T.C.

AYDIN ADNAN MENDERES UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
ZOOTEKNI ANABILIM DALI

2019-YL-164

YERLI KIL KECILERINDE LEPTIN GEN
POLIMORFIZMI VE BUYUME OZELLIKLERI
ILE ILISKISI

Nese CANKARA

DANISMAN
Prof. Dr. ibrahim CEMAL

AYDIN












T.C.
AYDIN ADNAN MENDERES UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGUNE

Bu tezde sunulan tiim bilgi ve sonuglarin, bilimsel yontemlerle yiirtitiilen gercek
deney ve gozlemler gergevesinde tarafimdan elde edildigini, ¢alismada bana ait
olmayan tiim veri, diisiince, sonug ve bilgilere bilimsel etik kurallarin geregi
olarak eksiksiz sekilde uygun atif yaptigimi ve kaynak gostererek belirttigimi
beyan ederim.

04/12/2019

Nese CANKARA






vii
OZET

YERLI KIL KECILERINDE LEPTIN GEN POLIMORFIiZMi VE
BUYUME OZELLIKLERI iLE ILISKISi

Nese CANKARA
Yiiksek Lisans Tezi, Zootekni Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Ibrahim CEMAL
2019, 59 Sayfa

Aydin ve Denizli illerinde, yetistirici kosullarinda bulunan yerli Kil kegilerinde
yapilan bu c¢aligmada, leptin geni bakimindan var olan polimorfizmin
tanimlanmas1 ve oglaklarin biiyiime oOzellikleri bakimindan genotipler arasi
farkliliklarin ortaya konmasi amaglanmistir. Arastirmanin hayvan materyalini
farkli isletmelerden Orneklenen 155 bas oglak olusturmustur. Dogumu takiben
oglaklarin gelisme ozellikleri 5.5 aylik yasa kadar izlenmistir. Oglaklardan 3.5
aylik yasta alinan kan 6rneklerinden DNA elde edilmistir. Ardindan, leptin geninin
Exon 1 bolgesindeki 412 bg¢ uzunlugundaki kisim, bu diziye 6zgii primer ¢ifti
kullanilarak PCR teknigi ile ¢cogaltilmistir. PCR ile ¢ogaltilan bolgedeki niikleotid
polimorfizmini ortaya koymak i¢in RFLP yontemi uygulanarak PCR iiriinleri
NmuCl (Tsp45l) restriksiyon enzimi ile kesime tabi tutulmustur. Enzim kesimi
sonunda agaroz jel elektroforezi ile ayristirlan DNA bantlarindan bireylerin
genotipleri tespit edilmistir. Ardindan, genotip bilgileri ile oglak gelisme
ozelliklerine ait fenotipik veriler istatistiki yontemlerle analiz edilerek bulgular
ozetlenmistir. Incelenen 155 bireylik 6rneklemde CC genotipine hig rastlanmamus,
150 birey TT, kalan 5 birey ise TC genotipli olarak tespit edilmistir. TT, TC ve CC
genotiplerinin frekanslan sirasiyla 0.967, 0.033 ve 0.000 bulunmustur. T ve C
allellerinin frekanslar ise sirasiyla 0.984 ve 0.016 olarak hesaplanmistir. Aydin ve
Denizli illeri igin genotip ve allel frekanslar1 benzerlik sergilemistir. incelenen
SNP bakimindan Kil Kegi populasyonunun Hardy-Weinberg dengesinde oldugu
belirlenmistir. Istatistiki olarak 6nemli c¢ikmasa da incelenen oglak biiyiime
6zelliklerinin tamami (dogum agirligi, 3.5 ve 5.5 aylik yastaki canli agirliklar, iki
farkli doneme ait OGCAA) bakimimdan TT genotipli bireylerin ortalamasi TC
genotipli bireylerden belirgin derecede yiiksektir. Biiylime 6zellikleri bakimindan
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TT genotipli bireylerin TC genotipli bireylere nispetle ortaya koydugu yiiksek
performans bulgusu, cok daha genis bir hayvan materyalinde leptin geninin
tamaminin DNA dizilemesine ve performansla iliskilendirilmesine dayali daha
detayl1 ek caligsmalarin yapilmasini gerekli kilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kil kegisi, Biiyiime 6zellikleri, Leptin geni, PCR-RFLP
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LEPTIN GENE POLYMORPHISM AND ITS ASSOCIATION WITH
GROWTH TRAITS IN NATIVE KIL GOATS

Nese CANKARA
Master of Science Thesis, Animal Science
Supervisor: Prof. Dr. Ibrahim CEMAL
2019, 59 Pages

In this study, it was aimed to identify the polymorphism of leptin gene and to
determine whether there is a difference between genotypes in terms of growth
characteristics of kids. The animal material of the study consisted of 155 kids
sampled from different farms. The growth characteristics of the kids were
observed from birth to 5.5 months of age. DNA was obtained from blood samples
taken from kids at the age of 3.5 months. Subsequently, the 412 bp length region
in the Exon 1 region of the leptin gene was amplified by PCR technique using the
primer pair specific for that region. In order to reveal the nucleotide polymorphism
in the region amplified by PCR, RFLP method was applied and PCR products
were cut with NmuCl (Tsp45I) restriction enzyme. Genotypes of the individuals
were determined from the band profiles obtained by separating the DNA
fragments formed after enzyme cutting by agarose gel electrophoresis. Then,
genotype and growth performance data of kids were analyzed by statistical
methods and findings were summarized. In the sample of 155 individuals, no CC
genotype was detected, 150 individuals were identified as TT and the remaining 5
individuals were identified as TC genotypes. The frequencies of TT, TC and CC
genotypes were 0.967, 0.033 and 0.000, respectively. Allele frequencies for T and
C were 0.984 and 0.016, respectively. Genotype and allele frequencies were
similar for Aydin and Denizli provinces. In terms of the SNP examined, the Kil
goat population was found to be in Hardy-Weinberg equilibrium. Although not
statistically significant, the average of TT genotypes was significantly higher than
the TC genotypes in terms of all of the growth characteristics of the kids examined
(birth weight, live weights at 3.5 and 5.5 months of age, average daily gain for two
different periods). The high performance finding of TT genotypes relative to TC



genotypes in terms of growth characteristics necessitates further detailed studies
based on DNA sequencing of the entire leptin gene and its assosiations with
growth data in a much larger animal material.

Key Words: Kil goat, Growth characteristics, leptin gene, PCR-RFLP
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EKLER DIZiNi

Ek-1. Kegci leptin geninin tamamina (NCBI Acces no: JQ739233) ve caligmamizda
incelenen exon 1 bdlgesinin 412 bg’lik kismina ait DNA dizi bilgisi

