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OZET

POU1F1 GENOTIPLERININ KIL KECILERINDE BUYUME OZELLIKLERINE
ETKIiSi

TiN B. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Zootekni Programa,
Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2022.

Amag: Kil kegisi oglaklarinda yapilan bu ¢alismada, POU1F1 geninin intron 5’in bir kismu,
ekzon 6 ve 3' flanking bolgesinden olusan 450 baz ¢ifti uzunlugundaki dizisinde Alul ve Pstl
polimorfizminin tanimlanmasi Ve yetistirici kosullarinda oglak biiylime 6zellikleri bakimindan

POU1F1 genotipleri aras1 farkliliklarin ortaya konmasi amaglanmastir.

Gereg¢ ve Yontem: Calisma, Aydin ve Denizli illeri kdylerinde bulunan 6 farkli isletmedeki
150 bas Kil kegisi oglaginda gerceklestirilmistir. Oglaklarin biiyiime 6zelliklerini belirlemek
tizere dogum agirligy, yaklasik 3 ve 6 aylik yaslardaki canli agirliklar ile dogumdan 3 ve 6 aylik
yasa kadar gegen siiredeki ortalama giinliik canli agirlik artislart belirlenmistir. POU1F1 gen
bolgesine 6zgii tasarlanan primer gifti ile 150 6rnegin 138’inde 450 b¢’lik PCR iiriinleri basarili
bir sekilde elde edilmistir. Cogaltilan hedef DNA bolgesindeki niikleotid polimorfizmini ortaya
koymak tizere PCR iiriinleri Alul ve Pstl restriksiyon enzimleriyle ayri ayri kesime tabi
tutulmustur. Enzim Kkesimi sonrast olusan PCR-RFLP iiriinii DNA fragmanlar1 jel

elektroforezinde boyutlarina gore ayristirilip goriintiilenmistir.

Bulgular: Goriintiilerden elde edilen genotip verilerinin analizi sonucunda POU1F1/Alul
kesimi ile elde edilen TT, TC ve CC genotiplerinin frekanslari sirasiyla 0,86, 0,13 ve 0,01 olarak
bulunmus ve bunun sonucunda T ve C alellerinin frekanslar1 sirasiyla 0,93 ve 0,07 olmustur.
POU1F1/Pstl kesimi ile belirlenen TT ve TC genotiplerinin frekanslar sirasiyla 0,95 ve 0.05
olarak bulunmus, T ve C alellelerinin frekanslar1 ise 0,97 ve 0,03 olmustur. Pstl enzim
kesiminde de CC genotipi gozlenmemis ve her iki enzim kesiminde de C alelinin frekansi ¢ok
diisiik gozlenmistir. Her iki enzim kesimi ile elde edilen genotipler bakimindan yapilan Ki-kare
testleri incelenen popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu ortaya koymustur.

Oglaklarin dogum agirliklari, yaklasik 3 aylik (ortalama 95, 2 giin) ve 6 aylik (ortalama 172, 7
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giin) yastaki canli agirliklar1 ve dogumdan 3 ve 6 aylik yasa kadar gegen siiregteki giinliik
ortalama canli agirlik artiglart i¢in en kiigiik kareler ortalamalari sirasiyla 2,92 kg, 17,91 kg,
26,53 kg, 156,70 g ve 126,91 g bulunmustur. Incelenen biiyiime ozellikleri bakimindan hem
POU1F1/Alul hem de POU1F1/Pstl kesimleri ile elde edilen genotiplere ait ortalamalar

arasindaki farklar istatistiki olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).

Sonu¢: POULF1 geninin incelenen 450 baz ¢iftlik bolgesinin Kil kegilerinde Alul restriksiyon
enzimi bakimindan sergiledigi polimorfizm ilk kez bu ¢alisma ile tanimlanmis, yine ilk kez
olarak Alul ve Pstl polimorfizmi ile oglak biiyiime 6zellikleri iliskilendirilmistir. Oglak biiyiime
ozelliklerine yonelik yapilan analizlerde ise incelenen gen bolgesi kapsamindaki iki enzim
kesimi icin elde edilen genotiplerin biiyiime 6zellikleri bakimindan 6nemli fark yaratmadiklari

tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biiyiime 6zellikleri, Kil kegisi, PCR-RFLP, Polimorfizm, POU1F1,
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ABSTRACT

EFFECT OF POU1F1 GENOTYPES ON GROWTH TRAITS IN KIL GOATS

Tin B. Aydin Adnan Menderes University, Sciences Institute, Animal Science Program,
Master Thesis, Aydin, 2022.

Objective: In this study performed in Kil goat kids, it was aimed to identify Alul and Pstl
polymorphisms in the 450 base pair long sequence consisting of intron 5, exon 6 and 3' flanking
regions of the POU1F1 gene and to reveal the differences between POU1F1 genotypes in terms

of kid growth characteristics under breeder conditions.

Material and Methods: The study was carried out on 150 Kil goat kids from 6 different farms
in the villages of Aydin and Denizli provinces. In order to determine the growth characteristics
of the kids, the birth weight, the body weights at the ages of about 3 and 6 months, and the
average daily live weight gains from birth to the age of 3 and 6 months were determined. With
the primer pair designed specifically for the POU1F1 gene region, 450 bp PCR products were
successfully obtained in 138 of 150 samples. In order to reveal the nucleotide polymorphism in
the amplified target DNA region, PCR products were cut separately with Alul and Pstl
restriction enzymes. The PCR-RFLP product DNA fragments formed after enzyme digestion

were separated according to their size in gel electrophoresis and visualized.

Results: As a result of the analysis of the genotype data obtained from the images, the
frequencies of the TT, TC and CC genotypes obtained by the POUL1F1/Alul restriction were
found to be 0,86, 0,13 and 0,01, respectively, and as a result, the frequencies of the T and C
alleles were 0,93 and 0,07, respectively. The frequencies of the TT and TC genotypes
determined by the POU1F1/Pstl restriction were found to be 0,95 and 0,05 respectively, while
the frequencies of the T and C alleles were 0,97 and 0,03. The CC genotype was not observed
in both enzyme cuts and the frequency of the C allele was observed to be very low. Chi-square
tests for genotypes obtained by both enzyme cuts revealed that the studied population was in
Hardy-Weinberg equilibrium. The least squares means for the birth weights of the kids, their

liveweights at the age of about 3 months (average 95,2 days) and 6 months (average 172,7
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days), and the average daily body weight gains from birth to 3 and 6 months of age were 2,92
kg, 17,91 kg, 26,53 kg, 156,70 g and 126,91 g, , respectively. The differences between the
averages of the genotypes obtained with both POU1F1/Alul and POU1F1/Pstl restrictions were

found to be statistically insignificant in terms of the growth characteristics examined (p>0.05).

Conclusion: In this study, the polymorphism of the examined 450 base pair region of the
POU1F1 gene in terms of Alul restriction enzyme in Kil goats was defined for the first time,
and again for the first time, Alul and Pstl polymorphisms were associated with kid growth
characteristics. In this study, it was defined for the first time that the examined 450 base pair
region of the POUL1F1 gene exhibited polymorphism in Kil goats in terms of Alul and Pstl
restriction enzymes. In the analyzes performed for the data on growth characteristics of the kids,
it was determined that the genotypes obtained for the each of two enzyme cuts within the scope
of the examined gene region did not make a significant difference in terms of growth

characteristics.

Key Words: Growth traits, Kil goat, PCR-RFLP, Polymorphism, POU1F1,
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1. GIRIS

Giineyde Arabistan Colii, Kuzeyde Tiirkiye’nin Glineydogu Anadolu ve Dogu Anadolu
bolgesinin daglik kisimlart arasinda kalmis, sinirlar1 Dicle ve Firat nehri ile Basra korfezine
kadar uzanan ve Bereketli Hilal, Miinbit Hilal veya Verimli Hilal (ingilizce: Fertile Crescent)
olarak adlandirilan bélgenin giiniimiiziin temel tarim tiriinleri ve 6zellikle hayvancilik agisindan
bir evciltme merkezi oldugu bilinmektedir. Diger birgok tiir gibi ke¢i de bu bolgeden kdken
almaktadir. Kegilerin, 10.000 y1l 6ncesine dayanan, [ran'in Irak smirindan Basra Korfezi'nin
giineyine kadar 1.500 km’sinde yer alan ve ¢ok genis bir alana yayilan Zagros Daglari’nda
evcillestirildigi ve zaman igerisinde farkli alt tiirlere ayrildig: diisiiniilmektedir (Zeder ve Hesse,
2000).

Tiirkiye’de kiigiikbas hayvan yetistiriciligi hayvancilik i¢inde 6nemli bir paya sahiptir.
Kiigiikbas hayvancilik kapsaminda koyun yetistiriciligi daha biiyiik paya sahip olmakla birlikte
kegi yetistiriciligi de kiiglimsenemeyecek bir paya sahiptir. Kegi yetistiriciligi daha ¢ok kirsalda
yer alan, egitim seviyesi diisiik, yasam kosullar1 oldukga diisiik olan yoksul kesim tarafindan
ekstansif olarak yapilmaktadir. Ulkenin keci varliginin ¢ok biiyiik bir kismii olusturan Kil
kegisi, Anadolu'nun tiim iklim ve toprak kosullarina uyumlu oldugundan yetistiriciligi iilke
sathina yayilmistir. Dik ve kayalik araziler i¢in ideal tirmanma kabiliyeti sergileyen, sicak ve
soguga dayanikli, hastaliklara direngli olan bu irk, kotii gevre sartlarinda tiretim igin ideal bir
genetik materyaldir. Insan beslenmesinde kullanilmayacak bitkisel iiriinler va atiklarin degerli

hayvansal gidalara ¢evrilmesi bakimindan oldukga degerli bir tiirdiir.

Ulkemizde 1991 yilima kadar pek ¢ok kesim kegicilik faaliyeti ile gecimini saglamakta
iken Kil kegisinin orman diismani gosterilmesi sonucunda yetistiricilerinin zorlu siireglere
sokulmasi sonucunda 1991-2010 yillar1 arasinda biiyiik bir sayisal azalmayla 6nemliligini
kismen kaybetmistir. 1991 yilinda 10, 7 milyon bas olan kegi sayis1 2010 yilinda 6, 3 milyon
basa kadar gerilemistir. Ardindan, kamu tarafindan devreye sokulan bazi énlemlerle birlikte
kegi siitii ve triinlerine olan talebin de artmasi sonucunda bu siire¢ tersine ¢evrilmis ve 2010
yilindan bu zamana kadar gecen siiregte keci sayisi kademeli olarak artis gostermistir. 2020
yilinda sayist 12, 3 milyon basa ulasan ke¢i varligi (Sekil 1.1.) 1991 yili rakamlarini tekrar
yakalanmus, hatta gegmistir (TUIK, 2020).



Turkiye Kegi Varhgi
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Sekil 1.1. Yillara gore Tiirkiye Kegi varhig: (TUIK, 2020)

Kec¢i hemen hemen neredeyse Tiirkiye’nin genelinde yetistiriliyor olmasina karsin, Ege,
Akdeniz, Marmara, Giineydogu Anadolu, Dogu Anadolu ve i¢ Anadolu Bélgelerinde daha
yogun olarak yetistirilmektedir. Tiirkiye’de Kil kegisi varliginin illere gére yogunlugu Sekil
1.2°de yer alan haritada gosterilmistir. En yogun olarak Akdeniz Bolgesi'nde yetistiririlmekte
ve toplam Kil kegisi varliginin yaklasik % 27.58'i bu bolgede bulunmaktadir (Dellal vd., 1997;
Ertugrul vd., 2000).

% ‘ « 10 bin bag kil kegisi

Sekil 1.2. Tiirkiye’de Kil kegisi varliginin illere gére dagilimi (TUIK, 2016)



Tiirkiye'de kiigiikbas hayvancilik, 1slah sistemlerinin temel benzerlikleri ve islahin
yapildig1 cografi bolgelere gore bariz farkliliklar gostermesi bakimindan benzersizdir. Islah
programlarinda temel yaklasim evrenseldir. Uygun ciftlesme sistemlerini iceren 1slah
programlarinin, alt yap1 imkanlarinin izin verdigi 6l¢iide popiilasyonun genetik 6zelliklerini de
dikkate alarak, damizlik degeri tahmin yontemini yiiksek dogrulukla belirleyerek ve genetik
ilerlemeyi en {ist diizeye ¢ikararak basarili olacagi ongoriilmektedir (Karaca ve ark., 2013).
Gelismis iilkelerde hayvancilik agisindan sistematik islah programlarinin uygulanmasi ile
vurgulanan ozellikler agisindan verimde biiyiik artislar saglanmis ve hatta bazi verimlerde
istenilen hedeflere ulagilmistir. Seleksiyon programlarinda major genler de kullanilmis ve
biiyiik olasilikla major genler bakimmdan genotipler sabitlenmistir. Ancak {ilkemizde bugiine
kadar etkin bir 1slah programi yiiriitiillmedigi i¢in verimlerde énemli bir artis saglanamamustir.
Bu nedenle, verim agisindan 1rk igi, irklar aras1 ve sentetik popiilasyonlarda biiyiik farkliliklar

gozlenmektedir (Karaca, 1998; Karaca ve ark., 2002).

Ekstansif olarak yetistirilen yerli kegi irklarimizin verim ve morfolojik 6zelliklerini
tanimlamaya yonelik Kimi arastirmalar yapilmasina karsin irklarin 1slahina yonelik etkin
seleksiyon uygulamalar1 son zamanlara kadar baslatilamamigtir. T.C. Tarim ve Orman
Bakanlig1 biinyesindeki Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirligii (TAGEM)
tarafindan 2005 yilinda Akkaraman koyunu ve Ankara (Tiftik) kegisi irklarimiza yonelik olarak
baslatilan “Halk Elinde Kiigiikbas Hayvan Islah1 Ulkesel Projesi” bu alandaki ilk ciddi adim
olmustur. Sonrasinda 2011 yilinda basta Kil ke¢isi olmak {izere kegi irklarimiza yonelik bir ok
alt proje degisik illerde hayata gecirilmistir. Bu sayede, hakkinda smirli bilgiye sahip
oldugumuz Kil kegisinin 6zelliklerinin tanimlanmasina yonelik kayit sistemi baslatilmig ve
1slah caligmalarina yonelik altyapr sekillenmeye baslamistir. Elde edilen veriler irki i¢i genis

bir varyasyona ve islah potansiyeline isaret etmektedir.

