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OZET

Yiksek Lisans Tezi

KIVIRCIK KOYUNLARINDA BETA LAKTOGLOBULIN POLIMORFIZMININ PCR-
RFLP YONTEMI ILE BELIRLENMESI

Elif ALMAZ

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitistu

Zootekni Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Eser Kemal GURCAN

Bu tezin amaci yerli koyun irklarimizdan biri olan saf Kivircik koyununda B-
laktoglobulin polimorfizminin belirlenmesidir. Bu amacla yerli koyun irklarimizdan ve saf
oldugu bilinen 48 bas Kivircik koyun kullanilmistir. Calisma PCR-RFLP teknigi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ayrica arastirmada bu ik icin B-laktoglobulinin iki farkl: alleline ait ( A
ve B) ile ii¢ farkli genotip (AA, AB ve BB) belirlenmistir. Bu gen lokusuna iligkin allel gen
frekanslar1 ise B-Lg A ve B i¢in 0.468 ve 0.532 olarak hesaplanmistir. Siiriiniin, Hardy-
Weinberg yasasma gore genetik dengede oldugu bulunmustur. Bu sayede Kivircik koyun

rkinin bu 6zellik i¢in genotipik yapisi belirlenmistir.
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ABSTRACT

Master of Science Thesis

DETERMINATION OF BETA LAKTOGLOBULIN POLYMORPHISM USING BY PCR-
RFLP IN KIVIRCIK SHEEP
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The aim of this study is to determine the genetic polymorphism of the B-laktoglobulin
gene in Kivircik pure breed. 48 pure breed that isone of native sheep breeds of Turkey was
used for this study . The study was carried out by means of PCR-RFLP technics. Also, two
genetic variants (A and B) and three genotypes (AA, AB and BB) were determined for this
breed. The gene frequencies of B-Lg A and B were calculated as 0.468 and 0.532 in Kivircik.
The populations of this breed was in equilibrium according to Hardy-Weinberg rule. The
genetic structure of this breed was exemined in the present study revealed polymorphism at

B-laktoglobulin gene locus.
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1. GIRIS

Insanoglunun varligi dogada bulunan kit kaynaklari en ekonomik bigimde kullanip
artan diinya niifusuna karsilik elde ettigi gida kaynaklarinin miktarim artirmasma baghdir. Bu
ise 0zellikle hayvansal kdkenli protein kayaklarmi temin ettigimiz ¢iftlik hayvanlarinin verim
artisina baglidir. Ekonomik degeri olan ¢iftlik hayvanlarinin genetik yapilarmin bilinmesi

1slah ve yetistirme acisindan ¢ok dnemlidir.

Insanlar ¢iftlik hayvanlarinda daima daha yiiksek verim elde etmeyi istemislerdir. Bu
nedenle evciltmeden giinlimiize seleksiyon ve yetistirme sistemleri kullanarak birim basa
verimi artirmak i¢in ¢esitli yontemler denemislerdir. Hayvanlarin ekonomik 6zellikleri onlarin
fenotipleri olup genotip ve ¢evre sartlarinin etkisi ile belirlenir. Cevre sartlar1 yillardir yapilan
calismalar ile optimize edilmis haldedir. Genotip iizerine de uygun genotipi belirlemek ve bu
hayvanlar1 damizlik olarak kullanilmasi i¢in c¢esitli calismalar yapilmaktadir. Genotipin
disaridan kolayca belirlenememesi ve ilgili 6zelligi belirleyen genlerin tam olarak yerlerinin
ve etkilerinin bilinememesi bazi genetik markerlere dayali olarak seleksiyon yapilmasini
glindeme getirmistir.

Yillar boyunca hayvanlarin kan ve siit gibi ¢esitli sivilarda bulunan bazi bilesiklerden
yararlanarak hayvanlarin genetik yapilar1 ortaya konulmaya calisilmistir. Biyokimyasal
cesitlilik gosteren bu unsurlar kalitsal olup birkag gen cifti tarafindan belirlenip polimorfik
ozellik gosterirler. Hayvanlarda gozlenen bu biyokimyasal farkliliklarin bilinmesinin yararlar
siralanirsa rklarin genetik kokenlerinin saptanmasi, irklarin birbirleriyle genetik mesafelerin
belirlenmesi ve bu 6zelliklerle ¢esitli verim 6zellikleri arasindaki anlamli bir iliski bulunmasi
halinde dolayli seleksiyon kriteri kullanilarak tistiin verime sahip hayvanlarin se¢iminin

yapilabilmesidir.

Bu sekilde bazi islah programlarinda siit proteinlerinin gostermis oldugu ¢ok
cesitlilikten yararlanarak silit proteinleri isarete dayali seleksiyon kriteri olarak
kullanilmaktadir. Yapilan ¢esitli caligmalarda siit protein varyantlar: ile ¢esitli siit ve peynir
ozellikleri arasinda anlamli iliskiler ortaya ¢ikarilmistir. Bu nedenle elimizdeki irklarinda siit

protein polimorfizmi bakimindan genetik yapilarinin bilinmesi 6nemlidir.



Diinya sigir varligma bakilacak olursa yaklasik olarak 212 milyon bas siit inegi vardir.
Siit inegi sayis1 bakimindan Rusya 44 milyon bas ile birinci bunu 26 milyon bas ile Hindistan
ve 13,9 milyon bas ile Brezilya takip etmektedir. Diinya siit iiretiminin 1/3 Avrupa ve kuzey
Amerika’da {iretilmesine ragmen sadece bu iilkeler siit lretiminin % 60 karsilamaktadir
(Demirci 1995). Ulkemizde ise 2008 yilinda istatistiklerine gére 10.859.000 sigir varlig1 olup
bu saymin 2.850.000 yerli, 3.555.000 kiiltiir ve 4.454.000 melez hayvanlardan olugmaktadir
Diinya siit tiretiminin % 91 inekten, % 6 mandadan, % 1.5 koyundan, % 1.5 kec¢iden elde
edilmektedir. Ulkemizde ise son hayvan sayimlarma gore 25 milyon bas koyun varlig1 olup
bu saymm % 3-6 Marmara Bdlgesinde bulunmaktadir. Ayrica Tiirkiye siit, et ve deri

iiretiminin % 20.33, % 9.33 ve %51.64 koyundan elde edilmektedir (TUIK 2008).

1.1. Kavircik Koyunun Fenotip Ozellikleri

Kivircik koyunu ince uzun kuyruklu yerli iklarimizdan biridir. Ulkemizin kuzey bati
bolgesinde yaygin olarak bulunmaktadir. Ozellikle et, yapag: ve siit icin yetistiriciligi yapilan
orta yapil bir irk olup Marmara bdlgesi iklim sartlarinda oldukca adapte olmustur (Elmaci ve

ark. 2006).

Son yillarda melezleme baskist ile saf olarak bulunmasi olduk¢a zor olan bir yerli
irkimizdir. Kivircik koyun ki ozellikle et kalitesi yoniinden ¢ok degerli yerli koyun
wklarimizdan bir1 olup 0Ozellikle Marmara Bolgesinde yaygmn olarak yetistiriciligi
yapilmaktadir. Ulkemiz iginde 6nemli bir yeri olan Kivircik wkinin bu sekilde siit serum
proteini olarak bilinen B-Lg (Beta Laktoglobulin) polimorfizminin PCR-RFLP ydntemiyle
analiz edilerek DNA diizeyinde ortaya konmasi ve bulunan allel gen frekanslarindan

yararlanarak diger wklar ile karsilastirilmasi oldukga yararl olacaktir.



