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Sigirlarin leptin geni yoniinden gostermis oldugu genotipik farkhhklar
(polimofizm); yem tiiketimi, enerji dengesi, yag depolanmasi, dol verimi, siit verimi
ve siit bilesimi iizerine etkilidir. Dolayisiyla bu gen genetik ilerleme acisindan
iizerinde durulmasi gereken bir seleksiyon kriteri olma potansiyelindedir. Yerli Kara
sigir rki, yetistiriciler acisindan ekonomik Oneme sahip, onemli bir yerli gen
kaynagidir. Calismada bu irkin leptin geni yoniinden gostermis oldugu genetik
polimorfizmlerin belirlenmesi amac¢lanmistir. Toplanan 45 Yerli Kara sigir irkina ait
kromozomal DNA’lar izole edilmis ve 106 b¢ uzunlugundaki leptin gen bdlgesi
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) metodu ile ¢cogaltilmistir. 73. niikleotidteki sitozin
(C) veya timin (T) mutasyonunu belirlemek i¢cin 106 b¢ uzunlugundaki PCR iiriinii
BamHI kesme enzimi ile kesilmistir. Gen frekans1 hesaplamalar1 73. pozisyona gore
yapilarak gen frekanslar1 p(C)= 0.52 ve q(T)= 0.48 olarak hesaplanmistir. Elde edilen
molekiiler genotipik tiplendirme sonuc¢lar1 fenotipik gogiis cevresi olgiileri ile
iliskilendirilmistir. Genotipik ve fenotipik karsilastirma sonuclarima gore CT ve CC
genotipli hayvanlarin gogiis cevresi uzunlugu, TT genotipli hayvanlardan daha diisiik
diizeyde tespit edilmistir. Sonuc¢ olarak leptin geninde meydana gelen tek niikleotid
mutasyonu (T—C) ile Arg25Cys amino asit degisim mutasyonu olusmakta ve bu
mutasyon fenotip tahmininde bir seleksiyon kriteri olarak onerilebilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Leptin Geni, Arg25Cys Polimorfizmi, Seleksiyon Kriteri, Yerli
Kara Sigir Irki

III



ABSTRACT Cigdem BENGI

KAHRAMANMARAS SUTCU IMAM UNIVERSITY
INSTITUTE of NATURAL and APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT of ANIMAL SCIENCE

MSc THESIS

ABSTRACT

DETERMINATION of Arg25Cys MUTATION IN LEPTIN GENE IN
ANATOLIAN BLACK CATTLE BREED GENE BY USING THE METHOD
PCR-RFLP

Cigdem BENGI
Supervisor: Doc¢. Dr. Ali KAYGSIZ
Year: 2010, Pages: 27

Jury: Assoc. Prof . Dr. Ali KAYGISIZ
Prof. Dr. Metin DIGRAK
Assoc. Prof. Dr. ismail AKYOL

The genotypical differences in cattle breeds by means of the gene leptin gene
polymorphism has effect on feed consumption, energy balance, fat storage, fertility,
milk yeilds and milk composition. Therefore leptin gene polimorfism could be
considered as a potential selection criteria for genetic progression. Anatolian Black
cattle breeds is important for native gene sources and play economical importance for
the breeders. It is aimed to determine leptin gene polymorphism of Anatolian Black
cattle in this study. Total 45 chromosamal DNA were isolated from Anatolian Black
Cattle breeds and 106 bp regions of these templates DNA was amplified using
polymerase chain reaction (PCR) method. In order to detect single nucleotide
mutation at 73 position (C or T), the 106 bp PCR products were digest with BamHI
restriction enzyme. Gene frequency was made according to 73 position and frequency
of cytosine p(C)= 0.52 and timine q (T)= 0.48) were calculated. The obtained
molecular genotypic results are combined with phenotypic chest girth measurement.
Genotypic and phenotypic results analysis showed that the CT and CC genotyped
animals have shorted chest girth than TT genotyped ones. Consequently, T— C
mutation at 73 position in leptin gene making Arg25Cys amino acid changes could be
recommended as a phenotype selection criteria.

Keywords: Leptin Gene Arg25Cys Polimorphism, Selection Criteria, Anatolian Black
Cattle Breed
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Leptin geni polimorfizmlerinin belirlenmesi, polimorfizmler yoniinden genetik yap1
(genotip) ve allel frekanslarinin tespit edilmesi, polimorfizmlerin et verim 6zellikleri ile
kemik gelisimi iizerine etkilerinin arastirilmasi amaci ile yapilan ¢aligmada, Tiirkiye’de et
verim ve kalitesinin ylikseltilmesi i¢in yeni olanaklar saglanacagi tahmin edilmektedir.
Ayrica seleksiyonla saglanacak genetik ilerlemeye katkida bulunulmasi beklenmektedir.

Bu ¢aligsmanin yiiriitiilmesinde gostermis olduklar1 her tiirlii yardim ve katkilarindan
dolay1r Yrd. Dog. Dr. Ismail AKYOL ve Dog¢. Dr. Emin OZKOSE hocalarima sonsuz
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1. GIRIS

1.1. Calismanin Amaci ve Kapsami

Tiirkiye biyolojik ¢esitlilik ve gen kaynaklar1 varligi agisindan diger gelismis
iilkelerden daha iyi durumdadir. Ulkemizde sigirlarm % 65-70°i yerli irklarindan
olusmaktadir. Yerli sigir irklarinda Yerli Kara, Boz irk, Dogu Anadolu Kirmizisi, Kilis
(Gliney Anadolu Kirmizisi), Yerli Giiney Saris1 ve Zavot sigirlar1 koruma kapsamindadir
(Anonim, 2004; Anonim 2006a; Anonim 2006b). Yerli sigir irklar1 kotii cevre kosullarinda
yasayabilme ve diisiik de olsa verimliliklerini siirdiirebilme 6zelligine sahiptirler. Islah
caligmalarina yol gosterecek genotipik varyasyonun elde tutulmasi ancak gen
kaynaklariin (gen ¢esitliligini) korunmasi ile miimkiindiir.