GCCTCTTCCCAGGGAGCCCACTTTGCAATCCTGTGATATCTTGTCCTTCTTGCAGAGCTC
TTTCTTAAAAATATATATATATATTATTTATTCTTAATTGAAGGATAATTGCTTTACAAT
ATTGTGTTGGTTTCAGCCATACTTCCAGAGCTCTTTCCTCCTGTATTGATATGGCCTGTT
AACTATCTTCCCTATTAAACTGTAAACACTTTGAGAGTAAAAAACATCCGTTGTTCACTG
TGGCATCCTTGGTGCCCAGCACTGCGTCTGACATTATCAGACCTTCTGTAAGTGGCTGTT
GGAGTCAGGCTCCCAAAGGGAGAGAAAGAAGTAATAAAGCCAGTAGTAAATGCCATCACG
GAGGTATCGGCGTGCTGCTGTGAGAGAGTAATGAAGAGGACAGTCACATAATCTCTAATA
ATAGGGTAGTAATAGAGAACCTTTCACAACTCCTTTAAAGCTCTTTCACGCGCATTATCT
AATTTGATCCTCATAAAACCCTGCAGATAGGTACATTGCAGGGGATACAGGGGGAGTTTT
TAGCGGTTATGGGATATGCCTGAAGTCGTGCAGCTATTTAATGCCTGGATTCAAACCAGA
CCTTAAAAGCCCGCCGTCCATCCGCTCATGCCCTGGCTCACTGCTGTGTGGTCTACAGCA
CACCTCACTGTGGTTTTCTTGATTCCACCGCACCTCTCTCCAGGGGAATGCATTTCATTA
CTGTTATTTCTAGACAATAAATTATCTTTGAGGAGATGATAGCCACGGCAGACAGCAGAT
CTCGTTGTTATCCGCATCCAAAGACATGGATGTGGGTGGTAACGGAGCACATGGGTGTTC
TCGGAGAGCTGGCGATGTGCCACGTGTGGTTTCTTCTGTTTTCAGGCCCCAGAAGCCCAT
CCCGGGAAGGAAAATGCGCTGTGGACCCCTGTACCGATTCCTGTGGCTTTGGCCCTATCT
CTCCTACGTGGAGGCTGTGCCCATCCGCAAGGTCCAGGATGACACCAAAACCCTCATCAA
GACGATTGTCACCAGGATCAATGACATCTCACACACGGTAGGGAAGGACTGGAAGATGAG
GTAGAACCGTGGCCATCCCGTGGGGGACCCCAGAGGTTGGCAGAGGAGGCTGTGCAGCCT
TGCACAGGGCCCCAGCGGCCTGGATGCCCCCACTAGTGTACAGACAGCTCCTCTCCTCAT
CCACTTCCCTTGCCTCCCACCTTCTCACTCTCCTCCCTACCAGACCGGAATCCTAGTGCC
CAGGCCCAGAGGGAGTCACAAAGGTCCCGGTGTCCCCTTGGCAGGTGGCCAGAACCCCAG
CAGCACTCCCTCTGGGCCTCCATCTCATTTCTAGAATGTTTTAGTCATTAGGCATTCTTC
CCGGCTGGTAGCTGAGCTCCAACCCTGCGAAGCTTCTCCTCATCACTGCCAGCCCTGCCC
ATCAAGCCCTCTTCAGATACAACCCTCTGTGTTTTTGCAAACAGTTATCAGTGTCTCTTG
GGGCATTTTTTCTGAGGTCCGCAAGCTCAGACCTGCAACCACAGATGAGGTCTGTATTTA
GAATGAGGGAGATGAAGTGTGACTTCTCACCCTTCTGTTCTCTGTCTGTAAAGTCTTAAG
CTGGTCAGCTTCCACAAAGTCTTTAAACTCCAGTTTCCTCATCTAGAAAATGAAAGTGGG
AAAGTGTTAGTTGCTCAGTCATGTCCAACTCTTTGAGACTCCATGAACTGTAGTCTACCA
GGCTCTTCTGTCCATGAAATTCTTCAGGCAAGAATACTGGAGTGGCTTGTCATTTCTCTT
CCCCAACGAGATCTTCCCAACCCAGGGAATGAACCCAGGTCTTCTGCATTGCAGGCGGAT
TCTTTACCATCTGAGCCACCAGGGAAACCCATAAGACCTTGTGAAGACTATTAAGATAGT
CATCTAGACAACAGGACTATCTTAATAGTCTTCATAAGGTCTTCATGAGACTAAATTAGA
TAAAGCAAGTGACCCTCCCTGCATACCCTTGCAGAACCAGAACTGTGTATGCCCTCTTTC
AAGGTTTTCAGTCATAACTTTTGATAGCTTCCCACCTTAAAAGCCAACTTGCTCACCTGC
GTGGAGCAATCTGGAGACTTCCACATCTCCTGACCACTCTATATTTCTAACAGTGGCTTT
GGGCAGCCAGGGAGAAGTTAGGTGGCCAGAAGCAGGGACAGATCAGAAATAGACAGCGTC
TGCATTTCCTAGAGAAAAGCCTTTAAATTCCTTGCTTTCAAAACAGTCTTTCAACAAGCT
GTACACAATAGACCCAGAGGGGTCGCACAGAGTCAGACACGACTGAAGCGACTTAGCAGC
AGCAGCAGCAGCCCCAACCTGTGTGGTGCCGGGATTGATTGCTGTGGGTGGCGGGGAAAG
GGAGAACCCCTCCTGGTAACCAGGGTTACTTGAGTAGAGCAGTGAGCTGGGGCATCGCTG
GGGTCATGGCCTGAATCTCTTAGGGATTGAGACTTCCTGGAGAATCTGACTGTGAGGGAG
GAGTCTGCTTGGGGTGGAAGAGCTGGGGACGGGGAATGTATGGAAGACCTCAGTGCCTGG
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GGAAGAGACTCAAGCAGGAAATAGGGAGTCATGGCTTGTTCTATAGCAGAGTCATTTGGA
AAAGGGAACAGCCTGCAAAGGCTGGTCTGGAAGCAAAGGGCAGGGTGGTTTGGGAAGGGC
AGAAAGATAGGAGCCCAGGACACCAGCTTGGAAGAATGGCGGCCACATGGGCACAAGAAG
TAAGGGTCCAGGGAGGATGGTGTGGAGGGGAGGGGAGGAAGCACCTCTACACTCGAGGGA
AAGGCTGAGTTGGGGAGCTTTGAGGAGCCGCCCTCTCTCCCACTGAGCTCTTGCTGTCCC
CTTCCTCCTGCATAGCAGTCCGTCTCCTCCAAACAGAGGGTCACTGGTTTGGACTTCATC
CCTGGGCTCCACCCTCTCCTGAGTTTGTCCAAGATGGACCAGACATTGGCAATCTACCAA
CAGATCCTCGCCAGTCTGCCTTCCAGAAATGTGATCCAAATATCTAATGACCTGGAGAAC
CTCCGGGACCTTCTCCACCTGCTGGCCGCCTCCAAGAGCTGCCCCTTACCACAGGTCAGG
GCCCTGGAGAGCTTGGAGAGCCTGGGCGTCGTCCTGGAAGCCTCCCTCTACTCCACCGAG
GTGGTGGCCCTGAGCCGGCTACAGGGGTCTCTACAGGACATGTTGCGGCAGCTGGACCTC
AGCCCTGGGTGCTGAAGCCTTGAAGGCCTCTCTTCCCAAAGTCCAGGGAAGAAACCTGAG
CTTCTGGCTGTCTGCAGAAGAGAGCCTATGTGGGCATCCTTTATGCAGGCCAGCGGGCCA
TTTCTCTCTTGCTCCTCTCAGCTGCTCTTCCAAAGGCAGAAAACTGCGAGGCAGGAAACC
AAAGATATAAATACAGGTTCCATGCCCACCAGGAAGGGGGGCCCATCCAGCAAACAGTAG
ACTGGAGCTGGGATTTTCGCAGCAGTCTTCCTCCCTGTTCCAGCTCCGTCTCACTGCATG
CTTCAGCATGACCTGGGATGATTTCAGAGCCTTTGGACCATCAAGCAAGATTCCCTCTGA
GAATCCAGGGAGCATCATGAAGGCTACGGGCACATACAGCTGGATATTCCCACACAACAC
ATGATGGAAGCATTTATTTATTAATTATGCATTTTATTCTGAATGGATTTGAAGCAAGAC
ACCAGCTTTTCCAGGCTCTTTGGGGTCAGCTGGGGTGAGGGATGCTACTGGGGTGCCCAT
CGACAGGCCTCAGCGAGGCAAACCCATTTTGAGTGACTTGAGGGCTCTCAAGTTTGTTCT
CCAGGGACTGGCTTTGTTTCTACTGTGACTGACTTTAAATTACAGTGTTTGCAATGGCAT
TGCTCTGAATGGATCTCGAAGGACCAAGTTATTTTAAAAAGAAGAAGAATTTTGTCAAGT
GTAATATATCGCTGGGTATACCCAGAGGTGGGAAATGTGTTGATGGAGGGTGGGGAGATC
CAGAATGTGTTTTCTGAATAACATTTTTGTGATGGACTCTTTGGATGGGGTGAGTCATCT
TCTCATCTTTGCGGTTTTCATGAGGAGATGACTCCTTCGGGGGGGGATGATGTGGGGGTT
TGCTAACCATCCATGGATTGAGTGGTGGGGGTACTGAAGCTGAAGGCCATAGGGATAGTG
GTGAGCTCTGGCCTTCTCTGACTGTTAGAGAGTGGTCTTGCTCATCAGGAAGTGAGGACC
CCACACTGGAGATGGTGATCCCCAGAACAGGGATCCTTGGTGTATGGTCTGGGTTGACCC
CACGTTGTATTGATAACATGGTCGTGACCTTCTTTGGGATTTGCATGCTCACCCAAAGCA
AGGCCATGCTTCCCATCCATTTGGGAAGGATTTTTATTCCAGTGGGAGGGGGAAGTATTC
CAGCGTGGGCTTCAGTGGATGGTCCCTCGACCTGGGTCAGCAATGGGTCAGTGGAGGCCC
GAGACCCCAGGACCAGCCCCCAGGAGCCTCCTTCTCACTAGTGGTCATGTGCAGTAGAAC
AAAGGAGGAGGCTTGGGTTTCCCACCATCCTGCCATTGTGATGCAGCCATCACACGACAG
GAGGTGGATCAGTCCAAGGAAATTGGAATCTAAGCAACCAATTTTAAGACTGAGCACCTA
CTTGTGCTCAGCCCCAACTGGTGCTATGGGCTGAGAAGCTCACCAAATAAATATTAAAAT
GCAAGCCCTGCCCTCAGGGACCTTGCATTCCAGATGGTAGAATCCCACTCACCAGCATGC
AAAGGCTGCCGTTTCACCATGGCAACCGAGCAGCTGAGACAG



1. GIRIS

Koklii bir gegmise sahip sekilde geleneksel olarak yapilan, bolge ve yorelere gore
Ozgiinliikler iceren kiiciikbas hayvan yetistiriciligi Tirkiye icin 6zel bir dneme
sahiptir. Bu hayvanlar verimsiz mera alanlarini, nadasa birakilan alanlari, aniz
iceren tarlalari, bitkisel iiretim igin elverisli olmayan alanlari, diger tiirlerin
yararlanamadig1 marjinal alanlar1 etkin bir sekilde degerlendirerek, siit, et, yapagi,
kil, ve deri gibi tiriinlere doniistiirebilme kabiliyetine sahiptirler. Kii¢iikbas hayvan
yetistiriciliginin bu 6nemine karsilik son yillara kadar koyun ve kegi sayisinda
onemli Olciilerde gozlemlenen diistigler iiretimde azalmaya neden olmustur
(Kaymake1 vd., 2006).

Halk arasinda kara kegi olarak ta anilan Kil kegisi, Tiirkiye’de en yaygin olarak
yetistirilen keci rkidir. Kil kegileri zorlu yetistirme kosullarina dayanikli ve
kanaatkar hayvanlardir. Sicak ve soguga karsi toleransli, kotii bakim ve beslenme
kosullar1 ile hastaliklara dayanikli, saglam viicut yapisina ve uzun yiirime
kabiliyetine sahip, Anadolu’nun her tiirlii iklim kosulunda, meyilli ve kayalik
arazilerde yetistirilebilen hayvanlardir. Tiim bolgelerde yetistiriciligi yapilabilen
bu 1k siklikla, denize yakin ormanlik ve c¢alilik bolgelerde daha yaygin
bulunmaktadir. Geleneksel yapidaki keci yetistiriciliginin Tiirkiye ekonomisi
icinde de kiigimsenemeyecek bir yeri bulunmaktadir. Kiiltiir irklart i¢in uygun
olmayan boélgelerde, sahip olduklari avantajlarla birlikte yetistirilirken, 6zellikle
orman i¢i ve kenar1 dag koylerinde yasayan niifusun ge¢im kaynagini ve besin
gereksinimlerini karsilayip bu yorede yasayan halkin sigortasi konumundadirlar.
Entansif kosullara ihtiya¢ duyan kiiltlir irklarmin, Kil kegilerinin yetistirildikleri
ekstansif kosullarda yetistirilmesi durumunda birakin verim vermeyi yasamlarini
saglikli stirdiirmeleri olasi degildir. Bu sayilan nedenler ile Kil kegisinin iilke
hayvanciliginda 6zel ve siirdiiriilmesi gereken bir yeri bulunmaktadir.

1960’1 yillarda 24.632.208 bas olan keci varligimiz, 2009°1u yillarda 5.593.561
basa kadar gerilemis, ancak sonraki yillarda devlet destekleri ile yetistiriciler
tesvik edilerek 2018 yil1 itibariyle 223.874 bas Tiftik Kegisi ve 10.698.553 bas Kil
Kegisi olarak toplamda 11.367.584 basa kadar yiikselmistir (TUIK, 2019).

Ulkemizdeki keci varliginm biiyiik bir kismim Kil kegileri olustururken, az bir
kismini da Tiftik ve Kilis Kegileri olusturdugu bildirilmektedir (Eker vd., 1975;
Tuncel ve Bayimndir, 1983). Kil kegisi her bolgede bulunmakla birlikte en fazla



Ege, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bolgelerinde yetistirilmektedir (Sekil 1.1.).
Ege ve Akdeniz bolgelerinde bulunan siiriilerin biiyiik bir cogunlugu her y1l azalan
hatta bazi bolgelerde ortadan kalkmis olan gdcebe siiriilerden olugmaktadir
(Sengonca ve Kosum 2005; Kaymake¢i, 2005; Ertugrul vd., 2010). Tarim ve
Orman Bakanligi bilinyesindeki Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel
Miidiirligii (TAGEM) tarafindan koordine edilen genetik kaynak tanimlama ve
koruma galismalart ile Halk Elinde Hayvan Islah1 Ulkesel Projesi kapsamindaki
sahada ylritiilen son 10-15 yildaki ¢alismalar sonucunda iilkemizde bir¢ok diger
ke¢i 1rki veya tipinin (Honamli, Norduz, Mahalli, Kackar, Giircii, Abaza vb)
varlig1 da ortaya konmustur.