2. LITERATUR OZETLERI
2.1. Ciftlik hayvanlarinda siit protein polimorfizmi ilgili cahismalar

Ciftlik hayvanlarinda siit protein polimorfizmi ilgili ilk ¢aligmalar Smithies, Ashton ve
Aschaffenburg tarafindan yapilmistir. Hall isimli arastirmaci ise 1974 yilinda bu unsurlar ile
baz1 ekonomik verim 6zellikleri arasinda anlamli iliskiler saptadiktan sonra bu konuda yapilan

calismalar hizla bir sekilde artmistir (Giircan 2001).

Proteinler aminoasitlerden olusmus makro molekiillerdir. Dogal proteinlerin yapisinda
20 grup aminoasit mevcuttur. Protein molekiiliinde amino asitler birbirine pepdit baglar: ile
baglanmistir. Molekiillerden birinin amino grubu digerinin karboksil grubuna karboksil grubu
da digerinin amino grubuna baglanir ve su molekiilii agiga cikarir. Bu tiir baglanmaya

peptidlesme denir (Yoney 1970).

Siit canlilarin beslemesinde ¢cok 6onemli bir gida maddesidir. Siitiin yapisinda bulunan
en dnemli bilesik proteindir. inek siitiinde ortalama % 3,5 protein vardir. Protein toplam kuru
maddenin % 28’lik boliimiinii teskil eder. Siit proteini saf olmayip farkli proteinlerin
karisimmdan olugsmustur. Bu karisimi olusturan proteinleri siitii asitlestiren pihtilagsmasini
olusturan bdliimiine kazein kismi, pihtilagmayan protein kismina ise peynir suyu proteini veya
serum kismi denir. Ayni zamanda peynir suyu kisminda ise amonyum siilfat ve magnezyum
stilfat ¢ozeltilerinde ¢oken kismina laktoalbumin, ¢cokmeyen kismina ise laktoglobiilin olarak

adlandirilir (Yoney 1970).

Siitte en fazla bunan protein kazein proteinidir. Bu protein kendi i¢inde bazi alt
fraksiyonlara ayrilir. Bunlar alfa kazein, beta kazein, kappa kazein ve gamma kazein olarak
isimlendirilir. Bu tiplerin her biri genetik olarak kalitsal ve polimorfik olup elektroforetik ve

PCR-RFLP gibi molekiiler tekniklerle saptanmas1 miimkiindiir (Ustdal 1980).

Yapilan c¢esitli ¢alismalarda alfa kazein genotiplerinin frekansmin dagilimmin
sigirlarda cografik farkliliklarini belli eden bir kriter oldugu yolunda cesitli ifadelerde vardir.
Cografi bolgelere gore sigirlarin allel gen ve genotip frekanslarinda degisiklikler olmaktadir.
Bunun nedeni olarak dogal seleksiyon, hastaliklara diren¢ ve selektif avanta; oldugu

disiiniilebilir (Giircan 2001).



Teknik olara siit; yag1 emiilsiyon halinde, proteini kolleidal ve diger siit bilesenleri de
suda hakiki ¢ozelti seklinde bulunan polidispers bir karisimdir. Siit bilesenleri sagim sirasinda
memeden siitle ayrilan maddelerdir. Siit bilesenleri i¢cinde yag, laktoz, kazein, laktoglobulin
ve alfa laktoalbumindir. Bugiin siit i¢inde modern analiz teknikleri ile 200’den fazla cesitli siit

bilesenleri belirlenmistir (Demirci 1995).

Cizelge 2.1.Siitiin orijinal ve orijinal olmayan bilesenleri

Orijinal Bilesenler | Tali Bilesenler | Orijinal Olmayan Bilesenler
Su Tuz Antibiyotikler
Laktoz Sitrik Asit Herbisitler
Yag Fosfolipidler Insektisitler
Protein Sterinler Radyoniikleotidler
Enzimler
Vitaminler
Gazlar

(Kaynak: Demirci, 1995).

Siit bilesenlerine tizerine etkili olan ¢ok sayida ¢evresel faktorler vardir. Bu faktorler
hayvanin yasi, ik, laktasyon sayisi, laktasyon donemi, hayvan sagligi, mevsim, sagim
sayisidir. Laktasyon donemine gore siit bilesimi kolostrum, normal siit ve laktasyonun
sonundaki siit olmak {iizere ii¢ boliime ayrilabilir. Yas faktorii de siit miktar1 ve bilesimine
etkili olan faktorlerdendir Siit proteini farkli bilesim ve Ozellikte c¢ok sayida protein
fraksiyonuna sahiptir. Kazein kompleksi siit proteinlerinin ana fraksiyonu olarak bilinir.
Kazein asit, maya yardimiyla kolayca ayrilmaktadir. Geri kalan proteinler peynir suyu veya
serum proteinleridir. Kazein, pH 4,6 da siitlin ¢coken protein kismidir. Peynir suyu veya serum
proteinleri i¢inde yar1 doymus amonyum c¢ozeltisinde ¢oziinen siit proteini laktoalbumin ve
yar1 doymus amonyum c¢ozeltisinde erimeyen laktoglobulin siit proteinidir. Kazeinin alfa,

beta kappa ve gamma olmak tizere farkl fraksiyonlar1 vardir (Demirci 1995).



Cizelge 2.2. Siit protein fraksiyonlar1

Fraksiyon Siitte Konsantrasyon (g/Kg) | Toplam Protein %
Toplam Protein 31,8-40,5 100
Toplam Kazein 24,6-31,7 68-87.6
Peynir Suyu Proteini 6.3-8.8 17,4-24,3
Yag Kiirecikleri Proteini 0,4 1,2
Alfa- s1 Kazein 8,3-10 22.,9-27.6
Alfa- s2 Kazein 2,6-4,1 7,2-11,3
Beta-Kazein 8,7-10,7 24,0-29,5
Gamma-kazein 0,8-2,7 2,2-7,5
Kappa- kazein 2,7-3,9 7,5-10,8
o-laktobumin 0,98-1,2 2,7-3,3
B-laktoglobulin 3,0-3,6 8,3-10
Serum Albumin 0,4 1,2
Imminoglobulinler 0,7 2,1
Proteaz-peptan 0,8 2,4

(Kaynak: Demirci, 1995).

Serum proteinleri kazeinden daha fazla esansiyel aminoasit ihtiva ederler. Beslenme
acisindan daha onemlidirler. Kazeinde diger proteinlere nazaran daha fazla miktarda glutamik
asit ve aspartik asit bulunur. Kazein siit proteinlerinin en 6nemli fraksiyonu olup yaklasik % 80
ni olusturur. Ayrica siitiin siit kiitlesinin % 2,63 olusturur. Kazein dogada sadece siitte vardir.
Bu ylizden kazeinler asit reaksiyonu gosterirler Siit protein orani artan hiicre sayisiyla
artmaktadir. Irk, laktasyon sayisi, yasi, hayvanin hastaligi, mevsim yalniz toplam protein

oranini ve kazein tlizerine degil aksine her bir protein fraksiyonlarinin birbiri ile olan iligkisi

iizerine de etkilidir (Demirci 1995).