Entansif ve ekstansif hayvancilikta irklarda kalict verim artigi saglanmasi saf
seleksiyona dayali 1slah yontemleriyle miimkiindiir. Kantitatif teori tabanli fenotipe dayali
damizlik degerlendirmesini esas alan geleneksel i1slah yontemleri giiniimiize kadar bir¢ok ¢iftlik
hayvani 1rkinin 1slahinda etkin olarak kullanilmistir. Buna karsin, fenotipe dayali damizlik
deger tahmininde isabetin diisiik olmasi, uzun generasyon aralig1 ve bazi karakterlerin eseye
Ozgli olmas1 gibi nedenlerle arzulanan genetik ilerleme daha uzun zaman siireglerinde
saglanabilme dezavantaji s6z konusudur. Son 30-40 yilda molekiiler genetik ve iireme
biyoteknolojileri alanlarinda yasanan gelismeler, 6zellikle genomik alaninda son 10-15 yilda

katedilen ilerlemeler klasik seleksiyonun genomik seleksiyona evrilmesinin yolunu agmastir.



Hayvanlarin genetik yapisin1 tanimlamaya iligkin olarak molekiiler genetik
yontemlerinin kullanilmasi1 gittikge yayginlagsmaktadir. Genetik ¢esitlilik ancak DNA
diizeyinde tanimlanarak saglikli bir sekilde tespit edilebilmektedir. Son yillarda, molekiiler
genetik alanindaki biiyiik gelismeler sayesinde yapilan genom taramalar1 ve gen c¢alismalari
sonucunda c¢ok sayida kantitatif karakter lokusu (QTL: Quantitative Trait Loci) ortaya
cikarilmig ve genomdaki lokasyonlar:1 tespit edilmistir. Su ana kadar belirlenen kantitatif
karakter lokuslarina ait tiir bazli derlenen bilgilere, en genis veritabanlarindan biri olan Hayvan
Kantitatif Karakter Lokuslar1 Veri Tabani (The Animal Quantitative Trait Loci (QTL)
Database, Animal QTLdb, https://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/index) iizerinden
ulagmak miimkiindiir. Giliniimiizde artik birgok canli tiirliniin tim genom DNA dizileri
cikartilmakta ve genomdaki SNP’ler belirlenebilmektedir. Ciftlik hayvan tiirlerinde de genoma
ait bilgiler (cogunlukla SNP genotipleri) ile performans verilerinin genom boyu iligki analizleri
(GWAS, Genom-Wide Association Studies) ile iliskilendirilmesi sonucunda verim vb
ozelliklerden sorumlu gen veya niikleotidler belirlenmeye baslanmigtir. Kegi tiirline yonelik
caligmalar ise diger ¢iftlik hayvani tiirlerine gore daha kisitlidir. Verimlerden sorumlu genler
belirlendikten sonra o6zellikle PCR-RFLP yontemini esas alan pratik genotipleme analizleri
devreye sokulabilmektedir. Bunun yani sira belirli bir tiirde belirlenmis olan genler diger tiirler
icin de aday gen olarak degerlendirilebilmektedir.

Klasik 1slah programlarinda genotip tayini fenotipe bakilarak yapilirken, molekiiler
genetik analizi temel alan yontemlerde ise DNA’ya dayali bicimde daha hizli ve dogru bir
genotip tayini miimkiin olur. Kantitatif karakterler seklinde isimlendirilen verim ile ilgili
ozellikler ¢cok fazla sayida gen tarafindan belirlendigi i¢in bunlarin kalitimlar1 poligenik olarak
isimlendirilmektedir. Poligenik kalitim sergilemekte olan verim ile ilgili 6zellikleri gevresel
kosullardan biiyiik oranda etkilenmektedirler. Bu baglamda direkt fenotipten yola ¢ikarak bu
tir oOzelliklerde genotip ve gevre etkilerini birbirinden ayirmak hem zor hem de diisiik
duyarhilikta olmaktadir. Boylece molekiiler genetik tekniklerin de destegi ile orta ve biiyiik
etkili genlerin tanimlanmas1 ve genotip bilgilerinin islah programina entegre edilmesi, klasik
1slah programina gii¢ katmakta ve genetik ilerleme diizeyini arttirmaktadir. Ozellikle molekiiler

teknikler, zamandan tasarruf saglayarak ve isabeti artirarak 6nemli 6lgiide katkida bulunur.

Ke¢i yaninda bir¢ok diger hayvan tiiriinde de gesitli verimlere (iireme, biiyiime, siit
verim ve igerigi) etkili oldugu bildirilen genlerden biri POU1F1 (POU classl homeobox1,
Biiyiime hormonu salgilama faktorii-1) genidir ve bu gen memelilerde hipofiz bezinden

eksprese edilen ve hormon ifadesinden sorumlu bir transkripsiyon faktorii olup memelilerin
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gelisimini diizenleyen transkripsiyon faktorleri POU ailesinin bir tiyesidir (Li ve ark., 1990;
Tuggle ve Trenkle, 1996; Maria ve Cataldo, 2011). POU1F1 geni, biiyiime hormonu (GH),
prolaktin (PRL) ve tiroid uyarict hormon B alt birimi (TSHB) promotor bdlgesine baglanarak
bu genlerin aktivasyonunda da rol oynar (Cohen ve ark., 1996; Bastos ve ark., 2006; Tatsumi
ve Amino, 1999; Li ve ark., 1990). Kegi, sigir ve koyunlarda 1. kromozom tizerinde yer alan
bu gen, POU-domain ve homeodomainini kapsayan 6 ekzon, 5 intron ve 3’flanking bdlgesinden
olusmaktadir (Woollard ve ark., 2000).

POU1F1 geni iizerinde tanimlanmis mutasyonlarin tavsanlarda et kalitesi ve biiyiime
ozellikleri (Wang ve ark., 2015), koyunlarda siit verimi (Mura ve ark., 2012; Ozmen ve ark.,
2014), canli agirlik artig1 (Sadeghi ve ark., 2014), biiyiime 6zellikleri ve biyometrik dlgtimler
(Jalil-Sarghale ve ark., 2014), kegilerde dol verimi ve siit verimi (Daga vd., 2013; Feng vd.,
2012), sigirlarda siit verimi (Ahmadi vd., 2015), karkas verimi (Seong vd., 2011), kegilerde
kagmir ozellikleri (Lan vd., 2009) ve domuzlarda karkas karakteristikleri (Kim vd., 2014)

tizerine etkilerinin oldugu bildirilmistir.

Kegilerde POU1F1 geni polimorfizmine yonelik ¢alismalar (Feng ve ark., 2012; Lan ve
ark., 2007a, b; Li ve ark., 2016) ekseriyetle Cin’de bulunan yerli ke¢i irklarinda PCR-RFLP
teknigi ile, Alul ve Pstl restriksiyon enzim polimorfizmlerinin tanimlanmasi yoluyla yapilmas,
kimi caligmalarda genotiplere gore kegilerin siit veriminin ya da dogumda oglak sayilarinin
degisimi incelenmistir. Ulkemizde ise Isik ve Bilgen (2019), Saanen Kegi 1rkinda yiiriittiikleri
bir caligmada, Alul ve Pstl restriksiyon enzimleri ile belirlenen genotiplere gore stit verimi, dol
verimi ve oglaklarda dogum agirligi tizerine etkilerini incelemislerdir. Baska bir ¢alismada
(Ouchar, 2019) ise Kil, Ankara, Kilis, Honamli, Halep ve Saanen kegilerinde Pit-1 (POU1F1)
polimorfizmi incelenmistir. Kil kegileri 6zelinde bakildiginda sadece bu son c¢alismada
(Ouchar, 2019) POU1F1 polimorfizmi incelenmis, verim ozelliklerinin genotiplere gore

degisimini ele alan herhangi bir ¢calismaya rastlanmamustir.

Klasik 1slah programlar1 veya genomik yaklasimlarla Kil kegilerinin verim
Ozelliklerinin 1slah1 ve bdylece 1rkin iiretim potansiyelinin yiikseltilmesi, yetistirici gelirlerinin
arttirtlmasi ve iilkemizin hayvansal {iriin ihtiyacinin karsilanmasi 6nemli bir gereksinim olarak
karsimizda durmaktadir. TAGEM onciiliigiinde 2005 yilinda baslatilan “Halk Elinde Kiigiikbas
Hayvan Islah1 Ulkesel Projesi”, koyun ve kegi 1rklarimizin fenotipik ve genetik ézelliklerinin
ortaya konmasi ve islaht amaciyla atilan en onemli adimdir. Devreye konan Klasik 1slah
yaklagimlariin daha etkin kilinmasi amaciyla gen veya belirteg destekli seleksiyon

uygulamalarinin ya da sonraki asamalarda uygun altyap: sekillendirilerek genomik seleksiyon
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uygulamalarinin devreye konmasi islah g¢alismalarini daha etkin kilacaktir. Bu kapsamda
verimlere etkili aday genlere yonelik mevcut polimorfizmin tanimlanmas: ve mevcut
genotiplere gore verim ozelliklerinde farklilik olup olmadiginin tespit edilmesi bu genlerden
1slah programlarinda yararlanma olanagini ortaya koyacaktir. Bu yaklasimla POU1F1 geninin
Kil kegilerinde polimorfizminin ortaya konmasi, belirlenecek genotiplere gore oglak biiyiime
Ozelliklerinin degisiminin tanimlanmasi bireylerin bu gen agisindan genotiplerinin 1slah

programlarina entegre edilip edilemeyecegini ortaya koyabilecektir.

Kil kegisi oglaklarinda gergeklestirilen, Aydin ve Denizli illerindeki siiriilerde
yetistirilen hayvanlarin materyal olarak kullanildigi bu ¢alismada, POU1F1 geninin intron 5
bolgesinin bir kismi, ekzon 6 bolgesi ve 3' flanking bolgesinden olusan 450 baz gifti
uzunlugundaki DNA dizisinde Alul ve Pstl restriksiyon enzimi polimorfizmlerinin
tanimlanmasi ve oglak biiyiime 6zellikleri bakimmdan POU1F1 genotipleri arasi farkliliklarin

ortaya konmasi amaglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. K1l Kegisinin Genel Ozellikleri

Tiirkiye, evcillestirme siirecinde farkli irklara sahip olmasi ve evcil koyun, kegi ve sigir
popiilasyonlarinda genis gesitlilik géstermesi nedeniyle genetik ¢esitlilik agisindan 6nemli bir
potansiyele sahiptir (Karaca ve Cemal, 1998). Tarima ve gida tiretimine katki saglayan ¢iftlik
hayvanlar1 ve irklar arasinda gozlenen gesitlilik tarihsel siirecin bir sonucu olarak bugiinkii
seklini almistir (Cemal vd., 2013). Ulkede koyun ve sigirdan sonra en ¢ok sayisal varliga sahip
memeli ¢iftlik hayvani olan kegi tiirii bakimindan popiilasyonun ¢ok biiyiik bir kismini Kil
keg¢isi olusturmaktadir. Ege ve Akdeniz Bolgesinin sahil kusagi, Marmara Bolgesi, Giineydogu,
Dogu ve I¢ Anadolu bélgelerinde yogun olmakla birlikte neredeyse iilkenin tamaminda

yetistirilmektedir.

Kara ke¢i veya Adi keci olarak da bilinen Kil kegileri sarp yamaglara rahat tirmanir,
patika ve dik yamaglarda dolasmaktan ¢ekinmezler. Bundan dolay1 zor gegitlere kegiyolu denir.
Sarp araziler, yiiksek rakimli alanlar, orman kenarlar1 veya igleri, 6zellikle makilik alanlar kil
kegileri igin uygun alanlardir ve bu alanlarin bir kisminin diger hayvan tiirleri tarafindan
degerlendirmeleri pek olanakli degildir. Genellikle ekstansif olarak, sinirli girdilerle ve
neredeyse tamamen dogaya bagli olarak yetistiriciligi yapilmaktadir. Dolayisiyla dogadaki
degersiz diyebilecegimiz bitki kaynaklarinin hayvansal iiriinlere ¢evirilmesi bakimindan essiz
bir canlidir. Kil kegisinin yasam alaninda kermes mesesi (Qercus coccifera), boz pirnal mesesi
(Qercus aucheri) ve pirnal mesesi (Qercus ilex) bulunmaktadir ve meselerde bulunan yapraklari

ve siirgiinleri keyifli bicimde tiikketmektedirler.

Genellikle renk siyahtir, ancak gri, kahverengi veya sar1 da olabilir. Viicudu kaplayan
killar kisa veya uzun olabilir ve iist kisim viicudu kaplayan kalin, uzun killardan, alt kisim ise
ince ve yumusak killardan olusur. Derileri genellikle koyu renklidir. Keci ve tekelerin
boynuzlar1 vardir. Killi bir ke¢inin govdesi olduk¢a dayaniklidir. Kafa orta biiyiikliikte ve
temizdir. Cesitlilik fazla goriilmesi ile birlikte genellikle kulaklari iri ve sarkiktir. Ancak daha
kisa kulakli olanlar1 da goriilebilir. Kiipeli olanlarina pek rastlanmaz. Her iki cinsiyette de sakal

gormek miimkiindiir.



Yetiskin erkekler ortalama 65-90 kg, disiler ise ortalama 45-65 kg agirligindadir.
Yetersiz bakim ve beslenme ile tim iklim kosullarina uyum saglayan verimli bir wrktir.
Arastirmalar, Kil kegilerinin ortalama 180-220 giin siiren laktasyon déneminde %3-4 yagli 80-
150 litre siit tirettigini gostermistir. Ortalama olarak, dogumda bir yavru dogururlar, yani ikizlik
nadirdir. Cogu bolgede et bir numarali 6nceliktir. Siit ve kil iiretimi de onemlidir (Et ve siit
kurumu, 2021)

Tirkiye'de kiigiikbas hayvanciligin diger ¢iftlik hayvanlan yetistiriciligi arasinda 6zel
bir yeri vardir. Ciinkii koyun ve kegiler, diger tiirlerin yararlanamadigi verimsiz alanlari
kullanarak bu dezavantaji et, siit, yapagi, kil ve deri gibi iriinlere doniistirme yetenegine
sahiptir. Bilindigi gibi tilkemiz de ke¢i popiilasyonunun 6nemli bir kismi Kil kegilerinden
olusmakta, bunu Ankara kegisi Ve siit kegileri izlemektedir. Ulkemizdeki kegi popiilasyonu
dikkate alindiginda sayica biiyiik bir potansiyel olusturmakta ve kegilerden elde edilen siit ve

etin hayvancilik sektoriindeki oransal pay kiigiimsenemeyecek diizeydedir (Anonim, 2005c).

Tirkiye koyun ve keci sayisinda diinyanin 6nde gelen iilkelerinden biri olmasina
ragmen, yakin zamana kadar gerekli 1slah ¢alismalar1 yapilmadigi i¢in hayvan basina verimde
istenilen iyilesme saglanamamigtir. Tarim ve Orman Bakanligi biinyesindeki Tarimsal
Arastirmalar ve Politikalar Genel Midiirliigi (TAGEM) tarafindan uygulamaya konulan “Halk
Elinde Hayvan 1slah1 Ulkesel Projesi” kapsaminda sahada yiiriitiilen Kil kegisi de dahil olmak
tizere koyun ve keg¢i 1rklarinda yiiriitiilen karekterizasyon ve islah faaliyetleri son yillarda bu

anlamda umut vericidir.

