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OZET
MASTITISE KARSI DIRENC SAGLAYAN LACTOFERRIN
GENIi BAKIMINDAN POLIMORFIiZMIN BAZI YERLI
SIGIRLARDA ARASTIRILMASI

Semih SEVIM

Yiiksek Lisans Tezi, Zootekni Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof.Dr. Orhan KARACA
2014, 46 sayfa

Bu ¢alisma, Aydin ilinde yetistirilen yerli sigirlarda Lactoferrin gen
polimorfizminin  belirlenmesi  amaciyla yapilmistir. DNA, farkli
lokasyonlarda yer alan 6 siiriide bulunan 100 bireyden alinan kan
orneklerinden elde edilmistir.Genotiplerin belirlenmesi i¢cin PCR-RFLP
metodu kullanilmigtir. Sigir Lactoferrin genine ait 1050 bg'lik bolge PCR
ile ¢ogaltilmis ve ardindan Hinfl restriksiyon enzimi ile kesime tabi
tutulmustur. Hinfl enzim kesimi sonucu 635, 480, 180, 120 b¢’lik
bantlardan olusan bir karisim elde edilmistir. Bu c¢alismada, daha once
literatiirde bahsedilmemis farkli bant uzunluklarina sahip olan (480, 180 ve
120 bg) ve “C” olarak adlandirilan bir allel tanimlanmigtir. Calismada, gen
frekanslar1 A ve C allelleri i¢in sirasi ile 0.435 ve 0.565, genotip frekanslart
ise AA, AC ve CC genotipleri igin sirast ile 0.17, 0.53 ve 0.30 olarak
belirlenmistir. Konuyla ilgili yapilan c¢alismalarda yaygin olarak
gozlemlenen B alleli bu ¢alismada gozlenmemistir. Daha somut bilgilerin
ortaya konabilmesi amaciyla bu gen bolgesinin DNA dizi analizinin
yapilmast faydali olacaktir. Bu calismadan elde edilen bulgular literatiire
onemli katki saglayacak diizeydedir.

Anahtar sozciikler: Yerli sigir, Lactoferrin geni, PCR-RFLP, Hinfl






ABSTRACT
INVESTIGATION OF POLYMORPHISM IN SOME NATIVE
CATTLES FOR LACTOFERRIN GENE PROVIDING
RESISTANCE TO MASTITIS

Semih SEVIM

M.Sc. Thesis, Department of Animal Sciences
Supervisor: Prof. Dr. Orhan KARACA
2014, 46 pages

This study was carried out to determine Lactoferrin gene polymorphism in
Native cattle raised in Aydin province. DNA was extracted from 100
individual blood samples collected from cattle raised in 6 flocks at different
locations. The PCR-RFLP methods were used to determine genotypes. A
1050 bp DNA fragment within bovine Lactoferrin gene was amplified with
PCR and then digested with restriction endonuclease enzyme Hinfl. The
Hinfl digestion produced a mixture containing of 635, 480, 180 and 120 bp.
In this study we have detected a new allele as "C" with different fragments
(480, 180 and 120 bp) which has not been observed in literature yet. In
present study, A and C allele frequencies were identified with 0.435 and
0.565; AA, AC and CC genotype frequencies were identified with 0.17,
0.53 and 0.30, respectively. The B allele of Lactoferrin gene has not been
observed. In order to reveal more concrete information, sequencing for the
Lactoferrin gene may be useful. Results obtained from this study will
provide a significant contribution to the literature.

Key words: Native cattle, Lactoferrin gene, PCR-RFLP, Hinfl
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1. GIRIS

Tiirkiye'de biiyiikbas hayvan yetistiriciliginin en yogun faaliyet alanini siit
{iretimi olusturmaktadir. Ulkemizde 2002 yilinda 9.8 milyon bas olan sigir
sayis1 % 41 oraninda artarak 2012 yilinda 13.9 milyon basa yilikselmistir
(TUIK, 2012). Yine TUIK (Cizelge 1.1) verilerine gére, 2002 yilinda 3.58
milyon bas olan Yerli sigir varligi 10 yillik siiregte %32 azalarak 2.45
milyon basa gerilemistir. (TUIK, 2012). Yillara gore Tiirkiye’de ki Sigir
sayilarinin degisimi Cizelge 1.1'de verilmistir.

Cizelge 1.1.Tiirkiye'de Yillara Gore Sigir Varligi

Yil Kiiltiir Melez Yerli Toplam
2002 1.859.786 4357549  3.586.163 9.803.498
2003 1.940.506 4.284.890  3.562.706 9.788.102
2004 2.109.393 4.395.090 3.564.863 10.069.346
2005 2.354.957 4.537.998  3.633.485 10.526.440
2006 2.771.818 4.694.197  3.405.349 10.871.364
2007 3.295.678 4.465.350  3.275.725 11.036.753
2008 3.554.585 4.454.647  2.850.710 10.859.942
2009 3.723.583 4.406.041  2.594.334 10.723.958
2010 4.197.890 4.707.188  2.464.722 11.369.800
2011 4.836.547 5.120.621  2.429.169 12.386.337
2012 5.679.484 5.776.028  2.459.400 13.914.912

Tiirkiye'de siit iiretiminin  yaklastk %90 siit sigirlarindan elde
edilmektedir. Geriye kalan %10'luk {iretimin ise koyun, keci ve diger
hayvan tiirlerinden saglandig1 belirtilmektedir (TUIK, 2012).

Sigircihiktan  elde edilen gelirlerin  biiyilk bolimiini  siit  {iretimi
olusturmaktadir. Ozellikle entansif tarimin uygulandig: iilkelerde 1slah
programlarinin temel hedefi d6l verimi, sit verimi ve Kalitesinin
arttirtlmasidir. Bu nedenle, entansif tarimin yayginlasmast ile yerli rklar ve
geleneksel iiretim sistemleri ile karli bir sigircilik  faaliyetinin
gergeklestirilmesi  olanakli degildir. Nitekim Yerli irklarimizin verim
potansiyellerinin kiiltiir irki ve kiiltiir irki melezi popiilasyonlara gore



diisiik olmasi yerli rklarin sayisal azaliginin en biiyilik nedenleri arasinda
sayilabilir. Ulkemizde yillara gére sagmal hayvan sayisi ve iiretilen siit
miktarlar1 Cizelge 1.2 'de verilmistir (TUIK, 2012).

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de yillara gore sagilan hayvan sayilar1 ve iiretilen siit

miktar1
Yil  Sagilan hayvan Siit iiretim Sagilan Hayvan Basina
sayisi (bas) miktari (ton) Ortalama Siit Uretim
Miktan (Kg)
2002 4.392.568 7.490.634 1.705
2003 5.040.362 9.514.138 1.888
2004 3.875.722 9.609.326 2.479
2005 3.998.097 10.026.202 2.508
2006 4.187.931 10.867.302 2.595
2007 4.229.440 11.279.340 2.667
2008 4.080.243 11.255.176 2.758
2009 4.133.148 11.583.313 2.803
2010 4.384.130 12.418.544 2.847
2011 4.761.142 13.802.428 2.899
2012 5.431.400 15.977.838 2.942

Aydin iline ait yillara gore Biiylikbas hayvan sayilart Sekil 1.1' de

verilmistir.
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Aydin ilinde 1991 yilinda 33.614 bas olan kiiltiir irk1 s1g1r sayis1 20 yillik
stirecte %687 artarak 2011 yilinda 230.953 basa yiikselmistir.Yine 1991
yilinda 78.210 bas olan yerli sigir sayis1 20 yillik siiregte yaklasik olarak
%51 azalarak 39.500 basa gerilemistir (TUIK, 2012).Yerli sigirlardaki bu
denli diisiisiin nedeni; kiiltiir irklariyla et ve siit verimleri bakimindan
yarigamamalari, entansif tarimin yayginlagsmasi sonucu geleneksel {iretim
sistemlerinin karli bir hayvancilik faaliyetini ger¢eklestirememesinden
kaynaklanmaktadir

Mastitis, ineklerde siitiin  miktarim1  diisiiren, meme bezlerinde
mikroorganizmalar tarafindan meydana getirilen, iltihapli bir meme
hastalig1 olup halk arasinda meme yangisi olarak bilinmektedir. Ulkemizde
ineklerde mastitis goriilme oraninin %30 civarinda oldugu ve mastitis
nedeniyle siit veriminde yaklasik %10 oraninda azalma meydana geldigi,
bunun sonucunda da yillik ekonomik kaybin milyonlarla ifade edilebilecegi
bildirilmektedir (Sabuncuoglu vd., 2003). Lactoferrin geni mastitise karst
direng gosteren aday genlerden biridir. Lactoferrin sigir genomunda
22.kromozomda bulunan gendir ve her biri birer demir iyonu baglama
Ozelligine sahip iki tane globiiler lobdan olusan tek zincirli bir
glikoproteindir (Schwerin vd., 1994).

Sigir genomunda Lactoferrin genine yonelik ilk tanimlama Seyfert ve Kithn
(1994) tarafindan yapilmistir. PCR-RFLP yontemine dayali calisma
sonucunda Holstein-Friesian irkinda Lactoferrin geninin iki farkli alleli (A
ve B) saptanmistir. Daha sonra diger sigir popiilasyonlarinda yapilan
calismalarda da bu allellerin varlig: tespit edilmistir (Wojdak vd., 2006;
Jemmali vd., 2011; Anggraeni vd., 2012; Nanaei vd., 2012; Giirsel vd.,
2012). Ancak, bugiine kadar iilkemizdeki sigir wrklarinda bu gene yonelik
sadece tek bir tanimlama bilgisi haricinde (Giirsel vd., 2012) baska

literatiire rastlanmamaistir

Bu c¢aligma, Aydin’da yetistirilen yerli sigirlarda Lactoferrin gen
polimorfizminin  PCR-RFLP yontemi ile tanimlanmasi amaciyla
yapilmustir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. Sigirlarda Mastitis
2.1.1. Mastitis Olgusu

Meme dokusunun siit yapan bezlerinin, siitiin depolanmasini ve disari
cikmasini saglayan kanal ve bosluklarinin sebebi ne olursa olsun biitiin
hastaliklarina mastitis denir. Mastitis meme yangisi yani meme bezinin
iltihaplanmast olarak bilinmektedir. Memedeki iltihaplanma patojenik
mikroorganizmalarin meme i¢ine girmesi ve g¢ogalmasi sonucu ortaya
¢ikmaktadir. Biitiin memeli tiirlerinde goriilse de ekonomik olarak 6nemli
olan ¢iftlik hayvanlarinda ozellikle de siit sigirlar1 gibi bol siit veren
hayvanlarda biiyiik 6nem tagimaktadir (Deveci vd., 1994).