Hayvansal genetik kaynaklariin belirlenmesi ve bu bilgilerin uluslararas: bir bilgi
bankasinda toplanmasina ihtiya¢ vardir. Bu amacla cesitli iilkelerde gen bankalar
kurulmustur. Bu bankalar tehlike altindaki irklarin spermalarini toplamak, saklamak ve
merkeze ulagtirmakta ylkiimliidiir. Hayvan irkin1 tanimlayan uzmanlar bankaya giren her
irk1 tanimlayarak, gelecekte kullanmak tizere genetik kodun olugsmasini saglamaktadirlar.
Bu sebeple morfolojik, fizyolojik, genetik 1irk O6zelliklerinin tam olarak tespit edilmesi
gerekmektedir.

Tiirkiye’de yaygin olarak yetistirilen Yerli Kara sigir irkinin leptin geni yoniinden
gostermis oldugu genetik polimorfizmler ve bundan kaynakli, sahip olduklar1 genetik yap1
ve allel frekanslar1 bu c¢alisma ile belirlenecek ve leptin geni seleksiyon kriteri olarak
kullanilabilecektir.

1.2. Kantitatif Karakterler ve Seleksiyondaki Onemi

Ciftlik hayvanlarinda ekonomik 6neme sahip siit, yapagi, yumurta ve et verimleri
gibi karakterler fazla sayida genin kontrolii altindadirlar ve ayn1 zamanda c¢evre faktorleri
tarafindan da biiyiik 6l¢iide etkilenirler. Bu nedenle kantitatif karakterlerde fenotipik deger
cogu kez genotipik degeri iyi bir sekilde yansitmamakta ve dolayisiyla fenotipe dayali
seleksiyonda verimlilik azalmaktadir. Bundan dolayi tizerinde durulan karakterin genotipik
degerinin tahmini biiylik 6nem tagimaktadir (Vanli,1987).

Sigir, koyun ve kanatlhilarda biyokimyasal polimorfizmin varhigi ortaya konduktan
sonra, arastiricilar degisik polimorfik karakterler ile ¢esitli verim Ozellikleri arasindaki
iliskiyi bulmaya yonelmislerdir. Boyle bir iliski ¢esitli verim 6zellikleri bakimindan dolayl
ya da erken seleksiyonu saglamak agisindan 6nemlidir.

1.3. QTL(Kantitatif Karakter Lokuslari)

Tek gen ¢ifti tarafindan belirlenen kalitatif 6zelliklerin aksine kantitatif 6zellikler
stirekli dagilim gosterirler. Ayrica fazla sayida genin etkili oldugu, 6l¢tim ve tartimla ifade
edilebilen oOzelliklerdir. Bu ozellikler iizerinde giiglii etkiye sahip olan gen yerleri
‘Quantitative Trait Locus’(QTL) olarak adlandirilmaktadir. Gen lokusu kromozom
tizerinde belirli bir karaktere ait genetik bilginin yeraldig1 bolgedir. (Farnir ve ark., 2002).
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1.4. MAS (Marker Destekli Seleksiyon)

Hayvanciligin ileri seviyelere ¢ikartilmasi i¢in, aranilacak 6zelliklere sahip olan ve
bu oOzelliklerini gelecek generasyonlara aktarabilecek yetenekteki damizlik hayvanlarin
se¢ilmesi ve kullanilmas1 seleksiyondur.

Farkli genotiplere ait DNA’daki niikleik asit dizilim farkliligmmi (polimorfizm)
cesitli sekillerde ortaya koyan DNA merkezleri; kalittim derecesi diisiik, dl¢iilmesi zor,
Ozelliklerin belirlenmesini saglarlar. Bu durum seleksiyonla saglanacak genetik ilerlemenin
daha fazla olmasima olanak tanimakta ve Marker Destekli Seleksiyon (MAS = Merker
asisted Selection) olarak adlandirilmaktadir. Marker destekli seleksiyon yasa ve cinsiyete
bagimli olmaksizin yapilabilmektedir ve bu nedenle seleksiyon yogunlugunu kantitatif
yonteme gore daha etkili kullanmay1 miimkiin kilmaktadir. Hayvanla ilgili genetik bilgiler
dogumla birlikte yada ¢ok geng yasta elde edilebilir bu nedenle hayvanin verim zamanini
beklemeye gerek kalmadan gerekli seleksiyon uygulanabilir (Sellier, 1994).

1.5. Leptin Geninin Yapisal Ozellikleri

Leptin, adipoz doku tarafindan salgilanan (Itossner, 1998), yem tiiketimi ve yem
degerlendirme, enerji dengesi, metabolizma ve iliremenin denetiminde (Block ve ark.,
2001; Lieferes ve ark 2002) 6nemli rol oynayan 16 kDa polipeptit bir hormon olup 3 ekson
ve 2 intron bolgesine sahiptir. Yapilan bir calismada, 1820 bg¢’lik olan leptin genine iligkin
PCR iiriinlerini Sau3 Al kesme enzimi kullanarak fragmentlere ayrilmistir. Leptin kodlayict
gen sigirlarda 4. kromozom {lizerinde bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarla leptin geninin
polimorfik oldugu ortaya konmustur (Pomp ve ark. 1997; Wilkins ve Davey 1997).

Konfortov ve ark. (1999) leptin geninin hem intron hem de ekson bdlgerini
sekanslayarak toplamda 20 polimorfizm belirlemislerdir. Leptin geninin ekson 2
bolgesinde “Clal” ve “Kpn21” seklinde 2 Restriksiyon Par¢ga Uzunluk Polimorfizmi
(Restriction Fragment Length Polymorphism / RFLP) belirlenmistir: Bunlardan “Clal” bir
aminoasitin tirozinden fenilalanine donligmesine yol agan A/T baz degisikligini,
“Kpn21”ise bir aminoasitin argininden sisteine doniismesine yol agan C/T baz degisikligini
ifade etmektedir. Genin ekson 3 bolgesinde ise “Nrul” ve “Hphl” seklinde 2 farkli RFLP
tespit edilmistir: Bunlardan “Nrul” bir aminoasitin valinden alanine doniismesine yol acan
C/T baz degisikligini, “Hphl”ise bir aminoasitin alaninden valine doniismesine yol agan
C/T baz degisikligini ifade etmektedir. Ayrica intron 2 bolgesinde bir Sau3 Al polimorfizmi
tespit edilmistir. Bunlara ilaveten BovMap veri tabaninda 19 farkli tek niikleotid
polimorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) listelenmistir.