2.2. Kil Kecilerinde Biiyiime Ozellikleri

Hayvanlarda biiyiime ve gelisme 6zelliklerinin degerlendirilmesinde dogum agirlig: ve
sonrasinda ¢esitli donemlere ait canli agirliklar ile viicut dlgiileri 6nemlidir. Canli agirhik
canlilarin yasaminda farkli fizyolojik kosullara gore degisebilmekte, dogrudan veya dolayli
olarak genotip ve gevre etkilesimi hakkinda fikir verebilmektedir (Ortega-Jimenez ve ark. 2005;
Toli ve ark. 2009). Viicut Olgiileri, hayvanlarin morfolojik yapisi, biiylime ve gelisme
ozellikleri, yetistirilecek 1rkin belirlenmesi ve yetistirici seciminde bilgi verilmesi, 1slahta
ilklerin erken dénemde kullanilmasi, nesiller arasi siirenin kisaltilmasi agisindan 6nemlidir.
Yetistirme doneminin 6nemli sorunlarindan biri olan kegilerin kaybi, hijyen ve oglak dogum

agirh@ (Koyuncu ve ark. 2006), dogum sekli, mevsim, yil, tireme sistemi, bolge, cins, sik
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goriilen hastaliklar ve annelerin laktasyon sirasi annelerin sagkalimini 6nemli dlgiide etkiledigi
bildirilmektedir (Awemu ve ark. 1999; Marai ve ark. 2002; Kumar ve ark. 2003; Simsek ve
Bayraktar 2006).

2.3. Molekiiler Belirtecler

Molekiiler belirtegler, genomdaki herhangi bir gen bolgesi veya gen bolgesi ile iliskili
DNA pargalaridir. Molekiiler belirtegler; DNA bazli genetik 6lgtimler olusturduklari igin DNA
belirtegleri olarak da bilinirler. DNA belirtegleri, farkli genotiplerin DNA dizi farkini gesitli
sekillerde ortaya koyan yardimci belirteglerdir. Genom analizinde niikleik asit temeline dayali
genetik belirteglerin kullanimi 1slah ¢alimalar1 i¢in gerekli bir alandir. Bu belirtegler
kullanilarak morfolojik olarak birbirine ¢ok yakin olanlar ayirt edilebilir ve teshis edilebilir.
Molekiiler belirteg yontemleri, DNA molekiiliindeki polimorfik bdlgelerin  saptanmasi
prensibine dayanmaktadir. Popiilasyonda birden fazla gen veya ozellik varsa, 0 gen veya
fenotipik 6zellik polimorfik olarak kabul edilir. Polimorfizm, DNA dizisinin varyantlari, amino
asit dizisi, kromozomal yap1 veya fenotipik 6zellik gibi ¢esitli seviyelerde ortaya ¢ikabilir.
Herhangi bir par¢adan az miktarda doku, biitiin bir genomun analiz edilebildigi DNA'y1 elde
etmek i¢in yeterlidir (Botstein ve ark., 1980). Ayrica, DNA belirtegleri stabildir, tiim dokularda
bulunabilir, ¢evresel kosullardan etkilenmez, kodominant veya baskin olabilir ve basit kalitim
ilkelerine sahiptir (Williams ve ark., 1990). Bu belirtegler, kullanim: polimeraz zincir
reaksiyonuna bagli olmayanlar (RFLP) ve bagli olanlar (RAPD, AFLP, SSR) olarak
adlandirilmaktadir (Staub ve ark., 1996; Ridout ve Donini, 1999).

2.3.1. Molekiiler belirte¢ teknolojisinin kullanim alanlari

Molekiiler belirtegler; QTL analizinde, genetik haritalamada (Rafalski vd., 1996),
kiiltivarlarin tamimlanmasi, Yyeni gelistirilen g¢esitlerin korunmasi, genetik bagintlarin
belirlenmesi (Lowe ve ark., 1996) ve 1slah programlarinda kullanilacak ebeveynlerin
tanimlanmasinda kullanilirlar. Ayn1 zamanda, molekiiler belirte¢ teknolojisi, cesitli stres
etmenlerinin genomik bélgelerini belirlemek ve genomun yapist hakkinda bilgi elde etmek igin

yapilan ¢alismalarda siklikla kullanilmaktadir.



2.3.2. PCR Teknigi

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), DNA (Deoksiriboniikleik Asit) diziliminin
tanimlanmas1 amaciyla ilk kez 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan kesfedilmis, 6zgiin bir
tekniktir. PCR, DNA dizilerinin in vitro olarak g¢ogaltilmasina dayanir. PCR; Bu basit, agik,
sofistike bir tekniktir (Saiki ve ark, 1985; Mullis, 1990). Molekiiler biyolojik ¢alismalarinda en

temel ve giiglii teknolojilerindendir.
PCR yo6ntemi 3 asamadan olusmaktadir. Bunlar;
- Denatiirasyon (Cift sarmal DNA zincirinin agilmasi):

Guanin ve sitozince zengin bolgelerde Pre-denatiirasyon islemi ile DNA ¢ift zincirli
yapist ikiye ayrilmasi i¢in 5-10 dakika boyunca 94-95°C’de gergeklestirilir ve bir sonraki
basamaklar igin 6n hazirlik olur. Pre-denatiirasyon ardindan uygulanacak ¢oklu dongiiniin her
birinde 1-5 dk arasinda denatiirasyon islemi uygulanir. Bu islem annealing ve extension
asamalarini da i¢erecek sekilde 30-45 dongiiden olusur. Denatiirasyon zamani ve sicakligi, G+C
kuvvetli hidrojen baginin kopma oranina dolayisiyla da gogaltilmak istenen bdlgenin guanin ve
sitozince biiyiikliigiine baglidir. G+C’ce zengin bolgelerde denatiirasyon sicakligi artirilabilir.
(Sambrook ve Russell, 2001). Eksik denatiirasyon durumunda verim diiser. DNA'ya yiiksek
sicakliklarda uzun siire maruz kalmak, DNA polimeraz (Tag DNA polimeraz) enziminin
islevini bozabilir (Howe ve Ward, 1989).

-Baglanma (Annealing, Ac¢ilan DNA zincirine primerlerin baglanmasi):

Primerlerin baglanma sicakligi (annealing) 37-65 °C arasinda degisir ve optimizasyon
i¢in en 6nemli parametrelerden biridir. Primerin DNA iplik¢igine baglanmasi igin gereken siire
ve kullanilan sicaklik, primerdeki niikleotid igerigine, yani miktarina baghdir. Tm = (G + C) 4
+ (A + T) 2 basit formiili kullanilarak bir primer-model kompleksinin erime sicakliginin
hesaplanmasiyla baglamaktadir. Oligoniikleotid primerler tasarimi olusturulurken ise primer-

dimer yapisi olusturmayacak sekilde sentezlenmelidir (Innis ve Gelfand, 1990).
- Uzama (Extension, Baglanan primerin uzamasi):

Uzama sicakligi ve siiresi, yine segilen bolge ve bu bdlgenin G+C oranina bagl olarak
Tag DNA polimeraz (DNA polimeraz) enziminin optimum calisma sicakligi olan 72-
78°C’lerde gergeklestirilir (Sambrook ve Russell, 2001). Ortalama en uygun uzama siiresi 1

dakika, son uzama (final extension) siiresi ise 5-10 dakika olarak uygulanmaktadir. Dongii
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sayisi ise, primerin genislemesi ve ¢oklu replikasyonun verimliligi (kullanilan enzimin kalitesi)
gibi numune DNA'smin konsantrasyonuna baglidir (Sambrook ve Russell, 2001, Sahin ve ark.,
2000). DNA zincirlerine baglanan primerler ideal ¢alisma sicakligi olan 72 °C’de yaklasik 1
dakika siire boyunca Taqg DNA polimeraz enzimi yardimi ile ¢ozelti i¢inde bulunan dNTP
(deoksiriboniikleozid trifosfatlar) bazlarinin (A, C, T, G) 5> — 3’ yoniinde primerin 3 OH
ucuna eklenerek yeni olusacak kopya zincirin uzamasini saglar (Erlich ve ark., 1991).
Cogaltilmasi istenilen bolge, iki oligoniikleotid primerinin arasinda dANTP’ler ile olusturulan
bolgenin uzunlugu kadardir (Hadidi ve ark., 1995; McPherson ve Moller, 2000).

Bu islem basamaklar1 30-45 defa tekrarlanarak cogaltilmak istenen DNA fragmentinin
milyarlarca kopyasi elde edilir. PCR islemi sonucunda elde edilen DNA fragmentleri cesitli
DNA boyalari ile boyanarak ve elektroforezde gézlemlenir (Hadidi ve ark., 1995).

2.3.3. PCR-RFLP Analiz Uygulama Basamaklar1 Avantajlar1 ve Dezavantajlari

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism / Sinirlanmis Par¢a Uzunluklari
Polimorfizmi) ilk kesfedilen molekiiler belirtec sistemidir. incelenen bitki ve hayvanlarin
DNA'lar gesitli restriksiyon enzimleri ile kesilerek uzunluklarinin gériilmesi igin agaroz jelde
ayristirilir (Tanksley ve ark., 1992; Ahn ve Tanksley, 1993; Staub ve ark., 1996).

DNA makaslar1 olarak da bilinen Restriksiyon enzimleri, ¢ift zincirli DNA
molekiiliiniin belli niikleotit dizilerini taniyan ve her iki zincire miidahale edip iki zinciri birlikte
kesen bir enzim tiirtidiir (Robert, 1976; Kessler ve Manta, 1990; Pingoud ve ark., 1993), yani
bir restriksiyon enzimi DNA'y1 belirli bolgesini kesmek igin DNA ¢ift sarmalinin her iki

zincirin seker-fosfat omurgasindan birer kere olmak tizere iki kesim yapar.

Restriksiyon enzimleri; bakteri ve arkelerde bulunurlar, yabanci DNA’lara ve viriislere
kars1 bir savunma mekanizmasinda kullanilirlar (Arber ve Linn, 1969; Kriiger ve Bickle, 1983).
Bununla birlikte bakteri kendi DNA’sin1 restriksiyon enziminin etkisinden koruyabilmesi igin
DNA metilasyonu gibi ¢esitli modifikasyonlar kullanmaktadir (Arber ve Linn, 1969; Kriiger ve
Bickle, 1983; Kobayashi, 2001). Restriksiyon endoniikleaz enzimleri 4 grupta kategorize
edilmistir. Giinimiizde farkli DNA dizilimini tanityan 300°e yakin restriksiyon enzimi olmakla

birlikte toplam sayilar1 3000’den fazla oldugu bilinmektedir.
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RFLP; bireyleri, popiilasyonlari veya tiirleri ayirt etmek veya genlerin konumlarini bir
dizi iginde belirlemek icin polimorfizm olarak bilinen homolog DNA dizilerindeki
varyasyonlardan yararlanan bir tekniktir. RFLP analizinde, DNA 6rnegi bir veya daha fazla
bolgesinden restriksiyon enzimlerinden yararlanilarak pargalara ayrilir ve ortaya c¢ikan

kisitlanmig pargalar daha sonra jel elektroforezi ile boyutlarina gore ayrilir.

RFLP, gelistirilen ilk PCR tabanli olmayan belirteg sistemidir. RFLP belirtecleri
kodominant, yani esbaskindir (Bark ve Havey, 1995). Bu 6zellik sayesinde heterozigot bireyleri
tamimlamak miimkiindiir. PCR tabanli yontemlerin ortaya ¢ikmasina kadar yaygin olarak
kullanilan RFLP, PCR tabanli yontemlerin avantaj ve dezavantajlari nedeniyle sadece spesifik
olarak calisilmis bir tekniktir.

RFLP tekniginin avantajlari: Tiirler, cinsler ve hatta aileler arasinda aktarilabilir. Farkli
laboratuvarlar ve farkli arastirmacilarin ayni sonuglara ulasabilmesi agisindan oldukca
giivenilirdir. RFLP belirtecleri es baskin olduklart i¢in heterozigotlar1 tanimlamak ig¢in

kullanilirlar. Orta derecede polimorfizm gosterirler.

RFLP tekniginin dezavantajlari: Analizleri pahali, zaman alici ve emek yogundur. Cogu
durumda, radyoaktif etiketleme yaygin olarak kullanilmaktadir. Yiiksek kaliteli DNA'ya ihtiyag
vardir. RFLP belirtecleri, genomun belirli noktalarinda kotii kopyalanmis dizilerde kiimelenir,
bu nedenle genom boyunca rastgele dagilim gostermezler. Bu goriintiiyii olumsuz etkiler. Bu

durumda, RFLP isaretleriyle elde edilen haritalar genellikle biiyiik bosluklara yol agar.

PCR-RFLP teknigi ise direkt DNA’nin degilde PCR ile ¢ogaltilan 6zel DNA bolgesinin
restriksiyon enzimleri ile isleme tabi tutulmasina dayanir. Dolayisiyla sadece DNA’nin spesifik
bir bolgesi hedeflenir ve enzim kesimiyle 1 veya birka¢ noktadan DNA kesimi gergeklesir.
Enzim kesimi ile sekillenen DNA fragmanlarinin elektroforez ile ayristirtlip, boyanip
goriintiilenmesi sonucunda genotipler belirlenir. Bilinen polimorfizmler agisindan genotip
tayininde kullanilan pratik ve hizli bir yontemdir. Giliniimiizde en yaygin kullanilan

yontemlerden biridir.
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2.4. Transkripsiyon Faktor- POU Homeobox

Transkripsiyon faktorii, genlerin transkripsiyonunu diizenlemek igin DNA {izerinde
belli bir diziye baglanabilen bir proteindir. Bunlar 6zgiin DNA baglanma proteini olarak da
bilinirler (Latchman, 1997; Karin, 1990). Transkripsiyon faktorleri, tek basina veya bir
kompleksteki diger proteinlerle birlikte, bir genin RNA polimeraz tarafindan transkripsiyonunu
ya kolaylastirir (aktivator olarak) veya inhibe eder (bastirict olarak) (Roeder, 1996; Nikolov ve
Burley, 1997; Lee ve Young, 2000).