Tiirkiye’de 2010 yil1 verilerine gore yillik 12.4 milyon ton siit tiretilmekte
ve bunun %91,69’lik kismi ineklerden elde edilmektedir (TUIK, 2010).
Gilinlimiizde iiretilen siit miktar1 kadar siit kalitesi de 6nem arz etmektedir.
Kaliteli ~ siitiin  ancak saglikli hayvanlardan elde edilebilecegi
yadsmamayacak bir gercektir. Ulkemizdeki siit sigirlarinin % 30’unda
mastitis olgusunun goézlemlendigi ve mastitis nedeniyle siit veriminde
yaklagtk % 10 civarinda azalma meydana geldigi bilinmektedir
(Sabuncuoglu vd., 2003).

Mastitis Staphylococcus aureus, Streptococci spp. ve Koliform tiirii
bakterilerin ortaya c¢ikardigi bir hastaliktir. Bu bakteriler son derece
karmagik bir hastalik olan mastitisin sekillenmesinde en temel faktorlerdir.
Hastaligin ortaya c¢ikmasi ile birlikte meme dokusunda ¢ok sayida
fizyolojik degisiklik ve tepkiler gozlemlenebilmektedir (Harmon, 1994).
Patojenler Staphylococcus aureus gibi bulasic1 ya da Escherichia coli gibi
cevresel kaynakli olabilir. Bulasici patojenlerin yayilmasi genellikle sagim
islemi sirasinda enfeksiyonlu hayvanlarda kullanilan sagim ekipmanlari
veya  dezenfeksiyon  kurallarina  uymayan  sagicilar  yoluyla
gerceklesmektedir. Cevresel kaynakli patojenler ise yaygin olarak barmak


http://tr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli

hijyeni tam olarak saglanmamis barinaklarda bulunan yataklik, toprak ve
giibre gibi ortamlarda bulunmaktadir (Carlen, 2008).

Mastitis, enfeksiyonun siddetine ve siiresine bagli olarak klinik ve
subklinik olarak ikiye ayrilir. Subklinik mastitis, klinik mastitise oranla
daha sessiz seyrederek siit iiretiminde azalma ile kendini gosterir. Subklinik
mastitis ancak siit bilesiminde ki bakteri konsantrasyonu ve siitte bulunan
somatik hiicrelerin sayimi ile belirlenebilir. Klinik mastitiste ise hastalik
siitte renk degisikligi, piht1 ve siskin meme yapisi gibi somut bulgularla
kendini gostermektedir (Carlen, 2008).

2.1.2. Mastitise Neden Olan Faktorler

Siirli igerisinde mastitis goriilme sikligi, hayvanlar1 cevreleyen ortamda
bulunan etken patojenler ve hayvanin hastaliga direng yetenegi ile
baglantilidir. Bunun yam sira; sagim yontemi, sagim ekipmanlariin
hijyeni, koruyucu saglik 6nlemleri, barinak ve yem hijyeni, irk, yas,
laktasyon donemi, yetistirme sistemi ve mevsim mastitisin goriilme
sikligin1 etkileyen en onemli faktorler arasindadir (Barkema vd., 1998;
Hagnestam vd., 2007; Nyman, 2007; Carlen, 2008).

2.1.3. Mastitis ve Somatik Hiicre Sayis1 Arasindaki iliski

Siit icerisinde bulunan somatik hiicreler meme bezini bulasici hastaliklara
karsi korumada rol iistlenir. Meme bezlerinde yeterli korumanin
gerceklesmedigi durumlarda hizli bir sekilde bakteri iiremesi ve bunun
sonucunda da bakteriler tarafindan meme dokusu i¢in olumsuz etki
yaratacak toksinlerin artis1 s6z konusudur (Kehrli ve Shuster, 1994).

Saglikli bir memedeki siit en az 100.000 adet/ml somatik hiicre
icermektedir. Bu hiicrelerin bliylik ¢ogunlugunu lenfosit ve makrofajlar
olusturmaktadir. Enfekte bir memedeki siit ise 1.000.000 adet/ml’nin
iizerinde somatik hiicre igermektedir. Bu tip siitlerdeki somatik hiicrelerin
agirhikli olarak nétrofil igerdigi bildirilmektedir (Kehrli ve Shuster, 1994).
Somatik hiicre sayis1 genellikle subklinik mastitisin  teshisinde
kullanilmaktadir.



Siitte > 200.000 adet/ml civarindaki somatik hiicre sayilar1 meme ici

enfeksiyon gostergesi olarak kabul edilmekte hayvanda mastitisten
stiphelenilmektedir (Schepers, 1997; Carlen, 2008).

2.1.4. Mastitis Genetigi

Ciftlik hayvanlarinda verim ozellikleri kantitatif kalitim gostermektedir. Bu
ozellikler ¢ok sayida gen tarafindan etkilenmekle (poligenik) birlikte
cevresel etmenlerden de oOnemli diizeyde etkilenmektedirler. Mastitis
kontrol programlari, genellikle ¢evre Onlemleri ve siirii yonetimindeki
iyilestirmelerle, hastaligin goriilme sikligin1 azaltmaya odaklanmustir.

Genetik parametreler, hayvan 1slahi ve hayvan yetistiriciligi i¢in son derece
onemlidir. Ustiin damizlik bireylerin segilmesinde ve dammzlik degeri
tahmininde kullanilmaktadir. Ancak bu parametreler, popiilasyona 6zeldir
ve zamanla degisebilir. Bu nedenle diizenli olarak yeniden tahmin
edilmelidirler (Carlen, 2008). Kalitim derecesi, popiilasyonda bir 6zellige
ait mevcut eklemeli genetik varyasyonun fenotipik varyasyondaki pay1 ile
ifade edilmektedir.

Kalitim derecesi, bir popiilasyonda ilgili 6zellik bakimindan iyilestirme
yapmak i¢in nasil bir yol izlenecegi konusunda bize fikir vermektedir.
Kalitim derecesi, fenotipik ve genetik korelasyonlar gibi parametreler bir
ozelligin ya da Ozelliklerin genetik bilesenini 6lgmede kullanilir. Bu
parametreler akrabalar arasindaki korelasyonlar ile fenotipik verilerden
tahmin edilmektedir (Rupp ve Didier, 2003).

Yapilan ¢aligmalarda mastitisin kaliim derecesinin 0,012 ile 0,08 arasinda
degistigi bildirilmistir (Rupp ve Boichard, 1999; Carlen, 2004; Heringstad
vd., 2005; Koivula vd., 2005; Van Dorp vd., 1998). Nispeten diisiik kalitim
derecesine sahip mastitis igin gergeklestirilecek genetik seleksiyon
programlarinda dogrudan veya dolayli seleksiyon kombinasyonun
kullanilmasi ile daha basarili sonuglar alinabilecegi bildirilmistir (Shook,

1989; Carlen, 2008).



Mastitise iligkin gesitli calismalardan elde edilen kalitim dereceleri Cizelge
2.1°de, somatik hiicre sayisina ait kalitim dereceleri Cizelge 2.2°de ve
genetik korelasyon tahminleri ise Cizelge 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.1. Bazi ¢alismalardan elde edilen Mastitis Kalitim Derecesi

tahminleri
Ozellik Kahtim Populasyon Referans
Derecesi

Mastitis 0,08 Norveg Sigirt Heringstad vd., 2005
Mastitis (1. Lak.) 0,03 Isvec Sigirt Carlen vd., 2004
Mastitis (2. Lak) 0,012 Isveg Sigirt Carlen vd., 2004
Mastitis (3.Lak) 0,012 Isvec Sigirt Carlen vd., 2004
Mastitis 0,024 Fransiz Holstein  Rupp ve Boichard, 1999
Mastitis 0,02 Ayrshire Koivula vd., 2005
Mastitis 0,04 Siyah Alaca Van Dorp vd., 1998

Cizelge 2.2. Bazi ¢aligmalardan elde edilen Somatik Hiicre Sayis1 Kalitim
Derecesi tahminleri

Kalitim Derecesi Populasyon Referans
0,14 * Carlen vd., 2004
0,17 Fransiz Holstein Rupp ve Boichard., 1999
0,14( 1. Lak.),
( ak) Kanada sigirlari Boettcher vd.,1998
0,16( 2. Lak.)
0,09(1. Lak. .
( ak) Ontorio Sigirlart Reents vd.,1995

0,09(2.Lak)




Cizelge 2.3. Bazi ¢aligmalardan elde edilen Genetik Korelasyon tahminleri

Ozellik Genetik Populasyon Referans
Korelasyon
Klinik Mastitis-305 Heringstad vd.,
0,43 N Sig
giinliik Protein Verimi orves Sigi 2005
Klinik Mastitis (1. Lak.)- 0,68 Isve¢ Sigir1  Carlen vd., 2004
SHS
. . Fransiz Rupp ve
Klinik Mastitis-SHS 0,72 . .
Holstein Boichard, 1999
Klinik Mastitis-Siit Koivula vd.
N A h. 1
verimi 0,38-0,56 yrshire 2005
Klinik Mastitis-305 Van Dorp vd.,
,,I I,. . » o 0,15 Holstein PV
giinliik Siit Verimi 1998

2.1.5. iskandinav Ulkelerindeki Masitise Kars1 Uygulanan Islah ve
Seleksiyon Programlari