Leptin allellerinin  simgelendirilmesi, bir aminoasidin argininden sisteine
doniismesi durumunda (C) veya (A), Timine doniismesi durumunda ise (T) veya (B) ile
ifade edilmektedir. Birinci durumda genotiplendirme CC, CT ve TT, ikinci durumda ise
AA, AB ve BB seklinde gosterilmektedir.

Plazma leptin seviyesi, viicuttaki yag miktar1 ve enerji dengesini etkileyen énemli
bir faktordiir. (Block ve ark.2001). S1gir ve koyunlarda plazma leptin seviyesi viicuttaki
yag miktarmin artis1 ve enerji dengesinin artisina parelel olarak artmaktadir (Blache ve
ark.2000; Delavaud ve ark.2000; Ehrhartd ve ark.2000).
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1.5.1. Leptin Geni Polimorfizmleri ve Sigirlardaki Canh Agirhk Artisina EtKisi

Leptin geninin hem intron hem de ekson bélgeri sekanslandiginda, toplamda 20
farkli polimorfik bolge gozlemlenmektedir. Leptin geninin ekson 2 bolgesinde 2 Kesme
Parca Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism / RFLP)
belirlenmistir: Clal (bir aminoasitin tirozinden fenilalanine doniismesine yol acan A/T baz
degisikligi) ve Kpn2l (bir aminoasitin argininden sisteine doniismesine yol acan C/T baz
degisikligi) gozlemlenmektedir. Genin ekson 3 bolgesinde de 2 farklt RFLP tespit
edilmistir: Nrul (bir aminoasitin valinden alanine doniigmesine yol acan C/T baz
degisikligi) ve Hphl (bir aminoasitin alaninden valine doniismesine yol acan C/T baz
degisikligi) . Ayrica intron 2 bolgesinde bir Sau3Al polimorfizmi tespit edilmistir. Bunlara
ilaveten BovMap veri tabaninda 19 farkli tek niikleotid polimorfizmi (Single Nucleotide
Polymorphism, SNP) listelenmistir (Konfortov ve ark. 1999).

Tek bir niikleotid mutasyonu (bir aminoasitin argininden sisteine déniismesine yol
acan C/T baz degisikligi) allellik cesitliliginin yagli dokulardaki leptin mRNA
seviyeleriyle alakali oldugu ve olgun inekteki yag depolanmasini artirdigi gézlemlenmistir.
CT ve CC genotipli hayvanlarin kemik agirliklar1 TT genotipli hayvanlardan daha diistiktiir
(Buchanan ve ark.,2002).

1.5.2. Leptin Salgilanmasinin Diizenlenmesi

Leptinin salgilanma diizeyi viicut yag kitlesi ve enerji dengesine aghdir. Kan
plazmasindaki diizey iretilen miktar ile orantilidir (Buchanan ve ark. 2003). Leptinin
salgilanmasi altt reseptoriin etkisi altindadir. Obezlerde ve disilerde daha fazla
salgilanmaktadir. Laktasyondaki siit ineklerinde yapilan ¢aligmalar insulin ve glukozun
plazma leptin diizeyini artirdigini; plazma leptin diizeyi diistiigiinde ise biiylime hormonu
ve serbest yag asitlerinde artis oldugu goézlemlenmistir (Block ve ark., 2003)

1.5.3. Leptin reseptorleri

Leptinin OB-Rb (uzun, tek form) ve OB-Ra (kisa 5 form) olmak iizere iki tip
reseptorii bulunur. OB-Rb hiicre i¢i sivilara sinyal gonderen tek izoformdur, en fazla
hipotalamusta bulunmasina ragmen siit sigirlarinda yapilan g¢alismalar bobrek, dalak,
karaciger, iskelet kaslari, kalp, testis, akciger, abomasum, duedonum, jejunum, ileum,
beyin ve yag dokuda da bulundugu tespit edilmistir (Chelikani ve ark., 2004).

OB-Ra reseptorlerin beyin damarlar1 ve sinir aginda bulunmasi, leptinin merkezi
sinir sistemine taginmasinda Onemli goérev istlendigini gostermektedir. Kisa form
reseptorlerin bulundugu doku ve organlar; bobrek, karaciger, dalak, hipofiz, beyin
damarlar1 ve diger dokularda bulunur (Chelikani ve ark., 2004).

1.5.4. Yem tiiketimi enerji metabolizmasina etkisi

Leptinin siit sigirlarinda istah ve yem tiikketimi tlizerine etkisini hipotalamusta
gergeklestirmektedir. Dogum sonrasi siit ineklerinde enerji yetersizligi plazma leptin
diizeyinin diigmesine neden olmaktadir. Siit veriminin diigmesine bagli olarak enerji
yetersizliginin  ortadan kalkmasi, leptin konsantrasyonunun yiikselmesine neden
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olmaktadir. Laktasyon basindaki siit hayvanlarinin, yem tiiketiminin diisiik ve hayvanlar
negatif enerji dengesinde oldugu zaman leptin diizeyi de diisiik olmaktadir (Liefers ve
ark.,2005).

1.5.5. Obesite-leptin iliskisi

Obez asir1 yag birikimi anlamina gelmekte ve obesite nedeni olarakta asir1 yeme
gosterilmektedir (Friedman, 2003). Obez hayvanlarda leptin konsantrasyonunun diisiik
oldugu belirlenmistir . Leptin genine sahip olmayan farelerde sinirsel uyarilarla istahlarinin
arttigr ve fazla yiyerek yaglandiklari belirlenmistir (Pinto ve ark,. 2004). Yagl ergin
Charolois, Holstein 1rki inekler, yasama pay1 enerji ihtiyacinin yiizde 30’u diizeyinde
beslemeye tabi tutulduklarinda, yagli ergin hayvanlarda yem tiiketiminin fazla oldugu ve
yag dokudaki hiicrelerde artis oldugu goriilmistiir. Diisiik diizeyde beslenen zayif
ineklerde plazma leptin seviyesi diismiis, yagli ineklerde artmis; besleme diizeyi
yukseltildiginde ise plazma leptin seviyesi de yiikselmistir (Delavaud ve ark., 2006).
Angus, Sarole, Hereford buzagi, diive ve bogalarla yapilan besi denemesinde bogalarda
karkas yag doku kitlesine bagli olarak plazma leptin seviyesinin yiliksek oldugu, geng
buzagilarda ise daha diisiik oldugu belirlenmistir (Geary ve ark., 2003).
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2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Leptin Polimorfizminin Besi, Karkas ve Canh Agirhk Ozellikleri ile Tliskisi

Hale ve ark.(1999) tarafindan Angus sigir irki ile yapilan ¢aligmada, leptin geninin
karkas 6zelligi i¢in markdr olarak kullanilmasinin yararl olabilecegi one siirtilmiistiir.