@

e
2are

Kegi Sayisi (Bas)

W 350,358 10 640,302 (5)
B 173660 to 360,358 (16)
@ 9052110 173660 (17)
B 3877210 90,521 (15)
O 117710 38772 (28)

Sekil 1.1. Tiirkiye icin keci yetistiriciligi yogunluk haritasi

Kil Kegilerinde viicut rengi genellikle siyah olmakla birlikte beyaz, krem, gri
tonlari, kahverengi ve alaca renklere de rastlamir. Renk dagilimi yetistirici
tercihlerine bagl olarak siiriilere gore biiyiikk degisimler gosterebilmektedir.
Kegilerde her iki cinsiyet i¢in, biiyilk ¢ogunlukla boynuzluluk ve sakal
gozlemlenmektedir. Kil kegileri kombine verimli olarak nitelenebilir. Belli bir
verim yOniinde 1slah ¢alismasi son yillara kadar yapilmamis olmamakla birlikte
bolgeler hatta aymi bolgedeki siiriiler arasinda verim ve morfolojik 6zellikler
yoniinde farkliliklar gozlenmektedir. Tekiz dogumlar yogun olmakla birlikte
ikizligin yiiksek oldugu siiriilere de rastlanabilmektedir. Iyi bakim-besleme
kosullarinda ikizlikte bir miktar artig goriilebilmektedir. Laktasyon siireleri 180-
235 giin arasi olarak belirlenen kegilerin laktasyondaki siit verimleri 100-130 kg,



stitteki yag oranlar1 %5-5.5 arasinda belirlenmistir. Disilerin canli agirhiklar 45-65
kg, erkek hayvanlarin ise 60-90 kg arasindadir. Kil verimi erkek hayvanlarda 1-2
kg, disilerde 0.5-1 kg arasindadir (Anonim, 2009).

Ulkemizde genis bir populasyona sahip olan Kil kegilerinin biiyiik bir bliimii
diistik sayilabilecek verim potansiyeline sahiptir. Ancak populasyondaki ¢ok genis
varyasyon verimlerinin gelistirilebilme olanagina isaret etmektedir. Var olan
potansiyelden geregince yararlanmak i¢in kegi basina verimin, ¢evre kosullar1 da
dikkate alinarak, yiikseltilmesine ihtiyag vardir. Bunun iginde genetik 1slah
calismalar1 ve ayni zamanda iyi bakim ve besleme sartlariin saglanmasi
gerekmektedir.

Gegtigimiz son 20 yila bakildiginda, molekiiler genetik alaninda yasanan
gelismeler ile c¢iftlik hayvanlarinin genetiginin tanimlanmasina yonelik ¢alismalar
hiz kazanmistir. Bu teknikler genetik kaynak tanimlama ve koruma yaninda 1slah
programlarinda da etkin olarak kullanilmaya baglanmistir. Ciftlik hayvanlarinin
genetigine yonelik olarak molekiiler markorler (cogunlukla mikrosatellit ve SNP)
kullanilarak yapilan ¢alismalarda; DNA seviyesinde genetik varyasyonun ortaya
¢ikarilmasi, verimle iliskili biiyiik etkili genlerin belirlenmesi, ebeveyn tayinleri ve
hatta son yillarda ¢ip tabanli SNP markor genotiplemelerine dayali genomik
seleksiyon ¢aligmalari etkin bir sekilde gerceklestirilmektedir. Sigir, koyun, domuz
gibi ¢iftlik hayvanlarinda genetik ¢alismalar yogun olarak yapilmakla birlikte,
keciler ile ilgili caligmalar daha simirli olup son yillarda bir miktar artig

gostermigtir.

Son yillarda insan da dahil olmak {izere bir¢ok tiirde yogun arastirmalara konu
olan genlerden biri de Leptin (LEP) genidir (obezite geni). Toplam 167
aminoasitten olusan hormonal bir protein {iriiniin kodlanmasinda sorumlu bdlgeye
verilen bir isim olup ilk olarak (Zhang vd., 1994) tarafindan ortaya g¢ikarilmistir.
Bu gen bolgesinin kodladigi molekiil agirligi 16 kilodalton olan polipeptid, tek
zincirli yapida bir hormondur (Christos and Mantzoros, 1999; Meier and Gressner,
2004). Leptin adipoz (yag) dokulardan sentezlenip kan dolasimina salinmaktadir
(Frederich vd., 1995; Friedman ve Halaa, 1998; Houseknecth vd., 1998). Leptin
geni viicut enerji dengesinin diizenlenmesinde, besin aliniminda, liremede etkili
olan bir proteini kodlar (Houseknecth vd., 1998). Diger ¢iftlik hayvanlarinda
oldugu gibi kecide de leptin geni varyantlariin bilyiime 6zelliklerini etkilemesi
olasidir. Leptin geni polimorfzmi ile kegilerde biiyiime 6zellikleri arasi iligkilerin



tamimlanmasi kegi yetistiriciligine yonelik yapilacak seleksiyon programlarina bu
gene yonelik tamimlamalarin entegre edilip edilemeyecegi yoniinde yol gosterici
olabilecektir.

Yapilan ayrintili literatiir taramasinda kegilerde leptin geni ile ilgili yapilan
calismalarin ¢ok simirli oldugu goriilmiistiir. Wang ve ark. (2015) tarafindan
Cin’deki 5 ke¢i rkinda yapilan ¢aligmada LEP geni polimorfizmi DNA dizi
analizi ve PCR-RFLP yontemleri ile tanimlanmig ve yeni SNP’ler belirlenmistir.
Calismada, LEP geni polimorfizmi ile Cin Nanjiang Sar1 kegisinin biiyiime
ozellikleri arasinda iliski oldugu bildirilmistir. Maitra ve ark. (2014)
Hindistan’daki 7 kegi irkinda leptin geninin tamaminin DNA dizilimini 13 primer
cifti ile ¢ikartarak 7 yeni SNP tanimlamiglardir. Hindistan’da bulunan Jamunapari
ve Barbari ke¢i irklarina yonelik bir ¢alismada ise (Singh vd., 2009) leptin geninin
exon 2 ve intron 2 bolgeleri DNA dizi analizi ile incelenmis ve incelenen her iki

bolgede de birer mutasyon tespit edilmistir.

Kil kegisi 1slahina yonelik en etkin calisma Tarim ve Orman Bakanligi Tarimsal
Aragtirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii tarafindan 2005 yilinda yerli koyun
irklarimin 1slahina yonelik baglatilan ve 2011 yilinda degisik illerde devreye
sokulan Kil kegisi tanimlama ve islahina yonelik alt projeleri kapsayan “Halk
Elinde Hayvan Islah1 Ulkesel Projesi”dir. Proje kapsaminda Denizli ve Aydin
illerinde sirasiyla 2011 ve 2012 yillarinda alt projeler baslatilmis, Adnan Menderes
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimiinden arastiricilar  tarafindan
yiiriitilen bu alt projeler kapsaminda irkin temel fizyolojik ve morfolojik
Ozelliklerinin tanimlanmasi yaninda biiylime o&zellikleri bakimindan 1slahina
yonelik ¢aligmalar, babalik testlerine yonelik molekiiler genetik analizlerin de
kullanilmasiyla siirdiiriilmektedir. Islah etkinliklerini daha da etkin kilacak markor
destekli seleksiyon veya nihai olarak genomik seleksiyon ¢aligmalarina gereksinim
duyulmaktadir.

Ulkemizdeki kegi 1rklarinda leptin geninin karekterizasyonuna yonelik yapilan tek
bir calismaya rastlanmistir. Bakircioglu ve Ozbatak (2016) tarafindan yapilan
calismada; Ankara, Kil ve Kilis kegilerinde Leptin geni 2. ekzon ve 2. intronu
DNA dizi analizi ile incelenmis ve haplotipler belirlenmistir. Calismada,
hayvanlarin performans 6zellikleri ele alinmamustir. Kil kegisi bagta olmak iizere
iilkemizdeki kegi irklarinda leptin geni exon 1 bolgesi polimorfizmini ortaya

koyan ve en Onemlisi genetik varyantlar ile verim Ozellikleri arasi iligkiyi



tanimlamaya yonelik herhangi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu eksikligi
gidermek icin gerceklestirilen bu tez ¢alismasi ile Aydin ve/veya Denizli illerinde
de yetistiriciligi yapilan yerli Kil kecilerinde leptin geni exon 1 bdlgesi
bakimindan polimorfizmin tanimlanmasi ve oglaklarin biiylime 06zelliklerinin

leptin geni genotiplerine gore degisiminin ortaya konmasi amaglanmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Kegci Yetistiriciligi

Kegi (Capra hircus) ilk evciltilen hayvanlardan biridir. Yapilan kazilardan elde
edilmis olan arkeolojik bulgulara gore kegiler yaklagik giiniimiizden 10-11 bin
oncesinden beri insanlarla simbiyotik iliski igindedir ve ilk ¢aglardan beri et, lif,
deri ve siit iriinleri i¢in insanlar tarafindan yetistirilmektedir. (Ensminger ve
Parker, 1986; Naderi vd., 2008 ).

Diinya keci populasyonunun %90°a yakininin gelismekte olan iilkelerde olmasinin
temelinde kegi tiirliniin ekstansif yetistiricilige diger ¢iftlik hayvanlarina gére daha
uyumlu olmasi yatmaktadir. Orman ve orman i¢i bdlgelerde yasayan kirsal
kesimin, dogal kaynaklarla nispeten masrafsiz yetistirebildikleri keciler ilk akla
gelen hayvan tiirtidiir. Bu faaliyet kirsal alanda yasayan ailelerin 6nemli bir gegim
ve besin kaynagidir.

Diinyada var olan diger hayvan tiirleri ile karsilastirildiginda kegilerin yaygin
olarak yetistirilme nedeni; cevre sartlarina olan adaptasyon yetenegi, bircok
hastalik ve parazitlere kars1 direngli olmalari, insan elinde yetistirildikleri sartlarda
farkli beslenme ve bakim kosullarina olan uyum yeteneklerinden

kaynaklanmaktadir.

Diinya genelinde bakildiginda keg¢i popiilasyonu %63°ti Asya’da, % 29’u
Afrika’da ve % 2.3’liik kiiciik bir kesimi Avrupa kitasinda bulunmaktadir
(Anonymous 2004). Asya ve Afrika’da yetistirilen kecilerin biiyilik bir cogunlugu
1slah edilmemis, geleneksel yetistirme sistemleri ile yetistiriciliklerine devam
edilen diisiik verimli irklardan olugmaktadir. Sosyo-ekonomik diizeyin arttig
gelismis tilkelerde ke¢i sayisinda bir diisiis gézlemlenmektedir (Yargici, 1990).

Tiirkiye'de ¢ok yonlii tarimsal iiretim yapan isletmelerde hayvancilik énemli bir
yere sahiptir. Fakat Tiirkiye’de daha ¢ok kiiciik isletmelerden olusan bir tarimsal
yapilanma gozlemlenmekte ve bu isletmelerde hayvancilik kolu ekstansif bir
goriiniim  sergilemektedir. Daglik alanlarda bu goriiniim daha da yaygin
gozlenmekte ve bunun sonucunda dogal kaynaklara bagimlilik zorunlu hale



gelmektedir. Bu bolgelerde keci yetistiriciligi sahip oldugu avantajlar ile 6n plana
cikmaktadir.