Heringstad vd. (2000)’nin Lindhé (1995)’¢ atfen bildirdigine gore
Iskandinav iilkelerindeki damuzlik siit sigir1 yetistiriciligindeki 1slah
hedefleri saglik ve dol verimi gibi diisik kaliim derecesine sahip
fonksiyonel 6zellikleri kapsamakta ve bogalarin ¢ok sayida kizlarina dayali
olarak dol testine tabi tutulmasmma dayanmaktadir. Ornegin yapay
tohumlama bogalarinin kizlarinin ortalama grup biiyiikliikleri 1992 yilinda
Danimarka i¢in 90, Finlandiya i¢in 220, Norveg icin 250 ve Isveg igin ise
140 olarak bildirilmistir. Bu iilkelerde siit verimi ve sagliga yonelik kayit
sistemine yetistirici katilmu yiiksektir. Ornegin 1996 yilinda Norveg’te
bulunan siit sigirlarmin %90 1 siit kayit sistemi igerisinde yer almaktadir.
Kuzey iilkelerinde kayit altinda olan siit sigirlarinin ortalama % 45 'i geng
bogalar kullanilarak  tohumlanmaktadir. Bu yiizden, siit sigir
popiilasyonunun biiyiik ¢ogunlugu 1slah programlarinda aktiftir. Bunun bir
sonucu olarak, bu iilkelerde her yil kirmizi irklara ait nispeten ¢ok sayida
gen¢ boga biiyilk sayida kizlarina dayali olarak dél kontroliine tabi
tutulmaktadir (Heringstad vd., 2000).



Kuzey iilkelerindeki yetistiricilik sistemlerinin diger bir ozelligi ise
yetistiriciler tarafindan sahiplenilen sigir yetistiriciligi ile ilgili kooperatif
organizasyonlarinin olmasi ve bdylece sigir yetistiriciligine uzun vadeli

bakilarak 1slah hedefleri gergeklestirilmesidir (Heringstad vd., 2000).

Danimarka, Finlandiya, Norve¢ ve Isvec gibi Iskandinav iilkelerinde hem
mastitis hem de somatik hiicre sayisi ile ilgili bilgilerin kayit altina
almmasi, mastitis direncinde farkli yaklagimlar igin kullanilmaktadir.
Norveg' de bogalarin kizlarindan olusan gruplar sadece mastitis ve mastitis
direncinin gelisimi hakkinda bilgi igermektedir. Danimarka mastitis i¢in
damizlik deger tahmininde ek kaynak olarak somatik hiicre sayisini
kullanirken, Finlandiya ve Isve¢ 'de hem mastitis hemde somatik hiicre

sayist 1slah hedefi igin kullanilmaktadir (Heringstad vd., 2000).

Yetistiricilikte sadece mastitis bilgisi kullanildiginda, mastitis direncini
gelistirmek i¢in tim biyolojik siireglerin bileskesi secilmelidir. Somatik
hiicre sayisimin yiiksek degeri hastalikli meme igin bir gosterge iken diisiik
bir deger ise mutlaka saglikli memenin bir gostergesi olmamaktadir. Islah
programlarinda mastitis ve somatik hiicre sayilarina ait diisiik seviyeler
arasindaki iliskinin dogrusalligi hakkinda kapsamli bir inceleme
yapildiktan sonra somatik hiicre sayisina giivenildigi bildirilmektedir

(Heringstad vd., 2000).

Mastitise kars1 direng, Klinik mastitis kayitlar1 kullanilarak dogrudan
seleksiyon ile, genetik olarak mastitis iliski dolayli 6zellikler araciligiyla
veya her ikisinin kombinasyonu ile gergeklestirilebilir. En sik kullanilan
dolayli seleksiyon olgiitleri somatik hiicre sayisi ve tip 6zellikleri yani sira

memeden siit s1zintis1 ve sagim hizi olmustur (Harmon, 1994).

Dogrudan seleksiyonda en yaygin yaklasim genetik degerlendirmede
mastitis verilerini kullanarak mastitisi var-yok seklinde diisiiniip verilerin

normal dagilis sergiledigi kabul edilip lineer modellere uygulamak oldugu
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bildirilmistir. Esikli model dogrudan seleksiyon igin alternatiftir ve
verilerin ikili dogas1 dikkate alinarak varyans bileseni ve 1slah tahmini igin

avantaj olabilmektedir (Heringstad vd., 2000).

Mastitisin kalitimu Iskandinav saglik kayit sistemlerindeki verilere dayali
olan ¢esitli caligmalardan tahmin edilmistir. Geleneksel dogrusal
yontemlerle yapilan kalitim derecesi tahminlerinde gdézlemlenebilir 6lgek
aralig1 0,001 ile 0,06 arasindadir. Kalitim derecesinin esikli karakterlerle
yapilan tahminleri ise 0,06 ile 0,12 arasinda degismektedir. Seleksiyonda
bagar1 eklemeli genetik standart sapma ile seleksiyon isabet ve yogunlugu
ile dogru orantilidir. Diisiik kaliim derecesine ragmen, ozellikle yavru
grubu sayist yiiksek oldugunda seleksiyonda isabet ve dolayisiyla
potansiyel genetik ilerleme hayli yiiksek olabilir (Heringstad vd., 2000).

Somatik hiicre sayisina bagli dolayli seleksiyonun verimligi de boganin
yavru grubunun blyikligi ile ilintilidir. Heringstad vd. (2000)’nin
Interbull (1996)’ya atfen bildirdigine gére Danimarka'da mastitise yonelik
damizlik deger tahmin isabetini artirmak i¢in somatik hiicre sayisi da ilave
bilgi kaynagi olarak ¢oklu oOzellik modeline dahil edilmektedir. Yine
Heringstad vd. (2000) tarafindan degisik kaynaklardan (Eriksson, 1991;
Interbull, 1996; P6s6 ve Mantysaari, 1996 ) bildirdigine gére Finlandiya ve
Isvec'te hem somatik hiicre sayist hem de mastitis igin tek ozellik
bakimindan degerlendirme yapilmakta ve sonrasinda her ikisi agirliklarina

gore boga toplam deger indeksine katilmaktadir.

2.2. Mastitise Karsi1 Direnc¢ Genleri

2.2.1. Lizozim

Lizozim, bakterilerin hiicre duvarin1 pargalamak suretiyle bakteri
hiicresinin eriyip dagilmasia sebep olur ve bakteriyel enfeksiyon riskini
azaltir. Lizozimler kandan iretilirler. Enfeksiyona yatkin memedeki siitte
lizozim seviyesinin diigiik oldugunu ¢alismalar gostermektedir (Rahmani,


http://tr.wikipedia.org/wiki/Bakteri
http://tr.wikipedia.org/wiki/H%C3%BCcre_duvar%C4%B1
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2011). Bu proteinin enfekte olmamus inek siitiinde konsantrasyonunu 0,13
mg/100 ml civarindadir. Ancak, enfeksiyon sirasinda bu konsantrasyon
artar.

2.2.2. Lactoferrin

Lactoferrin, transferrin gen ailesinin demir baglayan tek zincirli ve 708
amino asitten olusan bir glikoproteinidir. Demir tagimasiin yaninda anti
inflamatuar, antifungal ve antibakteriyel ozelligi nedeniyle hayvancilik
acisindan onemlidir. Ik olarak sigir siitinden 1939 yilinda izole edilen
Lactoferrin  gozyasi, safra ve tiikirik gibi viicut sivilarinda da
bulunmaktadir (Avei, 2007).

Lactoferrin, meme bezi savunma mekanizmasinda 6nemli bir role sahiptir.
Sigir Lactoferrin geni mastite karsi direng agisindan siit sigirlart igin
potansiyel bir gendir (Avci, 2007). Sit igerisinde bulunan Lactoferrin
tarafindan 6zellikle meme epitel hiicreleri ve noétrofiller salgilanir (Giirsel
vd., 2012).

Saglikli ineklerin siitiinde 0,02-0,2 mg/ml arasinda degisen bir diizeyde
bulunan Lactoferrin konsantrasyonunun sub-klinik ve klinik mastitis
bulgularinda 100 kat artigi bildirilmistir (Kutila vd., 2003 ; Girsel vd.,
2012). Sigirlarda 22. kromozom ve 17. eksonda bulunan Lactoferrin geni
yaklasik 80 kDa’luk bir molekiil agirligina sahiptir (Schwerin vd., 1994).
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Sekil 2.1.S1g1r Lactoferrin geninin {i¢ boyutlu yapisi
2.2.3. Lactoferrinin Antibakteriyal Aktivitesi

Lactoferrin, inek siit ve kolostrumunda bulunan anti mikrobiyal yapilarin
en baskinidir. Lactoferrinin savunma sistemindeki rolii iki temel
biyokimyasal Ozelliginden kaynaklanir. Bunlar son derece giiglii demir
baglama kapasitesi ve diger molekiillerin ylizeylerine kuvvetlice
baglanabilmesi olarak ifade edilebilir.

Lactoferrin, Gram (+) ve Gram (-) bakterilere karsi bakteriyostatik etkiye
sahiptir. Lactoferrinin bakteriyostatik aktivitesi iki temel mekanizma ile
acgiklanmaktadir. Bu mekanizmalardan ilki bakteriler tarafindan demirin
kullanilmasin1 ~ engellemesi digeri ise Gram (-) bakterilerin dis
membranlarindan lipopolisakkarit salinmasina neden olmasidir (Chavez
vd., 2009; Avct, 2007).
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Sekil 2.2. Lactoferrinin Gram (+) ve Gram(-) bakterilere karsi
bakteriyostatik etkisi

Biitiin patojen mikroorganizmalar biiyiimeleri i¢in diger zorunlu elementler
gibi demir elementine ihtiyag duyarlar. Lactoferrin bu zorunlu demir
elementini ortamdan uzaklastirir ve bakterilerin ¢ogalmalarmi baskilamisg
olur (Baveye ve ark, 1999). Ortamdaki serbest demiri baglamak icin
sideroforlarla yarigsarak bakterilerin biiylimesini engeller (Avci, 2007).