Transkripsiyon faktorleri, once DNA'ya baglanarak, ardindan transkripsiyona olumlu
veya olumsuz etki ederek etkinliklerini gosterirler. Transkripsiyon faktorleri, bazal ve spesifik
olarak ikiye ayrilmaktadir. Bazal transkripsiyon faktorleri, protein kodlayan genlerin baslangig
noktasina RNA Polimeraz II'nin baglanmasini saglamakta, Spesifik traskripsiyon faktorleri ise,
belirli bir DNA niikleotid dizisine baglanip, 0 genlerin aktive olmalarini ya da baskilanmalarini
saglamaktadirlar (Yanik, 2012). Birgok farkli transkripsiyon faktoriiniin detayli analizi
sonucunda, molekiiliin belirli bolgelerinin modiiler bir yapiya sahip oldugunu ve DNA'ya
baglanmadan sorumlu oldugunu, diger bdlgelerin ise transkripsiyon iizerinde uyarici veya
engelleyici bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Farkli transkripsiyon faktorlerinin DNA
baglanma bolgeleri lizerinde yapilan ¢alismalar, DNA baglanmasini olusturabilen birkag farkli
yapisal elementin oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Harrison, 1991; Travers, 1993). Bu anlamda bir
cok regiilator protein bulunur. Her birinin kendine 6zgii yapisal motiflerinin oldugu da
bilinmektedir. Bunlar; helix-turn-helix, ¢inko parmak (zinc finger) ve helix-loop-helix alanidir.
Bu proteinlerin ¢ogu homodimerler ya da heterodimerler olarak DNA'ya baglanmaktadirlar
(Yanik, 2012). Transkripsiyon faktorleri genellikle DNA baglanma bolgelerine ve bu baglanma

bolgelerinin se¢imine gore siniflandirilir.

POU-domain, transkripsiyon faktorleri ailesinin bir {yesidir ve tg transkripsiyon

faktoriiniin adindan tiiretilmistir:
Pituitary spesifik PIT-1 (Hipofiz spesifik PiT-1)

Octamer transkripsiyon faktorii proteinleri, Oct-1 ve Oct-2 (octamer dizisi
ATGCAAAT dir)

Caenorhabditis elegans kaynakli sinirsel Unc-86 transkripsiyon faktorii.
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POU proteinleri, POU etki alan1 ad1 verilen iki parcali DNA baglayici etki alani igeren
okaryotik transkripsiyon faktorleridir. POU ailesinin ¢esitli iyeleri, hepsi noéroendokrin

sistemin islevi ve bir organizmanin gelisimi ile ilgili ¢ok ¢esitli islevlere sahiptir.

POU etki alan1, 15-55 amino asitlik korunamayan bir bolgeyle ayrilmus iki alt birimden
olusan iki pargali bir etki alanidir. N-terminal alt birligi POU'ya 6zgii (POUS) etki alan1 olarak
bilinirken, C terminali alt birligi homeobox etki alanidir. Her iki alt etki alan1 da, iki pargali
DNA baglama alanlarinin iki bileseniyle dogrudan iligkili olan yapisal motif 'sarmal-doniis-
sarmal’ icerir ve her ikisi de yiiksek benzesim dizisine 6zgii DNA baglama i¢in gereklidir. Etki
alan1 protein-protein etkilesimlerine de dahil olabilir. Alt etki alanlar1 esnek bir baglayici ile
baglanir. Proteinlerde POU'ya 6zgii bir etki alanina her zaman bir homeodomain eslik eder.

Niisslein-Volvard ve Wieschaus (1980) gelisimi kontrol eden {i¢ zigotik gen; gap
(bosluk) genleri, pair box (¢ift kural) genleri ve segment polarite genleri, belirlemislerdir. Bu
zigotik genlere segmentasyon genleri ismi verilmistir. Segmentasyon genleri embriyoyu
segmentlere bolerken, homeotik genler (Hox genleri) hangi viicut yapisina doniisecegini
belirlemektedir. Hox geni, DNA baglanma domaini igeren 180 bg’lik homeobox
(homeokutusu) kodlar. Bu transkripsiyon faktorii 60 amino asit uzunlugunda homeodomain
olarak bilinen diziyi kodlar (Klug ve Cummings, 2011). Homeobox genleri ANTP
(Antennapedia gene), PRD (paired gene), LIM (nematode lin-11, mammalian Isl1, nematode
mec-3 genes), CERS (ceramide synthase), HNF (Hnf1), SINE (sine oculis), TALE (three amino
acid loop extension), CUT (Drosophila gene cut), PROS (Drosophila gene pros), ZF (zinc finger
) ve POU (Pitl, OCT1, OCT2, nematode Unc-86) sinifi olmak tizere 11 farkli gruba
ayrilmaktadir (Holland ve ark, 2007; Herr ve ark., 1988).

2.5. POU1F1 Gen yapisi Ve islevi

POU-domain transkripsiyon faktorleri ailesinin bir iiyesi olan PIT-1 (Pituitary-specific
transcription factor 1) geni yeniden isimlendirilerek giiniimiizde POU1F1 geni (POU classl
homeobox1, Biiyiime hormonu salgilama faktorii-1) olarak kullanilmaktadir. Diger isimleri
GHF-1 (Biiyiime Hormonu Transkripsiyon Faktorii-1) ve CPHD1 (Hipofiz Hormon Eksikligi
Kombine-1) genidir (NCBI, 2016).
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POU1F1 geni memelilerde hipofiz bezinden eksprese edilen ve hormon ifadesinden
sorumlu bir transkripsiyon faktorii olup memelilerin gelisimini diizenleyen transkripsiyon
faktorleri POU ailesinin bir tyesidir (Li ve ark., 1990; Tuggle ve Trenkle, 1996; Maria ve
Cataldo, 2011).

POULF1 geni, bityiime hormonu (GH), prolaktin (PRL) ve tiroid uyarict hormon f alt
birimi (TSHP) promotor bolgesine baglanarak bu genlerin aktivasyonunda da rol oynar (Cohen
ve ark., 1996; Bastos ve ark., 2006; Tatsumi ve Amino, 1999; Li ve ark., 1990). POU1F1 geni
on hipofiz hiicre tipi olan tirotrop, somatotrop, laktotrop hiicrelerinin farklilasmasi, gelisimi ve
hayatta kalmasi icin gereklidir (Lan ve ark., 2009a; 2009b; 2009c; 2009d; Akers, 2006;
Svennersten-Sjaunja ve Olsson, 2005; Sun ve ark., 2002).

POULF1 geninde meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon biiyiime, lireme Ve siit
tiretiminden sorumlu olan GH, PRL ve TSHf} genlerinin ekspresyonunun baskilanmasina veya
hi¢ ekprese olmamasina neden olabilmektedir. Hipofiz hormon eksikligi insanlarda CPHD1
(Hipofiz Hormon Eksikligi Kombine-1) geni ile iliskili hormon salinimindaki sapmalar sonucu
goriilen rahatsizliktir ve GH (bityiime hormonu) ekspresyonunun baskilanmasi boy kisaligina

neden olmaktadir (Uyguner, 2015).

POULF1 geni kegi, sigir ve koyunlarda 1g21-22 (1. Kromozom q kolu 21.bant ile 22,
Bant arasi) kromozom iizerinde, POU-domain ve homeodomainini kapsayan 6 ekzon, 5 intron
ve 3’flanking bolgesinden olusmaktadir (Woollard et al., 2000). Ke¢i POU1F1 geni yapist Sekil
2.1.’de yer almaktadir.

Kech (Cupew Hlivenws) Kromozom Harifase

JInnangongame

]jj]j]]iﬁ[jﬁ[’]dtiﬁﬂ

1. Ekzon I, Ekeom A FEkaom 4. Lkron o Ehenm 6. Fhkran

Y

Regt POLIFI Genl (16,045 be)
(NECNE Gene 1T 100860809 3

Sekil 2.1. Ke¢i POU1F1 geni yapist

15



Ke¢i POULF1 geninin niikleotid dizisinin NCBI (Gene ID: 100860809) veri bankasinda
16.048 baz ¢iftinden, alt1 ekzon ve bes introndan olustugu bildirilmistir. POU1F1 geni NCBI
veri bankasinda NC_022293.1 nolu erisim numarasi ile 34320290 ve 34336337. niikleotidler
arasinda yer almakta ve birinci ekzonu 1-446 bg, ikinci ekzonu 1467-1527 bg, tiglincii ekzonu
2277-2441 bg, dordiincii ekzonu 4883-5107 bg, besinci ekzonu 12039-12188 bg, altinc1 ekzonu
15785-16048 baz ciftleri arasinda yer almaktadir. Toplam bes intron i¢inde en kisa olan1 750
niikleotid ile ikinci intron, en uzun olani ise 6932 niikleotid ile dordiincii introndur. POU1F1
geni agik okuma gergevesi (ORF, Open Reading Frame) 124-198 aminoasitler arasi POU-
spesifik (POUs) ve 214-276 aminoasitleri aras1 homeobox domaini i¢ermekte, toplam 873
niikleotid, 291 aminoasitten olusmaktadir. POU class1 homeobox1 proteinin ii¢ boyutlu yapisi
Sekil 2.2.'de gosterilmistir (NCBI XP_005674850.1).

Sekil 2.2. POU1F1 proteini ti¢ boyutlu yapisi

2.6. Ciftlik hayvanlarinda POUL1F1 ile ilgili daha 6nce yapilmis cahsmalar

Son arastirmalarda POU1F1 geni {izerinde tanimlanmis mutasyonlarin, tavsanlarda et
kalitesi ve biiyiime 6zellikleri iizerine (Wang ve ark., 2015), koyunlarda siit verimi iizerine
(Mura vd., 2012; Ozmen vd., 2014), koyunlarda canli agirlik artis1 tizerine (Sadeghi vd., 2014),
biiyiime ozellikleri ve biyometrik dlglimler iizerine (Jalil-Sarghale vd., 2014), kegilerde dol
verimi ve siit verimi iizerine (Daga vd., 2013; Feng vd., 2012), sigirlarda siit verimi {izerine

(Ahmadi vd., 2015), karkas verimi tizerine (Seong vd., 2011), kasmir 6zellikleri {izerine (Lan
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vd., 2009), domuzlarda karkas karakteristikleri tizerine (Kim vd., 2014) ve tavuklarda canli

agirlik ve yumurta verimi tizerine etkilerinin oldugu bildirilmistir.

Farkli kegi irklarinda yapilan ¢alismalarda POUL1F1 geninin hedef bolgesine ait PCR
tirtinlerinin Alul ve/veya Pstl enzim kesimine dayali olarak polimorfiz tanimlamalar1 yapilmus,
caligmalarin bir kisminda ise hayvanlara ait genotiplere gore prformans 6zelliklerinin degisimi
incelenmistir. Farkli ¢alismalarda keciler i¢in elde edilen genotip ve allel frekanslar1 Tablo
2.1.’de 6zetlenmistir. Genelleme yapilacak olursa her iki enzim kesimi bakimindan da elde
edilen genotipler bakimindan CC genotipinin sinirli olarak gézlendigi, hatta bazi irklarda
gozlenmedigi, T allelinin frekansinin C allelinin frekansindan belirgin derecede yiiksek oldugu

anlasilmaktadir.

Tablo 2.1. Farkli keg¢i irklarinda POU1F1 genine yonelik yapilan arastirmalar sonucu Alul ve

Pstl enzim kesimi sonucu elde edilen genotip ve allel frekanslar

Alul Pstl
Kaynak ULKE IRK GENOTIP FREKANSI | ALLEL FREKANSI | GENOTIP FREKANSI | ALLEL FREKANSI
TT TC CC T C TT TC CcC T C
Giindiiz ve Biger, 2020 |Turkiye Kilis 0,408 | 0,525 | 0,067 0,671 0,329
Turkiye Kil - - - - - 0,808 | 0,192 - 0,904 0,096
Tirkiye  |Ankara - - - - - 0804 | 0196 | - 0,902 0,098
Turkiye Honamli - - - - - 0,780 | 0,220 - 0,890 0,110
Ouchar, 2019
Turkiye Halep - - - - - 0,860 | 0,140 - 0,930 0,070
Turkiye Saanen - - - - - 0,660 | 0,340 - 0,830 0,170
Turkiye Kilis - - - - - 0,820 | 0,180 - 0,910 0,090
Isik ve Bilgen, 2019 Turkiye Saanen 0,546 | 0,315 | 0,139 0,700 0,300 0,648 | 0,315 | 0,037 0,800 0,200
Zhu ve ark., 2019 Cin Beyaz Kasmir 0,750 | 0,220 | 0,030 0,860 0,140 1,000 | 0,000 | 0,000 1,000 0,000
Dagong ve ark, 2016 |Endonezya | V" Ic Kacang, 0530 | 0470 | - 0760 | 0,240
gong ' v Peranakan Ettawa ' ! ' !
Zhou ve ark., 2016 Cin Guanzhong 0,953 | 0,047 - 0,977 0,023 0,446 | 0,524 | 0,030 0,708 0,292
Lan ve ark., 2006 Cin Beyaz Kasmir 0,747 | 0,235 | 0,019 0,864 0,136
Lan ve ark., 2009 Mogolistan |Beyaz Kasmir - - - - - 0,919 | 0,079 | 0,002 0,959 0,041

Giindiiz ve Biger (2020), Kilis kegilerinde POU1F1 geninin PCR ile ¢ogalttiklar1 hedef
bolgesini Alul restriksiyon endontikleaz enzim kesimine tabi tuttuklar1 ¢alisma sonucunda;
genotip ve allel freakanslarini bildirmekle (Tablo 2.1.) birlikte siit verim o6zelliklerinin
genotiplere gore degisimini incelemislerdir. Laktasyon siit verimi bakimidan genotipler

arasindaki farkliligin 6nemli ve T.C. genotipli hayvanlarin siit verimlerinin diger genotiplere
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gore daha yiiksek oldugu, laktasyon siiresi bakimindan genotipler arasindaki farkliligin 6nemli
ve TC genotipine sahip hayvanlarin laktasyon siiresinin diger genotiplere gére daha uzun
oldugu, ortalama giinliik siit verimleri bakimindan da genotipler arasindaki farkliligin
istatistiksel anlamda 6nemli ve TC genotipe sahip hayvanlarin ortalama giinliik siit verimlerinin

yiiksek oldugu bildirilmistir.

Isik ve Bilgen (2019), Manisa ve Bornova/izmir’de bulunan iki siiriideki Saanen irki
kegilerde yiiriittiikleri ¢alismada POU1F1/Alul ve POUILF1/Pstl lokuslart bakimindan
stiriilerin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu tespit edilmis, Alul ve Pstl restriksiyon enzimleri
ile belirlenen genotiplere gore siit verimi, dol verimi ve oglaklarda dogum agirhigr iizerine
etkilerini incelemislerdir. Alul enzimi sonucu olusan CC ve TC genotiplerinin laktasyon siit
verimi ve do6l verimi bakimindan pozitif etkisi oldugunu, oglaklarin dogum agirligi bakimindan
ise Pstl enzim kesimi sonucu olusan CC genotiplerin daha yiiksek ortalamaya sahip oldugunu

bildirmislerdir.

Zhu ve ark. (2019) Cin’deki Beyaz Kasmir kegi irkinda yaptiklar1 ¢aligmada, siit verim
performansi bakimindan POU1F1/Pstl genotiplerinin énemli bir fark yaratmamasina karsin,

POU1F1/Alul genotiplerinin 6nemli bir fark yarattigini bildirmislerdir.