Zwierzchowski ve ark. (2001), farklr et¢i sigir irklari ile yaptiklari arastirmada leptin
genindeki polimorfizm ile yem tiiketimi ve yemden yararlanma arasinda bir ilginin
oldugunu ve bazi karkas 6zelliklerinin genotipik farkliliktan etkilendigini gostermislerdir.
Bu arastirmadan elde edilen sonuglar AA genotipli bogalarin daha yiiksek yem tiiketimine
sahip oldugunu, AB genotiplilerin ise parcalanan karkastan seg¢ilen 6rneklerde daha fazla
yagsiz et iirettiklerini ortaya ¢ikarmistir. Arastiricilar elde ettikleri sonuglar dogrultusunda
leptin geninin karkas 6zellikleri ve yem tiiketimi i¢in markor gen olarak kullanilabilecegini
ifade etmektedirler.

Buchanan ve ark.(2002), gebeligin olumsuz etkileri nedeniyle yem aliminin
sinirlandig1 laktasyonun ilk donemlerinde yiiksek siit veriminin devam ettirilebilmesi
icin kuru donemde viicutta yag depolanmasinin 6nemli oldugunu bildirmislerdir.
Aragtiricilar, 4 farkl et¢i sigir irkindan olusan (Angus, Hereford, Simental ve Charolois)
toplam 154 boga iizerinde leptin geninin ekson 2 bolgesindeki Kpn2l (bir aminoasitin
argininden sisteine doniismesine yol agan C/T baz degisikligi) polimorfizmini PCR-RFLP
yontemiyle tespit etmek ve bu baz degisikliginin et sigirlarinda karkas yaglanmasi
tizerine etkisini arastirmak amaciyla yaptiklar1 g¢alismada, T allelini artan yag
depolanmasi ve yag dokuda daha yiiksek seviyede leptin mRNA’s1 ile iliskili bulmuslar
ve ayni genetik varyasyonun siit sigirlarinda da mevcut oldugunu bildirmislerdir.

Oprzadek ve ark. (2003), Siyah-Alaca 1rkiyla yaptiklar arastirmada karkas 6zellikleri
ile polimorfik leptin geni varyantlar1 arasinda 6nemli iligkiler bulundugunu bildirmislerdir.

Lusk (2006), yapmis oldugu ¢alismada leptin geni lizerindeki iki Single Nucleotide
Polymorphism (SNP)‘(UASMS2 ve R25C) canli agirhik ve sirt yagi kalinligi iizerine
etkilerini arastirmiglardir. Yapilan analizler sonucunda R25C polimorfizminin tek basina
canli agirlik ve sirt yagi kalimhigia etki etmedigi, ancak UASMS2 polimorfizminin canli
agirlhik iizerine etkisi 6nemli diizeyde (P < 0.001) bulunmustur. Canli agirlik artist
UASMS2-CC genotipli hayvanlarda daha diisilk, UASMS2-TT genotipli hayvanlarda ise
daha yiiksek olmustur. UASMS2 ve R25C polimorfizmlerinin kombine etkileri
arastirildiginda ise R25C-CC / UASMS2-TT genotipine sahip hayvanlarda sirt yagi
kalinliginin hizli bir sekilde ilerledigi, R25C-CC / UASMS2-CC genotipine sahip
hayvanlarda ise sirt yagi kalinliginin ¢ok yavas ilerledigi gézlemlenmistir ( P < 0.001).

Zhang ve ark. (2006), yaptiklar1 calismada, 539 bas Nanyang(NY),
Quinchuan(QC), Luxi(LX), Xizhen(XZ) ve Holstein gibi bazi sigir irklarinda leptin geni
polimorfizmlerinin, canl agirlik, viicut uzunlugu, sagr1 genisligi gibi parametrelere olan
etkilerinin arastirildig1 calismada genotiplere ait cesitli donem agirliklar1 agagidaki gibi
bulunmustur.
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Cizelge 2.1.Baz1 sigir irklarinda genotiplere ait ¢esitli donem agirliklar

AA AB BB
Dogum 30.90+4.05 30.26+£12.48 29.28+1.55
6. ay 170.13+13.78 157.76+8.57 157.55+0.06
12 ay 227.90+28.36 221.65+21.91 222.28+21.08
18 ay 301.63+45.46 300.07+28.30 295.28+24.04

Kulig ve Kmiec (2008) Polonya’nin Giineydogu bolgesinde bulunan bir ¢iftlikteki
129 bas Limozin 1rki ineklerde yapmis olduklari ¢alismada AS9V ve Sau3Al leptin geni
polimorfizmin ortalama giinliik canli agirlik artis1, kuyruk sokumu uzunlugu, gogiis cevresi
gibi biliyiime 06zelliklerine olan etkilerini arastirmiglardir. Yapilan istatistik analiz
degerlendirmeleri sonucunda, AS59V polimorfizminin 210 giinlik viicut agirhig ve
ortalama giinliik agirlik artisi1 artist (3 giin - 210 giin) iizerine etkisinin 6nemli (P<0.01 ve
P<0.05) oldugu ortaya konmustur. Sau3Al polimorfizmi ile canli agirlik artis1 arasinda
higbir iliski gozlenmemistir. Calisma sonucunda, 210 giinliik canli agirlik ve ortalama
giinliik canli agirlik artisginin (3 giin - 210 giin) CC/CC genotipli hayvanlarda CC/CT ve
CC/CT genotiplere gore daha diisiik oldugu bulunmustur.

2.2. Leptin Polimorfizminin Siit Verim Ozellikleri ile iliskisi

Santos-Alvarez ve ark. (1999) siit sigirlarinda buzagilamadan 6nce artan viicut
kondisyonunun laktasyon doéneminde siit iiretimini desteklemek icin enerji depolari
olusturdugunu fakat yine de siit sigirlarinin laktasyonun erken dénemlerinde yliksek siit
verimi karsin gebeligin fiziksel ve hormonal olumsuz etkileri sonucu diisiik diizeyde
kuru madde almalar1 nedeniyle negatif enerji dengesinde olduklarini bildirmislerdir.