2.2.4. Lactoferrinin Antiviral Aktivitesi

Lactoferrin birgok viriisii dogrudan ya da dolayli olarak etkisiz kilarken bu
etkisini viral reseptorlere baglanarak gergeklestirmektedir. Lactoferrin
dolayli olarak viral saldirtya karsi sistemik immiin cevabi arttirip viriislerin
inaktivasyonuna neden olur ve viriisiin saglikli hiicreleri enfekte etmesini
engeller.

Lactoferrin; herpes simpleks, rota viriis, hepatitis C ve insan immiin
yetmezlik viriisiinii de (HIV) igeren ¢ogu viriisiin replikasyonunu
engelleyebilmektedir. Bu etkisini fagositler, lenfositler ve dogal oldiiriicii
hiicrelerle direk etkilesimler yoluyla ve viral proteinleri bloke ederek
gerceklestirmektedir (Avei, 2007).

Lactoferinin antiviral etkisini tanimlamak i¢in bir¢ok farkli mekanizma
Onerilmistir. Bunlar igerinde en yaygin olarak kabul edilen hipotez,
Lactoferrinin &zellikle viral reseptdor olan heparan siilfata baglanip



14

glikozaminoglikani bloke etmesidir. Baglanan Lactoferrin ve heparan
stilfat, viriis ile konak hiicre arasindaki ilk temasi engelleyip enfeksiyonu
onler (Chavez vd., 2009).

Ls Virus

$¥% Lactoferrin

\? Viral receptor (Heparan sulfate)

3
‘2{ Viral specific receptor

Sekil 2.3. Lactoferinin anti viral etki mekanizmasi

2.3. Lactoferrin Gen Polimorfizmini Belirlemek i¢cin PCR-RFLP
Yontemi ile Yapilmis Calismalar

Sharifzadeh ve Doosti (2011), yaptiklar1 ¢aligmada Iran'da yetistirilen 120
bas Holstein-Friesian irkinda EcoRI restriksiyon enzimi ile kesim sonucu A
ve B allel frekanslarini sirasi ile %67,74 ve %32,26 olarak; AA, AB ve BB
genotip frekanslar1 igin ise sirasi ile %32,50, %57,50 ve %10 olarak
bildirmislerdir.

Wojdak vd. (2006), Polonya'da yetistirilen 124 bas Holstein-Friesian
iwkinda Lactoferrin  polimorfizmini arastirdiklar1  galismada EcORI
restriksiyon enzimi ile kesim sonucu gozlemlenen A ve B allel frekanslarin
sirast ile %67,74 ve %32,26 olarak AA, AB ve BB genotip frekanslari i¢in
ise sirasi ile %37,90, %59,68 ve %2,42 olarak bildirmislerdir.

Jemmali vd. (2011), Lactoferrin gen polimorfizminin ortaya konmasi
amaciyla 52 bas Holstein-Friesian irkinda gergeklestirdikleri ¢alismada
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Hinfl restriksiyon enzimini kullanarak yapilan kesim sonucu sadece A
allelinin gézlemlendigini bildirmislerdir.

Zhao vd. (2008), Holstein-Friesian wrkindan 120 bas hayvani iki grup
olusturmustur. Bu gruplardan ilki saglikli hayvanlardan olusurken (n=60)
diger grup ise (n=60) hastaligi tasiyan hayvanlardan olusmustur. PCR-
RFLP yontemi ile Lactoferrin geni promotdriiniin arastirildigi bu ¢alismada
Hinfl enzimi ile gergeklestirilen kesim sonucunda A ve B olmak iizere iki
allel gozlemlenmistir. Gézlemlenen A ve B allellerinin frekanslar1 kontrol
grubu igin sirast ile %78 ve %22 deney grubunda ise sirasi ile %17 ve %83
olarak bildirilmistir. AA, AB ve BB genotiplerinin frekanslar1 kontrol
grubunda sirasi ile %50, %40 ve %10 deney grubunda ise %15, %23 ve
%62 olarak belirlenmistir.

Anggraeni vd. (2012) tarafindan Endonezya’nin farkli bdlgelerinde
yetistirilen Holstein-Friesian (89 @), Limousin (14 &), Angus (5 &),
Simmental (13 &) ve Brahman (53 wrklarinda toplam 126 bas hayvanda
gerceklestirilen ¢alismada ECcORI restriksiyon enzimi ile kesim sonucu A
ve B allellerinin gozlemlendigi bildirilmistir. A ve B allellerinin frekanslar
Holstein-Friesian irkinda %77 ve %23 Limousin wrkinda %79 ve %21,
Angus 1rkinda %50 ve %50, Simmental rkinda %62 ve %38, Brahman
wrkinda ise %80 ve %20 olarak bildirilmistir.

Nanaei vd. (2012), 404 bas Holstein-Friesian irki hayvanda yaptiklari
calismada EcoRI enzimi ile kesim sonucunda A ve B olmak iizere iki allel
belirlemislerdir. A ve B allellerine ait frekans degerleri sirasi ile %80 ve
%20 olarak bulunmustur. Calismada AA ve AB genotipleri
gbzlemlenmesine ragmen BB genotipine rastlanmamistir. Gézlemlenen AA

ve AB genotip frekanslar1 sirast ile %61 ve %39 olmustur.

Giirsel vd. (2012), Tirkiye'de yetistirilen Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK,
46 bas) ve Gliney Anadolu Kirmizisinda (GAK, 46 bas) Lactoferrin gen
polimorfizmini aragtirmiglardir. Calismada EcoRI enzimi ile kesim
sonrasinda AA, AB ve BB genotiplerinin gozlemlendigi bildirilmistir. AA,
AB ve BB genotiplerinin frekanslar1 GAK popiilasyonunda sirasi ile
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%23,9, %45,6 ve %30,4; DAK popiilasyonunda ise %39,1, 0.47,8 ve %13
olarak elde edilmistir.

Mastitise karst direng saglayan Lactoferrin geni bakimindan yapilan
caligmalar genel olarak irdelendiginde; agirlikli olarak genotipleme iizerine
yapildiklar1 dikkat ¢ekmektedir.Yapilan caligsmalarin hepsinde A ve B
olmak iizere 2 allel ve bunun sonucu olarak AA, AB ve BB olmak iizere 3
genotip belirlenmistir. Calisilan popiilasyonlarin farkliligina gore allel ve
genotip oranlart degismektedir. Literatiir bildirislerinden sadece birinde
iligkilendirme g¢aligmasi yapilmistir(Zhao, 2008). Esit sayida hayvanlardan
kontrol ve deney gruplart olusturulup bireyler {izerinde allel ve genotip
taramasi yapilmustir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Hayvan Materyali

Caligmada salma olarak yetistirilen halk arasinda "Kara Sigir" olarak
bilinen yerli sigirlar hayvan materyali olarak kullanilmistir. Et ve siit
verimleri kiiltiir irklartyla yarisamadigi icin, daglik arazilerinde serbestge
otlamaya birakilmiglardir ve tiim besin ihtiyacini, 6zgiir bir sekilde
otlayarak karsilamaktadir.

Yilin neredeyse 365 giinii dogal ortamlarinda 6zgiirce otlayan ve yasayan
bu hayvanlara, kis aylarinda yogun kar yagisi, hayvanlarin kayit altina
alinmas1 amaciyla kiipeleme vb. uygulamalar, ilce Gida Tarim Hayvancilik
Midiirligiiniin  yiirtittiigii asilama takvimi ve acil durumlar disinda
miidahale edilmemektedir.

Hayatta kalma icgiidiileri, hastalik karsisinda dayanikliliklari, gelismis
sindirim sistemleri, saglam yapili viicutlari, gii¢lii tirnak yapilari, ve
cografyanin yerel hayvanlari olmalar1t sayesinde kiltiir 1rklarinin
yapamadigin1 yaparlar, engebeli arazide gezip otlayarak hayatta kalirlar.
Ayrica hayvan sahipleriyle yapilan goriismelerde hayvanlarin tamamen saf
olduklar1 disaridan farkli bir irkin siiriiye katilmadigi ve hayvanlari dogal
asimla gebe kaldiklart bildirilmistir.

Hayvan sahiplerinin gorevi, ekili arazilere girmelerinin &nlenmesi, ve
farkina varildigi zaman hasta hayvanlarin tedavi edilmesinden ibarettir.
Hayvanlarin dogal hayat dongiisii kendi kontrollerindedir. Konvansiyel
hayvancilikta kullanilan boynuz koreltme, kastrasyon ve erkeklerin siiriiden
zorla ayrilmasi gibi yontemler bu hayvanlar i¢in s6z konusu degildir.
Disiler dogal dollenme yoluyla gebe kalir, kendi kendilerine dogururlar. Bu
sekilde iireticiye en diisiik maliyetle bir ekonomik getiri saglarlar. Ayrica
hayvan sahipleriyle yapilan goriismelerde hayvanlarin tamamen saf
olduklar1 disaridan farkli bir irkin siiriiye katilmadigi ve hayvanlarin dogal
asimla gebe kaldiklar bildirilmistir.
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Arastirmanin hayvan materyalini, Aydm ili Karpuzlu ilgesi Akgakoca ve
Akgaabat koyleri ile Merkez Tepecik Koyii ve Ilica bas1 mevkiinde bulunan
"Yerli Sigir" siirtilerinde bulunan toplam 100 bas sigir olusturmustur.