Zhou ve ark (2016) yaptiklart ¢alismada, Guanzhong siit kecilerinde POU1F1/Pstl,
POU1F1/Alul polimorfizmlerini siit verimi ve igerigi ile iliskilendirmislerdir. POU1F1/Pstl
genotipleri ile siit verim performansi arasinda anlamli bir iligki olmadigini, POU1F1/Alul
genotipleri bakimindan ise 6nemli bir iligkinin var oldugunu, bu bulgular ile POU1F1/Alul
bakimindan TT genotipinin siit yagi igerigi veya asitligi i¢in etkili bir DNA belirteci
olabilecegini ve marker destekli seleksiyonda (MAS) faydalanilabilecegi bildirilmistir.

Mogolistan'da bulunan 847 bas Beyaz Kasmir kegilerinde Lan ve ark. (2009) tarafindan
yapilan ¢alismada, Pit-1/Pstl bakimindan genotip ve allel frekanslar1 belirlenmis (Tablo 2.1.),
populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugu bildirilmis, Pit-1/Pstl polimorfizmi ile

kasmir verimleri arasindaki iliskilerin 6nemli oldugunu bildirmislerdir.

Lan ve ark. (2007), Cin’deki 9 yerli ke¢i irkinda POU1F1 lokusunda Alul enzim kesimi
ile elde ettikleri genotipler ile siit verimi (P<0,05) ve dogum agirliginin (P<0,05) istatistiksel
olarak anlaml iliskiler sergiledigini, siit verimi i¢in TC ve dogum agirligi i¢in TT genotiplerinin
seleksiyonda molekiiler belirtegler olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Kil 6zellikleri

tizerinde ise genotiplerin anlamli bir etkisi olmadig: belirtilmistir.
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Li ve ark. (2016) tarafindan Cin’deki 15 yerli ke¢i irkinda yapilan arastirmada, POU1F1
geni altinc1 ekzonu ve 3' flanking bolgesinde PCR-RFLP analizi sonucu D1D1 genotipinin
yaygin oldugu ve D1 allel frekansinin 0,550 ile 0,790 arasinda degistigini bildirmislerdir. D1D2
ikinci sik goriilen genotip olup, frekanst 0,371 olarak saptanmustir. Cin yerli kegi
popiilasyonlarinda POU1F1-Ddel lokusunun genis varyasyona sahip oldugu genetik cesitlilik

analizi sonucu gozlenmistir.

Feng ve ark. (2012), Jinning Grey irki kegileri POUL1F1/Alul lokusu bakimindan
incelemislerdir. CC/CT/TT genotiplerine sahip hayvanlarin dogumda oglak sayisi sirasiyla
2,46, 2,39, 2,23 olarak belirlenmis ve genotipler ile sz konusu 6zellik arasindaki iliskinin

onemsiz oldugu (p>0,05) bildirilmistir.

19



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Tarim ve Orman Bakanligi Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirligii
(TAGEM) tarafindan yetistirici sartlarinda uygulamaya konulan “Halk Elinde Kiigiikbas
Hayvan Islah1 Ulkesel Projesi” kapsaminda Aydim ve Denizli illerindeki Kil kegilerine yonelik
devreye konan alt projeler kapsamindaki Kimi yetistirici siiriilerindeki oglaklar arastirmanin
hayvan materyalini olusturmustur. Toplam 6 yetistirici siirisiinden 6rneklenen 150 bas Kil
kegisi oglagi materyal olarak incelenmesine karsin ilgili gen bolgesi bakimindan 138 6rnekte
genotipleme yapilabilmistir. Calisma kapsaminda yer alan isletmelere ve isletmelerden alinan

ornek sayilarina yonelik bilgiler Tablo 3.1'de verilmistir.

Tablo 3.1. Calisma kapsaminda yer alan yetistirici isletmeleri ve 6rnek sayilart

Yetistirici Adi Kisaltma Lokasyon Ornek Sayisi (n)
Nazmi KOSAR NK Yazir, Karacasu, Aydin 36

Siileyman HOS SH Karapinar, Kuyucak, Aydin 35

Veli COLAK \% Dutagac, Bozdogan, Aydin 39

Ibrahim ERMIS iE Akbas, Honaz, Denizli 10

Ramazan YAGMUR RY Mollaahmet, Babadag, Denizli 20

Sami ABAS SA Akbas, Honaz, Denizli 10

TOPLAM 150
3.2. Yontem

Calisma kapsaminda, kecilerin dogum kayitlar1 tutulmus, oglaklarin ise biiyiime
ozellikleri belirlenmis ve genetik tanimlamada kullanilacak DNA eldesi i¢in kan ornekleri
alinmistir. Hayvanlara yonelik yapilan tiim miidahaleler, Aydin Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (ADU-HADYEK) tarafindan verilen izin (2020/068) ve

yetistiricilerden alinan onam ile gergeklestirilmistir.

20



Kan orneklerinin DNA eldesinden baslayarak genotiplerin belirlenmesine kadar gecen
tiim laboratuvar analizleri ise Aydin Adnan Menderes Universitesi Tarimsal Biyoteknoloji ve
Gida Giivenligi Uygulama ve Arastirma Merkezi (TARBIYOMER) biinyesindeki Molekiiler
Genetik-1 laboratuvari ile Aydin Adnan Menderes Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni
Bolimiinde bulunan  Molekiiler Genetik laboratuvar1 cihaz altyapisi  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Arastirma yontemine ait tim asamalar, uygulanma sirasi esas alinarak,

asagida ayr1 ayr1 bagliklar altinda 6zetlenmistir.

3.2.1. Fenotipik Verilerinin Almmasi, Kan Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Dogum déneminde, doguran kegilere ait dogum kayitlar1 ayrintili bir sekilde tutulmus
ve oglaklar plastik kulak kiipesi ile kimliklendirilmistir. Doguran ke¢inin numarasi, dogum
tarihi, dogumdaki oglak sayisi, oglak dogum agirligi, oglak cinsiyeti ve oglak kiipe numarasi
kaydedilmistir. Oglak dogum agirligi dogumdan sonraki ilk 24 saat i¢inde dijital el baskiilii ile
belirlenmistir. Oglaklarin biiyiime performanslarini belirlemek tizere yaklasik 3 aylik (ortalama
95, 2 giin) ve 6 aylik (ortalama 172, 7 giin) yaslarda oglak canli agirliklar1 elektronik baskiil
kullanilarak tartimla belirlenmistir. Canli agirlik tartimindan 6nce oglaklar yarim giin (12 saat)
a¢ birakilmistir. Oglaklarin dogumdan 3 aylik veya 6 aylik yasa kadar olan dénemdeki ortalama
glinlik canli agirlik artiglar1 (OGCAA) ise, hayvanlarin tartimlari ve giinliik yas verileri
kullanilarak hesaplanmistir. Molekiiler genetik analizlerde kullanilmak tizere gerekli DNA
orneklerinin elde edilmesi i¢in 3 aylik yasta canli agirlik tartimi yapildigi sirada her bir oglagin
boyun toplardamarindan 5-10 ml kan 6rnegi K3-EDTA igeren vakumlu tiiplere alinmis ve kan
ornekleri DNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar +4 °C sogutucuda ya da -20 °C derin

dondurucuda bekletilmistir.

3.2.2. Alinan Kan Orneklerinden DNA izolasyonu

Ilk olarak DNA izolasyonunda kullanilacak c¢dzeltiler hazirlanip gerekli saklama
kosullarinda hazir olarak bekletilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler ve igerikleri ekte sunulmustur.
Klasik tuz ile ¢okeltme yontemi ile kan 6rneklerinden yapilan DNA izolasyonunun basamaklari

asagida verilmistir:
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1) Oglaklara ait kan 6rnekleri derin dondurucudan (-20 °C) ¢ikartilarak ¢oziinmeleri

ve oda sicakligina (25 °C) gelinceye kadar isinmalari saglanmaistir.

2) izolasyonda kullanilacak 1, 5 ml’lik eppendorf tiiplerine hayvanin numarasi
yazildiktan sonra 450 ul kan 6rnegi konulmus ve {izerine iki kat1 kadar (900 ul) T10E10

eklenmistir. 20-30 saniye vortex cihazi ile homojen karismasi saglanmistir.

3) Tiipler, +20 °C sicaklik ve 5000 rpm’e ayarli santrifiij cihazinda 5 dakika siireyle

santrifiijlenmistir.

4) Daha sonra birikmis topaklari tiipiin altinda birakmak i¢in tist tabaka atilmis, bu
sefer 900 ul T10E1 eklenerek ve onceki santrifiij ayarinda yeniden santrifiijlenmistir. Bazi
durumlarda, peletleri iyice temizlemek tizere (beyaz veya ¢ok agik pembe olana kadar) bu

adim 2-3 defa tekrarlanmustir.

5) Pelet temizlendikten sonra, 270 ul digestion ¢ozeltisi (400mM NaCl, 10mM Tris-
HCI, 2mM EDTA pH:8,2) eklenmis ve 20-30 saniye vortex cihazinda karistirilmistir. 10 pl
proteinaz K ¢ozeltisi ve 18 ul SDS (sodyum dodesil siilfat) ¢ozeltisi eklenmis ve vortek

cihaz ile 10 saniye karistirilmustir.
6) Tipler 1 gece boyunca 65 °C’ye ayarlanmig su banyosunda bekletilmistir.

7) Ertesi giin, su banyosundan alindiktan sonra, iizerine 150 ul 6M NaCl soliisyonu
eklenmis ve proteinleri ¢okeltmek i¢in 30 saniye karistirilmig, ardindan +4 °C, 5000 rpm'ye

ayarlanmis santrifiijde 10 dakika santrifiijlenmistir.

8) Santriflij isleminden sonra istte kalan berrak sivi yeni bir ependorf tiipiine
aktarilmis ve DNA'y1 ¢okeltmek icin diger ependorf tiipiine iki kat1 kadar %100 saflikta
soguk etanol (maksimum -80 °C) eklenmistir. DNA, yapiskan bir yap1 olusturacak kadar

sikistirilir. Yavasca ve nazikge 10-15 kez dondiiriiliir.

9) Ardindan DNA, maksimum seviyede santrifiij yapilarak dibe ¢oktiiriilmiis ve

tizerine %70 etenol eklenerek bir kez daha alt iist edilmistir.

10) Tiplerdeki etanol dikkatli bir sekilde bosaltildiktan sonra, kapaklar1 acik

kalacak sekilde, etenoliin tiiplerden uzaklastirilmas: saglanmustir.

11) Etanol tamamen uzaklastirildiktan sonra tiiplere 100-150 ul T10E1 ¢ozeltisi

eklenerek DNA’nin ¢oziinmesi saglanmis ve
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12) Son olarak ¢oziinmenin homojen olmasi maksadiyla 300 rpm ve 37 °C

sicaklikta 1 giin suresince 1sitict blokta kapagi kapali bir sekilde karistirilmistir.

3.2.3. izolasyonu Yapilan DNA Orneklerini Kalite ve Miktar Tayini

spektrofotometresi (NanoDrop ND2000, Thermo Scientific) ile belirlenmistir. Bu
amagla 260 ve 280 nm UV dalga boyundaki absorbans degerleri kullanilmistir. 260 nm dalga
boyundaki absorbans degerinin 50 katsayisi ile carpilmasi sonucunda DNA yogunlugu, 260 ve
280 nm dalga boyundaki absorbans degerlerinin biribirine oranlanmasi (A260/A280) ile elde
edilen deger ile de kalite yani DNA saflig1 kontrol edilmistir. Kalite bakimindan 1,8 degeri veya
buna yakin degerdeki 6rnekler analizlerde kullanilmistir. Diisiik yogunluk ve/veya kalitede olan
ornekler icin DNA ekstraksiyonu tekrarlanmistir. Son olarak DNA 6rneklerinin yogunluklart
50-100 ng/ul olacak sekilde ayarlanmis ve PCR asamasina kadar DNA 6rnekleri +4 °C veya -
20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4. PCR ile DNA Cogaltim

Kegide 1. kromozom (1g21-22) iizerinde bulunan POU1F1 geni tizerinde intron 5’in bir
kismi, ekzon 6 ve 3' flanking bolgesinden olusan 450 baz ¢ifti uzunlugundaki hadef bolgesi igin
tasarlanan ileri:(CCATCATCTCCCTTCTT) ve Geri: (AATGTACAATGTGCCTTCTGAG)
primerler (Lan et al., 2007b) kullanilarak PCR islemi gergeklestirilmistir.

Her tiipte toplam hacim 30 ul olacak sekilde hazirlanan PCR karisimi; ~100 ng kalip
DNA, 1X PCR Buffer (10 mM Tris—HCI pH 8,3, 15 mM MgCl, ABM), 2 mM MgSOz, 200 uM
dNTP karisimi (ATP, GTP, CTP, TTP, ABM), 0,5 uM ileri ve geri primer, 0,625 U Taqg DNA

polimeraz (ABM) olacak sekilde hazirlanmistir.

Termal ¢evirici (PCR cihazi) protokoli, ilk denatiirasyon 95 °C’de 5 dk, denatiirasyon
94 °C’de 45 sn, annealing (baglanma) 54,5 °C’de 45 sn, uzama 72°C’de 1 dk ve final uzama 72
°C’de 10 dk olacak sekilde diizenlenmistir. ilk denatiirasyon sonrasi ve final uzama éncesi olan

ara basamaklar 34 dongii tekrarlanacak sekilde ayarlanmistir (Tablo 3.2.).
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Tablo 3.2. POULF1 geni hedef bolgesinin amplifikasyonu i¢in uygulanan termal g¢evirici

kosullar1

PCR Déngiisii Sicaklik Siire

On-denaturasyon 94 °C 4 dk

Ayrilma (denaturasyon) 94 °C 45 sn

Baglanma (annealing) 54,5 °C 45 sn 34 dongii
Uzama (extension) 72°C 1dk

Son uzama (final extension) : 72°C 10dk

Bekleme 4°C 0

3.2.5. PCR Uriinlerinin RFLP Analizi

PCR sonucu elde edilen POU1F1 gen bolgesinde; 450 baz ¢ifti uzunlugundaki intron

5’in bir kismi, ekzon 6 ve 3' flanking bolgesinde olan polimorfizmleri belirlemek amaciyla Pstl

ve Alul fastdigest restriksiyon enzimleri kullanilmistir. Alul enzimiyle kesim sonucunda TT
(340 ve 110 bg), TC (340, 216, 124 ve 110 bg) ve CC (216, 124 ve 110 bg) genotipleri
gozlemlenecektir. Kullanilan diger restriksiyon enzimi olan Pstl enzimiyle kesim sonucunda
ise TT (450 bg) TC (450, 370 ve 80 bg) ve CC (370 ve 80 bg) genotipleri gézlemlenecektir.

PCR iiriinleri, Tablo 3.3."te gosterilen niikleotid tanima dizisine sahip Alul ve Pstl Fast

Digest Restriksiyon enzimleri ile Tablo 3.4.'teki protokol ile enzim kesimine tabi tutulmustur.