Ulkemizde dogal kaynaklar ve ekonomik kosullar géz oniine alindiginda, kegi
yetistiriciligi, onemli bir yer tutmaktadir (Anonim, 2001). Tirkiye’de kegci
yetistiriciligi dogaya bagli ve daha ¢ok ilkel kosullar ile yiiriitiilen bir hayvansal
iiretim dalhdir. Ulkemizde yapilan kegi yetistiriciligi faaliyetleri baska higbir
sekilde degerlendirilemeyecek daglik, fundalik, tashk arazi gibi bdlgelerde
yogunluk kazanmigtir. Cesitli yem maddelerine karsi se¢ici olmamasi, oransal siit
veriminin, ekstansif kosullarda yetistirilen diger c¢iftlik hayvanlarindan daha
yiiksek olmasi gibi faktérler keginin énemli 6zelliklerindendir (Sengonca, 1989).

Kegi yetistiriciligi, elde edilen iiriinlerle beslenme, giyinme barinma ihtiyaglarinin
giderilmesi gibi benzeri konularda ekonomik bir unsur oldugu kadar, manevi
olarak da tarihi siire¢ igerisinde Onemli bir yer tutmaktadir. Tirkiye’de keci
yetistiriciligi; yaylacilik veya gocer siiriiler olarak, tarim igletmesi i¢inde, kdy
stiriilerinde hala daha devam etmektedir (Kaymake1 ve Dellal, 2006; Kaymakei ve
Taskin, 2006b).

Kegci yetistiriciliginin genel goriiniimii gelismekte olan iilkelerde, sehir disinda
yasayan diisiik gelirli ailelerin, kiiclik olcekli isletmelerin veya hi¢ topragi
olmayan yetistiricilerin gergeklestirdikleri bir iretim dali olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde kegi varligr yerli irklardan olusmaktadir.
Gelismekte olan {ilkelerde yapilan kegci yetistiriciligi daha ¢ok uygun olmayan
cevre kosullarinda gergeklestirildiginden, gelismis iilkelerde elde edilen kegi
basina diisen verim ile kiyaslandiginda oldukga geri diizeydedir (Kaymakg1, 2006).
Kegilerin yayihm alanlarindaki bitki ortiisii kegilerin beslenmesine uygun olan
maki ve ¢alimsi bitkilerdir.

Ulkemizde siirdiiriilmekte olan kegi yetistiriciligine bakildiginda, ilki Akdeniz ve
Orta Anadolu’da hala daha gliniimiize kadar gelmis ama sayilar1 azalmakta olan
tam gocebelik seklinde, ikincisi kimi yerlerde yari gdcebelik seklinde ve son
olarak topraga bagimliligin s6z konusu oldugu yerlesik aile isletmeleri olmak
lizere ii¢ farkli yetistirme sistemi gdzlemlenmektedir. U¢ yonetim biciminin de
ortak ozellikleri kegilerin bakim ve beslenme sekilleri ilkel ve yetersizdir. Bu
yontemler masraf hemen hemen hi¢ yapilmadan doga kosullarina bagimli bir



sekilde siirdiiriilmektedir. Bunun sonucu olarak kegilerin verimleri kalitsal
potansiyellerinin ¢ok altinda olmaktadir.

Tiirkiye kosullarina bakildiginda kil kecisinin istihdama ve ekonomiye olan katkis1
azzmsanamayacak diizeydedir. Ozellikle kirsal alanda yasayan niifusun baslica
gecim kaynagimi ve beslenme gereksinimlerini Kil kecilerinden sagladiklar
bilinmektedir.

Kegilerin biyolojik ve fizyolojik 6zelliklerinin zorlu kosullara dayanimini
saglamasi sayesinde, Tiirkiye’de ke¢i yetistiriciligi yogun olarak Akdeniz, Gliney
Ege, Giineydogu ve Dogu Anadolu bolgeleri ile Orta Anadolu’da ki daglik
bolgelerde yapilmaktadir.

2.2. Kil Kegisi ve Ozellikleri

Kil kegisi her bolgede bulunmakla birlikte 6zellikle yaygin olarak Akdeniz, Ege ve
Glineydogu Anadolu Bolgesi’ndeki illerde yetistiriciligi yapilmaktadir Kil kegileri
diger hayvanlar tarafindan degerlendirilemeyen dogal kaynaklari, o6zellikle
marjinal alanlar1 minimum masrafla hayvansal iiriinlere doniistiirmektedirler.

Kil Kegisi kombine verim yonlii, dol verimi yiiksek olmayan bir irktir. Kil
kegilerimizin et verimleri ekstansif dretim kosullarinda bakim ve
beslenmelerinden dolay1 gelismis iilkelerdeki kegiler kadar yiiksek olmamasina
ragmen, ililkemiz i¢in birincil verim olarak kullanilmaktadir. Yerli kegilerimizin
verimleri diigiik olmasina ragmen birgok yetistirici i¢in baslica gecim kaynagi ve

onlarin sigortasi konumundadirlar (Tuncel ve Bayindir, 1983)

Kegiler uzun yiiriiyilis kabiliyetinde meyilli ve kayalik arazilere iyi tirmanabilme
kabiliyetine sahip hayvanlardir, merada giinde 14-15 km yol yiiriiyebilirler. Bu
oOzellikleri sayesinde diger ¢iftlik hayvanlarina gore daha fazla bitki cesidiyle
karsilagmaktadirlar. Sigir ile oranlandiginda keciler 1/10 kadar canli agirlikta
olduklarindan dolay1 iilkemiz c¢ayir-mera alanlarinda hareket kabiliyetleri daha
yiiksektir.

Tiirkiye kegi varliginin 6nemli bir kismini, yaklasik olarak %98’ini Kil kegisi
olusturmaktadir (TUIK, 2019). Kil kecilerinde kil rengi varyetesi oldukga fazladur.
Genellikle siyah killarla kapli olmakla birlikte (Sekil 2.1.) bu 1tk hayvanlar beyaz,
gri, kahverengi ve alaca renkli de olabilmektedirler. Kotii bakim ve besleme



kosullarinda dahi verim verebilen, soguk ve sicaga karsi toleransli, Anadolu’nun
her tiirlii iklim ve toprak kosullarina iyi adapte olmus, hastaliklara dayanikli,
saglam viicut yapili, uzun yiiriiyiis kabiliyetine sahip, fundalik ve makiliklerden iyi
faydalanabilen, meyilli ve kayalik araziye tirmanabilen bu hayvanlar sert iklim

kosullarina dayaniklidirlar (Anonim, 2004).

Sekil 2.1. Yaygin renk olan siyah renge sahip bir Kil kegisi

Derileri koyu renkli olan bu 1rka ait hayvanlarin viicutlarii kaplayan killar, kisa
ya da uzun olabilmektedir. Disi ve erkek hayvanlar genellikle boynuzludur ve her
iki cinsiyette de sakal goriiniir. Kil kegilerinde viicut olduk¢a dayaniklidir. Bag
orta biiyiikliikte ve diizgiin profile sahiptir. Genellikle iri ve sarkik kulaklar1 vardir.
Fakat irk igerisinde kisa kulakli olanlara da rastlamak miimkiindiir. Viicudu
kaplayan kil Ortiisii listte kaba ve uzun Ortiicli killar, altta ise ince yumusak alt
killardan olusur. Ilkbaharda taranarak toplanabilen bu ince alt killar kasmir yiinii
tipindedir (Anonim, 2015). Sengonca vd., (2003) tarafindan Kil kegileri igin
laktasyon siiresi 143.7 giin, laktasyon siit verimi ise 80.4 kg olarak bildirilmistir.

Tirkiye kiigiikbas hayvanciliginda, biiylik oranda diisik verimli olan yerli
irklarimizdan meydana gelen populasyon, ekstansif kosullarda neredeyse
masrafsiz, dogal kaynaklardan faydalanarak, tamamiyle otlatmaya dayali besleme
kosullar1 ile iiretim hedeflenmektedir. Uriin pazarlama ve degerlendirme
olanaklarmin yetersizliginden dolay1 iiretici kazancinin ¢ok kiigiik bir paya denk
gelmesi, isletmelerin kiiciik ve yetersiz olmasi, iiretimin biiyiik oranda gec¢imlik
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olarak yapilmasi gibi nedenlerle sektorde ekstansif yetistiricilik zorunlu hale
gelmektedir (Ertugrul vd., 2010).

2.3. Leptin Geni

Latince leptos kelimesinden tiireyen, adipoz hiicrelerde ve diger birgok dokuda
obezite (ob) geni tarafindan iiretilip plazmaya salinan hormon yakin zamanda
kesfedilmis ve hala daha arastirilmaktadir. Zhang ve ark. (1994) tarafindan
kesfedilen leptin, adipositlerden salinan 16 kDA molekiil agirliginda ve 167
aminoasitten meydana gelen, viicuttaki enerji dengesini diizenleyen protein
yapisinda bir hormon olarak tanimlanmustir. Insandaki leptin geni 7. kromozomun
uzun kolunun 3,1 bolgesinde bulunur ve diziliminde 15000’den fazla baz ¢ifti
bulunmaktadir (Auwerx and Stael, 1998).

Leptinin viicuttaki Oncelikli tretim yeri beyaz adipoz doku ve az miktarda
kahverengi adipoz dokudur. Bu dokulardan {iretildikten sonra, kan dolasimina
salinmasi i¢in, 21 aminoasitlik sinyal peptidin molekiilden ayrilmasi gereklidir.

Leptin hayvanlarin yetersiz beslenmeye karsi adaptasyonunda etkili olarak, istahin
diizenlenmesi yaninda enerjinin depolanmasi ve kullanimi ile tireme ve bagigiklik
sistemi igin gerekli bir protein niteligi gostermektedir (Mantzoros et al., 1998;
Garcia et al., 2004). Metabolizmay1 ve tiim viicut sistemlerini diizenleyen bir
hormondur.

Leptin geni insanlarda 7. kromozomda, farelerde 6. kromozomda (He vd., 1995;
Isse vd., 1995; Zhang vd., 1994), sigir, koyun ve kegilerde 4. kromozomda
bulunmaktadir (Stone vd., 1996). Sigirdaki leptin geninin yapisi (Taniguchi vd.,
2002) Sekil 2.2°de verilmistir.
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Sekil 2.2. Sigirlarda Leptin geninin yapist
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Leptinin, adipoz dokulardan sitiimiile bir faktdr olarak salgilanip hipotalamusu
uyararak merkezi sinir sistemi lizerinden immiin sistem, endokrin sistem ve tireme
sisteminde basta enerji dengesi olmakla birlikte bir¢ok metabolik siireci
diizenleyen bir antiobezite faktorii oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Aslan vd., 2004).

Leptinin sistemik etkisini gostermesine yardimeci olan en kritik organ uyardig
hipotalamus bezidir (Alver, 2003). Leptin adipoz dokuda sentezlenip kan
dolagimina aktarildiktan sonra beyne ulagsmaktadir. Metabolizmada etkisi besin
aliminda azalmaya neden olurken enerji tiiketiminde artisa sebep olmaktadir.
Hayvanlarda farkli dozlarda yapilan leptin tedavisi istahla birlikte besin alimina,
ve viicut agirliginda azalmaya, devaminda yag depolarinda kayba ve enerji
metabolizmasinda artisa yol agmaktadir (Kirel ve Dogruel, 1998).