Cizelge 2.3. Siit proteininin yap1 tasi analizi

Amino asit Siit Proteini | Kazein | Serum Protein
Histitin 2,9 3,5 2,8
Lisin 8,1 9,1 11,6
Arginin 2,6 4,0 3,2
Aspartik asit 9.6 8,1 12,8
Treonin 5,6 4,5 8,8
Serin 5.8 5.4 5,6
Glutamik asit 24,7 25,6 20,6
Prolin 10 12,6 4,9
Glisin 2,6 1,8 2,5
Alanin 4,6 2,8 6,1
Sistin 1,3 0,3 -
Valin 8,0 6,7 7,8
Metionin 3 2,7 2,1
Izolosin 6,5 53 7.3
Losin 11,3 10,1 12,1
Tirozin 5 6.0 3,0
Fenilalanin 5,6 5,8 4,1
Triptofan - -

(Kaynak: Demirci, 1995).

Siit proteinin asit veya peynir mayasi ile ¢oktiliriilmeyen peynir suyu proteini i¢inde
laktoalbuminler bulunur. Peynir suyu proteininden laktoalbuminler doymus amonyum siilfat
ile ¢Oktiiriilerek ayrilabilirler. Siit proteininde yaklasik % 12 peynir suyu proteininde % 84
oraninda bulunur. Laktoalbumin peynir suyu proteininde % 20-25 oraninda bulunur. Eger
siitiin protein 13 daha fazla laktoalbumin ve iminoglobulin fraksiyonunda olugsmus ise bu tip
siitlere albiiminli siitler denir. Inek, koyun ve kegi siitleri kazeinli siitlerdir. Insan, kisrak, esek
ve kopek siitleri albuminli stitlerdir. B-Lg peynir suyu proteinlerinin % 50-60 olusturur

(Demirci 1995).

Siit proteinlerinin tiplendirilmesi 6nceleri nisasta jel elektroforezi teknigi kullanilirken
giiniimiizde PCR-RFLP teknikleri ile DNA iizerinden tespit edilmektedir. Elektroforez ismi
Yunanca elektron ve Latince phore kelimelerinden meydana gelmistir. Elektroforez biiytik
molekiil iyonlarm ve yikli koloidal zerrelerin elektriksel alanin etkisi altinda hareket
ettiklerini ifade eder. Molekiiller katoda veya anoda dogru hareket etmeleri elektriksel

alandaki yiiklerine baglidir (Giircan 2001).



Bir toplumda gen frekanslar1 kusaktan kusaga geciste degismiyorsa o toplum sozii
edilen 0zellik yoniinden dengededir denir. Bu olaya Hardy-Weinberg yasasi denir. Dengede
olan toplumlarda ciftlesmeler rastgeledir. Belli bir 6zellik i¢cin gen frekansmnin degisimine
neden olan dort etken bir yonlii mutasyon olaylar1, gocler, rastgele genetik kaymalar ve bazi

genlere yonelik dogal veya yapay se¢imlerdir (Diizgiines 1963).

Cesit siit protein tipleri ile verim 6zellikleri arasinda asagida agiklanan sebeplerden
dolay1r bir iliski oldugu diisiiniilebilir. Pleotropy; iki ayr1 karakterin ayni gen tarafindan
belirlenmesi olayidir. Bu durumda iki karakter arasinda iligki tamdir. Eger bir hayvan bu gen
acisindan homozigot durumunda ise bu Ozelligi yavruya aynen gecirir. Linkage (gen
baghhigy); ayn1 kromozom tizerindeki genlere bagli genler ve bu genleri belirledigi karakterler
arasindaki iliskiye gen bagliligi adi verilir. Boyle genler genellikler birlikte hareket ederler.
Baglilik bazi hallerde verimlilik iizerinde olumlu etki getirir. Bazilarinda olumsuz etki
yapabilir. Heterozigotluk; kan grubu sistemlerdeki heterozigotluk bir yandan yasama giiclinii
bir yandan da verim 6zelliklerini olusturan etkendir. Verimlerle ilgili 6zellikler ¢cok sayida gen

ciftince belirlenir(Alpan 1995).

Polimorfik karakterler tek gen yerinde agilim gosteren birkac gen tarafindan belirlenen
ve bu genlerin kendi aralarinda kodominantlik gdstermesi nedeniyle genotipin fenotipe es
deger oldugu karakterlerdir. Bu karakterlerin pleotropik olarak ekonomik verim 6zellikleriyle
iliskili olmas1 dolayli seleksiyonu miimkiin kilmaktadir. Hayatin erken doneminde polimorfik
ozelliklerin  belirlenmesi  generasyon araligini kisaltarak  seleksiyonun verimliligini

artirmaktadir (Dogru 1996).

Son yillarda genetik polimorfizm ¢aligmalar1 yapisal genlerce kodlanan polipepdidler
seviyesine indirilmistir. Yapisal bir gende asirilik tasimayan bir kodon degisimi olusursa,
translasyon ile iiretilen polipepdidde amino asit degisimi ortaya ¢ikar. Ayr1 bireylerden 6zel
bir protein saflastirilip dizilimi belirlenirse populasyondaki genetik varyasyon ortaya konabilir

(Devrim ve Kaya 2004).



Ozliitiirk ve ark. (1998) biyokimyasal polimorfik 6gelerinin dolayl seleksiyon kriteri
olabilmesi i¢in belli bazi sartlar1 tagimasi gerektigini ifade etmislerdir. Kalitim derecesi yiiksek
olmali, ¢ok az sayida gen tarafindan ve erken doneminde tespit edilebilmeli ve 6miir boyu
degismeden kalabilmelidir. Boylece generasyon araliginin kisaltilarak seleksiyon verimliligini
arttirilabilir. Artik giiniimiizde verim 6zelligini belirleyen genlerin haritalarinin ¢ikarilmasi ve
bu genlerdeki farkliliklarin verim seviyesi ile olan iligkileri (QTL) analizleri ile belirlenmeye
calisilmaktadir. Bu eldeki teknolojik alt yapi kullanilan materyalin kayitlarmin varligma

baghdir.

Ozellikle siit proteinlerinin genetik varyantlarnmn siit verimi ve kompozisyonuna

bilhassa peynir kalitesine etkisi iizerine yapilan ¢alismalar agirlik kazanmustir (Ozbeyaz 1991).

Baz1 1slah programlarinda siit proteinlerinin gostermis oldugu polimorfizminden
yararlanarak siit proteinleri isarete dayali seleksiyon kriteri olarak kullanilmaktadr. Yapilan
cesitli galigmalarda siit protein varyantlari ile ¢esitli siit ve peynir 6zellikleri arasinda anlamli
iligkiler ortaya c¢ikarilmistir. Bu nedenle elimizdeki wklarin siit protein polimorfizmi

bakimindan genetik yapilarmnin bilinmesi 6nemlidir.

Yapilan ¢esitli calismalarda siit protein tipleri ile siit verim 6zellikleri arasinda miispet
iligkiler oldugu ve bazi formlarin secgici avantaj sergiledigi ¢esitli arastiricilar tarafindan ortaya

konmus iken baz1 ¢aligmalarda ise anlaml1 iligkiler goriilmemistir.