Sekil 3.1. Calisma materyalini olusturan hayvanlar

3.2. Metot

Calisma kapsamindaki tiim laboratuar ¢aligmalari Prof. Dr. Orhan
KARACA tarafindan yiiriitilen ve TUBITAK-KAMAG tarafindan
desteklenen 109G014 nolu ve “Esme Yoresi Kivirctk Melezi Koyun
Popiilasyonu  Damizlik ~ Uretim ~ Siirecinin ~ Yetistirici  Kosullarinda
Yapilandirilmasi” isimli proje kapsaminda Adnan Menderes Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Boliimii, Biyometri ve Genetik Anabilim
Dalinda olusturulan Genetik Laboratuarinda gergeklestirilmistir.
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3.2.1. Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Muhafazasi

Calisma kapsaminda yer alan Sigirlarin boyun toplardamarindan (Vena
jugularis) 4.5 ml kan 6rnegi K3 EDTA igeren vakumlu tiiplere alinmustir.
Kan orneklerin alinmasi sirasinda sigirlarin yabani olmasi ve insanlara
aliskin  olmamalar1 dezavantaj olusturmustur. Calismanin  hayvan
materyalini olusturan sigirlarin  6rneklendikleri siiriiler ve siiriilerin
bulunduklari lokasyonlar Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Sigirlara ait kan 6rneklerinin stiriilere gére dagilimi.

Isim Alindidx Yer N
Neset DUMAN Akgakoca Koyii 16
Cengiz KUNDUZ Akgaabat Koyii 8
Yalgin KUNDUZ Akgaabat Koyt 11
Tuncay ASLAN Akgakoca Koyii 10
Mutlu INAN Ilicabas1 Mevkii 12
Emin KIRLIOGLU Tepecik Koyii 43
Toplam 100

Alinan kan ornekleri, DNA izolasyonu basamagina kadar gecen siirenin
uzunluguna bagl olarak buzdolabi (+4 °C) veya derin dondurucuda (-20
°C) muhafaza edilmistir.

3.2.2. Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Sigirlardan alinan kan orneklerinden DNA ticari izolasyon kiti (Invitrogen
DNA izolasyon kiti, Medsantek, IZMIR) kullanilarak izole edilmistir. DNA
izolasyonu iiretici firma tarafindan tavsiye edilen protokol kullanilarak
gergeklestirilmigtir.

DNA ekstraksiyonunda oOncelikle buzdolabi ya da derin dondurucuda
bulunan kan ornekleri disar1 ¢ikarilip, oda sicakligina kadar isinmalar

saglanmistir. Sicak su banyosu 55 °C’ye ayarlanip 1sitnmasi beklenmistir.

Steril olan mikro santrifiij tiipiine 6ncelikle 200 pl kan 6rnegi konmustur.

Uzerine 20 pl Proteinaz K ve 20 pl RNase A eklenmistir. Karisim homojen
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bir hal alana kadar vortex cihazinda iyice karigtirilip oda sicakliginda 2

dakika inkiibasyona birakilmustir.

Karisimin iizerine 200 pl PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer
eklenip tekrar homojen bir hal almasi igin giiglii bir sekilde vortexlenmistir.
Proteinlerin pargalanmasi i¢in 55°C’de 10 dk termal blokta inkiibasyona
birakilmigtir. Termal bloklardan alinan 6rneklerin tizerine 200 ul %96-100

ethanol eklenip, 5 s homojen bir hal alabilmesi i¢in iyice vortexlenmistir.

Kit igerisinde yer alan PureLink™ Spin kolonu, toplama tiipiiniin i¢ine
yerlestirilmistir. Yaklasitk 640 pl olan lizat karisimi, toplama tiipiiniinii

icindeki kolona pipetlenmistir. 10.000 g’de 1 dk siireyle santrifiij edilmistir.

Toplama tiipleri santrifiij sonrasi i¢indeki sivi ile birlikte atilip, kolonlar
yeni bir toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilmistir. Kolonun i¢ine 500 ul Wash
Buffer 1 eklenmis ve oda sicakhiginda 1 dk 10.000 g’de santrifijj
edilmistir.Toplama tiipiiniin i¢indeki siv1 atilip kolona 500 pl Wash Buffer

2 eklenmistir. Oda sicakliginda en yiiksek hizda 3 dk santriflij yapilmustir.

Daha sonra kolon steril bir 1.5 ml’lik mikro santrifiij tiipliniin i¢ine
yerlestirilmistir. Kolon igine 100 pl Elution Buffer eklenmis ve oda
sicakliginda 1 dk inkiibasyona birakilmistir.Oda sicakliginda en yiiksek
hizda 3 dk santrifiij uygulanmigtir. Kolon igerisine tekrar 100 pl Elution
Buffer eklenip oda sicakliginda 1 dk inkiibasyondan sonra yine oda
sicaklhiginda en yiiksek hizda 3 dk siireyle santrifiij edilerek sonugta toplam
200 pl elution buffer i¢inde genomik DNA 6rnegi elde edilmistir.

Elde edilen DNA ornekleri analizler yapilana dek buzdolabinda (+4°C)

saklanmugtir.
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3.2.3. PCR ile DNA Cogaltim

Tiiplerdeki toplam hacim 25 pl olacak sekilde 10X PCR buffer, MgCl2,
dNTP karisimi (ATP, GTP, CTP, TTP), ileri (Forward) ve geri (Reverse)
olmak iizere iki primer, Tag DNA polimeraz enzimi, genomik DNA ve
steril ddH20 igceren PCR karisimi olusturulmustur. Yapilan optimizasyon
denemeleri ile PCR karigimini olusturan bilesenlerin en uygun miktarlar
belirlenmistir. Her bir DNA 6rnegi i¢cin PCR karigimi katilan bilesenlerin
hacim ve son konsantrasyonlarina ait ayrintilar Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. PCR karigimu bilesenlerinin hacim ve son konsantrasyonlari.

Bilesen Adi Konsantrasyon Son Konsantrasyon
ddH,0 - -

10X PCR Buffer 10X 1X

MgCl, 25 mM 1,5 mM
dNTP Karigimi 2,5 mM 0,25 mM
Forward Primer 100 uM 2,5 uM
Reverse Primer 100 uM 2,5 uM

Tag DNA Polimeraz Enzimi 5 U/l 1U
Genomik DNA 50 ng/ul ~100ng/ul

Lactoferrin gen polimorfizmine uygun bolgenin gogaltimi igin ileri ve geri
olmak tlizere sigir genomu dizilimine 6zgiin iki primer sentezletilmigtir
(Cizelge 3.3). Primerleri sentezletebilmek igin daha oOnceki literatiir
caligmalarina bakilmig Zhao (2008), tarafindan yapilan calismada ki

primerler kullanilmigtir.
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Cizelge 3.3. Genotiplerin belirlenmesinde kullanilan primerler ve baz

dizilimleri.
Primer isimleri Primer Baz Dizilimleri (5' -> 3")
LTFF : CACATTACAAGCAGGATCTTTTGCTG
LTFR : CTGGCCAATGAGCCCTATATGTGT

PCR asamasinda DNA'nin primer bolgelerinin ¢ogaltilabilmesi igin,
hazirlanan PCR karisimi ile birlikte izole edilen genomik DNA'lar 0.2
ml'lik ince cidarli mikro santrifiij tiipleri icerisinde sicaklik dongiileyici
(ABI Veriti) cihaza koyulmus ve DNA ¢ogaltimi yapilmistir. Sicaklik
dongiileyici de (PCR) primerlere 6zgii DNA bolgelerinin gogaltilabilmesi
icin uygulanan program asagida verilen Cizelge 3.4’te 6zetlenmistir.

Cizelge 3.4. Primerlere 6zgiin DNA bolgelerinin ¢ogaltilabilmesi igin
gerekli olan 1s1 dongiileyici cihaz programi.

Basamak Sicaklik Siire

On Ayrim (Pre denaturation) : 94°C'de 4 dakika

Ayrim (Denaturation) © 94°Cde 30 saniye

Primerlerin Baglanmasi (Annealing) : 60°C'de 45 saniye 5 dongii
Uzama (Extension) : 72°C'de 45 saniye

Son Uzama (Final Extension) : 72°C'de 10 dakika

Bekleme ;. 4°Cde o

PCR asamasi sonucunda elde edilen c¢ogaltilmis DNA bolgeleri

genotipleme asamasi i¢in restiriksiyon enzimleri ile kesilmislerdir.
3.2.4. RFLP (Kisitlanmis Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi)

Lactoferrin geninin A ve B allellerinin ayrimi amaci igin yapilan PCR
tabanli DNA ¢ogaltimi iglemi i¢in biitiin bireylerin 6zgiil boélgelerinin
cogalim islemi tamamlanmigtir. Cogaltilan bolgelerin - var  olup
olmadiklarini gorebilmek i¢in {irlinler agaroz jelde goriintiilenmistir. PCR
ile gogaltim sonrasi olusan bolgelerin uzunluklarmin biitiin bireyler i¢in esit
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olmasindan dolayr bireyler arast bir ayrim yapmak miimkiin
olamamaktadir. Dolayisi ile ayrim yapabilmek i¢in ¢ogalttigimiz bolgelerin
bu bolgelere 6zgiil kesim (restriksiyon) enzimleri ile igleme tabi tutulmasi
gerekmektedir. A ve B allellerinin ayrimini yapabilmek icin Hinfl
(Fermentas, Litvanya) enziminden faydalanilmistir.

Restriksiyon enzimleri ile kesim asamasinda PCR tiipleri igerisinde
bulunan ve gene 6zgiil ¢ogaltilmig DNA pargalari igeren 25 ul hacmindeki
PCR iiriinii iizerine Cizelge 3.5’te verilen ve restriksiyon enzimini de i¢eren
bilesenler eklenmistir. PCR iirlinii ve restriksiyon enzimi ile birlikte
karisimi bulunan tiipler 37 °C’de en az 3 saat inkiibasyona birakilmustir.