Liefers ve ark.(2002) iki farkli siiriideki toplam 595 bas Holstein ineginde leptin
geni intron 2. bdlgesindeki Sau3AIl ve ekson 3. bolgesindeki Hphl polimorfizmlerinin
laktasyonun ilk 15 haftasinda siit verim o6zellikleri, canli agirlik ve yem tiiketimi {izerine
etkilerini arastirmiglardir. Arastirmada, Sau3Al polimorfizmi agisindan AA, AB
genotipleri arasinda siit verimi, protein verimi, laktoz verimi ve yem tiiketimi arasindaki
farkliliklarin 6nemli diizeyde oldugu, AB genotipli hayvanlarin AA genotipli hayvanlara
gore 1.23 ila 1.32 kg/giin daha fazla siit verdigi, 0.39 kg/giin daha yiliksek kuru madde
tiikkettigi, 0.73 kg/giin daha fazla yem tiikettigi, laktasyonun 15. haftasinda ortalama 9.1 kg
kilo artis1 oldugu gozlemlenmistir. Arastiricilar, sonug olarak Sau3A4I polimorfizminin siit
veriminin yani sira yem tiiketimi ve canli agirlik artisini etkiledigini bildirmislerdir.

Buchanan ve ark. (2003) et sigirlarinda artan yag depolanmasi ve yag dokuda daha
yiiksek seviyede leptin mRNA’s1 iligkili oldugu bilinen leptin geni ekson II bolgesindeki
Kpn2l polimorfizminin siit sigirlarinda siit verim 6zellikleri {izerine etkisini belirlemek
amaciyla 416 Holstein inegin genotipik ve laktasyon verilerini karsilastirarak yaptiklar
caligmada tiim laktasyon donemi boyunca TT ve TC genotipli ineklerin CC genotiplilere
gore sirasiyla 1.5 kg/giin ve 0.91 kg/giin fazla siit verdigini; laktasyonun ilk 100 giinliik
doneminde TT ve TC genotipli ineklerin CC genotiplilere gore sirasiyla 2.44 kg/giin ve
1.74 kg/giin fazla siit verdigini; laktasyonun 101-200. giinleri aras1 bu farkin TT ve TC
genotipli inekler lehine sirasiyla 1.74 kg/glin ve 1.38 kg/giin, laktasyonun 200.
giiniinden sonraki donemde ise TT ve TC genotipli inekler lehine sirasiyla 0.24 kg/giin
ve 0.22 kg/giin oldugunu bildirmislerdir. Sonucta leptin TT genotipinin siit yag verimini
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degistirmeksizin siit verimi ve protein verimindeki artisla iliskili oldugunu ve T alleli
bakimindan homozigot hayvanlarin gostermis oldugu siit verimi istiinliigliniin siit
ireticileri i¢in ekonomik yonden biiyiik 6nem tasidigini ortaya koymuslardir.

Madeja ve ark. (2004), 117 Polonya Alacas1 Boga iizerinde yaptiklar: calismada siit
ve protein verimi bakimindan damizlik degerleri iizerine ekson 3 bolgesindeki Hphl
polimorfizminin 6nemsiz oldugunu bildirmislerdir.

Komisarek, ve ark.(2005), Argd4Cys "' genotipli ineklerin Arg4Cys “ ve Arg4Cys
genotipli ineklere gore daha fazla siit ve protein verimine sahip olduklarini
bildirmislerdir.

CT

Kulig (2005a), Polonya Siyah Alaca sigirlarda LEP/Hphl, LEP/Sau3Al genotip
polimorfizmi bakimindan gen frekanslarini ile leptin genotipleri ile siit verim O6zellikleri
arasindaki iligkileri arasgtirmiglardir. Arastirma sonucunda, LEP/Hphl ve LEP/Sau3Al
genotipleri ile siit verim 6zellikleri arasindaki iliskiler 6nemli bulunmus olup LEP/thICC
ve LEP/Sau3 Al ®® genotiplerinin daha yiiksek siit verdigi tesbit edilmistir.

Kulig (2005b), leptin geninin ekson 3 bolgesindeki Hphl ve intron 2 bolgesindeki
Sau3 Al polimorfizm kombinasyonlari (Hphl / Sau3Al) ile siit verim 6zellikleri (stit verimi,
yag verimi, protein verimi, yag yiizdesi ve protein yilizdesi) arasindaki iliskiyi belirlemek
amaciyla 5 farkl ¢iftlikte yetistirilen, farkli oranlarda Holstein genotipi tasiyan (ortalama
%68), en az bir laktasyon donemini tamamlamis 860 Siyah Alaca inek iizerinde I., II., III.
laktasyon donemleri siit verimleri kayitlarini kullanarak yaptigi aragtirmada leptin genotip
kombinasyonlar1 (Hphl / Sau3Al) ile siit, protein ve yag verimi arasindaki iliskiyi
istatistiksel agidan onemli diizeyde bulmus (P<0.01) ve bu verim 6zelliklerinin CC/BB
genotipli hayvanlarda daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Arastirici ayrica Leptin
geninin ekson 3 bolgesindeki Hphl ve intron 2 bolgesindeki Sau3Al polimorfizlerinin siit
verimi ve siitlin protein ve yag igerigi i¢in molekiiler marker olarak kullanilabilecegini 6ne
stirmiistiir.

Kulig ve ark.(2008), 699 bas Kirmiz1 Beyaz Holstein Friesian ineginde leptin gen
polimorfizminin somatik hiicre sayisi, giinliik siit verimi ve bilesimine etkilerini
arastirmiglardir. Aragtirma sonucunda, LEP/Sau’ ve LEP/Sau3Al genotipleri ile siitiin
bilesimi arasindaki iliskiler énemli (P<0.01, P<0.05) bulunmus olup LEP/Sau3Al ¢ ve
LEP/ Sau’22 genotiplerin damizlik olarak tercih edilmesi durumunda siitiin yag igeriginin
artmasina katkida bulunulabilecegini bildirilmistir.

Sadeghi ve ark.(2008), Iran’da dél kontroliinden gegirilmis Holstein bogalarinda
yaptig1 caligmada, TT genotipli bogalarin TC ve CC genotipli bogalara gore siit, yag ve
protein verimi bakimindan daha yiiksek damizlik degerine sahip olduklarini belirtmislerdir.