Siit insan beslemesinde kullanilan baslica protein kaynaklarindan biridir. Siit proteinin
iki ana protein tipi vardir. Bunlar kazein (alfa, beta ve kappa) ve serum (peynir suyu proteini)
alfa laktoalbumin ve B-Lg proteinidir. Bu siit proteinleri genetik polimorfizm gosterirler ve
farkli genetik varyantlar1 vardir. Bu genetik varyantlar siitiin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin
yani1 sira siit verimi ve protein ve yag igerigi bakimindan anlamli farklilik bulan sonuglar ifade

edilmistir (Baranyi ve ark. 2010).

Molekiiler genetik markirlar kullanilarak yapilan seleksiyon, bu markirlarin her iki
cinsiyette yasamlarinin erken donemlerinde belirlemek miimkiin oldugundan 1slah

calismalarinin hiz1 ve etkinligi artacaktir (Oner ve ark. 2011).



Genetik cesitliligin  tanimlamanin en saglikli yolu DNA diizeyinde yapilan
tanimlamadir. Ciftlik hayvanlarinda da genetik yapinin tanimlanmasinda molekiiler genetik
tanimlama tekniklerinden faydalanilmaktadir. PCR ile DNA c¢ogaltimina dayali olan DNA
analiz tekniklerinin en 6nemlileri arasinda RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism

= Kesilmis Par¢acik Uzunlugu Polimorfizmi) sayilmaktadir (Binbas 2006).

Siit proteinlerinden biri olan beta laktoglobulinin B-Lg”, B-Lg® ve B-Lg® olmak iizere
ii¢ alleli oldugu ve siit proteinleri polimorfizmi ile siitiin teknolojik islem prosesleri

bakimindan anlamli farkliliklar olabilecegi ifade edilmistir (Anton ve Ark. 1999).

Son yillarda benzer konu {izerinde ve farkl tiirlerde yapilan ¢alismalarda ise Elmaci ve
ark. (2008) Saanen kecilerinde B-Lg polimorfimini belirlemis. Buna gore PCR {iriinlerinin
Sacll restriksiyon enzimleri ile kesmis ve S1 ve S2 olarak tanimlanan iki allel ve buna baglh

olarak 3 genotipin (S1S1, S1S2 ve S2S2)varligini bildirmistir.

Steliana ve ark. (2008) de Karagiil koyun irkinda B-Lg polimorfizmini arastirmislardir.
Calismada bircok koyun wkinda oldugu gibi Karagiil wrkinda da bu proteinin polimorfik
oldugunu ve B-lg geni lizerindeki tek bir niikleotidlik degisimin bu polimorfizme neden

oldugunu ifade etmislerdir.

Benzer sekilde Polish merinos koyunlarinda da B-Lg BB genotipli koyunlarin protein
icerigi bakimmdan B-LgAA ve AB tiplilerden daha yiiksek oldugu ifade edilmistir.
(Mroczkowski ve ark. 2004).

Araro ve ark. (2010) da on bes farkli yerli Hindistan koyun wkinda toplam 638 basg
koyunda (Changthangi, Rampur, Chokla, Magra, Kheri, Marwari, Sonadi, Jalauni,
Muzzafarnagri, Jaisalmeri, Chhotanagpuri, Ganjam, Deccani, Mandya ve Garole) yaptiklar1
bir ¢alismada koyunlarinda B-Lg polimorfizmini PCR-RFLP yontemi ile arastwrmuglardir.
Koyunlarda A ve B olmak iizere iki allel genin varligin1 ve AA, AB ve BB olmak iizere ii¢
farkli genotip belirlemislerdir. B allel gen frekansii Giiney Bat1 Asya, Dogu ve Orta Avrupa
ile Akdeniz kiyisindaki koyun irklarindan daha yiiksek frekansta bulmustur. Sonu¢ olarak [-
Lg B tipini Hindistan koyun rrklarinda daha baskin oldugunu ifade etmistir. Ayrica B-Lg” allel
gen frekanslarini sirasiyla bu wrklar icin sirasiyla 0.387, 0.273, 0.569, 0.193, 0.472, 0.563,
0.499, 0.160, 0.10, 0.425, 0.50, 0.273, 0.531, 0.326, 0.278 ve 0.370 olarak bulmuslardir.



Celik ve Ozdemir (2006) ‘da Ivesi ve Morkaraman koyunlarinda B-Laktoglobulin
varyantlar1 ile siit bilesimi ve piht1 olusum siiresi arasindaki iligkiyi arastirmiglardir. Calisma
sonucunda fB-Lg BB varyanth siitleri peynir yapimi i¢in selektif avantajli olarak

degerlendirmislerdir.

Elmac1 ve ark. (2006) da ti¢ farkli yerli irkta (Kivircik, Gokgeada ve Sakiz) yaptiklari
bir ¢alismada koyunlarinda B-Lg polimorfizmini PCR-RFLP yodntemi ile arastirmiglardir.
Calismada hayvan materyali olarak toplam 108 bas hayvan kullanmiglardir. Hayvan sayismin
irklara gore daghmi ise 29 Kivircik, 38 Gokgeada ve 41 Sakiz koyunu olmustur. Sonug olarak
B-Lg"* ve B-Lg® allel gen frekanslarmi sirasiyla 0.7759 ve 0.2241 olarak Kivircik
koyunlarinda, 0.9756 ve 0.0244 Sakiz koyunlarinda ve 0.7632 ve 0.2368 olarak Gokceada
irkinda bulmuslardir. Populasyonu Hardy-Weinberg yasasina gore genetik dengede oldugunu

ifade etmislerdir.

Elmaci ve ark. (2007) de yapilan bir calismada Karacabey Merinosu koyunlarinda B-Lg
polimorfizmini PCR-RFLP yontemi ile aragtirmislardir. Calismada hayvan materyali olarak 43
bas hayvan kullanmuslardir. Sonug olarak B-Lg* ve B-Lg® allel gen frekanslarmi sirasiyla
0.7791 ve 0.2209 olarak bulmuslardir. Populasyonun Hardy-Weinberg yasasina gore genetik

dengede oldugunu ifade etmislerdir.

Michalova ve Krupuva (2009) da Slovak koyun wrklarinda B-Lg polimorfizmi ile siit
verim Ozellikleri ve siit bilesenleri arasindaki iliskileri arastirmiglardir. Bunun i¢in iki farkl
(Czigaia ve Valachian) yerli Slovak siit¢ii koyun irkinda ¢aligmislardir. Calismada toplam 131
bas koyun kullanmislardir. Hayvanlardan toplanan siit 6rneklerinde siit verimi yaninda protein,
yag, laktoz ve somatik hiicre sayis1 gibi ¢esitli siit bilesenlerini de analiz etmislerdir. Iki ik
arasinda siit verim ve bilesenleri bakimmdan 6nemli farklilik bulunmamistir. Siit verimi ve
laktoz bakimindan B-Lg genotipleri bakimindan anlamli farkhiliklar goriilmistir (P<0.05).
Yapilan galismada B-Lg* ve P-Lg® allel gen frekanslarini sirasiyla 0.52 ve 0.48 olarak
Valachian ve 0.60 ve 0.40 olarak Czigaia wkinda bulmuslardir. Populasyonlarm Hardy-

Weinberg yasasia gore genetik dengede oldugunu ifade etmislerdir.

Anton ve ark. (2005) Macar Merinos ve Ingiliz siit¢ii koyunlarinda B-Lg genotipleri ile
siit bilesenleri ve somatik hiicre sayis1 arasindaki olasi iliskileri aragtirmislardir. En yiiksek ve

anlamli stit verimi ve siit bilesenlerini f-Lg AB genotipli hayvanlarda gozlemislerdir.
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Ivesi koyunlarinda ise B-Lg AA genotiplilerin somatik hiicre sayismi diger genotiplere

gore daha yiiksek bulmuslardir.