Leptin viicut agirligini ve enerji metabolizmasini diizenleyen ve kanda bulunan bir
hormon oldugu ortaya c¢iktiktan sonra, baglarda yalnizca yag dokudan
sentezlendigi disiiniilmekteydi fakat yakin zamanda yapilan arastirmalar ile
plasenta, mide mukozas1 ve karaciger stellat hiicrelerinde de sentezlendigi ortaya
cikmustir.

Leptin, fonkisyonlarini géstermek i¢in noropeptid olan Y noronlarina lokalize olan
bir reseptore baglanmaktadir (Komisarek vd., 2005) ve metabolizma diizenleyicisi
olarak kabul edilmektedir (Houseknecht vd., 1998).

Hayvanlarda leptin iiretimi ve plazma leptin diizeyleri fizyolozik ve gevresel
etmenlere bagli olarak degismektedir. Bu etmenler tiir, irk gibi genetik ve yas,
gebelik, laktasyon, beslenme aligkanliklar gibi fizyolojik faktorler ile 1s1, 151k gibi
gevresel sartlardan olusmaktadir (Andrews, 1998, Chilliard vd., 1999, Williams
vd., 2002).

Leifers vd. (2003) yaptiklari bir ¢alismada Leptin geni normal olarak kabul edilen
memelilerde, viicut yag miktari ile plazma leptin seviyesi arasinda bir iligki ortaya
cikarmuglardir. Bu yolagi viicut yag miktarn arttiginda viicuttaki plazma leptin
seviyesi de artarak enerji dengesinin ayarlanmasi i¢in hipotalamustaki reseptorlere
sinyal vermekte ve istah baskilanmasi seklinde agiklamiglardir.
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2.3.1. Kecide Leptin Genine Yonelik Yapilan Calismalar

Wang ve ark. (2015) tarafindan Cin’deki 5 kegi ikindan toplam 411 bireyde
yapilan ¢alismada leptin geni polimorfizmi DNA dizi analizi ile tanimlanmis ve 6
yeni yeni SNP (g.117T>C, ¢.1642G>A, 0.2883G>A, @.3053T >C,
0.3190G>A, and ¢.3314T>C) belirlenmistir. Incelenen 5 keci 1irkinda
frekanslar1 0.083 ile 0.244 arasinda degisen 6 ortak haplotip ortaya konmustur.
Istatistiksel analizler sonucunda leptin geni kapsaminda belirlenen altt SNP'in
hepsinin biiyiime 6zellikleri ile iliskili bulundugu rapor edilmistir. PCR-RFLP
yontemi ile yapilan tanimlamada restriksiyon enzimleri kullanimi sonrasi
belirlenen DNA fragmanlarina ait jel goriintiisti Sekil 2.3.’te verilmistir.
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Sekil 2.3. Leptin genindeki mutasyona (g.117 T > C) ait PCR-RFLP jel goriintiisii

Maitra ve ark. (2014) Hindistan’daki 7 kegi 1rkinda leptin geninin tamaminin (4.8
kb) DNA dizilimini 13 primer ¢ifti ile ¢ikartiklar1 ¢aligma sonucunda 7 yeni SNP

tanimlamiglardir.

Hindistanda bulunan Jamunapari (n=41) ve Barbari (n=70) ke¢i wrklarinmn
oglaklarina yonelik bir ¢aligmada ise (Singh et al., 2009) LEP geninin exon 2 ve
intron 2 bolgelerindeki polimorfizm hem DNA dizi analizi hemde PCR-RFLP
teknigi ile incelenmistir. Calisma sonucunda, exon 2 bolgesinde 5 ve intron 2
bolgesinde 6 haplotip belirlenmistir.

Ulkemizdeki keci irklarinda leptin geninin karekterizasyonuna yénelik tek bir
calisma (Bakircioglu ve Ozbatak, 2016) yapilmustir. Ankara, Kil ve Kilis
kecilerinde performans verileri ile iliskilendirme yapilmadan sadece Leptin geni 2.
ekzon ve 2. intronun DNA dizi analizi ile incelenerek haplotipler belirlenmistir.
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2.3.2 Farkh Hayvan Tiirlerinden Leptin Genine Yonelik Yapilan Arastirmalar

Zhang ve ark. (1994) tarafindan fareler lizerinde yapilan bir ¢aligmada leptin geni
iizerinde gerceklesen bir mutasyonun, ob/ob genotipli farelerde leptinin yeteri
kadar iiretilmemesi nedeni ile yag depolanmasinin fazla oldugunu bulmuglardir.
Bu genin obeziteden sorumlu oldugunu bildirmislerdir.

Madeja vd. (2004), leptin geni Hph I polimorfizminin Polonya Siyah Alaca suni
tohumlama bogalarinin siit ve protein verim o6zelligi iizerine etkisini dnemli
bulmuslardir. Caligmada TT genotipli bogalarin siit ve protein verimi bakimindan
yaklasik iki kat daha fazla damizlik degerine sahip olduklar bildirilmistir.

Haegeman vd., (2000), yaptiklar1 ¢alismada leptin geni ekzon 3 bélgesindeki Hphl
restriksiyon enzimi ile kesilmesi sonucunda olusan polimorfizmi (C - T baz
degisikligi ile bir alanin amino asidinin valine doniisiimii (A59V)) bildirmislerdir.
Bu polimorfizm sonucunda olusan T ve C allellerini belirlemislerdir. T allelinin
mutant allel oldugunu, Hphl enzim kesimi ile olusan genotiplerdeki deseni CC
genotipi i¢in 331 b¢’nde tek bant goriintiisli, mutant allelden kaynaklanan TT
genotipli hayvanlarin ise 311 bg ve 20 bg’nde 2 bant verdiklerini bildirmislerdir.

Koyunlarda yapilan c¢aligmalarda, besin alimi, viicut yag kitlesi artisi,
glikokortikoidler ve insiilin seviyesindeki artigslarin ob gen mRNA’sinin ve plazma
leptin seviyesinin arttig1 bildirilmistir. Diger bir ifade ile plazma leptin diizeyinin
ve mMRNA ekspresyonunun viicut yag Kkitlesiyle pozitif iligkide oldugu
bildirilmistir (Ergiin, 1998; Maffei M. vd., 1995.)

Viicut yag kiitlesi fazla olan hayvanlarin, yagsiz olan hayvanlara gbre plazma
leptin diizeylerinin daha fazla oldugu bildirilmistir. Fakat yerli irklarimizdan yagh
kuyruklu olan Akkaraman 1rki koyunlarda, kuyrukta depo edilen yagin genel leptin
diizeyi bakimindan herhangi bir farkliliga neden olmadigi bildirilmistir. Bu
durumun degisik yag depo bolgelerindeki insiilin hormonuna karsi duyarliligin
farkli olusuna ya da yag dokusundaki miktarlarinin farkli olugsuna baglanmaktadir
(Eryavuz vd., 2007; Fonfara vd., 2011)

Fruhbeck vd., (1998.) laboratuar hayvanlarinda yaptiklari enjeksiyon ile leptin
ilavesi sonucunda glikoz homeostazisinin iyilestigini bildirmislerdir. Kim, (1996),
ob/ob genotipli farelere giinliik olarak enjeksiyon ile leptin verdigi ¢alismasinda,

enerji tiketiminin arttigini, gida alimmnin azaldiini ve bunun sonucunda
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hayvanlarda belirgin bir kilo kaybinin gozlendigini ve ayrica glukoz intoleransinin
yok olarak diyabetin diizeldigini bildirmistir.

Infertil ve dogustan leptin eksikligi bulunan obez fareler {izerinde leptinin iireme
tizerine etkileri arastirilmistir. Caligmada 2 hafta boyunca iki cinsiyete ait farelere
giinde 50 Tg’lik iki doz halinde leptin uygulamasi yapilmistir. Leptin uygulanan
disi fareler kontrol grubundaki disilere gére serum LH seviyelerinde, yumurtalik
ve uteruslarinda agirlik artislarinin oldugu tespit edilmistir. Erkeklerde ise, kontrol
grubuna gore serum FSH diizeylerinin, testis ve seminal vezikiil agirliklarinin,
vezikiil epitel hiicreleri ve sperm sayilarinda artislarin oldugu bildirilmistir
(Barash, 1996).

2.4 Cahsma Ile Tlgili Molekiiler Genetik Teknikler
2.4.1 DNA izolasyonu

Hiicre igerisinde bulunan niiklear/mitokondriyal/kromoplast DNA’sinin arastirilan
materyale uygun kimyasal bilesiklerin ve farkli tekniklerin kullanilarak hiicre
icerisinde bulunan diger materyallerden ayirarak elde etme islemidir.

2.4.2 PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR teknigi ile hiicre igerisinde bulunan replikasyon mekanizmasinin in-vivo
olarak DNA {izerinde hedeflenen bolgenin sicaklik dongiileyici cihazlar yardimi
ile ¢cok sayida kopyasinmi elde etmeye dayanan tekniktir. Cift zincirli DNA
(dsDNA), tek zincirli DNA (ssDNA) haline getirildikten sonra istenilen bolgeye
0zgli primerlerin spesifik bolgelerine baglanarak, cogaltilir ve tekrar baglanir. Bu
basamaklar su sekildedir;

Ayrilma (Denaturation): Kalip DNA’y1 ¢ift zincirli formundan tek zincirli formuna
getirmek icin 92-95 °C arasinda 1-5 dk siire ile bekletilir. Bu sayede bir sonraki
basamakta gerceklesecek islemlere hazirlanir. Bazi durumlarda PCR isleminde ¢ift
zincirli DNA’y1 ayirmak i¢in bir 6n ayirma islemi olan pre-denaturasyon igin siire
5-10 dk arsinda degisen daha uzun siire sicaklifa maruz birakilan iglem
uygulanabilmektedir (Watson vd., 1992).

Yapigsma (Annealing): Bu basamakta genellikle 55-72 °C’ de 30-60 sn siire ile

denatiirasyon basamaginda ayrilan tek zincirli forma gelen DNA iizerinde
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istedigimiz bolgeye 6zgii sentezlettirilen primerler kendilerine ait bolgeleri taniyip
bu bolgelere yapisirlar (Innis ve Gelfand, 1990). Bu basamakta sentezlettirilen
primere ait baglanma sicakligini belirlemek oldukca Onemlidir. Bu sicakligi
hesaplarken kabaca primerde bulunan sitozin ve guanin bazlarinin toplaminin dort
kat1 ile adenin ve timin bazlarinin iki katlarinin toplamlar1 hesaplanir. Literatiirde
bazen primerlerin Tm sicakliklarinin bu belirlenen sicakligin 5 °C altindaki
degerlerin daha uygun olacagimi sdylemektedir (Innis ve Gelfand, 1990).
Primerleri sentezletirken uzunluklarina bagli olusacak sicakliga, son {i¢ bazinin
durumuna ve en Onemlisi dimer olusumunun Oniine ge¢mek igin birbirlerine
tamamlayici olmamalarina dikkat edilmelidir.