Kulig ve ark.(2009), 181 bas Jersey ineginde leptin gen polimorfizminin siit, yag ve
protein verimi ile protein ve yag igeriklerine etkilerini arastirmiglardir. Arastirma
sonucunda, A59V polimorfizminin siit, protein ve yag verimini dnemli derecede etkiledigi
(P<0.01, P<0.05), Sau3Al polimorfizminin ise etkisinin énemsiz oldugu ancak, Sau3Al
CC/TT genotipli ineklerin diger genotiplere gore daha diisiik siit yagi icerigine sahip
oldugu bildirilmistir. Arastiricilar, AS9V CC ve CT genotipli hayvanlarin damizlik olarak
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se¢ilmesinin siit, yag ve protein veriminin artisina katkida bulunabilecegini ifade
etmislerdir.

2.3. Leptin Allel Frekanslari

Buchanan ve ark. (2002)’nin, dort farkli irk icin bildirdikleri Kpn21 leptin allel
frekanslar1 Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Dort farkli etci sigir irkinda leptin allel frekanslari

Irk N C T
Angus 60 0.42° 0.58
Hereford 22 0.45% 0.55
Charolois 55 0.66° 0.34
Simental 17 0.68° 0.32
Toplam 154 0.54 0.46

a, b; farkli harflerle gosterilen populasyonlarda allel frekanslar1 farklidir (P<0.05).
Calismada, erken gelisme Ozellikleriyle taninan Britanya irklarinin (Angus,
Hereford) daha yiliksek oranda T alleli tagimalarina karsin Avrupa irklar1 (Simental,

Charolois) agirlikli olarak C alleli tasidiklar1 tesbit edilmistir.

Buchanan ve ark.(2003)’1n, bazi siitcii irklar i¢in bildirdikleri Arg25Cys leptin allel
frekanslar Cizelge 2.3°de verilmistir.

Cizelge 2.3. Alt1 farkli siitcii si8ir irkinda leptin allel frekanslar

Irk N T C
Holstein 416 0.46 0.54
Ayrshire 17 0.62 0.38

Brown Swiss 21 0.45 0.55
Canadienne 9 0.11 0.89
Guernsey 16 0.06 0.94
Jersey 20 0.53 0.47

Kulig (2005a), Polonya Siyah Alaca sigirlarda LEP/Sau3Al polimorfizmi
bakimindan genotip frekanslarii LEP/Sau3™* = 0.642, LEP/ Sau3*® = 0.19, LEP/ Sau3®®
= 0.014, LEP/Sau3AI*“ = 0.135, LEP/Sau3AI®° = 0.012, LEP/Sau3AI°“ = 0.007, allel
frekanslarini ise A = 0.805, B=0.114 ve C =0.081 olarak bildirmislerdir.

Javanmard ve ark. (2005) ‘in, Iran’da 6 farkli yerli irk veya melez genotipler igin
Sau3Al leptin polimorfizmi bakimindan bildirdigi genotip ve allel frekanslar1 Cizelge
2.4°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.4. iran’da 6 farkl1 yerli irkta leptin allel frekanslar
Genotip frekanslari Allel frekanslar1

Populasyon N AA AB BB A B Heterozigot
Sarabi 82 | 0.561 0.378 0.061 0.75 0.25 0.3750
Golpayegani(QG) 57 | 0.544 | 0.351 0.105 0.7193 0.2807 0.4038
Sistani 38 | 0.211 0.263 0.526 0.3421 0.6579 0.4501
Taleshi 70 | 0.100 | 0.757 0.143 0.4786 0.5214 0.4991
Manzadrani 26 | 0.231 0.308 0.462 0.3846 0.6154 0.4734
Dashtiyari 8 0.000 0.25 0.75 0.125 0.875 0.2188
G * Brown Swiss 13 | 0.000 | 0.308 0.692 0.1538 0.846 0.2604

Aragtiricilar, gen goOciline kapali bu populasyonlarda s6z konusu gen yerleri
bakimindan heterozigotlugun 0.5’in altinda olmasina dikkat ¢ekmislerdir.

Choudhary ve ark.(2005)’1n, Bos indicus (Hariana) ve Bos taurus (Holstein Friesian
ve Jersey) familyalarma ait farkli sigir irklar1 i¢in Kpn21 leptin polimorfizmi bakimindan
bildirdigi genotip ve gen frekanslar1 Cizelge 2.5’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.5. Farkl1 genotipteki sigir irklarinda leptin genotip ve allel frekanslari

Genotip frekanslari Allel frekanslari

Populasyon N CcC CT TT C T
HF * Hariana 205 0.68 0.27 0.05 0.82 0.18
Holstein Friesian(HF) 17 0.25 0.69 0.06 0.60 0.40
Jersey 40 0.18 0.52 0.30 0.44 0.56

Bu calisma hem Bos taurus hem de Bos indicus familyalarinda tasarlandigi halde, 94
bp leptin geninin (Kpn21) sadece B. Taurus ve Bos taurus*Bos indicus melezi familyasina
mensup 1rklarda polimorfik oldugu gézlenmistir.

Komisarek ve ark. (2005)’1n, Polonya’da yetistirilmekte olan 213 bas Holstein boga
icin leptin polimorfizmi bakimindan bildirdigi genotip ve gen frekanslar1 Cizelge 2.6’de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.6. Holstein bogalarda leptin genotip ve allel frekanslari

Genotip frekanslari Allel frekanslar1

Polimorfizm CC CT TT C T

LEP-Arg25Cys 0.26 0.56 0.18 0.54 0.46

Calismada genotiplerin dagilimlarinin Hardy-Weinberg ag¢ilimina uygun oldugu
bildirilmistir.

Szyda ve Komisarek (2007)’in, Polonya’da yetistirilmekte olan 252 bas Holstein
boga i¢in leptin polimorfizmi bakimindan bildirdigi genotip ve gen frekanslar1 Cizelge
2.7°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.7. Holstein bogalarda leptin genotip ve allel frekanslar

Genotip frekanslari Allel frekanslari
Polimorfizm CC CT 1T C T
R25C(LEP) 0.27 0.57 0.16 0.555 0.445

Nassiry ve ark.(2007), Bsp21 leptin genotip ve allel frekanslarin1 Golpayani irkinda
TT =0.00, TC =0.58 ve CC =0.42, T = 0.29 ve C =0.71, Taleshi irkinda ise TT = 0.27,
TC = 0.36 ve CC = 0.36, T = 0.45 ve C = 0.55 olarak bildirmislerdir. Calismada her iki
populasyonun da Hardy-Weinberg kanunu bakimindan dengeden uzaklastig1 bildirilmistir.