Cine Capar1 koyunlarinda siit verim 6zellikleri ile B-Lg genotipleri arasindaki olas1
iligkiler li¢ farkl stiriide arastirilmistir. Yapilan bir calismada Cine Capar1 koyunlarinda B-Lg
polimorfizmini PCR-RFLP yontemi ile arastirilmistir. Calismada hayvan materyali olarak siit
verim denetimleri 40 bas hayvanda ve B —Lg genotiplemesi ise 128 bas koyunda yapilmaistir.
Sonu¢ olarak B-Lg* ve B-Lg® allel gen frekanslarim swrasiyla 0.3047 ve 0.6953 olarak
bulmuslardir. Bir siirii hari¢ diger iki siirtiniin Hardy-Weinberg yasasina gore genetik dengede
oldugunu ifade edilmistir. Giinliik ortamla siit verimi, laktasyon siiresi ve laktasyon siit verimi
icin en kiiciik kareler ortalamasi swrasiyla 0.521 kg, 159.5 giin ve 81.78 kg olarak tespit
edilmistir. Koyunlarm yas1 ve dogum tipi ele alman Ozellikler i¢in anlamli bir farklilik
olusturmamuistir. B-Lg (AA, AB ve BB) genotipleri arasinda ise laktasyon siiresi ve laktasyon
siit verimi bakimindan anlamli fark varken giinliik ortalama siit verimi i¢in ise anlamli bir fark

goriilmemistir (Erdogan 2009).

Baranyi ve ark. (2010) de yapilan bir ¢alisgmada Macaristan Ivesi ve Racka
koyunlarinda B-Lg polimorfizmini PCR-RFLP y6ntemi ile arastrmislardir. Calismada hayvan
materyali olarak 350 bas hayvan kullanmislardir. Sonug¢ olarak p-Lg” ve p-Lg® allel gen
frekanslarmni sirastyla 0.4796 ve 0.5204 Ivesi ve 0.5764 ve 0.4236 Racka wrkinda bulmuslardir.

Populasyonun Hardy-Weinberg yasasia gore genetik dengede oldugunu ifade etmislerdir.

Anton ve ark. (1999) da dort farkh siit¢ii koyun wrkinda (ivesi, Siitcii Ingiliz, Tsigaia
ve Lacaune) yaptiklar: bir ¢caligmada koyunlarinda B-Lg polimorfizmini PCR-RFLP yontemi
ile arastirmiglardir. Sonug olarak B-LgA allel gen frekanslarinmi sirasiyla dort ik i¢in 0.3478,

0.6857, 0.5650 ve 0.4730 bulmuslardir.

Elmact ve ark. (2008) de yapilan bir ¢alismada Saanen kecilerinde B-Lg geninin 7.
ekzonu 1ile 3. flankin bolgesi arasindaki polimorfizmini PCR-RFLP yOntemi ile
arastirmislardir. PCR {iriinlerini Sac Il enzimi ile kesmislerdir. Calismada hayvan materyali
olarak 28 bas hayvan kullanmiglardir. Sonug¢ olarak S1 ve S2 allel gen frekanslarini sirasiyla
0.64 ve 0.36 olarak bulmuslardir. Populasyonun Hardy-Weinberg yasasina gore genetik

dengede oldugunu ifade etmislerdir.
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Dayioglu ve Dogru (1997) de Esmer, Siyah Alaca ve Sar1 Alaca sigirlarmin laktasyon
ozellikleri ile ~ B-Lg fenotipleri arasindaki iliskiler arastirmislardir. Esmerlerde B-Lg AA
genotiplilerin siit yagi bakimindan diger genotiplilerden selektif avantajli bulmuslardir. Siyah
Alacalarda B-Lg B alleline sahip olan hayvanlarin ve Sar1 Alacalarda ise B-Lg AB tipliler diger
genotiplere gore incelenen verim 6zellikleri ( gergek siit verimi, 305 giinliik siit verimi, giinlik
siit verimi, laktasyon uzunlugu, gercek yag verimi, 305 giinliik yag verimi, % yag orani)

bakimindan selektif avantajli bulunmustur.

Sekerden ve ark (1999) da Simental ineklerde kan ve siit protein polimorfizmi ile
cesitli verim 6zellikleri arasindaki iligkileri arastirmiglardir. Caligmada transferrin tipleri ile
sadece kontrol sagimi ve gilinlilk verimleri arasindaki iligkiler istatistiki olarak Onemli
bulunmustur. Buna karsin ele alinan 6zellikler ile siit protein genetik varyantlar1 arasinda

onemli bir farklilik goriilmemistir (P>0.05).

Oner ve ark. (2011) de Bursa’da yetistirilen Isvigre Esmeri ve Siyah Alaca sigirlarda -
Lg ve Biliylime hormonu gen polimorfizmini arastrmiglardir. Esmer sigirlarda B-Lg A ve -
Lg-B allel gen frekanslar1 sirasiyla 0.3430 ve 0.6570 olarak bulmuslardir. Siyah Alacalarda ise
ayni allel gen frekanslar1 sirasiyla 0.5480 ve 0.4520 olarak bulmuslardir. Populasyonun

Hardy-Weinberg yasasma gore genetik dengede oldugunu ifade etmislerdir.

Benzer sekilde sigirlar {izerine yapilan ¢esitli ¢alismalarda siit protein tipleri ile siit
verim Ozellikleri arasinda anlamli iliskiler oldugu ve bazi formlarin se¢ici avantaj sergiledigi
cesitli arastiricilar tarafindan ortaya konmus iken bazi calismalarda ise anlamli iligkiler
goriilmemistir. Bu ¢alisma sonuglarindan bazilar1 ¢izelge 2.4. de toplu olarak sunulmustur.
Mandalar iizerine yapilan bir ¢alismada ise 110 baslik Murrah mandalarinda ¢alisma yapilmis
ve f-Lg gen lokusu bakimmdan polimorfizm gézlenmemistir (Meignanalakshmi ve Nainar

2009).
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Cizelge 2.4. Sigirlarda f-Lg tipleri ile cesitli verim 6zellikleri arasindaki iligkileri inceleyen

cesitli arastiricilarin elde ettikleri sonuglar

Arastirici Irk Sonug¢

Mclean,D.M. ve ark.|Frizyan Stitcti - si@irlarin  1slahinda  siit  protein|

(1984) Jersey genotiplerininde bir seleksiyon kriteri
olarak degerlendirilmesi 6nerilmistir.

Cornberg, G.ve ark.(1964) | Siyah B-Lg A genotipini tasiyan sigirlarm diger

Alaca genotiplilere gore daha fazla siit verimine
sahip olduklar1 bildirilmistir.

Meyer, H. (1967) Siyah B-Lg genotipleri ile siit ve yag verimi

Alaca arasinda 6nemli bir iliski bulunmamugtir.

Samarineanu, M. ve ark.|Romanya B-Lg AA tipinde olan hayvanlarin s

(1984) Esmer verimini ve yag verimini BB ve AB tipli
olanlara gore daha yiiksek bulunmustur.

Rensburg,L ve ark. (1990) | Holstayn Siit ineklerinin genotiplerinin siit verimi

Ayrshire icin yapilan ilerlemede siit verim
performanslarmi artirmada eklemeli bir
seleksiyon kriteri olarak siit protein
tiplerinin kullanilmasi 6nerilmistir.