Uzama (Extension): Bu basamakta primerlerin kendilerine 6zgii olan bolgelerinin
karsilarina yapismasi ile, 72 °C’de 1-5 dk siirede, Taq polimeraz enzimiyle
hazirlanan karisim igerisinde serbest halde bulunan dNTP bazlarimi ekleyerek
ilgilendigimiz bolgenin tamamlanmasim saglamaktadir. Bu islemin genel olarak
72 °C’de yapilmasimin sebebi PCR karisimina ekledigimiz DNA’nin uzamasini
saglayan Taq DNA polimeraz’in bu sicaklikta en iyi ¢aligmasidir (Erlich vd.,
1991). Fakat giiniimiizde kullanilan Taq Polimerazlarin ihtiya¢ duyduklar
sicakliklarda degisiklikler olmaktadir.

Bu ii¢ temel basamak bir PCR’da genellikle 35 kez tekrarlanir ve sonucunda
milyonlarca kopya olusturur. Biitlin dongiiler tamamlandiktan sonra biitlin
parcalarin uzadigindan emin olmak i¢in son uzama (Final Extension) denilen bir

basamak gerceklestirilir.
2.4.3 Restiriksiyon Endoniikleazlar

Biiyiik bir cogunlugu bakterilerden, az bir kisminin viriisler ve dkaryotlardan izole
edilen Restiriksiyon Endoniikleaz (RE) enzimleri, kisa DNA dizilerini 6zgiil
olarak taniyan ve bu dizilimlere yakin boélgelerden ya da bu dizilimler igindeki
0zgiil bolgelerden DNA’y1 her iki ipliginden kesen yapilardir.

2.4.4 Kisitlanmis Parca Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP)

Bu teknik, hedeflenen ¢ogaltilmis DNA bolgesinin restriksiyon endoniikleaz
enzimler ile kendilerine 6zgiil bolgelerden taniyip kesmesi ile farkli fragmanlar ile
yeni desenlerin olugsmasi esasina dayanmaktadir. Bu islem, firmalardan elde edilen
restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin firmanin bildirileri dogrultusunda belirli
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sicakliklarda belirli siireler ile inkiibasyona birakilarak gergeklestirilmektedir.
Genellikle PCR firtinleri 10 U/l ile 37 °C’de 1-3 saat arasinda inkiibasyon ile
gerceklestirilmektedir. Kullanilan enzime gore siireler ve sicakliklar
degisebilmektedir.

PCR iiriinlerinin RE’ler ile inkiibasyonlar1 sonucunda farkli fragmanlarin olusmasi
ve bu olusan fragmanlarin baz uzunluklarmma goére siralanmasi sonucunda
kiyaslama esasina dayanarak yapilan genotipleme teknigine Kisitlanmis Parga
Uzunlugu Polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP)
denilmektedir.

2.4.5 Agaroz Jel Elektoroforezi

Agaroz jel elektroforezi teknigi, negatif yiikli DNA’larin jel matrisinde bir yiik
alani igerisinde boyutlari, sekilleri ve agirliklarina gore belirli hizlarda pozitif
kutuba dogru go¢ etmesi esasina dayanmaktadir. Daha basit bir ifade ile
Kisitlanmig Parca Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP) ve Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA (RAPD) tekniklerinde oldugu gibi farklt uzunluklarda ve
agirliklarda olusan DNA fragmanlart veya Tek Zincir Konformasyon
Polimorfizmi (SSCP) tekniginde olusan farkli sekillerdeki DNA’larin agaroz jelde
olugan porlarda ilerleme hizlarina gore ayrimlama yapan bir tekniktir. Kisa
uzunluktaki veya hafif olan DNA’lar veya daha diiz sekilli olan DNA’lar olusan
porlarda uzun agir veya farkli sekillerdeki DNA’lara gore daha hizh
ilerlemektedirler. Farkli DNA boylarina gore farkli yogunluklarda agaroz jel
konsantrasyonlar1 hazirlanmaktadir. Agaroz jelde okumalar DNA’nin koyulduklar
kuyucuga en uzak bolgeden baglayarak yapilmaktadir. Okumalar veya kontroller,
molekiil agirliklar1 ya da uzunluklar1 bilinen DNA parcalar1 (ladder, boy markorii)
referans alinarak gerceklestirilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Calismanin hayvan materyalini Aydin ve/veya Denizli illerindeki Kil Kegisi
yetistirilen Ozel yetistirici isletmelerindeki Kil kegisi oglaklar1 olusturmustur.
Farkli isletmelerden birbiri ile akraba olmayan 155 bas oglak orneklenerek
yiritillen ¢alisma kapsaminda dogumdan itibaren 3-3,5 aylik yasa kadar
oglaklarin biiylime 6zellikleri izlenmistir. Biiyiime 6zellikleri olarak; oglak dogum
agirlhigi, sitten kesim canli agirligi ve dogumdan siitten kesime kadar gegen

stirecteki gilinliik ortalama canli agirlik artis1 dikkate alinmstir.

Sekil 3.2. Kil kegisi oglaklarina ait bir gorsel
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3.2. Yontem
3.2.1 Cahsma Olanaklari

Calisma kapsamindaki gerceklestirilen tiim laboratuvar analizleri (DNA
ekstraksiyonu, PCR, PCR iirlinlerinin restriksiyon enzimi ile kesimi, agaraoz jel
elektroforezi ve jel goriintiileme), Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Zootekni Boliimii biinyesinde TUBITAK KAMAG 1007 projesi ile olusturulan
Molekiiler Genetik laboratuari ile Adnan Menderes Universitesi Tarimsal
Biyoteknoloji ve Gida Giivenligi Uygulama ve Arastirma Merkezi (ADU-
TARBIYOMER) kapsamindaki laboratuarlarda yiiriitiilmiistiir.

3.2.2 Kan orneklerinin toplanmasi ve DNA ektraksiyonu

DNA ekstraksiyonu icin siitten kesim doneminde her bir oglagin boyun
toplardamarindan (vena jugularis) pihtilasmay1 6nleyen Kimyasal ajan K3EDTA
iceren vakumlu tiiplere 9 ml kan O6rnegi alimmistir. Bu Ornekler izolasyonlar
gerceklestirilene kadar derin  dondurucularda muhafaza edilmistir. Kan
orneklerinden ticari kit veya manuel ekstraksiyon yontemi kullanilarak elde edilen
DNA orneklerinin yogunluk ve kalite Ol¢iimleri spektrofotometrik olarak
NanoDrop cihazinda dl¢iilmiistiir. Ol¢iim sonucunda DNA miktari (260nm) olarak
50 ng/pl ve saflik bakimindan (260nm/280nm) 1.8 degerini saglamayan 6rneklerin
DNA izolasyonlari bu degerlere ulasana kadar tekrarlanmustir.

3.2.3 PCR ile Leptin Genine Ait Bélgenin Cogaltim

Kegi leptin geninin DNA dizilimi (NCBI Acces no: JQ739233) ekte (Ek-1)
verilmistir. Leptin geninin Exon 1 bdlgesinin 412 b¢ uzunlugundaki kisminda
polimorfizmi ve genotipleri belirlemek amaciyla PCR-RFLP yontemi
kullanilmistir. PCR-RFLP analizleri i¢in Wang vd. (2015) tarafindan bildirilen ve
ayritilar1 Cizelge 1°de verilen primer ¢ifti sentezlettirilerek kullanilmustir.
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Cizelge 3.1. Kil Kecilerinde leptin geni polimorfizminin belirlenmesi igin

kullanilan primer seti

Primer . s s s Hedef PCR Tm
ady Primer dizilimi (5°-3°) Lokasyon Bolge iiriinii (bg) (°C)

LEP-F ATGTGGGTGGTAACGGAGCA  810-829
Exon 1 412 58.0
LEP-R GGTGGGAGGCAAGGGAAGT  1204-1222

Tiiplerdeki toplam hacim 25 ul olacak sekilde 10X PCR buffer, MgCI2, dNTP
karisimi (ATP, GTP, CTP, TTP), ileri (Forward) ve geri (Reverse) olmak iizere iki
primer, Tag DNA polimeraz enzimi, genomik DNA ve steril ddH20 igeren PCR
karisimi olusturulmustur. Yapilan optimizasyon denemeleri ile PCR karigimini
olusturan bilesenlerin en uygun miktarlar1 belirlenmistir. Her bir DNA 6rnegi i¢in
PCR karigimina katilan hacim ve son konsantrasyonlarina ait ayrintilar Cizelge 2’
de verilmistir.

Cizelge 3.2. Bolgenin ¢ogaltilmasi igin hazirlanan PCR karisimindaki iiriinlerin

son konsantrasyonlari

Bilesen adi 1 Ornek icin
ddH-0 -

10X PCR Buffer X
MgCl2(25 mM) 2,00
dNTP Karisimi* (3 mM) 1,67
Forward Primer (10 pM) 10 pmol
Reverse Primer (10 uM) 10 pmol
Tag DNA Polimeraz Enzimi (5 U/pl) 1.25 U/l
Genomik DNA (~25 ng/ul) ~50 ng/pul

Anilan PCR primerleri kullanilarak ¢ogaltilacak hedef DNA bolgesi asagida
verilen PCR kosullarinda 36 dongiide ¢ogaltilmustir.
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Cizelge 3.3. PCR yiikseltgenme kosullari

Basamaklar Sicaklik Siire
Ik Ayrim 95 °C 5 dk.
Ayrim 95°C 30 sn.
Baglanma 58 °C 30 sn.
Uzama 72°C 60 sn.
Son Uzama 72°C 10 dk.
Bekleme 4°C 0

3.2.4 PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimi ile kesimi

Leptin geninde, SNP sonucunda olusan, T ve C allellerinin ayrimin1 yapabilmek
amaci ile PCR tabanlt DNA c¢ogaltimi islemi igslemi tamamlanmistir. Fakat olusan
bolgenin uzunlugu her birey icin ayni oldugundan bireyler arasinda bir ayrim
yapmak s6z konusu degildir. Bu ayrimi yapabilmek icin Restrikisiyon
enzimlerinin kullanimi ile farkli parcalarin olugmasini saglayan RFLP tekniginden
faydalanilmistir. T ve C allelleri sonucunda olusacak genotipleri belirleyebilmek

icin NmuCl (Tsp451) enzimini kullanilmustir.

Cogaltilan toplam 15 pl PCR {irlinii izerine toplamda 30 pl olacak sekilde Cizelge
4.’de hacimleri verilen bilesenler eklenmistir. Karigimlar hazirlandiktan sonra
Restriksiyon enzimlerinin aktifleserek bolgeyi taniyip kemesi igin 37 oC’de 10 dk
inkiibasyona birakilmistir.

