cift kaslilig1 etkileyen diger mutasyonlarin ( 3 ekzon bolgesinde nt821
(delll), nt874(G—T) ve 2 ekzon bolgesinde nt419 (del7-ins10), nt610 (C—T), nt676
(G—T)) kiiltiir 1rklar1 icerisinde daha detayli arastirilmasi faydali olabilir. Ayrica bu
wklarla cift kaslilik goriilen Piedmentosa gibi 1rklarin melezlenmesi ¢aligmalari

yapilarak et verimleri agisindan daha fazla verim elde etmek miimkiin olacaktir.
Prolaktin geni i¢in ise AG genotipli sigirlarin en yiiksek siit verimine sahip oldugu, GG

genotipli sigirlarin en yiiksek yag igerigine sahip oldugu bulunan mevcut literatiir

caligmalar1 goz Oniline almarak kullanilan materyallerin verim kayitlar1 ile bulunan
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sonuglar kontrol edilerek frekansi yiiksek bulunan hayvanlara damizlik olarak daha ¢ok
sans taniabilir. Ayrica bu sigir wrklart i¢in prolaktin geni bakimindan siit ve yag
verimini etkileyen diger bolgelerin daha detayli arastirilmasi ve verim kayitlar ile

birlikte karsilastirilmasi yarar saglayacaktir.
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