Tablo 3.3. Alul ve Pstl Restriksiyon enzimlerinin DNA tanima dizileri

Enzim Enzim tanima/kesim dizisi

Alul 5..AG|CT... 3
3'..TC|GA... 5

Pstl 5'...CTGCA|G... 3
3'...GJ/ACGTC... 5

Tablo 3.4. Alul ve Pstl enzim kesimi reaksiyon bilesenleri, miktar ve inkiibasyon kosullari

Reaksiyon Bileseni Miktar (ul) Inkiibasyon
ddH:0 7ul
10X FastDigest Tampon 2ul
Kesim enzimi (Alul veya Pstl) Tl 37°Cde
y K 3 saat
PCR iiriinii 10 pl
Toplam hacim: 20 ul
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3.2.6. Elektroforez ile DNA Bantlarinin Ayristirillmasi ve Genotipleme

Kil kegilerine ait PCR iiriini DNA 06rneklerinden RFLP yontemiyle genotipleme
yapmak amaciyla Alul ve Pstl restriksiyon enzimleriyle kesim yapilmistir. Yapilan bu
calismada, Alul enzimiyle kesim sonucunda TT (340, 110) TC (340, 216, 124, 110) ve CC (216,
124, 110) genotipleri belirlenmistir. (Sekil.3.1.) Pstl enzimiyle kesim sonucunda TT (450) TC
(450, 370, 80) ve CC (370, 80) genotipleri belirlenmistir. (Sekil.3.2.)

216 124 110
1 ¥ | 1
5" ‘AGCCTGAATCAGAq‘E‘ITrA"-rCCTATCTC........ATCAG"TAWGG"TAq‘E‘IrWCCAAACG'I-F I
5 AGECTGA!‘\TC!‘\GArul—rﬂ.'l-rt".L‘".Tﬂ.Tt".Tt".........(\TCAGWAWGG"TAGH'_FTCCﬂﬂ/\f‘.ﬁ'l_n 3" Tc
i | ]
340 110
216 124 110
| »u o i
5" AGCCTEAATCQGAE{EPTATTCCTATCTC ........ ATCAGTTATTTGGTTAE{:FTTCCAAACETT 3"
5 AGCCTGAATCAGACJ_E_"I-FA'I—FCCTATCTC........ATCAG'I—FA'ITTGG'I—FAC‘_EI‘_WCCAAACGW ar cc
t K | I
216 124 110
340 110
[ ¥ }
a0 QULLlUQﬂlL-ﬂUALﬂlAl|LL|A|L|L..u -ﬂlL-ﬂUll-ﬂlllUUllAUn||LLA-ﬂ-ﬂLU|| ar
= IAGCCTGAATCAGAdlIn’ATrCCTATCTC ........ ATCAGTTATWGGTTAGHTTCCAAACGWI EX T
N J

L

240 110

Sekil 3.1. Alul restriksiyon enzim kesim bolgeleri ve sekillenen TT (340, 110), TC (340, 216,
124, 110), CC (216, 124, 110) genotipleri

370 30
L] oy L| L]
5" AMATCAGTTA GGTTAGCTTCCAAAC........CACATCAGTAATGTICITGCA GAAGTG CcT 3’ TC
5'I AAATCAGTTA GGETTAGCTTCCAAAC........CACATCAGTAATGTITITGCAGAAGTG CTI 3
L J
450
370 80
T == & T
5" AMATCAGTTA GGTTAGCTTCCAAAC........CACATCAGTAATGTICITGCA GAAGTG CcT 3’ cc
5" AMATCAGTTA GGTTAGCTTCCAAAC........CACATCAGTAATGTICITGCA GAAGTG CcT 3’
! JL J
370 a0
450
T — '
5" AAATCAGTTA GGTTAGCTTCCAAAC........CACATCAGTAATGT|T FGCAGAAGTG CT 3" I
5" .AAATCA GTTA GGTTAGCTTCCAAAC........CACATCAGTAATGT|T FGCAGAAGTG CT. 3"

450

Sekil 3.2. Pstl restriksiyon enzimi kesim bolgeleri ve sekillenen TT (450), TC (450, 370, 80),
CC (370, 80) genatipleri
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3.2.7. Genotip ve Performans Verilerine Yénelik Istatistiki Degerlendirmeler

Elektroforetik ayirma yontemlerinden elde edilen goriintiilere dayanarak, her bireyin
POU1F1/Alul ve POUI1F1/Pstl kesimleri bakimindan genotipleri o6ncelikle popiilasyon
parametreleri agisindan analiz edilmistir. Analiz sonucunda her iki gen bdlgesi igin ayri ayri
popiilasyon ve isletme diizeyinde gen ve genotip frekanslar1 belirlenmistir. Ayrica
popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadigini belirlemek igin ki-kare (y2) testi
kullanilmistir. Gen ve genotip frekanslarinin belirlenmesi ve ki-kare x2 analizi igin PopGene32

(Yeh ve ark, 1997) ve GenAlEx 6.5 (Peakall ve Smouse, 2012) programlari kullanilmistir.

Genotip bilgileri modelde kesikli etmen olarak yer alacak sekilde oglak biiyiime
ozellikleri SAS (1999) programindaki Genel Dogrusal Model (GLM) prosediirii ile analiz
edilerek genotipler aras1 farklar ve istatistiki 6nemlilikleri ortaya konmustur. Arastirmada ele

alinan 6zellikler ve etkisi incelenen kesikli ve siirekli etmenler Tablo 3.5.de yer almaktadir.

Tablo 3.5. Arastirmada ele alinan 6zellikler ve etkisi incelenen kesikli ve siirekli etmenler

Kesikli Siirekli
o | T
2 2 - @ wn
Ogzellikler a % % %n 3 8
£ S|l s| 2|8 |2
. |2 ls| 8|8 Z|E |E
Els|E 2| 3|52 52
S ||| 8| & | ¥ |=sl =8
ey =] ©)] O] O] A |- 4
Dogum Agirlig: * * * * *
1. Tartim Canl1 Agirlig: * * * * * * *
Dogumdan 1.Tartima Kadar OGCAA * * * * * * *
2. Tartim Canli Agirlig * * * * * * *
Dogumdan 2.Tartima Kadar OGCAA * * * * * * *

OGCAA: Ortalama Giinliikk Canli Agirlik Artist
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4. BULGULAR

4.1. Genomik DNA izolasyonu Sonuclari

Kan orneklerinden izole edilen genomik DNA’larin kalite ve yogunlugu DNA
spektrofotometresi (NanoDrop ND 1000, Thermo Fisher Scientific) ile degerlendirilmis, 260
ve 280 nm dalga boyundaki absorbans degerleri oranlandiginda (260/280 nm) 6rnekler igin elde
edilen degerlerin 1,8-2,0 arasinda oldugu gozlenmis ve boylece DNA amplifikasyon asamasi
icin uygun safliga sahip olduklari goriilmiistiir. Ardindan Orneklerin DNA yogunluklari

yaklasik 50.0 ng/pl olacak sekilde ayarlanmustir.

4.2. POU1F1 Gen Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

[zolasyonu yapilan 150 bas oglaga ait DNA 6rneklerinde, POULF1 geninin intron 5’in
bir kismi, ekzon 6 ve 3' flanking bolgesinin 450 baz ¢ifti uzunlugundaki hadef bolgesinin
spesifik primer ¢ifti kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmasi asamasinda 138 bireye ait 6rnekte hedef
bolge basarili bir sekilde ¢ogaltilmigtir. Hedef gen bolgesi basarili bir sekilde gogaltilan kimi

orneklere ait agaroz jel elektroforezi ile elde edilen goriintii Resim 4.1.’de verilmistir.

Resim 4.1. POU1F1 geni hedef bolgesine ait PCR {iriinlerinin agaroz jel goriintiisii
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4.3. PCR-RFLP Metodu ile Genotipleme Sonuglari

Tek niikleotid farkliligi kaynakli sekillenen polimorfizme dayali genotiplerin
belirlenmesi amaciyla PCR iiriinleri 2 farkli restriksiyon enzimi (Alul ve Pstl) ile ayr1 ayri
kesime tabi tutulmus ve elde edilen kesim diriinleri %2’lik agaroz jelde elektroforez ile
ayristirilarak elde edilen jel goriintiisiindeki bant sayr ve biiyiikliiklerinden yararlanilarak

genotipler tespit edilmistir.

PCR iirtinlerinin Alul enzimiyle kesim sonucunda TT (340 ve 110 bg) ve TC (340, 216,
124 ve 110 bg) genotipleri belirlenmis, CC genotipine rastlanmamistir. Genotiplerde yer alan
124 ve 110 bg'lik bantlar kiiciik ve boyut olarak biribirlerine yakin olduklarindan jelde
ayrigmalar1 Ve gortnirliikleri her 6rnekte yeterince net olamamasina karsin 340 ve 216 bg'lik
diger 2 bantin varligina dayali olarak genotip ayrimlar1 sorunsuzca yapilabilmistir. Resim
4.2 nin sol yariminda Alul kesimi ile farkli genotipler icin sekillenen bant goriintiileri

verilmigtir.

Resim 4.2. PCR iirtinlerinin Alul (sol tarafta) ve Pstl (sag tarafta) enzimleri ile kesilmesi sonucu

elde edilen DNA fragmanlarinin agaroz jel goriintiisii
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PCR iiriinlerinin kesiminde kullanilan diger bir restriksiyon enzimi olan Pstl enzimiyle
kesim sonucunda TT (450 bg) TC (450, 370 ve 80 bg) ve CC (370 ve 80 bg) genotipleri
belirlenmistir. TC ve CC genotipli bireylerde mevcut 80 bg'lik kiigiik fragman, bantlar jelde
yeterince yansitma yaratmadigindan goriintiilenememis, 370 ve 450 bg' lik bantlarin varlig
tizerinden TT ve TC genotipleri belirlenmistir. Pstl enzimiyle kesim sonucunda elde edilen
fragmanlarin agaroz jelde ayrigtirtlan goriintiileri Resim 4.2. (Resmin sag tarafinda) ve Resim

4.3.’te verilmistir.

Resim 4.3. PCR iiriinlerinin Pstl enzim ile kesilmesi sonucu elde edilen DNA fragmanlarinin

agaroz jel goriintiisii

POULF1 geninin incelenen 450 bg¢’lik kismina ait PCR iriinlerinin Pstl ve Alul
enzimleri ile kesimi sonucunda bireyler icin elde edilen genotiplere ait genotip ve allel

frekanslarinin igsletmeler ve tiim popiilasyon bazinda dagilimi1 Tablo 4.1.’de 6zetlenmistir.

Pstl’enzim kesimi sonucunda TT, TC ve CC genotiplerinin frekans: tiim isletmeleri
kapsayan orneklem genelinde sirasiyla 0,95, 0,05 ve 0,00 bulunmustur. Frekanslardan
anlasilacagi lizere hicbir bireyde CC genotipine rastlanmamis, TT baskin genotip olarak
belirlenmistir. Bu durum allel frekanslarma da yansimig, T ve C allellerinin popiilasyon
diizeyinde frekanslar sirasiyla 0,97 ve 0,03 bulunmustur. Genotip verileri isletme bazli olarak

ayr1 ayr1 degerlendirildiginde ise IE, RY ve SA isletmelerinde tiim bireylerin TT genotipli
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oldugu monomorfik bir yap1 gézlenmistir. Diger 3 isletmede ise TT genotipinin frekans1 TC
genotipinin frekansindan yiiksek bulunmus, CC genotipine rastlanmamistir. Isletmeler
diizeyinde ele alindiginda T allelinin frekans: C allelinin frekansindan oldukga yiiksek olup

0,96-1,00 arasinda degerlere sahiptir.

Alul enzimi kesim sonucuna ait TT, TC ve CC genotiplerinin frekanslar1 populasyon
bazinda sirasiyla 0,86, 0,13 ve 0,01 bulunmustur. Allel frekanslar ise 6rneklem genelinde T ve
C allelleri igin sirasiyla 0,93 ve 0,07 bulunmustur. Isletme bazl1 olarak ayr1 ayr1 degerlendirme
yapildiginda ise 6 isletmeden sadece VC isletmesinde CC genotipli bireylere rastlanmistir. IE
ve SA isletmelerinde ise sadece TT genotipinin gozlendigi monomorfik bir yapi1 tespit
edilmistir. Isletmelerin hepsinde TT genotipinin frekans1 TC genotipinden oldukca yiiksektir
ya da TT yoniinde sabitlenmistir. Tiim isletmelerde T allelinin frekans1 (0,89-1,00 araliginda
degisen), C allelinin frekansindan oldukga ytiksektir.

Tablo 4.1. POU1F1 geninin 450 baz ¢iftlik bolgesinin Pstl ve Alul enzim kesimleri ile gozlenen

genotiplerin 6rneklem geneli ve isletme bazli elde edilen genotip ve allel frekanslari

Genotip Frekanslar: Allel Frekanslari
isletmeler Pstl Alul Pstl Alul
TT TC CcC TT TC CC T C T C
IE 1,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
NK 0,94 0,06 0,00 0,92 0,08 0,00 0,97 0,03 0,96 0,04
RY 1,00 0,00 0,00 0,85 0,15 0,00 1,00 0,00 0,93 0,07
SA 1,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
SH 0,94 0,06 0,00 0,77 0,23 0,00 0,97 0,03 0,89 0,11
\Y@ 0,92 0,08 0,00 0,87 0,10 0,03 0,96 0,04 0,92 0,08
Genel 0,95 0,05 0,00 0,86 0,13 0,01 0,97 0,03 0,93 0,07

POU1F1 geninin incelenen bolgesi igin tek tek isletmelere ve verilerin geneline ait
gozlenen, beklenen heterozigotluk degerleri ve Hardy-Weinberg (H-W) dengesine yonelik ki-
kare analiz sonuglar1 Tablo 4.2.’te yer almaktadir. Hem Pstl hem de Alul i¢in gbzlenen ve
beklenen heterozigotluk degerleri ya biribine esit ya da yakin degerdedir. H-W dengesine uyum
testine esas ki-kare test analiz degerleri diisiik ve 6nemsizdir. Dolayisiyla tiim siiriilerin ve

orneklem genelinin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu sdylenebilir.
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Tablo 4.2. isletmeler ve &rneklem geneli icin POULF1 geni Pstl ve Alul enzim kesimi icin

gozlenen ve beklenen heterozigotluk degerleri ile H-W dengesine ait ki-kare test

sonugclari

Pstl Alul
isletme H-W Dengesi H-W Dengesi

Na Ne Ho He Na Ne Ho He

P 1 P e

IE 1,00 1,00 0,00 0,00 Monomorfik 1,00 1,00 0,00 0,00 Monomorfik
NK 200 106 0,06 0,05 0864 003 od 200 109 0,08 0,08 0,794 0,068 od
RY 1,00 1,00 0,00 0,00 Monomorfik 200 1,16 0,15 0,14 0,717 0,131 od
SA 1,00 1,00 0,00 0,00 Monomorfik 1,00 1,00 0,00 0,00 Monomorfik
SH 200 106 006 0,06 0862 0030 od 200 125 023 0,20 0,445 0,583 od
VC 200 108 0,08 0,07 0803 0062 od 200 1,17 010 0,14 0,083 3,009 od
Genel 2,00 1,05 0,05 0,05 0,760 0,093 od 200 1,16 0,13 0,13 0,727 0,122 od