Cizelge 3.4. Leptin Geninin T ve C allellerinin ayrimu i¢in kullanilan bilesenler

Bilesenler 1 ornek icin (ul)
ddH:20 11,25
Green buffer 3,00
NmuCl (Tsp45I) enzimi (10U/ul) 0,75

Toplam 15,00
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Inkiibasyon sonucu olusan PCR-RFLP iiriinleri Safe View ile boyanip agaroz jel
elektroforezinde boyutlarina gore ayristirildiktan sonra jel goriintiileme sisteminde
fotograflanmistir. Goriintiilenen bantlar incelenerek olusan bantlara gore
genotipler belirlenerek analiz i¢in kaydedilmistir. Elde edilecek genotiplere ait
jelde goriintiilenecek DNA fragman uzunluklart asagidaki sekilde olacaktir.

= TT: 218 be ve 194 be
= TC: 412 bg, 218 be ve 194 be
= CC: 412 be

3.2.5 Agaroz Jel Elektroforezi

Negatif yiikkli DNA fragmanlarin1 agaroz jel igerisinde biiytikliiklerine
agirliklarina ve olusan konformasyonlarina goére pozitik yiiklii uca dogru bellir bir

elektriksel yiik icerisinde ayrimlamayi saglayan teknikten faydalanilmistir.

Restriksiyon enzimleri ile inkiibasyondan sonra olusan DNA fragmanlarini ayirt
etmek icin %2 konsantrasyonunda agaroz jel hazirlanmistir. Erlenmayer igerisine
1gr agirliginda hassas terazi ile tartilan agaroz, 50 ml 0.5X TBE ¢ozeltisi (pH 8.3)
icine eklenmis ve erlenmayer mikrodalga firina yerlestirilmistir. Agarozun ¢ozelti
icinde tamamen ¢oziiniip ¢oziinmedigini kontrol etmek icin kaynama siiresi
boyunca erlenmayer birkag defa firindan ¢ikarilmig ve gozle kontrol edilmistir.
Agaroz tamamen ¢Oziindiikten sonra oda sicakligina kisa bir siire birakilarak 50-60
°C sicakhiga gelmesi beklenmistir. Istenilen sicakliga gelen ¢dzeltinin icine
DNA’larin UV 15181 altinda gorlinmelerini saglayan ethidium bromiir tiirevi
SafeView’dan 2.5ul eklenip giizelce kanstirilmistir. Elde edilen PCR-RFLP
iiriinlerinin yiliklenmesi i¢in gerekli olan kuyucuklarin jel donduktan olugmasi i¢in
yatay elektroforez kiivetine jeli dokmeden Once taraklar yerlestirilmistir. Hazir
olan kiivetin igerisine agaroz sollisyonu dikkatlice dokiilerek gozle durumu kontrol
edilmistir. Oda sicakligina geldiginde katilagan agaroz jelin iizerinden taraklar jele
zarar vermeden dikkatli bir sekilde ¢ikarilmis ve kuyucuklarin formlar1 kontrol
edilmistir. Elektroforez taninin igerisi kiivvette bulunan jeli hafif gececek sekilde
0.5X TBE soliisyonu ile doldurulmustur. Kuyucuklara PCR-RFLP firiinleri
yiikleme boyast (Loading Dye) ile karigtirilarak herbir 6rnek farkli kuyulara
yiiklenmistir. Bu ¢alisma i¢in 10 pl PCR-RFLP iiriinii ve 2 pl 6X Loading Dye
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karistirilarak  kuyucuklara  yiiklenmistir. ilk kuyucuklara elde ettigimiz
fragmanlarin boylarinin dogrulanmasini saglayacak DNA ladder yiiklenmistir.

Ladder ve biitiin 6rneklerin kuyucuklara yiikleme islemleri tamamlandiktan sonra,
elektroforez tanki gii¢ iinitesine baglanmistir. 10 cm uzunlugunda ki elektroforez
kiiveti i¢in 80V uygulanmuis siire olarak da 30 dakika fragmanlarin birbirlerinden
ayrimlanmasi i¢in yeterli olmustur. Yiriitme islemi tamamlanan agaroz jel
goriintiileme ve dokiimantasyon sisteminde UV 15181 altinda goriintiilenip kayit

altina alinmustir.

Sekil 3.3. UV 1s181n1in altinda safe view ile boyanmis agaroz jelin goriintiisii

3.2.6 Verilere Yonelik Istatistiki Degerlendirmeler

Kayitlar daha sonra incelenerek gozle sayim teknigi ile her bir drnege ait leptin
genine ait olusan genotipler belirlenerek, calisilan 6rnekler icin genotip dosyasi
olusturulmustur. Bu dosya iizerinde belirlenen genotipler ile populasyonlarda
bulunan allel ve genotip frekanslari, populasyonun Hardy-Weinberg dengesi gibi
parametreler PopGene32 programi (Yeh vd., 1997) ile belirlenmistir. Ardindan
genotipler olusturulan matematiksel modelde kesikli etmen olarak yer alacak
sekilde caligilan populasyonda leptin geni oglak gelisme oOzellikleri SAS (1999)
istatistik paket programinda bulunan GLM prosediiri kullanilarak analiz

edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 PCR ve PCR-RFLP Uriinlerine Ait Elektroforez Sonuclari

PCR sonucunda Leptin geni i¢in olusan bdlgenin uzunlugu 412 bg¢ olarak
bildirilmistir (Wang vd. 2015). Calismamizdaki Kil keg¢isi oglaklarina ait DNA
orneklerinden spesifik primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilan bdlgeye ait agaroz
jelde elektroforez ile goriintiilenen bantlara bakildiginda (Sekil 4.1.) ¢ogaltilan
iirlinlerin ladder iizerinde 400 bg ile 500 b¢ uzunluklarindaki bantlar arasinda 400
b¢’ine yakin bir bolgede bulundugu, dolayisiyla hedeflenen 412 bg¢’lik bolgenin
sorunsuz bir sekilde ¢ogaltildigi gozlemlenmistir.

—
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Sekil 4.1. 412 bg uzunlugundaki PCR iiriinlerine ait jel fotografi

Leptin genine ait primer ¢ifti ile c¢ogaltilan 412 b¢ uzunlugundaki PCR
tirlinlerinden bireylere ait genotipleri belirleyebilmek igin NmuCl (Tsp45l)
restiriksiyon enzimi ile yapilan kesim sonucunda elde edilen iiriinlerin agaroz jel
elektroforezinde ayristirilmasi sonucunda (Sekil 4.2.) iki farkl tipte bant profili
gozlenmistir. Jel goriintiisiinde 218 ve 194 bg uzunlugunda iki bant veren bireyler
homozigot TT genotipli olarak belirlenirken, 412, 218 ve 194 b¢ uzunlugunda 3
bant gézlenen bireyler heterozigot TC genotipli olarak belirlenmistir. Homozigot
CC genotipli (412bg uzunlugunda tek banta sahip) bireylere ise rastlanmamaistir.
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Sekil 4.2. PCR-RFLP iiriinlerinin agaroz jel fotografi
4.2 Genotipler ve Popiilasyon Istatistikleri

Restriksiyon enzim kesimi sonrast elde edilen iiriinlere ait agaroz jel
goriintiilerindeki  bantlar incelenerek bireylere ait belirlenen genotipler
kaydedilmistir. Genotiplenen 155 bireyin 150’sinde TT, kalan 5’inde ise TC
genotipi tespit edilmistir. CC genotipine ise rastlanmamustir. Leptin genotiplerine
iligkin gozlenen sayilar ve genotip frekanslar1 Cizelge 4.1.”de verilmistir. Aydin ve
Denizli illerindeki Kil kegisi popiilasyonunda TT genotipinin yaklasik %97 gibi
cok yiiksek bir frekansa sahip oldugu, geriye kalan yaklasik %3’liik orandaki
bireyin ise TC genotipinde oldugu goriilmektedir. Popiilasyonda gozlenmedigi igin
CC genotipinin frekansi sifirdir.

Cizelge 4.1. Kil kecilerinde leptin genotiplerine iliskin gbzlenen sayilar ve genotip

frekanslari
Genotipler Genotip sayillar1  Genotip frekanslar
TT 150 0.9677
TC 5 0.0333
CcC 0 0.0000
Genel 155 1.0000

Aydin ve Denizli illerinden alinan o6rneklerin geneli igin elde edilen genotip
sayilar1 kullanilarak T ve C allelleri i¢in hesaplanan allel frekanslar1 Cizelge
4.2.°de, iki il ig¢in ayristirilmig sonuglar ise Cizelge 4.3.te Ozetlenmistir.
Orneklemin geneli icin T alleli 0.984’luk frekans degeri ile oldukca yiiksek bir
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frekansa sahiptir. Illerin 6zelinde de baktigimizda frekanslar biribirine oldukca

yakindir.

Cizelge 4.2. Orneklenen tiim bireylerde leptin geni gozlenen allel frekanslari

Alleller Allel frekanslari
T 0.984
C 0.016
Genel 1.000

Cizelge 4.3. Aydin ve Denizli illerindeki bireyler igin leptin geni gozlenen allel

frekanslar1
Allel frekanslari
Aydin Denizli
Alleller (n=74) (n=81)
T 0.986 0.981
C 0.014 0.019
Genel 1.000 1.000

Genotip sayilarina dayali olarak yapilan ki-kare analizi sonuglar (Cizelge 4.4.),
hem iller hem de heriki ilin geneli bakimindan popiilasyonlarin Hardy-Weinberg

dengesinde oldugunu ortaya koymustur.

Cizelge 4.4. iller ve 6rneklem geneli igin gdzlenen ve beklenen genotip sayilari ile
Hardy-Weinberg denge kontroliine yonelik ki-kare analiz sonuglari

Gozlenen Beklenen

iller N TT TC CC TT TC CcC X? p

Aydin 4 72 2 0 72,014 1973 0,014 0,014 0,9066s

Denizli 8 78 3 0 78,028 2,944 0,028 0,029 0,8656s

Genel 155 150 5 0 150,040 4,919 0,040 0,042 0,83806s

Os: Onemsiz (p>0.05)
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4.3. Oglak Biiyiime Ozelliklerinin Leptin Genotiplerine Gore
Degisimi

Kil kegisi oglaklarinin biiyiime 6zelliklerine (dogum agirligi, 3.5 ve 5.5 aylik yasta
canli agirliklar) yonelik varyans analiz sonuglan ile ¢esitli faktorlerin seviyelerine
ait en kiigtik kareler ortalama ve standart hatalar1 Cizelge 4.5.’te 6zetlenmistir.

Oglak dogum agirhigimin genel ortalamasi 2.95 kg bulunmustur. TT genotipindeki
kuzularin dogum agirligt TC genotipli olanlardan 0.35 kg daha yiiksek olmasina
karsin iki genotip arasindaki fark istatistiki olarak onemli bulunmamistir. Dikkate
deger olan bu farkin 6nemli bulunmamasi TC genotipli birey sayisiin sinirl
olmasma dayaldir. Iller arasindaki fark &nemli bulunmazken Aydim ilindeki
oglaklarin dogum agirliklar daha yiiksektir. Dogum tipi dogum agirliginda istatistiki
olarak onemli fark yaratmstir (p<0.05). Tekizlerin dogum agirligi ortalamasi
ikizlerden 0.71 kg daha yiiksektir. Cinsiyet bakimindan dogum agirlig1 ortalamalari
her iki cinsiyet i¢in olduk¢a benzerdir.