Cizelge 3.5. Lactoferrin geninin allellerinin ayrimi i¢in uygulanan

restiriksiyon igleminin bilesenleri

Bilesenler 1 6rnek icin (ul)
ddH,0 2
10X Buffer Tango 2
Hinf | enzimi (10U/pl) 1
Toplam 5

Genin A ve B allellerinin ayrimima yonelik primer ciftleri ile ¢ogaltilan
1050 bg¢ uzunlugundaki PCR iirinii DNA fragmanlarinin restiriksiyon
enzimleri ile kesimi sonucunda; Literatiirde belirtilen "B" alleline
rastlanmamustir. Fakat ayn1 bolgede "C" alleli oldugu diisiiniilen 480, 180
ve 120 b¢ uzunlugunda ii¢ bant tespit edilmistir. Homozigot AA alleli igin
635 bg¢ uzunlugunda bir bant, kesimi ger¢eklesmis homozigot CC bireyi
igin yaklagik 480, 180 ve 120 bg¢ uzunlugunda ii¢ bant ve heterozigot AC
alleline sahip bireyler iginde 635, 480, 180 ve 120 bg¢ uzunlugunda dort
bant olugsmaktadir. Restriksiyon enzimleri ile kesim sonrasi olusan bu DNA
pargalarmin aynstirilip goézlemlenebilmesinde bir sonraki asamay1

elektroforez olusturmaktadir.
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3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR isleminden sonra ¢ogaltilan DNA bélgelerinin baz uzunluklarina gore
ayirt edilebilmesi igin agaroz jel elektroforezinden faydalanmistir. DNA
parcalarinin ayrimi i¢in %?2'lik agaroz jel kullamilmistir. Bu jeli
hazirlayabilmek i¢in 2 gr agaroz hassas terazide tartilip, 1s1ya dayanikli bir
sise icine pH's1 8.3'e ayarlanmis 100 ml 0.5X TBE ¢ozeltisi eklenerek
mikro dalga firinda kaynatilmistir. Jel kaynarken arada firindan ¢ikarilarak
icindeki agarozun tamamen c¢oziindiiglinii gorebilmek i¢in birka¢ defa
kontrol edilmistir.

Tamamen igindeki agaroz ¢6ziindiigiinde (homojen bir hal aldiginda)
firindan c¢ikarilip 50-60 °C arasi sicakliga kadar sogutulmustur. Bu
sicakliga ulastiktan sonra cam sigenin igine, etidyum bromid tiirevi boyama
islemi yapan safe view eklenmistir. Artik tamamen hazirlanan agaroz jel,
isminden de anlasilabilecegi gibi jel halini alabilmesi igin son hazirlik olan
icine PCR-RFLP firlinlerinin yiiklenecegi kuyucuklarin olusmasini
saglayacak taraklarin takili oldugu yatay elektroforez kiivetine dokiilerek
katilagmas1 beklenmistir. Katilagan jelden taraklar kuyucuklar1 bozmayacak
kadar 6zenli bir sekilde ¢ikartilmistir. Son olarak daha dnceden hazirlanan
0.5X TBE c¢ozeltisi elektroforez tankina dokiiliip, elektroforez kiiveti
icerisindeki hazirlanan jel tanka kiivetle birlikte yerlestirilmistir. Cikartilan
taraklar sayesinde olusan kuyucuklara 10 pl PCR-RFLP igine 2pl yiikleme
boyast (6X Loading Dye) karigimi olacak sekilde elde edilen firiinler
yiklenmistir.  Jelin ilk  kuyucuguna olusacak bantlar1  dogru
yorumlayabilmek igin gerekli olan 100bp DNA boy markérii (Invitrogen,
100 bp) yiiklenmistir.
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Sekil 3.2. DNA bant biiyiikliiklerinin belirlenmesinde kullanilan DNA boy
markori

Yiikleme islemi bittikten sonra elektroforez tankini, elektroforez giic
kaynagmma baglayip, Ornekler agaroz jelde 65 wvoltta 120 dakika
yirititiilmistiir. Yiriitme sonunda agaroz jel UV 15181n altinda goriintiilenip
fotograflanmistir (Vilber Lourmat). Bu goriintiilleme sonucunda bireyler
i¢in genotip tayini yapilmustir.

Sekil 3.3. UV 1s181in1n altinda safe view ile boyanmis agaroz jelin goriintiisii
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3.2.6. Lactoferrin Genotiplerine Yonelik Degerlendirmeler

Jel fotograflarindan her bireye ait genotip belirlenip not edildikten sonra
Lactoferrin  genetik varyantlari bakimindan gen ve genotip frekanslari
direkt sayim yontemi ile belirlenmistir. Gen ve genotip frekanslari 6 isletme
icin ayr1 ayri hesaplanmakla birlikte popiilasyonun tamami igin de
hesaplanmistir. Ayrica igletmelerin veya popiilasyonun Hardy-Weinberg
dengesinde olup olmadigini kontrol etmek iizere ki-kare (¥2) testinden
faydalanilmistir. Tim hesaplamalar ve 2 analizleri icin PopGene32
programi (Yeh vd., 1997) kullanilmistir.
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4, BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Lactoferrin Genotiplerine iliskin Gozlemler

PCR-RFLP sonucu olusan bantlar safe wiev ile boyanmis agaroz jel
elektroforezinde  yiriitilmiis ve  jel  goriintiileme  sisteminde
fotograflanmistir

Sekil 4.1. Literatiirde belirtilen bant uzunluklarina ait jel goriintiisii

Sekil 4.2. Calisma i¢in kullanilan sigirlardan bazilarinin jelde olusan LTF
geni A ve C allelleri bakimidan genotiplere ait goriintii
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Lactoferrin gen polimorfizminin belirleyebilmek i¢in yapilan, genin A ve B
allellerinin ayrimina yonelik primer ¢iftleri ile ¢ogaltilan 1050 bg
uzunlugundaki PCR {iriinii DNA fragmanlariin restiriksiyon enzimleri ile
kesimi  sonucunda; B alleline rastlanmamugtir.Yapilan literatiir
calismalarinda BB alleli icin 489 ve 464 b¢ uzunlugunda iki bant
gozlenmektedir. Fakat ayn1 bolgede 480, 180 ve 120 b¢ uzunlugunda ii¢
bant gozlenmektedir. Yapilan literatiir calismalarinda bu bantta dair hi¢bir
bilgiye rastlanmamustir. Bu bantin "C" alleli olabilecegi distiniilmektedir.
Belirtilen AA alleli i¢in 635 bg¢ uzunlugunda tek bant, CC alleli i¢in
yaklagik 480, 180 ve 120 b¢ uzunlugunda ii¢ bant ve AC alleline sahip
bireyler iginde 635, 480, 180 ve 120 bg¢ uzunlugunda dort bant
olugmaktadir.Lactoferrin gen bolgesi Sekil 4.3.'te verilmistir (Anonim,
2013)

>

CACATTACAAGCAGGATCWTTGCT?SCCCT CCTGTCCCTCCAACAGACTGGTTCCAAATAGGAAAAGGAGTACGTCAAGGCTGTATATT
GTCACCCTGCTTATTTAACTTCTATGCAGAGTACATCATGAGAAACGCTGGGCTGGAAGAAGCACAAGCTG G\ AATCAAGATTGCCA
GGAGAAATATCAGTAACCTCAGATATGCAGATGACACCACCCTTATGGCAGAAAGTGAAGAACTAAAGAGCCTCTTGATGAAAGTTA
AAGAGGAGAGTGAAAAAGTTGGCTTAAAGCTCAACATTCAGAAAACTAAGATCATGGCATCTGATCCCATCACTTCATGGCAAATAGA
TGGGGAAACAGTGGCTGACTGTATTTTTCTGGGCTCCAAAATCACTGCAGATGGTGATTGCAGCCATGAAATTAAAAGATGCTTACTC
CTTGGAAGGAAAGCTATGGCCAACCTACACAGCATATTGAAAAGCAGAGACATTACTTTGCCAACAAAGGTTCATCTAGTCAAGGCTA
TGGGTTTTCCAGTGGTCATGCATGGATGTGAGAGTTAGACTATAAAGAAAGCTGAGCGCCAAAGAATTGATGCTTTTGAACTGTGGT
GTTGGAGAAG, ACTCTTGAG N AGTCCCTTGGACTGCAAGGAGGTCCAACCAGTCCATCCTAAAGGAGATCAGTCCTGGGTGTTCAT
TGGAAGGACTGATGTTGAAGCTGAAACTCCAATACTTTGGCCACCTGATGCGAAGAGCTG A ACTCATTGGAAAAGACCCTGATGCTG
GGAAAGATTGAAGGCAGGAGGAGAAGGGGACGACAGAGGATGAGTTGGTTGGATGGCATCACCCACTCGATGGATCTGGGTTTGIT
TG\ ACTCCGGGAGTTGGTGATGGACAGGGAGGCCTGGTGTGCTGCRGTTCATGGAATTGCAAAG AGTCAGACACGACTGAGG
GACTGAACTGAACTGTCCCTCCTCCTCATTCATTCACTCATCCATTCAACCAATGTTAATCATTAAGTGCCCGGCACACATATAGGGCTC
ATTGGCCAG

Sekil 4.3.Lactoferrin Gen Bolgesi
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4.2. Lactoferrin Geni Bakimindan Gen ve Genotip Frekanslari

Toplam 100 bas sigirin olusturdugu iki farkli genotipe ait popiilasyonda
Lactoferrin  genotiplerinin dagilim  Sekil 4.4’te  verilmistir. Genel
popiilasyonda AA, AC ve CC genotiplerinin goriinme sikliklar1 sirasi ile
%17, %53 ve %30 olarak bulunmustur.

HAA EAC MCC

Sekil 4.4. Genel popiilasyonunda LTF genotiplerinin oransal dagilimi

Lactoferrin  geni bakimindan Yerli Sigirlarda genotiplerin  sayisal
dagilimlart ve gozlenen frekanslari Cizelge 4.1°de verilmistir.Yapilan
caligma sonucunda her {i¢ genotip gézlemlenmistir.