*Ho: gozlenen heterozigotluk, He: Beklenen heterozigotluk, od: énemli degil(p>0.05)

POU1F1 geninin hedef alinan 450 bg¢’lik bolgesinde Pstl ve Alul enzim kesimine dayali

olarak farkli isletmelerdeki bireyler i¢in tespit edilen genotiplerden hesaplanan allel

frekanslarinin isletmelere gore degisimi Sekil 4.1.’de grafiksel olarak gosterilmistir. POU1F1

geni Pstl ve Alul kesim bolgesi bakimindan yetistirici isletmeleri arasinda allel frekans degisimi

onemli bir farklilik sergilememektedir.
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islt-1:0E, islt-2:NK, islt-3:RY, Islt-4:SA, islt-5:SH, islt-6:VC

Sekil 4.1. POU1F1 geninin 450 b¢’lik bolgesinde Pstl ve Alul enzim kesimi ile belirlenen

genotiplerden hesaplanan allel frekanslarinin isletmelere gore degisimi
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4.4. Oglak Biiyiime Ozellikleri ve POU1F1 Genotiplerine Gore Degisimi

Kil kegisi oglaklarinin biiyiime 6zelliklerini ortaya koymak igin ele alinan dogum
agirh@l, 2 farkli donem canli agirhigr ile bu iki donemdeki ortalama giinlik canli agirlik
artiglarina ait ham verilerden elde edilen tanimlayici basit istatistikler Tablo 4.3.’te verilmistir.
Dogum agirlig1 1,97 ile 5,32 kg arasinda degismekle birlikte ortalamasi 3,25 kg’dir. Oglaklarin
ilk ve ikinci tartimdaki yaslarinin ortalamasi sirasiyla 95,24 ve 172,73 giin olup bu degerler
yaklasik 3 ve 6 aya denk gelmektedir. 1. ve 2. tartimda oglak canli agirliklarinin ortalamasi
sirasiyla 18,42 ve 27,80 kg’dir. ilk 3 ay (1. Dénem) ve sonraki 3 ayda (2. Dénem) oglaklarin
ortalama giinliik canli agirlik artislar: sirasiyla 164,22 ve 137,06 gramdir.

Tablo 4.3. Kil kegisi oglaklarinin biiyiime 6zelliklerine ait tanimlayici basit istatistikler

Degisken N Ortalama St. Sapma  Min. Maks. VK(%0)
Dogum Agirhig (kg) 138 3,25 0,796 1,97 5,32 24,49
1. Tartim Oglak CA (kg) 138 18,42 5,121 6,65 31,35 27,80
1. Tartim Oglak Yas1 (giin) 138 95,24 20,570 35,00 136,00 21,60
1. Dénem OGCAA (g) 138 164,22 55,510 55,23 297,36 33,80
2. Tartim Oglak CA (kg) 138 27,80 7,433 14,10 46,30 26,74
2. Tartim Oglak Yas1 (giin) 138 172,73 22,410 114,00 204,00 12,98
2. Dénem OGCAA (g) 138 137,06 34,840 66,95 209,13 25,42

VK: Varyasyon Katsayisi, CA: Canli agirlik, OGCAA: Ortalama giinliik canli agirlik artist

Kil kegisi oglaklarin biiyiime 6zelliklerine yonelik varyans analiz sonuglart ile gesitli
faktorlerin seviyelerine ait en kiigiik kareler ortalama ve standart hatalar1 Tablo 4.4’te

Ozetlenmistir.

Dogum agirhiginin genel ortalamasi 2,92 kg bulunmustur. Isletmelere gére ortalamalar

2,50 ile 3,71 kg arasinda degisen ¢ok Onemli (P<0,01) fark sergilenmistir. Dogum tipi
bakimindan 0,760 kg farkla tekizler ¢oguzlara gore oOnemli bir fark (P<0,01) ortaya
koymuslardir. Cinsiyet faktorii de oglak canli agirliginda erkekler lehinde 0,260 kg’lik 6nemli
bir fark (P<0,01) sekillendirmistir. Modelde kesikli faktor olarak yer alan POU1F1/Pstl ve Alul
genotiplerinin dogum agirliginda olusturdugu farklar ise 6nemli bulunmamistir (P>0,05).
Farklar istatistiki olarak 6nemli bulunmamakla birlikte Pstl genotipleri bakimindan TT
genotipinin ortalamasi (2,91 kg) TC genotipinin ortalamasindan (2,93 kg) daha diisiiktiir. Alul
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genotipleri bakimindan CC genotipinin ortalamasi (2,84 kg) diger genotiplerin ortalamasindan
(TT ve TC igin sirastyla 3,03 ve 2,90 kg) belirgin derecede daha diisiiktiir.

Yaklasik 3 aylik yasa (ortalama 95,24 giin) denk gelen 1. tartiminda oglak canli
agirh@inin genel ortalamasi 17,91 kg, dogumdan bu tartima kadar gecen siiregteki ortalama
giinliik canli agirlik artist (OGCAA) ise 156,70 g’dir. Hem dogum agirligi hem de OGCAA
bakimindan igletmeler aras1 farklar oldukg¢a 6nemli bulunmustur (P<0,01). Ayni 6zellikler igin
cinsiyetler aras1 farklar da ¢ok 6nemlidir (P<0,01). Dogum agirligi ve OGCAA bakimindan
hem Pstl hem de Alul genotipleri oldukga benzer ortalamalar sergilemistir (P>0,05). Siirekli
degisken olarak modelde yeralan dogum agirligimin 1. Tartim oglak canli agirligi iizerine
regresyonu ¢ok onemli (P<0,01) iken OGCAA iizerine olan regresyonu 6nemsiz bulunmustur
(P>0,05). Siirekli degisken olan tartimdaki oglak yasinin ise hem 1. Tartim oglak canli agirlig
hem de OGCAA iizerine regresyonu ¢ok onemli (P<0,01) bulunmustur.
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Tablo 4.4. Oglak biiyiime 6zelliklerine ait performans verilerinin etkili faktorlere gore varyans
analizi ile elde edilen en kiiciik kareler ortalama ve standart hatalar

Dogum 1. Tartim 1. OGCAA 2. Tartim 2. OGCAA
e e Y catm @ " At @
isletme P=0,000 P=0,000  P=0,000 P=0,000  P=0,000
iE 256£0314 5 13852151 138,69423212 5 19,112,925 81726:16,791
NK 2840220 36 1345:1410 92,63:15218 19 23,072,198 106,46+12,618
RY 254+0,241 20 1842+1592 15396+17,184 20 27,632,452 134,58+14,076
SA 33740365 3  22,08:2430 20334126228 3  2826+3,166 137,57+18,178
SH 37120219 34 18,52+1427 157,02+15397 16 31,282,574 153,63+14,779
Ve 250+0,205 39 21,15:1,367 193,67+14,755 14 29,832,031 147,95:11,659
Dogum Tipi  P=0,000 P=0,895  P=0,49 P=0,220  P=0,190
1 3300211 114 17,86+1,369 159,96:114,777 66  27,46+1,971 132,73+11,316
2 254+0,237 23 17,97+1589 15344+17,148 11 25642509 121,08+14,406
Cinsiyet P=0,007 P=0,001  P=0,005 P=0,000  P=0,000
Disi 27940220 72 16,87+1457 14682415729 52 22,542,261 104,09+12,978
Erkek 305:0,223 65 18,96+1448 166,58:15629 25 30,514,185 149.72+12,545
Genotip (Pstl) P=0,898 P=0452  P=0,236 P=0523  P=0425
T 201£0,196 130 18.40+1304 164,98:1,076 74 27,331,688 132,65+ 9,692
TC 203£0275 7  17.43£1772 1484219125 3 25733044 121,16+17,476
Genotip (Alul) P=0,602 P=0,935  P=0,93 P=088L  P=0,831
T 303£0,125 118 18.20+0,815 161,29+8796 67  27,27+1,487 132,34+ 8,537
TC 200£0171 18 17.92+1124 15948£12132 9 26,741,944 129,381,161
cc 284+0536 1 17,62+3450 1493437239 1  25,57+4,500 119,00+26352
Reg. Linear P=0,001  P=0,134 P=0,641  P=0485
Egﬁ‘fg} 1,8930,577 9,348+ 6,224 0,4670,998 -4,021+ 5,73
P=0,000  P=0,000 P=0059  P=0,013
Yas 0,066£0,017 -1,479+ 0,179 0,066:0,034 -0,500+0,196
Genel 292+0216 137 17,91+1418 15670415300 77  26,53+2,122 126,9112,183

(CA: Canlr agirlik, OGCAA: Ortalama Giinliik Canli Agirivk Artist)



Yaklagik 6 aylik yasa (ortalama 172,73 giin) denk gelen 2. tartiminda oglak canli
agirhiginin genel ortalamasi 26,53 kg, 1. Tartimdan bu tartima kadar gecen siiregteki OGCAA
ise 126,91 g’dir. Oglaklarin bu donemdeki OGCAA ilk doneme gore daha diisiiktiir. Her iki
biiyiime 6zelligi bakimindan da hem isletme ortalamalar1 aras1 hem de cinsiyet ortalamalari
arasi farklar istatistiki olarak 6nemlidir (P<0,01). Bu donemde hem Pstl hem de Alul genotipleri
i¢in canli agirlik ve OGCAA ortalamalar1 birbirine oldukga benzer olup aralarindaki farklar
onemsizdir (P>0,05). Dogum tipi bakimindan tekizler lehine dikkat ¢ekici bir avantaj
s6zkonusu iken ortalamalar arasi fark onemli bulunmamistir (P>0,05). Modeldeki siirekli
degisken olarak yer alan dogum agirliginin hem 2. Tartim oglak canli agirligi hem de bu
donemdeki OGCAA iizerine regresyonu onemsiz bulunmustur (P>0,05). Modeldeki diger
stirekli degisken olan tartimdaki oglak yasinin ise 2. Tartim oglak canli agirligi 6nemsiz iken
(P>0,05), OGCAA iizerine regresyonu 6nemli (P<0,05) bulunmustur.
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4. TARTISMA

Pstl ve Alul enzim kesimine dayali olarak POU1F1 geni polimorfizmi galismalarindan
elde edilen genotip ve gen frekanslar1 “2. GENEL BILGILER” béliimiinde yer alan Tablo
2.1.’de 6zetlenmistir. Tabloda 6zetlenen galismalar Cin, Endonazya, Mogolistan ve Tiirkiye’de
bulunan irklara yoneliktir. Tiirkiye’de Pstl enzim kesimine dayali yapilan tek g¢alismada
(Ouchar, 2019) Kil, Ankara, Honamli, Helep, Saanen ve Kilis kegilerinde tanimlama yapilmus,
irklarin hi¢birinde CC genotipine rastlanmamis, TT genotipinin frekansi ise TC’ye gore Saanen
irkinda yiiksek, diger irklarda ise ¢ok yiiksek olarak gézlenmistir. Calismamizda ele aldigimiz
Kil kegisi igin karsilagtirma yapilacak olursa benzer sekilde CC genotipi gézlenmemistir. TT
ve TC genotiplerine yonelik frekanslar ¢alismamizda sirasiyla 0,95 ve 0,05 iken diger ¢calismada
(Ouchar, 2019) 0,808 ve 0,192°dir. Aydin ve Denizli illerindeki Kil kegilerinde TT genoitipinin
frekans1 daha yiiksek olup sabitlenmeye yakindir. Tablo 2.1.’de goriilecegi iizere Sadece
Cin’deki Guanzhong kegci irkinda TT genotipinin frekans1 TC genotipinkinden diisiik (Zhou ve
ark., 2016), diger tiim irklarda ise yiiksektir. Hatta Cin’de bulunan Beyaz Kasmir kegilerinde
TT genotipi sabitlenmistir (Zhu ve ark., 2019).

Alul enzim kesimine dayali genotipleme ise Cin’deki Beyaz Kasmir ve Guanzhong
kecilerinde ve Tiirkiye’deki Kilis ve Saanen kegilerinde yapilmistir (Tablo 2.1). Kil kegilerinde
ise yapilan ¢alismaya rastlanmamistir. Calismamizda TT, TC ve CC genotipleri i¢in elde edilen
sirasiyla 0,86, 0,13 ve 0,01 frekanslarila karsilastirildiginda TT genotipinin frekans1 Guanzhong
kegileri i¢in elde edilen frekanstan diisiik, diger kegi irklar1 (Beyaz Kasmir, Saanen, Kilis) igin
elde edilen frekanslardan yiiksektir. Guanzhong disindaki tiim irklarda CC genotipli bireylere

kisith sayida da olsa rastlanmustir.

Giindiiz ve Biger (2020) tarafindan Kilis kegilerinde POU1F1/Alul gen polimorfizmi
tanimlanarak siit verim ozellikleri ile iliskisi arastirilmis, laktasyon siit verimi, laktasyon siiresi
ve ortalama giinliik siit verimi tizerine etkisi istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur (P<0,05).

Buna karsin biiyiime 6zelliklerinin genotiplere gore degisimi incelenmemistir.

Isik ve Bilgen (2019) Saanen Kegi irkinda yiiriittiikleri calismada TT, TC ve CC genotip
frekanslar1 Pstl lokusunda sirasiyla 0, 648, 0, 315 ve 0, 037, Alul lokusunda ise 0, 546, 0, 315

ve 0, 139 olarak saptamislardir.
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POU1F1/Alul bakimindan TC ve CC genotiplilerin TT genotiplilere gore laktasyon siit
verimlerinin ve dogumda oglak sayilarin daha yiiksek oldugu, POU1F1/Pstl bakimindan ise
CC genotipli bireylerin dogum agirliklarinin yiiksek oldugu bildirilmis, POU1F1 geninin
tireme, biiyiime, sit verim ve igerigi gibi ekonomik 6zellikler i¢in molekiiler markor olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Kil kegilerinde yaptigimiz ¢alismada her iki enzim
kesimine dayali elde edilen genotip ortalamalari dogum agirligi bakimindan 6nemli fark
sergilememistir. Pstl bakimindan CC genotipi gézlenmediginden Saanen irkiyla mukayese
sans1 bulunmamaktadir. Ancak TC genotipli bireylerin ortalamasi ¢ok az farkla TT
genotiplilerden yiiksektir. Alul bakimindan ise T allelinin yarattig1 fark ilave arastirmalara konu
edilebilecek diizeydedir.

Zhu ve ark. (2019) Cin’deki Beyaz Kasmir kegi wrkinda yaptiklari g¢alismada,
POU1F1/Pstl genotipi ile siit performansi tizerine anlamli bir iliski bulmamis olmalarina karsin
POU1LF1/Alul genotipi ile o6nemli bir iliski bulmuslardir. Biiyiime &zellikleri ise

degerlendirmeye alinmamustir.