Sadeghi ve ark.(2008), Iran’da 134 bas dol kontroliinden ge¢mis Holstein bogasinda
Kpn21 leptin genotip frekanslarmi TT = 0.216, TC = 0.418 ve CC = 0.366, allel
frekanslarini ise T = 0.425 ve C = 0.575 olarak bildirmislerdir.

Javanmard ve ark.(2008)’1n, iran’da 2 (Shabestar ve Sarab) farkli yerli sigir irkinda
Sau3Al leptin polimorfizmi bakimindan bildirdigi genotip sayilar1 ve allel frekanslar

Cizelge 2.8’de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.8. Iran’da yetistirilen Shabestar ve Sarab yerli irklarinda leptin allel frekanslar:

Genotipler Allel frekanslari

Populasyon n AA AB BB A B
Shabestar 35 15 14 6 0.63 0.37
Sarabi 31 6 14 11 0.42 0.58

Aragtiricilar, iki populasyonda allel frekanslar1 bakimindan farkin istatistiki olarak
onemli oldugunu bildirmislerdir.

Nassiry ve ark.(2008), Iran’da 6 farkli ik igin leptin polimorfizmi bakimindan
bildirdigi genotip ve allel frekanslar1 Cizelge 2.9°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.9. Iran’da 6 farkli irkta leptin allel frekanslart

Allel frekanslari

Populasyon n C T
Sarabi 86 0.68 0.32
Taleshi 66 0.55 0.45
Sistani 94 0.69 0.31
Brown Swiss 104 0.55 0.45
Holstein 161 0.57 0.43
Golpayegani 76 0.71 0.29

Aragstiricilar, en fazla heterozigotlugun Golpayani (% 57.89) wrkinda gozlendigini
bildirmislerdir.

Kulig ve ark. (2009), Polonya Jersey sigirlarinda A59V polimorfizmi bakimindan

genotip frekanslarint CC = 0.52, CT = 0.40, TT = 0.08, allel frekanslarim1 C = 0.72, T =
0.28, olarak bildirmislerdir.
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Yazdani ve ark. (2009), Iran’da yetistirilen Holstein sigirlarda leptin genotip
frekanslarin1 AA = 0.588, AB = 0.388 ve BB = 0.024, allel frekanslarim1 C = 0.782, T =
0.218, olarak bildirmislerdir.

Jawasreh ve ark.(2009), Urdiin’de yetistirilmekte olan Holstein ve bdlgenin yerli
sigir wkinda leptin polimorfizmi bakimindan bildirdikleri genotip ve allel frekanslari
Cizelge 2.10°de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.10. Urdiin’de yetistirilen Friesian ve yerli sigir irkinda leptin allel frekanslar

Genotip Frekasnlari

Allel frekanslari

Populasyon n AA AB BB A B Heterozigotluk
Friesian 45 1 0.619 | 0.309 | 0.071 0.774 | 0.226 0.346
Yerli 36 | 0.629 | 0.296 | 0.074 | 0.777 | 0.223 0.3464
Toplam 81 | 0.623 | 0.303 0.07 0.775 | 0.225 0.348

Arastiricilar her iki populasyonda da heterozigotluk ve genetik degiskenligin diisiik

oldugunu ifade etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Kimyasallar

Bu calismanin molekiiler analizleri, KSU Ziraat Fakiiltesi Zootekni Béliimii
Biyoteknoloji ve Gen Miihendisligi Laboratuvarinda yapilmistir. Calismada kullanilan
temel kimyasallar, Merck (Almanya) ve Sigma (Almanya) grubundan; molekiiler biyoloji
sarf malzemeleri Fermentas (USA), Promega (UK) ve Favorgen’den (Tayvan) temin
edilmistir.

3.1.2. Kontrol Gruplarindan Alinan Kan Ornekleri

Calismada 38 DAK, 16 Esmer Isvigre ve 45 Yerli Kara irki sigirdan olmak iizere
toplam 99 saglikli hayvandan, genetik analizlerin yapilmasi amaciyla, kan alinmistir.
Ancak DAK 1rkina ait kan Ornekleri bir baska proje kapsaminda degerlendirildi i¢in bu
calismada kullanilmamistir. Alinan bu vendz kanlar, pithtilasmanin 6nlenmesi amaciyla
antikoagiilant bir madde olan etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) i¢ersine konulmus ve
laboratuar ortamina buz kaliplar1 i¢erisinde taginmustir.

3.1.3. Leptin Gen Bolgesi Sekansi

Primerlerin tasarlanmasi sirasinda spesifik bolgelerden primer se¢imini saglamak
amaciyla leptin gen bolgesi sekansi kullanilmistir. Bu gen bdlgesinin sematik gosterimi
Sekil 3.1°de verilmistir.
73.Pozition C

A

1 ATRCGCTGTG GACCCCTGTA TCGATTCCTG TGGCTTTGGC CCTATCTGTC TTACGTGGAR GLCTGTGCCCA
B I C g p 1 TooE E X w 1l w Py 2k g & N E a: ¥ p

71 TCCGCAAGGT CCAGGATCAC ACCAAMACCC TCATCAAGAC AATTGTCACC AGGATCAATG ACATCTCACA

i ek v g d4 d t k ¢ 1 3 kK E I ¥ & gl n [ L |

E p | =2 g 1 = P o =2 I t 8 h
41 p h g 48 n e h g d 3 = e ko

73.Cto T Arg25Cys

1 ATCGCTGTG GACCCCTGTA FATTCCTG TGGCTTTGGC CCTATCTGTC TTACGTGGAG GCTGTGCCCA

¥y r £ 1 w1l w r v 1 = ¥ v e a v p

CCAGGATEAC ACCALAACCC TCATCAAGAC AATTGTCACC AGGATCAATG ACATCTCACA

v g d d Lt k t© 1 i k L i w t r i n d i =
s7a ¢ 5 r m T p k p 3 35 ¢ qg 1 = P ¥ 5 n T 3 h

h 1 g g p g - h g n p h g d n c h g d g - h 1 t

Sekil 3.1. Sekans1 yapilmis leptin gen bolgesinin (U50365) dizi analizi. 73. niikleotid Cve
T olmas1 durumunda kodlanan Arjinin ve Sistein aminoasitlerinin gosterilmesi.
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3.2. Metot
3.2.1. Kandan DNA izolasyonu