Kriventsov, Yu.  M.;|Kholmogo B-Lg lokusunun yag igerigi ile dnemli bir

Prozonov, A. A.(1975) r iligki bulunmamisken siit ve yag verimleri
ile anlamli iligkiler bulunmustur. BB
genotipli hayvanlarin en yiiksek siit
verimine sahip oldugu bildirilmistir.

Wegner, W. ve ark.|Siyah Verim ozellikleri ile genotipler arasindaki

(1973) Alaca iliski 6nemsiz bulunmustur.

Macha,J. ve ark. (1973) Cek Alaca Siitciiliik 6zelligi olarak sadece protein
yiizdesinin Alfa Kazein BC tiplilerde
yiiksek oldugu bulunmustur. Diger
siit¢iiliik 6zellikleri ile lokuslar arasinda
boyle bir iliski saptanmamaistir.

Janicki, C. (1977) Polonya B-Lg AA, AB ve BB genotipleri arasbnda

Kirmizi sot, yam yozdesi, sOt yan dretimi ve sot

Beyaz oretimi arasonda farklolok

Algak bulunmamdotor.

Ova

sigirlarind

a

Munro ,G,L. (1978) Jersey B-Lg tipleri ile siit protein yiizdesi
arasinda anlamli iliskiler bulunmustur.

Ng- Kwai-Hang, K.F. ve|Siyah Alfa Kazein BB, Beta Kazein A;B, Kappa]

ark. (1986) Alaca Kazein BB ve B-Lg BB genotiplilerin
selektif avantajli oldugunu bildirmistir.

Meyer,F. ve ark. (1990) |Siyah B-Lg AA, BB tipli olanlarin siit verimini

Alaca AB tipli olanlardan istatistik olarak {istiin

bulunmustur. Ayni iligki Alfa Kazein,
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Kappa Kazein ve Beta Kazein arasinda
bulunmamastir.
Khaertdinov,R.A.(1990) | Kholmogo Hayvanlarda seleksiyon yaparken, siit
r protein polimorfizminide dikkate alinmasi
Ayrshire gerektigini Onerilmistir.
NG-Kwai-Hang. K.F.ve Siyah Siit protein miktari i¢in yapilacak
ark. (1990) Alaca seleksiyonda genetik varyantlarinda
dikkate alinmas1 gerektigi bildirilmistir.

Kaynak: (Gtircan, 2001)

Cok sayida arastiric1 hayvanlarda c¢esitli biyokimyasal polimorfik 6geler ile verim
ozellikleri arasindaki iliskiyi arastrmistir. Bazi yapilan c¢alismalarda anlamh iliskiler
bulunmusken bazi yapilan caligmalarda ise istatistiki olarak 6nemli bir fark bulunamamaistir.
Bu konuda arastiricilar arasinda tam bir fikir birligi bulunmamaktadir. Bu nedenle bu
ozelliklerin dolayli seleksiyon kriteri olarak kullanilmasi hayvanlar iistiin genotiplilerin
seciminde biiyiik kolaylik saglayacaktir. Bu tip 6zelliklerin iistiin genotipe sahip hayvanlarin
seciminde seleksiyon indekslerinde yer almasi ve bu tip ¢alismalara devam edilmesi ¢ogu

arastiricinin birlestigi ortak goriistiir.

Tekrar 6nemle vurgulamak gerekirse Kivircik koyun wrk: yerli koyun wrklarimizdan
biri olup 6zellikle Marmara Bolgesinde yaygm olarak yetistiriciligi yapilmaktadir. Ulkemiz
icinde dnemli bir yeri olan Kivircik ki bu sekilde siit serum proteini olarak bilinen B-Lg
polimorfizminin PCR-RFLP yontemiyle analiz edilerek DNA diizeyinde ortaya konmasi ve
bulunan allel gen frekanslarindan yararlanarak diger wklar ile karsilastirilmasi olduk¢a yararh

olacaktir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Calisgmanin  hayvan materyalini Kirklareli ilinde koruma altinda saf olarak
yetistiriciligi yapilan 16 erkek ve 32 disi olmak iizere 1-2 yash saf kivircik koyunlar
olusturmustur. Arastrmada saf kivircik siirlistinden toplam 48 bas hayvandan alinan kan
orneklerinden yararlanilarak 6nce DNA izolasyonu yapilmistir. Polimorfik bir yap1 gosteren
B-Lg polimorfizminin PCR-RFLP yontemi kullanilarak DNA diizeyinde hayvanlarin
genotiplenmesi yapilmistir. Koyunlarda polimorfik bir 6zellik gdsteren B-laktoglobulin siit
serum proteinlerinden biri olup B-laktoglobulin proteini kodlayan genler 3. kromozom
iizerinde bulunur. Genomik DNA iizerinde PCR-RFLP teknikleri kullanilarak B-lg varyantlari
belirlenmistir. B-Lg geninin 2 ekzon bolgesi 120 b¢ uzunlugundaki PCR iiriinleri Rsal
restriksiyon enzimi ile kesilerek olas1 A ve B olarak tanimlanan iki allel ve {i¢ genotip (AA,
AB ve BB) varlig1 arastirilmistir. DNA izolasyonu i¢in tiim kanda fenol/kloroform yontemine
gore asagida belirtilen protokole gore izole edilmistir. Elde edilen DNA larin saflik ve miktar1

spektrofotometrik olarak nanodrop cihazi ile yapilmastir.

3.2. Metod

Tiim kandan Fenol/Kloroform yontemiyle asagidaki sirayla DNA izolasyon protokolii
uygulanmistir.

1- 1,5 luk eppendorf tiipe 750 ul kan 6rnegi konulur.

2- Uzerine 750 pl TE ilave edilip 13.000 RPM de 1 dk santrifiij edilir.

Ust (siipernatan) kisim atilir.

1 ml olacak sekilde TE eklenir(vortexle iyice homojenize edilir).

Bu islem 3 tur yapilir. Renk acilana kadar devam edilir.

Son yikamadan sonra list faz uzaklastirilir.

3-Pelet tlizerine 80 pl SDS, 90 ul 1 M NacCl, 30 ul Proteinaz-K ilave edilir.

Son hacim TE konularak 500 ml ye tamamlanir.

4-Ornek 56 °C de 2 saat inkiibe edilir(10-15 dk da vortexlenir).

5- 2 saat sonra 6rnegin tistiine 500 ml fenol-kloroform konulur (250 ml fenol, 250 ml
kloroform).

6- 5.000 rpm de 2 dk santrifiij edilir.

7- Ustte kalan DNA igeren kisim yeni tiipe aktarilir.
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8-Cokelmesi igin % 99 etil alkol 1.5 pl ye tamamlanacak sekilde ilave edilir.

9-DNA gozleninceye kadar alt iist edilir.

10- DNA santrifiij edilip ¢oktiiriildiikten sonra alkol tamamen uzaklastirilir.

500 ul % 70 lik Etil Alkol ilave edilir.Vortexlenip 12.000 rpm de 1 dk santrifiij edilir
ve slipernatan atilir.

11- Santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriiliir alkol uzaklastirilir ve tamamen kuruma saglanur.

12-200- 500 pl TE tamponunda ¢6ziiliir.60°C de 10 dk bekletilir.