Cizelge 4.1. LTF geni bakimindan genotiplerin sayisal dagilimi ve
gozlenen genotip frekanslar

LTF Genotiplerinin LTF Genotiplerinin
Sayisal Dagilim Gozlenen Frekanslari
Irk/Genotip n AA AC CcC AA AC CcC

Yerli Sigir 100 17 53 30 0,17 0,53 0,30

Farkli yerlerden kan Ornekleri toplanan Yerli Sigirlara ait popiilasyonda
Lactoferrin genotiplerinin dagilimi Sekil 4.5 ve Cizelge 4.2’ de verilmistir.
Aydin Karpuzlu'da en yiiksek goriilme sikligt AC genotipine (%58) ait
olurken, CC genotipli bireylerin oran1 %33 , AA genotipli bireylerin orani
ise %9 olarak tespit edilmistir. Aydin Merkez'de AA genotipli bireylerin
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oran1 %24, AC genotipli bireylerin oran1 %49 ve CC genotipli bireylerin
orani ise %27 olarak tespit edilmistir. Genotiplerin gozlenen frekanslar
AA, AC ve CC igin sirasi ile; Aydin Merkezde bulunan yetistiricilerin
Yerli Sigir siiriilerinden toplanan 55 ornekte, 0,24, 0,49 ve 0,27 olarak,
Aydin Karpuzlu da bulunan yetistiricilerden toplanan 45 6rnekte, 0,09, 0,58

ve 0,33 olarak belirlenmistir.

100%
80%
60%
40%
20%

0%

Aydin Merkez

Aydin Karpuzlu

cC
mAC
mAA

Sekil 4.5. Farkli bolgeden kan 6rnekleri toplanan Yerli Sigirlarda LTF geni

bakimindan genotiplerin oransal dagilimi

Cizelge 4.2. Farkli yerlerden kan 6rnekleri toplanan Yerli Sigirlarda LTF

geni bakimindan genotiplerin dagilimi ve gézlenen genotip

frekanslari.
LTF Genotiplerinin LTF Genotiplerinin
Sayisal Dagilin Gozlenen Frekanslari
Bolgeler n AA AC CcC AA AC CcC
Aydin Merkez 55 13 27 15 0,24 0,49 0,27
Aydm Karpuzlu 45 4 26 15 0,09 0,58 0,33
Genel 100 17 53 30 0,17 0,53 0,30

Alt1 siiriiden olusan Yerli Sigir wrkina ait popiilasyonda Lactoferrin
genotiplerin dagilim ve gozlenen frekanslart Sekil 4.6 ve Cizelge 4.3’te
ozetlenmistir. CK, EK, MI, ND, TA siiriilerinde her ii¢ genotip gozlenirken,
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YK siiriisiinde AA genotipine rastlanamamistir. Genotiplerin gdzlenen
frekanslart AA, AC ve CC igin siras1 ile; CK siiriisiinden toplanan 8
ornekte, 0,13, 0,63 ve 0,25 olarak, EK siiriisiinden toplanan 43 ornekte,
0,21, 0,49 ve 0,30 olarak, MI siiriisiinden toplanan 12 drnekte, 0,33, 0,50
ve 0,17 olarak, ND siiriisiinden toplanan 16 o6rnekte, 0,13, 0,44 ve 0,44
olarak, TA siiriisiinden toplanan 10 6rnekte, 0,10, 0,80 ve 0,10 olarak, YK

stiriistinden toplanan 11 6rnekte, 0, 0,55 ve 0,45 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.6. LTF geni bakimindan genotiplerin siiriilere gore oransal dagilimi
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Cizelge 4.3. LTF geni bakimindan genotiplerin siiriilere gore sayisal
dagilimi ve gozlenen frekanslari

LTF Genotiplerinin LTF Genotiplerinin
Sayisal Dagilim Gozlenen Frekanslari
Yetistiriciler n AA AC CcC AA AC cC
CK 8 1 5 2 0,13 0,63 0,25
EK 43 9 21 13 0,21 0,49 0,30
Mi 12 4 033 050 0,17
ND 16 2 0,13 0,44 0,44
TA 10 1 0,10 0,80 0,10
YK 11 0 5 0 0,55 0,45
Genel 100 17 53 30 0,17 0,53 0,30

Yerli Sigir i¢in Ornekleme yapilan siirli veya lokasyonlar bakimindan
yapilan degerlendirme ile elde edilen allel frekanslar1 Cizelge 4.4’de
ozetlenmistir. A alleli bakimindan en vyiiksek frekans MI ait siiriide
gbzlenmistir. Yetistirici siirlisiinden 6rneklenen 12 bas sigirdan 4 basinda
AA, 6 basinda ise AC genotipi gozlenmistir. CC genotipine ise 2 bas
sigirda rastlanmistir. A alleli YK ait siiriide rastlanmamistir. C alleli
bakimindan en yiiksek frekans YK ait siiriide gozlenmistir. Yetistirici
stiriisiinden 6rneklenen 11 bas sigirdan 6 basinda AC, 5 basinda ise CC
genotipi gézlenmistir. AC genotipine sahip heterozigot bireylerin oranimin
homozigot genotiplere oranla daha yiiksek sayida oldugu dikkati
cekmektedir.

Cizelge 4.4. Yerli S1igir i¢in 6rnekleme yapilan siirii veya lokasyonlar
bakimindan yapilan degerlendirme ile elde edilen allel
frekanslari

Lokus Allel CK EK Mi ND TA YK Karpuzlu Merkez Genel

A 0,438 0,583 0,583 0,344 0,500 0,273 0,378 0,482 0,435
C 0,563 0,417 0,417 0,656 0,500 0,727 0,622 0,512 0,565

LTF

En yiiksek A alleli MI ait siiriide bulunurken, en diisiik A alleli, sadece 6
bas heterozigot AC hayvani bulunan, Yerli Sigir yetistiricisi YK siiriisiinde
tespit edilmigtir. A ve C allellerinin bulunma frekanslarina gore ¢izilmis
grafik Sekil 4.7’de verilmistir.
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Allel Frekanslar:

0,800 -
@ 0,600 K
% 0,400 mEK
& 0,200 u Mi

0,000

END
LTF | = TA
Lokus mYK

Sekil 4.7.Yerli Sigirlar i¢in farkl: siirii veya bolgelerden alinan 6rnekler
bakimindan gdzlenen allel frekanslarinin dagilimi

Gozlenen ve beklenen genotip sayilari ile Hardy-Weinberg dengesine
yonelik ki-kare (y2) analiz sonuglar1 Cizelge 4.5’da verilmistir. Yapilan ki-
kare analiz sonucunda Aydin Karpuzlu (45 bas) ve Aydin Merkez (55 bas)
olmak iizere her iki lokasyona gore yapilan degerlendirmede 6rneklemin
Hardy-Weinberg dengesinde oldugu anlagilmistir. Ayrica, biitlin
popiilasyona ait verileri kapsayan analiz sonucunda ve isletmelere gore ayri
ayr1 yapilan degerlendirmede popiilasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinde
oldugu anlasilmistir.
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Cizelge 4.5. LTF geni bakimindan s1gir genotiplerine ait gézlenen ve
beklenen sayilar ile ki-kare (y2)analiz sonuglari.

Gozlenen Sayilar Beklenen Sayilar
Orneklenen | | A\ Ac cc | AA AC cc 2 P
Yerler
Aydin- 45 4 26 15 6,422 21,156 17,422 | 2,36 | 0,125
Karpuzlu
Aydin- 55 | 13 27 15 | 12,768 27,464 14,768 | 0,016 | 0,900
Merkez
CK 8 1 5 2 1,531 3,938 2,531 | 0,583 | 0,445
EK 43 9 21 13 8,843 21,314 12,843 | 0,009 | 0,923
Mi 12 4 6 2 4,083 5833 2,083 | 0,01 | 0,921
ND 16 2 7 7 1,891 7,219 6,891 | 0,015 | 0,904
TA 10 1 8 1 2,5 5 2,5 3,6 0,058
YK 11 0 6 5 0,818 4,364 5,818 | 1,547 | 0,214
GENEL
TOPLAM 100 | 17 53 30 18,923 49,155 31,923 | 0,612 | 0,434

Lactoferrin A ve C allellerinin frekanslarina gore tiim siiriileri kapsayan
analizde elde edilen genetik benzerlik (kdsegen iistll) ve genetik uzaklik
(kosegen alt1) degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir. Bir lokus bakimindan
hesaplanan genetik yakinlik ve genetik uzaklik degerleri ile ¢ok saglikli bir
degerlendirme yapabilmek olanakli olmamasina karsin ek bir bilgi kaynagi
olarak dikkate alinmustir. Siiriiler arasindaki genetik benzerlik degerleri
0,9995 ile 0,9495 arasinda siralanmistir. Siiriiler arasindaki genetik

uzakliklar ise 0,005 ile 0,0518 arasinda siralanmuistir.

Cizelge 4.6. Siiriiler aras1 genetik benzerlik (kosegen iistii) ve genetik
uzaklik (kdsegen alt1) degerleri

CK EK Mi ND TA YK
CK ikl 09946 09992 0,9923  0,9973 0,9770
EK 0,0054 el 0,9895 09740  0,9995 0,9495
Mi 0,0008 0,0106 ek 0,9965  0,9935 0,9849
ND 0,0078 0,0263  0,0035 ke 0,9806 0,9959
TA 0,0027 0,0005 0,0065 0,0196 falekel 0,9588
YK 0,0233 0,0518 0,0152 0,0041  0,0421 falalel

Lactoferrin A ve C allellerinin frekanslarmna gore Ornekleme yapilan
lokasyonlar1 kapsayan analizde ise elde edilen genetik benzerlik (kosegen
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tistll) ve genetik uzaklik (kosegen alt1) degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir.
Siiriiler arasindaki genetik benzerlik degerleri 0,9933 ile 0,8911 arasinda
stralanmustir. Siiriiler arasindaki genetik uzakliklar ise 0,0047 ile 0,1153

arasinda siralanmustir.