Zhou ve ark (2016) yaptiklari ¢alismada, Guanzhong siit kegilerinde POU1F1/Pstl ve
POU1F1/Alul lokuslarmin polimorfizmleri tespit edilmis ve siit performans: ile iliskileri
degerlendirilmistir. Guanzhong siit kegilerinde POU1F1/Pstl lokusu ile siit 6zellikleri arasinda
anlamli bir iliski olmadig1 (p>0,05), POU1F1/ Alul lokusuna ait genotiplerle ise 6nemli fark
yarattigini bildirerek, POU1F1/Alul lokusunun siit performansi tizerinde dnemli bir etkiye sahip
oldugu, TT genotipinin siit yag: icerigi veya asitligi i¢in etkili bir DNA belirteci olabilecegi,
markor destekli sleksiyon (MAS) ile kegilerin 1slahina yardimci olacagi belirtilmistir. Bu

calisma da biiytime 6zellikleri incelenmemistir.

Lan ve ark. (2009) tarafindan Mogolistan'da 847 bas Beyaz Kasmir kegilerinde yapilan
calismada, T ve C allel frekanslari sirasi ile 0,959 ve 0,041 olarak bulunmus, Pstl polimorfizmi
ile kagsmir verimleri aras1 6nemli iligki oldugu bildirmistir. Biiyiime 6zellikleri ile iliskilendirme

ele alinmamugtir.

Lan ve ark. (2007) tarafindan Cin’deki 9 yeri keci wrkinda yapilan g¢alismada
POU1F1/Alul polimorfizmi bakimindan sadece 2 irkta CC genotipine rastlanmis, TT ve TC
genotipli bireylerin ortalamalarmin karsilagtirilmas:t sonucunda siit verimi bakimimdan TC
genotipli bireylerin TT genotiplilere gore onemli tstiinliik sergiledigi (593,30 kg’a karsin 503,
04 kg, p<0,05), dogum agirligr bakimindan ise tersine bir durumla TT (3,28 kg) genotiplilerin
TC (3,00 kg) genotiplilerden iistiin oldugu (p<0,05) bildirilmistir. Incelenen diger performans
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ozellikleri bakimindan ise genotipler aras: farklar énemli bulunmamistir. Dogum agirlig
bakimindan Kil kegilerinde de TT genotipinin ortalamas1 TC’den yiiksektir. Bu sonug Lan ve
ark. (2007) tarafindan bildirilen sonugla paraleldir.
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5. SONUC VE ONERILER

Aydin ve Denizli illerinde bulunan 6 Kil kegisi siirlisiinde dogan oglaklarda yiiriitiilen
bu ¢alisma kapsaminda, PCR-RFLP teknigi kullanilarak POU1F1 geninin 450 b¢ bolgesindeki
genetik polimorfizm iki farkli restriksiyon enzim kesimine dayali tamimlanmakla birlikte
POU1F1 genotiplerine gore oglak biiyiime ozelliklerinin degisimi incelenmistir. Daha 6nce
yapilan farkli bir ¢alisma (Ouchar, 2019) kapsaminda Kil kegilerinde sadece Pstl enzim
kesimine dayali polimorfizm tanimlanmis olmasma karsin, bu ¢aligmamizda Pstl enzim
kesimine dayali tanimlama tekrarlanmakla birlikte bu irkta ilk kez ilgili gen bolgesinde Alul
enzim kesimine dayali polimorfizm tanimlanmis, ayrica her iki enzim kesimine dayali
genotipler ile oglak biiyiime 6zellikleri ilk kez iliskilendirilmistir. Milyonlarca hayvan sayisi
ile ilkemiz sathinda yetistiriciligi yapilan basat ke¢i irkimizda ilk kez yapilma 6zgiinliigiinii

tastyan bu ¢alisma ile elde edilen sonuglar1 asagidaki gibi 6zetlemek miimkiindiir:

e Spesifik primer ¢iftleri kullanilarak yapilan PCR ile POU1F1 gen bélgesinin
450 b¢ uzunlugundaki bolgesi 150 DNA 6rneginin 138’inde sorunsuzca ¢ogaltilmistir.

¢ PCR dirtinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesimi sonucunda; Pstl enzim
kesimi ile 450, 216, 124 ve 110 b¢ uzunlugunda fragmanlar (jelde bantlar), Alul enzim
kesimi ile ise 450, 340 ve 80 b¢ uzunlugunda fragmanlar elde edilmistir.

e Pstl enzim kesimi sonucunda olast TT, TC ve CC genotiplerinden sadece ilk
ikisine rastlanmis, genotip frekanslari sirasiyla 0,95, 0,05 ve 0,00 olarak belirlenmistir.
T ve C allelerinin frekanslar1 ise 0,97 ve 0,03 olarak hesaplanmustir.

e Alul enzim kesimi sonucunda ise olast TT, TC ve CC genotiplerinin tamami
gbzlenmis, bu genotiplere ait frekanslar sirasiyla 0,86, 0,13 ve 0,01 olarak
belirlenmistir. Bunun sonucunda T ve C allelleri i¢in gen frekanslar1 sirasiyla 0,93 ve

0,07 olarak hesaplanmustir.

e Her iki enzim kesimi bakimindan da TT genotipi oldukc¢a yiiksek frekansta
gbzlenmistir. Heterozigot bireylerin (TC) nispeti diistiktiir. Homozigot CC genotipi ise
Alul enzim kesiminde nadir olarak sadece bir yetistirici siiriisiinde gézlenmis, Pstl
enzim kesiminde ise gozlenmemistir. Buna bagli olarak her iki enzim kesimi

bakimindan da T alleli C alleline oranla ¢ok yiiksek frekansa sahip olmustur. Bu
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sonuglar, Diinya’daki incelenen diger ke¢i irklari igin elde edilen degerlerle (Tablo 2.1)

biiyiik paralellik ortaya koymaktadir.

e Isletme verilerinin bir araya getirilmesinden olusan genel veriler igin her iki
enzim kesimi agisindanda gozlenen ve beklenen genotip sayilariin ki-kare analizine
dayali uyum testi sonucunda popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde oldugu

belirlenmistir.

e Oglak biiyiime Ozelliklerini belirlemek ve genotiplerle iliskilendirmek igin
dogum agirligs, iki farkli donem (yaklasik 3 ve 6 aylik yas) canli agirligi, dogum ile bu

iki tartim donemi arasi ortalama giinliik canli agirlik artiglar incelenmistir.

e Genel ortalamas1 2,92 kg olan dogum agirligi bakimindan POU1F1 geni
incelenen bolgesinde Pstl ve Alul enzim kesimi ile elde edilen genotiplerin ortalamalari
arasinda istatistiki olarak onemli bir fark bulunmamaktadir. Istatistiki olarak énemli
¢ikmamakla birlikte Alul bakimindan TC genotipine gére TT genotipinin dogum
agirhginda ortaya koydugu 130 gramlik farkin etkisine yonelik daha genis materyalde

caligma yiiriitilmesi anlamli sonuglar dogurma ihtimaline sahiptir.

e Yaklagik 3 aylik yasa (ortalama 95,24 giin) denk gelen 1. tartiminda oglak
canlt agirhigmin genel ortalamasi 17,91 kg, dogumdan bu tartima kadar gegen siiregteki
ortalama giinliik canli agirlik artisi (OGCAA) ise 156,70 g’dir. Her iki ozellik
bakimindan da Pstl ve Alul igin elde edilen genotiplerin ortalamalar1 arasi fark
onemsizken TT genotipinin ortaya koydugu yiiksek ortalamalarin genis materyale

dayali ilave aragtirmalarla incelenmesinde fayda vardir.

e Yaklasik 6 aylik yasa (ortalama 172,73 giin) denk gelen 2. tartiminda ise oglak
canli agirhiginin genel ortalamasi 26,53 kg, 1. tartimdan bu tartima kadar gegen siiregteki
OGCAA ise 126,91 g olarak tespit edilmistir. Bu donemde de her iki 6zellik bakimindan
genotip ortalamalar1 arasi farklar istatistiki anlamda 6nemli bulunmazken T alleli
tastyan genotiplerin ortaya koydugu daha yiiksek ortalamalar ek arastirmalarin

yapilmasina isaret etmektedir.

Ulkemizde de kegi yetistiriciligi énemli hayvancilik dallarmdan biri olmakla birlikte

Kegiler et, siit ve kil iiretimi anlaminda énemli hayvanlardir. Ulkemizde kegi popiilasyonun

¢ogunlugunu olusturan Kil kegisi bir¢ok insana istihdam olusturmasi yaninda 6zellikle degeri

diistik bitkisel materyali etkin bir sekilde hayvansal iiriine ¢evirmesi anlaminda da 6nemlidir.

Niifusun ve birey basina tiikketimin artmasi nedeniyle gevre sartlarinin ve hayvan genotiplerinin
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iyilestirilmesi yoluyla Kil kegilerinin verimlerinin arttirilmast 6nemli bir ihtiyag olarak
karsimizda durmaktadir. Fenotipik verilere dayali 1slah c¢alismalar1 yaninda genomik
yaklasimlarin da devreye alinmasinda fayda vardir. Bu baglamda en pratik yaklasimlardan biri
bu verimler bakimindan aday genlerin popiilasyonda arastirilmasi ve Onemli iliski
yakalandiginda markor destekli seleksiyon calismalarinin devreye konmasidir. GH, PRL ve
TSH gibi genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde rol oynadigi bilinen POU1F1 geninin
cesitli verim ozellikleri (bliylime, iireme, siit verim ve bilesenleri gibi) i¢in markoér destekli

seleksiyon ¢alismalarinda potansiyel bir aday gen oldugu diisiiniilmektedir.

Basta Kil kegisi olmak iizere tilkemizde yetistirilen 6nemli sayisal biiyiikliige sahip kegi
irklarinda POU1F1 ve benzeri genlerin polimorfizminin tanimlanmasi, bundan daha da
onemlisi olas1 genotiplerin verimler tizerine etkilerinin ortaya konmasi énemlidir. Bu ¢alisma
kapsaminda da Kil kegilerinde POU1F1 geni Pstl ve Alul polimorfizmi tanimlanmis ve biiyiime
ozellikleri ile iligkilendirilmistir. Incelenen biiyiime 6zellikleri bakimmdan genotipler arasi
farklar istatistiki olarak onemli olmamakla birlikte T alleline sahip genotip ortalamalarinin
yiksek olmasi ilave arastirmalarin yapilmasina isaret etmektedir. Bilindigi iizere verim
ozellikleri poligenik kalitim tarzina sahip olup, etkili genlerin etki diizeyleri genellikle
kiigliktiir. Dolayistyla bu tiir tiir genlerin etkilerini saglikli tanimlayabilmek i¢in ¢alismalarin
¢ok daha yiiksek sayida hayvanda gerceklestirilmesinde yarar vardir. Ayrica incelenen genlerin
dizilimindeki olas1 tim DNA farkliliklarinin tanimlanmasinda ve ilgili verim ozellikleri ile
iliskilerine bakilmasinda fayda vardir. Bu agidan da bu genin biitiiniiniin DNA diziliminin
cikartilmasi daha ayrintili analizlere olanak saglayacaktir. Transkripsiyon faktorii olarak 6nemi
g6z Oniline alindiginda, POU1F1 geninde polimorfizmlerin ortaya ¢ikmasindan sonra genin
MRNA ekspresyon seviyesini belirlemek, verim gibi nicel 6zellikleri etkileyen genler

tizerindeki dolayli etkilerini ortaya ¢ikarmada faydali olacaktir.
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EKLER

Ek 1. DNA ekstraksiyonunda kullanilan ¢ozeltiler
100 ml 1M Tris-HCI Cozeltisi (pH:8, 0):

12, 114 gr Tris tartilip saf su ile 80 ml’ye tamamlanir. Cozelti pH’s1 HCI (hidroklorik asit) ile

8, 0’a ayarlandiktan sonra tizerine 100 ml olacak sekilde saf su ilave edilir.

100 ml 100mM EDTA Cézeltisi (pH:8, 0):

2.923 gr EDTA tartilip saf su ile 80 mI’ye tamamlanir. Cozelti pH’s1 NaOH (sodyum hidroksit)

ile 8, 0’ayarlanip saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.

500 ml T10E10 Cozeltisi (pH:8, 0):
5 ml 1M Tris-HCI (pH: 8, 0)
50 ml 100mM EDTA (pH:8, 0)

Cozelti saf su ile 400 ml’ye tamamlandiktan sonra pH’s1t NaOH veya HCl ile 8, 0’a ayarlanip

yine saf su ile 500 mI’ye tamamlanir.

500 ml T10E1 Cozeltisi:
5 ml 1M Tris-HCI (pH: 8, 0)
5 ml 100mM EDTA (pH:8, 0)

Cozelti saf su ile 400 ml’ye tamamlanir. Daha sonra ¢ozelti pH’s1t NaOH veya HCl ile 8, 0’a

ayarlanip yine saf su ile 500 ml’ye tamamlanir.
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500 ml Digestion Cozeltisi (400mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, 2mM EDTA; pH: 8, 2)
11.69 gr NaCl

10 ml 100 mM EDTA (pH: 8, 0)

5 ml 1M Tris-HCI (pH: 8, 0)

Cozelti saf su ile 400 ml’ye tamamlanir ve pH’s1t NaOH veya HCI ile 8, 2 ayarlanir. pH’s1

ayarlandiktan sonra saf su ile 500 ml’ye tamamlanur.

10 ml Proteinaz K Caozeltisi (2 mg/ml Proteinaz K, %1 SDS, 20mM EDTA)
1 ml Proteinaz K

0.1 gr SDS

2 ml 100mM EDTA

Cozeltiyi hazirlamak i¢in oncelikle EDTA iginde SDS ¢ozdiiriiliir. Elde edilen kariGima

Proteinaz K eklenir ve ¢ozelti saf su ile 10 mI’ye tamamlanr.

25 ml %10 SDS Cozeltisi

2.5 gr SDS saf su ile 25 ml’ye tamamlanarak ¢ozdiiriiliir.

100 ml 6M NaCl Cozeltisi

35.064 gr NaCl tartilip 100 ml saf suda ¢ozdiiriiliir.

500 ml %70’lik Etanol Cozeltisi

364.60 ml %96°1ik Etanol 500 mI’ye tamamlanip karigtirilir.
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Ek 2. Elektroforez asamasinda kullanilan ¢ozeltiler
DNA Ladder

2ul DNA Ladder

2ul 6 X Loading Dye

8ul Deiyonize su

TBE 5X Cozeltisi (pH:8, 3)

54 gr Tris-Base

27.5 Borik Asit

20ml 0,5 M EDTA (pH: 8, 0)

Cozelti hazirlandiktan sonra 800 ml’ye tamamlanarak pH’s1 8, 3’e ayarlanir.

pH’s1 ayarlanan ¢ozelti 1000 ml’ye tamamlanir.
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