B-lg geninin ¢ogaltilmasi i¢cin PCR uygulamas1 Feligini ve ark. (1998) ve tarafindan

onerilen ve niikleotid dizilis asagida verilen primerlerden yararlanilmistir.

F-5°...CAACTCAAGGTCCCTCTCCA...3’
R- 5°...CTTCAGCTCCTCCACGTACA...3’

Jel Elektroforez; PCR firiinleri goriintiilemek i¢in Etidyum Bromiir iceren % 1,5
Agoroz jel elektroforez ile hedef bolgenin c¢ogalip cogalmadigr 90-100 V 45-60 dak
yiiriitiillerek DNA Ladder gibi standartlar yardimiyla hedef bdlgenin ¢ogalip ¢ogalmadigi
kontrol edilmistir.

Enzim kesim reaksiyonu enzimin (Rsa I) kesim 1sismna baglh olarak (37°C) 4 saat
siireyle kesim yapildiktan sonra % 3 Agoroz jel elektroforez 90-100 V 45-60 dakika
yiiriitilmiistiir.

Genomik DNA nm yiikseltgenmesinde toplam miktar1 30 u/ olacak sekilde yapilan
PCR reaksiyonunda; kan 6rneklerinden izole edilen genomik DNA dan 50-75 ng, ileri ve geri
olmak {izere her bir primerden 100-500 nM, her bir ANTP den 200 pM, 10x PCR tampon
cozeltisinden (buffer) 2.5 puL (1X), MgCl, den 1.5 mM ve Taq DNA polimeraz enziminden de
1.25 U (linite) kullanilmistir.

3.2.1. PCR uygulamasinda kullanilmasi planlanan dongii

Termal Cycler de PCR ig¢in 1s1 devri ise PCR protokoliine gore genel olarak, 95°C de 5
dakika DNA zincirinin 6n ayristirilmasindan sonra 35 defa tekrarlanacak sekilde 95°C de 45 s
(saniye), ayristirma; daha sonra kullanilan primerlerin ortamda bulunan hedef DNA zinciri ile
birlesmesi i¢in 60°C de 45 s annealing (birlestirme) reaksiyonlar1 takiben, yine 45 s, 72°C de
Taq polimeraz enzimi ile hedef bdlgenin yiikseltgenmesi ve en son asamada 7 dakika 72°C de

nihai yiikseltgenme, gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.1. Beta laktoglobulin i¢in PCR Protokolu

Igerik Hacim Son Konsantrasyon
10X Taq buffer 3.0 uL 1X

50mM MgCl, 1.5 uL 1.5 mM

10 mM dNTP mix 0.6 uL 200 uM

Taq DNAPolimeraz 0.4 pL 1.25 iinit

Primer 1 0,6 uL 100 nM-500 nM
Primer 2 0,6 uL 100 nM-500 nM
Distile su 21.3 uL

DNA 2 ul

Toplam Hacim 30 uL

Elde edilen PCR iiriinleri etidyum bromiir iceren % 2 lik agoroz jel elektroforezi ile

istenen bolgenin ¢ogalip ¢ogalmadigi kontrol edilmistir.

Sonra elde edilen triinler 37 °C 3 saat siireyle 1 U Rsal restriksiyon enzimi ile
kesilmistir. Kesim isleminden sonra olusan DNA pargaciklar1 % 3 agoroz jelde yiiriitiilecek

ve UV 151k altinda jel izerinde ortaya ¢ikan bandlara gore B-Lg tiplendirmesi yapilmistir.

103 be - -
66 bg - -
37 be - -
17 bg -

BB AB AA

Sekil 3.1. B-Lg tiplendirinin jel iizerindeki sembolik gosterimi.

Cizelge 3.2.Restriksiyon Enzim Kesim Reaksiyonu

Icerik Hacim
PCR Uriinii 5.0 uL
Enzim Buffer (NVE4) 2.0 uLL
Restriksiyon Enzimi (Rsa /) | 1.0 pL
Distile Su 12.0 uL
Toplam Hacim 20 pL
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Sekil 3.2. Secilen bazi laboratuar goriintiileri
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3.2.2. istatistik Yontem

Gen frekanslarmin belirlenmesi ise direk gen sayim metoduna gore hesaplanip ilgili
allel gen frekanslarmin Hardy — Weinberg kuramina gore populasyonun genetik dengede olup

olmadig1 ki kare analizi ile test edilmistir (Soysal 1993).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yapilan arastirma sonucunda toplanan 48 hayvandan izole edilen DNA’larin 120 bg
yiikseltgenmesi beklenen PCR {iriinlerini gosterimi Sekil 4.1. de verilmistir. Sekil 4.2. de ise
uygun restriksiyon enzimi ile kesim yapildiktan sonra elde edilen bantlarin jel goriintiileri

verilmistir.

BTN

- DR W e e e
- -

Sekil 4.1. PCR firiinlerinin etidyum bromiir igeren % 2 lik agoroz jel elektroforez goriintiisii
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Enzim kesiminden sonra elde edilen bandlara yapilan genotipleme sonucunda 13 tane

B-Lg AA, 19 tane B-Lg AB ve 16 tane B-Lg BB genotipleri goriilmiistiir.

M BB AB AB AB AB BB AA AA M

Sekil 4.2. Segilen baz1 6rneklerin UV 1s1k altinda jel iizerinde ortaya ¢ikan bandlara gore B-Lg
tiplerinin agoroz jel elektroforez goriintiisii

3
_— e Ty ey

Sekil 4.3. Segilen baz1 6rneklerin UV 1s1k altinda jel iizerinde ortaya ¢ikan bandlara gore B-Lg
tiplerinin agoroz jel elektroforez goriintiisii

21



Cizelge 4.1. p-Laktoglobulin genotiplerinin ve allel gen frekanslarinin saf Kivircik
koyunlarinda (n=48) dagilimi

B-Lg Genotipleri B-Lg Genetik Denge Testi
Gen frekanslari
AA AB BB | A B X
Gozlenen 13 19 16 0.468 | 0.532 2.09
% Frekans | 27 40 33 (P>0.05)
Beklenen 11 24 13

Cizelge 4.1. de gosterildigi gibi B-Lg AA, B-Lg AB ve B-Lg BB genotiplerinin
gozlenen genotip sayilari sirasiyla 13, 19 ve 16 olmustur. Buna karsm beklenen B-Lg AA, B-
Lg AB ve B-Lg BB genotip frekanslari ise sirasiyla 11, 24 ve 13 olarak bulmustur. Ilgili allel
gen frekanslar1 ise B-Lg A ve P-Lg B allelleri i¢in 0.468 ve 0.532 olarak bulunmustur.
Populasyonun genetik denge analizinde ise Hardy-Weinberg yasasina uydugu yapilan ki kare
analizinde goriilmiistiir. Buna gore ki kare degeri 2.09 olup bu deger cetvel degerinden

disiiktiir (P>0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismada kullanilan Kivircik koyunlarinin B-Lg proteini bakimindan genetik yapisini
belirlemek icin yapilan bu ¢aligmada ilgili allel gen frekanslar1 ise B-Lg A ve B-Lg B allelleri
icin 0.468 ve 0.532 olarak bulunmustur. Ayn1 zamanda populasyonun genetik dengede oldugu
yapilan ki kare analizinde goriilmiistiir. Buna gore ki kare degeri 2.09 olup bu deger cetvel
degerinden (3.84) diistiktiir (P>0.05).