Yaklasik 3.5 aylik yasa (ortalama 106.2 giin) denk gelen 1. tartimda oglak canl
agirliginin genel ortalamasi 18.78 kg, dogumdan bu tartima kadar gegen siiredeki
ortalama giinliik canli agirlik artisi (OGCAA) ise 143.23 g’dir. Hem 3.5 aylik yas
canlt agirliklart hem de OGCAA bakimindan genotipler, iller, dogum tipleri ve
cinsiyetler arasi farklar istatistiki olarak onemsizdir. Her iki 6zellik bakimindan
genotipler arasi1 fark Onemsiz olmasina karsin, TT genotipli kuzular TC
genotipliler gore oldukga yiiksek ortalamaya sahiptirler. TC genotipli birey
sayisinin 5 bireyle simirli olmasinin yarattig1 yiiksek standart hata, genotipler arasi
farkin Onemsiz ¢ikmasinda ana etkendir. Analiz modelinde yer alan siirekli
etmenlerden dogum agirliginin 3.5 aylik yas canli agirligi ile dogumdan 3.5 aylik
yasa kadar olan OGCAA iizerine regresyonlar1 pozitif yonlii ve c¢ok Onemli
(p<0.01) bulunmustur. Diger siirekli faktor olan oglak yasinin (giin olarak) 3.5
aylik yastaki oglak agirligina regresyonu pozitif yonlii ve dnemli (p<0.01) iken
OGCAA iizerine regresyonu negative ve dnemsizdir.

Yaklasik 5.5 aylik yasa (ortalama 171 giin) denk gelen 2. agirlik tartiminda oglak
canli agirliginin genel ortalamast 26.89 kg, 1. tartim ile 2. tartim aras1 siirecteki
OGCAA ise 136.46 g’dir. Oglaklarm bu doénemdeki canli agirlik artis hizlarr ilk
doneme gore biraz gerileme gostermistir (143.23 g’a kars1 136.46 g). Her iki
biiylime oOzelligi bakimindan da genotipler arasi fark istatistiki olarak Onemli
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bulunmazken TT genotipli bireylerin ortalamasi TC genotiplilere gore belirgin
diizeyde yiiksektir. Kesikli sistematik ¢evre etmenlerinden iller, dogum tipleri ve
cinsiyetler her iki biiyiime 6zelligi bakimindan da 6nemli fark yaratmamustir. Stirekli
etmen olarak tesiri incelenen dogum agirliginin her iki biiyiime &zelligi iizerine
regresyonu pozitif ve 6nemli (p<0.01) iken oglak yasinin etkisi bu donemdeki canlt
agirlik tizerine pozitif ve gok onemli, OGCAA iizerine ise pozitif ve 6nemsizdir.

Kil kecisinde leptin geninin exon 1 bdlgesine yonelik PCR-RFLP teknigi ile
yaptigimiz tanimlama ¢aligmasinin kegilerde benzeri olan tek calisma Wang ve ark.
(2015) tarafindan Cindeki 5 farkli keci irkinda yapilan ¢aligmadir. Anilan ¢aligmada
incelenen Meigu, Jianyang Daer, Chinese Tibetan, Chuannan Black ve Chinese
Nanjiang Yellow ki kecilerde T allelinin frekansi sirasiya 0.839, 0.847, 0.986,
0.963 ve 1.000 bulunmustur. incelenen 5 irktan sadece 1 irkta (Chinese Nanjiang
Yellow) CC genotipli bireye rastlanmus, diger 4 irkta ise rastlanmamustir. Kil kegisi
icin elde ettigimiz genotip ve allel frekanslar1 Cin’deki keci 1rklarna ait sonuglarla
cok biiyiik paralellik sergilemektedir.
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Cizelge 4.5. Leptin genotipleri ve diger etkisi muhtemel faktorlere ait seviyeler bakimindan oglak biiyiime 6zelliklerine ait en kiigiik

kareler ortalama ve standart hatalar:

~3.5 ay (106.2 giin)

~5.5 ay (171 giin)

Faktorler N  Dog. Ag Canli Ag. OGCAA N Canli Ag. OGCAA
Genotip P=0,258 P=0,067 P=0,074 P=0,416 P=0,418
TT 142 3,12+0,088 20,66+0,60 161,20+ 5,883 100 27,94+0,916 142,799+ 5,531
TC 5 2,77+0,298 16,9+2,011 125,25£19,707 4 25,83+2,591 130,129+15,653
il P=0,058 P=0,656 P=0,570 P=0,085 P=0,087
Aydin 74 3,05+0,168 18,56+1,154 140,42+11,312 33 25,86+1,63 130,277+9,847
Denizli 73 2,84+0,167 19,01+1,228 146,04+12,035 71 27,92+1,506 142,65149,098
Dogum Tipi P=0,000 P=0,056 P=0,089 P=0,241 P=0,285
1 129  3,30+0,158 17,64+1,052 133,27+10,307 94  25,83+1,33 130,644+8,032
>2 18  2,59+0,198 19,92+1,389 153,19£13,616 10 27,94+2,015 142,284+12,171
Cinsiyet P=0,611 P=0,618 P=0,238 P=0,823 P=0,968
Erkek 96 2,92+0,159 18,97+1,083 147,71£10,619 64 27,01£1,501 136,592+9,067
Disi 51 2,97+0,178 18,59+1,206 138,74+11,825 40 26,77+1,593 136,336+9,623
Reg Linear P=0,000 P=0,001 P=0,000 P=0,000
Dog. Ag. 3,235+0,575 20,003+5,631 5,19+0,781 23,942+4,716
P=0,000 P=0,843 P=0,000 P=0,779
Yas 0,156+0,022 -0,043+0,215 0,142+0,031 0,053+0,188
Genel 2,95+0,158 18,78+1,08 143,23+10,583 26,89+1,453 136,464+8,778
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5. SONUC

Ciftlik hayvanlarinda verim 6zellikleri iizerine biiyiik etkili genlerin molekiiler
genetik teknikler kullanilarak belirlenmesi ve pratik genotipleme ydntemlerinin
gelistirilmesi sonucunda bu genotiplere ait bilgilerin de damizlik se¢iminde
kullanilmasi daha isabetli damizlik deger tahminine ve dolayisiyla seleksiyonda
daha fazla ilerleme elde edilmesine olanak taniyabilecektir. Ozellikle cok erken
yaslarda genotip bilgilerinin giivenilir bir sekilde ortaya konmas1 biiyiik avantaj
saglamaktadir. Bu husus erkek damizlik adaylarinin 6n se¢imi anlaminda da biiyiik
O6nem arz etmektedir.

Ulkemiz sathinda yaygin olarak yetistirilen Kil kecilerinde leptin geni exon 1
bolgesindeki polimorfizmi ilk kez ortaya koymak, genin oglak biiyiime 6zellikleri
iizerine olasi etkilerini tanimlamak ve bunun sonucunda leptin geni bakimindan
bireylere ait genotip bilgilerinin seleksiyonda kullanilabilirligini ortaya koymak
i¢in yapilan bu ¢alismada asagida 6zetlenen bulgu ve sonuglara ulagilmistir:

1- Kil kegilerine ait incelenen 6rneklerde leptin geninin exon 1 bolgesine ait
412 b¢ wuzunlugundaki DNA kesiti PCR ile problemsiz olarak
¢ogaltilmigtir.

2- PCR frtnlerinin NmuCl (Tsp45l) restiriksiyon enzimi ile kesime tabi
tutulmasi ve RFLP {irlinlerinin agaroz jelde ayrigtirilmasi sonucunda elde
edilen bant profillerine dayali olarak bireylerin genotipleri dogru bir
sekilde tespit edilmistir.

3- Aydin ve Denizli illerindeki siiriilerden orneklenen bireyler igin elde
edilen genotipler, incelenen gen boélgesi bakimindan Kil kegilerinin
polimorfik olduklarin1 géstermistir.

4- TIncelenen 155 bireylik drneklemde CC genotipine hi¢ rastlanmanus, 150
birey TT, kalan 5 birey ise TC genotipli olarak tespit edilmistir.

5- TT, TC ve CC genotiplerinin frekanslan sirasiyla 0.967, 0.033 ve 0.000
bulunmustur.

6- T ve C allellerinin frekanslari sirasiyla 0.984 ve 0.016 bulunmustur.

7- Heterozigot bireylerin varligindan o6tiirii populasyonda C allellinden
bahsetmek miimkiindiir. Fakat yapilan taramada homozigot CC genotipine
rastlanmamistir. Bu durumun, 6rnekleme sapmasindan ve C alelelinin

frekansinin ¢ok diisiik olmasindan kaynaklanmis olmas1 muhtemeldir.
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8- Aydin ve Denizli illeri icin genotip ve allel frekanslar1 benzerlik
sergilemistir.

9- Incelenen SNP bakimindan hem Aydin ve Denizli illeri bazinda hem de
orneklemin biitiinii bazinda genotip frekanslarina dayali olarak ki-kare
testi sonucunda Kil Ke¢i popiilasyonunun Hardy-Weinberg dengesinde
oldugu belirlenmistir.

10- Istatistiki olarak énemli gikmasa da incelenen oglak biiyiime 6zelliklerinin
tamami (dogum agirligi, 3.5 ve 5.5 aylik yastaki canli agirliklar, iki farkl
doneme ait OGCAA) bakimindan TT genotipli bireylerin ortalamasi TC
genotipli bireylerden belirgin derecede yiiksektir.

11- Kil kegisi igin elde edilen genotip ve allel frekans degerleri ayni primer
cifti kullanilarak Cin’deki ke¢i irklart i¢in yapilan arastirmadan elde edilen
degerlerle biiyiik benzerlik sergilemektedir.

Bu calisma sonucunda, iilkemizin basat keci ki olan ve neredeyse iilkenin
tamaminda yetistirilen Kil kegilerinde leptin geni exon 1 bolgesi polimorfizmi ilk
kez tamimlanmig, boylece 1wrkin genetik yapisinin tanimlanmasina katki

saglanmugtir.

Tim biliylime oOzellikleri bakimindan TT genotipli bireylerin ortaya koydugu
yiiksek performans daha detayli ek calismalarin yapilmasini gerekli kilmaktadir.
Minor allel olan C allelinin frekansi olduk¢a diisiik oldugundan leptin
genotiplerinin veya allellerinin biiyiime 6zellikleri {izerine etkilerini saglikli olarak
tanimlayabilmek i¢in ¢ok genis hayvan materyalinde genotipleme ve sonrasinda
oglak biiyiime oOzellikleri ile iligkilendirme ¢alismalarina gereksinim soz
konusudur. Genotipleme c¢aligmasinda leptin geninin tamaminin DNA dizisinin
cikartilmasi, saptanacak SNP ve haplotipler ile performans degerlerinin
iligkilendirilmesi ¢ok daha aydinlatici olacaktir.

Bu c¢alisma, bundan sonra Kil kecisi ve diger yerli wrklarimizda Leptin geni
polimorfizminin tanimlanmasi ve mevcut genotiplerle biiylime 6zelliklerinin
iligkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilacak olan c¢aligmalar i¢in de yonlendirici
olacaktir.
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