Cizelge 4.7.0rnekleme yapilan lokasyonlar arasi genetik benzerlik
(kosegen iistii) ve genetik uzaklik (kdsegen alt1) degerleri

Akgaabat Akcakoca Ihicabasi Tepecik
Akc¢aabat falalad 0,9933 0,8911 0,9774
Ake¢akoca 0,0067 whx 0,9376 0,9953
Ihcabag: 0,1153 0,0644 faleie 0,9669
Tepecik 0,0229 0,0047 0,0336 faleied

Belirlenen genetik uzakliklara gore cizilen dendogram Sekil 4.8’de
verilmistir. Cizdirilen dendograma gore Akgaabat ile Akgakoca'da bulunan
stiriiler arasinda benzerligin daha fazla oldugu bulunmustur. Tepecik'de
bulunan siirii diger biitiin siiriilere benzerlik bakimindan en uzak siirii
olarak gozlemlenmektedir. Ancak, sadece 1 lokusa dayali hesaplanan
genetik uzakliklara ait dendogram ¢izildiginden ¢ok saglikli bir
degerlendirme yapmak zordur. Etkin bir degerlendirme yapabilmek igin

cok sayida lokusa ait genotip bilgilerinin dikkate alinmas1 gerekir.

AKCAABAT

AKCAKOCA

_ | ILICABASI

TEPECIK

Sekil 4.8. Ornekleme yapilan lokasyonlar arasindaki genetik uzakliga gore
¢izilmis dendogram

Yapilan literatiir taramas1 sonucu bazi sigir popiilasyonlarinda LTF geninin
A ve B allelleri i¢in belirlenen allel frekanslar1 Cizelge 4.8’de



36

ozetlenmistir. incelenen irklarin tamaminda A alleli B alleline gore oldukga
yiiksek frekans sergilemistir. Hatta kimi irklarda A alleli bakimindan
sabitlenme olmustur. Bu bilgiler ile karsilagtirildiginda Yerli Sigir irkinda
A alleli igin belirlenen frekanslar Holstein irki (Zhao vd., 2008) disindaki
tim sigir 1rklarindan daha diisiik bulunmustur. Yerli Sigir irkinda A alleli
icin elde edilen frekans (0,435) literatiirdeki tim sigir wklarn igin elde
edilen frekanslardan daha diigiikk gézlenmistir.

Cizelge 4.8. Baz1 s1g1r popiilasyonlarinda LTF genine ait allel frekanslari

Irklar Kaynak N LTF Enzim
A B
Holstein- Sharifzadeh ve Doostri., 2011~ 160 0.68 0.32  EcoRl
Friesian
Holstein- Wojdak vd., 2006 124 068 032  EcoRl
Friesian
Holstein- Jemmali vd., 2011 52 100 * Hinfl
Friesian
Holstein- Zhao vd., 2008 60 017 083  Hinfl
Friesian
Holstein- Anggraeni vd., 2012 80 077 023  EcoRl
Friesian
Limousin Anggraeni vd., 2012 14 0.79 0.21 EcoRlI
Angus Anggraeni vd., 2012 5 050 0.50 EcoRlI
Simmental Anggraeni vd., 2012 13 0.62 0.38 EcoRlI
Brahman Anggraeni vd., 2012 5 080 0.20 EcoRlI
Holstein- Nanaei vd., 2012 404 080 020  EcoRl
Friesian
DAK Giirsel vd., 2012 46 047 053 EcoRl

GAK Giirsel vd., 2012 46 0.63 0.37 EcoRl
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5. SONUC

Bu ¢alismada, yerli gen kaynagi olan Yerli Sigirlarimizda Mastitise karsi
direng saglayan Lactoferrin geni bakimindan var olan polimorfizm PCR-
RFLP metodu kullanilarak tanimlanmistir.Calisma kapsaminda halk
arasinda "Kara Sigir" olarak bilinen sigirlar materyal olarak kullanilmistir.
4 farkh lokasyondan (Akcakoca, Akgaabat, Ilicabasi ve Tepecik) toplam
100 bas hayvandan kan 6rnegi alinmistir.Siiriiler aras1 genetik benzerlik ve
farkliliklar ortaya konmaya calisilmistir. Calisma ile elde edilen sonuglar
asagidaki gibi 6zetlemek miimkiindiir:

Yapilan PCR-RFLP yonteminden sonra ulasilan sonuglarda: LTF geninin
PCR-RFLP metodu ve Hinfl enzimiyle kesimi gergeklestirilmesi ile
belirlendigi Yerli Sigir icin frekansi diisik olan AA genotipi, diger
caligmalarla paralellik sergilemektedir (Zhao vd., 2008). Literatiirde sik¢a
rastlanan "B" alleline bu calismada rastlanmamistir. Fakat ayni bolgede
480, 180 ve 120 bg farkli {i¢ bant gozlenmistir. Yapilan literatiir
caligmalarinda bu bant dair hi¢bir bilgiye rastlanmamistir. Bu bantin "C"

alleli oldugu diisiiniilmektedir.

Lactoferrin geni bakimindan bulunan AA, AC ve CC beklenen genotip
frekanslar sirasi ile, 0.17, 0.53 ve 0.30, olarak tespit edilmistir.

Lactoferrin geni bakimindan LTF A ve LTF C allellerinin bulunma
frekanslar1 sirasi ile; yetistiricilerinden toplanan &rnek popiilasyon i¢in
Aydin Merkez'de , 0.482 ve 0.512, Aydin Karpuzlu'da 0.378 ve 0.622, CK
stiriisiinde, 0.438 ve 0.563, EK siiriisiinde, 0.583 ve 0.417, MI siiriisiinde,
0.583 ve 0.417, ND siiriisiinde, 0.344 ve 0.656, TA siiriisiinde, 0.500 ve
0.500 ve YK isimli yetistiricinin siiriisinde 0.273 ve 0.727 olarak
bulunmustur. Toplam 100 bas olan Yerli Sigir irk1 6rnekleminde ise LTF A
ve LTF C allellerinin bulunma frekanslar1 0.482 ve 0.512 olarak

bulunmustur.

Siiriiler arast LTF A ve LTF C allellerinin frekanslarina gore tiim siiriileri
kapsayan analizde elde edilen genetik benzerlik 0.9995 ile 0.9495 arasinda
siralanmustir. Siiriiler arasindaki genetik uzakliklar ise 0.005 ile 0.0518
arasinda siralanmustir. Orneklerin alindig1 lokasyonlar1 kapsayan analizde
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ise genetik benzerlik 0.9953 ile 0.8911 arasinda, genetik uzakliklar ise
0.0047 ile 0.1153 arasinda siralanmistir. Bu siralanan genetik uzakliklara
gbre, Akcaabat ve Akgaova'da ki siiriiler genetik olarak birbirine yakin,
Tepecik deki siirti en uzak siirii olarak belirlenmistir.

Son yillarda hayvan ithallerinin artmasi, lilkemizde genetik cesitliligin
azalmasi ve kaybolmasi tehlikesini dogurmustur. Yerli irklarm kiiltiir
irklartyla verim yoniinden yarigamamasi ve ekonomik beklentilerin
karsilanmamasi sonucu her gegen giin sayilarinin azaldigi bilinmektedir.
Kiltiir irklarina gore daha kanaatkar olan yerli irklarimizin korunmasi ile
1slah c¢aligmalarina temel olusturacak genetik cesitlilik kaybedilmeden,
melez iistiinliigiinden yararlanilabilecektir.

Tiirkiye’de sigir popiilasyonlarinda Lactoferrin gen polimorfizmine yonelik
DNA diizeyinde sadece bir ¢alisma bulunmaktadir (Giirsel vd., 2012).
Yapilan arastirmada Lactoferrin bakimindan gen polimorfizminin oldugu
gortilmiistir. Lactoferrin lokusunda LTF A ve LTF C olmak iizere 2 allel
saptanmis olup, Literatiirde bulunan B alleline yapilan ¢aligmada
rastlanmamigtir. Belirlenen allellerden en yaygin olan1 C allelidir. Bu
calisma referans bir ¢alisma olarak kabul edilip kimi yerli irklar iizerinde

baska ¢aligsmalar da yapilabilecektir.

Aragtirmacilar Lactoferrin gen polimorfizmi {izerine yogunlastik¢a, sadece
Hinfl ve EcoRI enzimi ile degil ayn1 zamanda Styl enzimiylede farkli
alleller belirlenmektedir (Chopra vd., 2013). Bu gen polimorfizmi ortaya
konulduktan sonra daha ileriki dénemlerde bu enzimlerle de denemeler
yapilabilecektir.

Giinimiizde genotiplerin tespitinde DNA analizleri daha hizli sonug
alinmas1 bakimidan genotip tayininin biiylik oranda yerini almistir. DNA
analizleri ile proteinleri kodlayan genlerin allelleri tespit edilebilmektedir.

Bu calisma sadece Yerli Sigirlarin Lactoferrin gen polimorfizminin olup
olmadigin1 ortaya koyabilmek i¢in yapilmigtir. Daha ileriki dénemlerde
yapilacak ¢aligmalarda bulunan allel ve genotip frekanslan ile, Yerli
sigirlarda siit verim kayitlar1 tutularak bu gen polimorfizmi oldugunda
bahsi gegen sigirlarda mastitise karsi direng  Ozelliklerin  6nemlilik
dereceleri iliskilendirilebilecektir.
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Daha ileriki caligmalarda genotiplere gore Lactoferrin lokusu igin elde
edilen bilgiler Yerli sigirlar igin referans olarak kullanilabilecektir. Ileriki
yillarda yapilacak benzer galigmalar igin karsilastirma yapma ve gegen
stiregteki gen ve genotip frekanslarindaki degisimi ortaya koyma ve koruma
etkinliklerini buna gére yonlendirme sansi taniyacaktir.

Bu ¢alisma sonrasinda diger Yerli Sigir irklarimizda da Lactoferrin genine
ait polimorfizmin ortaya konmasinda ve &zellikle mastitise karsi direng
ozelliklerinin genotiplere gore degisiminin ortaya konmasinda yarar vardir.
Ayrica, gene ait bolgenin DNA dizi analizi ile incelenmesi irklarimiza 6zgii
farkliliklarin olup olmadigini da agik bir sekilde ortaya koyacaktir.

Ayrica Yerli Sigirlarimizdaki mevcut bazi genler ilerleyen yillarda
karsilagilacak sorunlarin ¢oziimiinde bize yol gosterebilecektir. Bu yiizden
gelecek nesillere birakilacak genetik bir miras olmasi nedeni ile bu
hayvanlar korunmalidir.
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