Bu sonugclar diger arastirmalarda farkl rklar i¢in bulunan ilgili allel gen frekanslari ile
karsilagtirilmistir. Ayrica diger ¢alismalarda genetik varyantlar ile ¢esitli 6zellikler arasindaki
olasi iligkiler bulunmustur.

Araro ve ark. (2010) da on bes farkli yerli Hindistan koyun irkinda (Changthangi,
Rampur, Chokla, Magra, Kheri, Marwari, Sonadi, Jalauni, Muzzafarnagri, Jaisalmeri,
Chhotanagpuri, Ganjam, Deccani, Mandya ve Garole) yaptiklar1 bir ¢calismada B-Lg B tipini
Hindistan koyun wklarinda dominant oldugunu ifade etmistir. Ayrica p-Lg” allel gen
frekanslarini sirasiyla bu irklar i¢in swrastyla 0.387, 0.273, 0.569, 0.193, 0.472, 0.563, 0.499,
0.160, 0.10, 0.425, 0.50, 0.273, 0.531, 0.326, 0.278 ve 0.370 olarak bulmuslardir.

Celik ve Ozdemir (2006) ‘da Ivesi ve Morkaraman koyunlarinda B-Lg BB varyantl

stitleri peynir yapimi i¢in selektif avantajli olarak degerlendirmislerdir.

Elmac1 ve ark. (2006) da ti¢ farkl yerli irkta (Kivircik, Gokgeada ve Sakiz) yaptiklari
bir calismada koyunlarinda -Lg” ve B-Lg® allel gen frekanslarini sirastyla 0.7759 ve 0.2241
olarak Kivircik koyunlarinda, 0.9756 ve 0.0244 Sakiz koyunlarinda ve 0.7632 ve 0.2368
olarak Gokgeada wrkinda bulmuslardir. Populasyonu Hardy-Weinberg yasasma gore genetik

dengede oldugunu ifade etmislerdir.

Elmaci ve ark. (2007) de Karacabey Merinosu koyunlarinda B-Lg”* ve B-Lg® allel gen
frekanslarini sirastyla 0.7791 ve 0.2209 olarak bulmuslardir. Populasyonun Hardy-Weinberg

yasasina gore genetik dengede oldugunu ifade etmislerdir.

Michalova ve Krupuva (2009) da iki farkli (Czigaia ve Valachian) yerli Slovak siit¢li
koyun wkinda ¢alismislardir. Iki 1rk arasinda siit verim ve bilesenleri bakimindan 6nemli
farklilik bulunmamustir. Siit verimi ve laktoz bakimindan B-Lg genotipleri bakimindan anlaml1

farkliliklar goriilmiistir (P<0.05). Yapilan ¢alismada B-Lg* ve B-Lg” allel gen frekanslarmi
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sirasiyla 0.52 ve 0.48 olarak Valachian ve 0.60 ve 0.40 olarak Czigaia wkinda bulmuslardir.

Populasyonlarin Hardy-Weinberg yasasina gore genetik dengede oldugunu ifade etmislerdir.

Anton ve ark (2005) Macar Merinos ve Ingiliz siit¢ii koyunlarinda p-Lg genotipleri ile
siit bilesenleri ve somatik hiicre sayis1 arasindaki olasi iliskileri aragtirmislardir. En yiiksek ve
anlaml1 siit verimi ve siit bilesenlerini B-Lg AB genotipli hayvanlarda gdzlemislerdir. Ivesi
koyunlarinda ise B-Lg AA genotiplilerin somatik hiicre sayisint diger genotiplere goére daha

yiiksek bulmuslardir.

Cine Capar1 koyunlarinda siit verim 6zellikleri ile B-Lg genotipleri arasindaki olas1
iliskiler @i¢ farkli siiriide arastirilmistir. Sonug olarak B-Lg” ve B-Lg® allel gen frekanslarmni
sirasiyla 0.3047 ve 0.6953 olarak bulmuslardir. Bir siirii hari¢ diger iki siiriiniin Hardy-
Weinberg yasasma gore genetik dengede oldugunu ifade edilmistir. Gilinlilk ortamla siit
verimi, laktasyon siiresi ve laktasyon siit verimi i¢in en kii¢lik kareler ortalamasi sirasiyla
0.521 kg, 159.5 giin ve 81.78 kg olarak tespit edilmistir. Koyunlarin yas1 ve dogum tipi ele
alman 6zellikler i¢in anlamli bir farklilik olusturmamistir. B-Lg (AA, AB ve BB) genotipleri
arasinda ise laktasyon siiresi ve laktasyon siit verimi bakimindan anlamli fark varken giinliik

ortalama siit verimi i¢in ise anlamli bir fark goriilmemistir (Erdogan 2009).

Baranyi ve ark. (2010) de yapilan bir ¢alisgmada Macaristan Ivesi ve Racka
koyunlarinda B-Lg” ve B-Lg® allel gen frekanslarmi sirastyla 0.4796 ve 0.5204 ivesi ve 0.5764
ve 0.4236 Racka irkinda bulmuslardir. Populasyonun Hardy-Weinberg yasasina gore genetik

dengede oldugunu ifade etmislerdir.

Anton ve ark. (1999) da dort farkh siit¢ii koyun rkinda (ivesi, Siitcii Ingiliz, Tsigaia
ve Lacaune) yaptiklari bir ¢alismada koyunlarinda p-Lg” allel gen frekanslarmi sirastyla dort

ik i¢in 0.3478, 0.6857, 0.5650 ve 0.4730 bulmuslardir.

Yaptigimiz calismada ise ilgili gen frekanslari: B-Lg A ve B-Lg B allelleri i¢in 0,468
ve 0,532 olmusken Karacabey Merinosu, Kivircik ve Sakiz koyununda ilgili A ve B allel gen
frekanslar1 sirasiyla 0.7791, 0.2209; 0.7759, 0.2241 ve 0.9756, 0.0244 olarak bulunmustur
(Elmaci ve ark. 2012).
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Onemle vurgulamak gerekirse Kivircik rkmmn bu sekilde B-Lg polimorfizminin PCR-
RFLP yontemiyle analiz edilerek DNA diizeyinde ortaya konulmasina caligilmistir. Ayni
zamanda cok sayida arastirici hayvanlarda onceleri ¢esitli biyokimyasal polimorfik ve
sonralar1 molekiiler markerler ile verim Ozellikleri arasindaki iligskiyi arastrmistir. Bazi
yapilan caligmalarda anlamli iligkiler bulunmusken bazi yapilan calismalarda ise istenen
seviyede istatistiki olarak 6nemli bir fark bulunamamistir. Bu konuda arastiricilar arasinda tam
bir fikir birligi bulunmamaktadir. Bu nedenle bu 6zelliklerin dolayli seleksiyon kriteri olarak
kullanilmas1 hayvanlarin {istiin genotiplilerin se¢ciminde bliyiikk kolaylik saglayacaktir.
Ozellikle molekiiler markerlarm kullanilmas1 ¢ok erken yasta ve ¢ok giivenli olarak
belirlenmesi ve tek cinsiyette goriilen 6zellikler i¢inde kullanilmasi Bu tip 6zelliklerin iistiin
genotipe sahip hayvanlarin se¢iminde seleksiyon indekslerinde yer almasi ve bu tip

calismalara devam edilmesi ¢ogu arastiricinin birlestigi ortak goriistiir.
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