200’er pl olarak boliinmiis olan vendz kandan, Sigma Gen EluteTMBlood Genomic
DNA Kit kullanilarak ve firetici firmanin tavsiyeleri takip edilerek, genomik DNA
izolasyonu yapilmistir. Effendorf tiipleri numaralandirilmis ve her birine 20 pl Proteinaz
K(20mg/1t) eklenmis ve iizerine 200 ul kan 6rnegi ilave edilmistir. Bunun da tizerine 200
ul Lysis C soliisyonu eklenmis ve tiipler 15 sn kadar vortekslenmistir. Daha sonra 10 dk 55
°C’de inkiibe edilmistir. Bu 10 dk’lik bekleme esnasinda kolon tiipleri numaralandirilmig
ve bu tiiplerin icerisine 500 ul Column Preparation Soliisyonu eklenmis ve 12.000 rpm’de
1 dk santrifiij edilmistir. 10 dk’lik bekleme siiresinin sonunda &rneklerin iizerine 200 pl
etanol (%95-100) eklenmistir. Ornekler kolon tiiplerine transfer edilmis ve tiipler 6.500
rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir. Alt stvi dokiilmiis ve hala sivi kalmis olmasi ihtimaline
karst bir kez daha santrifij edilmistir. Kolon tiiplerine 500 ul Prewash Soliisyonu
eklenerek, 6.500 rpm’de 1 dk santrifiij edilmis ve alt siv1 dokiilmiistiir. Daha sonra kolon
tiiplerine Wash Soliisyonu eklenerek 12.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilmis ve alt sivi
dokiilmiistiir. Kolon tiiplerinin filtreli kisimlar1 temiz olan ve numaralandirilmis yeni
effendorf tiiplerine transfer edilerek, filtrenin tam merkezine 150 ul Elution Soliisyonu
eklenmistir. 10-12 dk oda sicakliginda bekletilerek 6.500 rpm’de 1 dk santrifiij edilmistir.
Boylece DNA ekstraksiyonu tamamlanmustir.

3.2.2. Leptin Genini Belirleyen Primerlerin Tasarlanmasi

Leptin (U50365) geninin polimorfizmini tespit etmek amaciyla bu niikleotid
mutasyonunu agiga ¢ikaracak primerler tasarlanmistir. Primerin tasarlanmasi i¢in leptin
gen bolgesinin dizilimi Clone Manager ile analiz edilmis ve mutasyon bdlgesini
tantyabilecek primerler ve kesme enzimi bu analizler ile belirlenmistir.

Clone Manager’daki gen analizi sonucunda, ileri primeri mutasyon bdlgesini
icerecek sekilde secilerek hesaplamalari internet tabanli bir program olan DNA Calculation
kullanilarak primerlerin yapisma sicakliklar1 ve ikincil yap1 olusturma potansiyeli
hesaplanmistir.  Sonugta ileri primer CBF S'TATCTGTCTTACGTGGAGGCT-
GTGCGGATC3" ve CBR 5'TACCGTGTGTGAGATGTCATTGAT3' olarak tasarlanip
Iontek (istanbul) firmasinda sentezlenmistir. Primerler, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) metoduyla 106 bp uzunlugunda bir fragment olusturmaktadir.

3.2.3. Molekiiler Teknikler
3.2.3.1. PCR Sartlan

Oncelikle, gen bolgesi amplifikasyonu sirasinda kullanilacak olan primerlerin
kullanma konsantrasyonu arastirilmigtir. PCR reaksiyonu 6ncelikle 5, 10, 20, 30, 50, 75 ve
100 pmol’liik son primer konsantrasyonu ile baslatilmis (forward ve reverse primerler) ve
en iyi sonucun 20 pmol’de olustugu gozlenmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yolu
ile genin amplifikasyonu, 400 ng/ml genomik DNA, 1 ul F ve R primer (20 pmol/ul), 5 U
DNA polimeraz (50 mM Tris-HCI [pH 8.0], 100 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 1mM DTT, %
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50 gliserol ve % 1 Triton X-100 igerisinde), 1 pl ANTP (250 uM), 4 ul PCR buffer (10x)
ve 32 uld h?0 igeren toplam 40 plhacim igerisinde gergeklestirilmistir.

PCR sartlari, ilk denaturasyon i¢in 95 C’de 5 dk.; bunu takiben amplifikasyonun 35
dongii siiresince 95 C’de 1 dk. (denaturasyon), 61 C’de 1 dk. (yapisma), 72C’de 1 dk.
(uzama) olarak belirlenmistir. 35 devirlik siire sonunda, kalan dNTP’lerin eliminasyonu
icin 72 C’de 7 dk. (uzama) eklenmistir.

3.2.3.2. PCR Sonrasi Jel Analizi

PCR firlinlerinin analizini yapmak amaciyla, % 1’lik agaroz jel Tris-Brote-EDTA
Tamponu (TBE) (1 x) ile 90 ml olarak hazirlanmis ve mikrodalga firinda homojen bir
sekilde ¢ozdiiriilerek, elektroforez aparatlarindan olan jel tablasinin ig¢erisine dokiilmiistiir.
Jel dokiilmeden once, jel tablasinin igerisine uygun bir sekilde taraklar yerlestirilmis ve
boylece jel igerisinde yiikleme kuyucuklar1 olusturulmustur. Daha sonra, elde edilen jel
elektroforez tanki igerisine yerlestirilmistir.

Uriinlerin jele yiiklenmesi asamasinda, 5 pl PCR iiriinii ile 1 ul yiikleme boyasi
kanstirllmis ve kuyucuklara yiliklenmistir. Daha sonra jele yiliklenen PCR iirtinleri 100 W
ve 45 Amper’de 75 dk elektroforeze tabi tutulmustur. Elektroforez isleminde, kosturma
tamponu olarak Tris-Brote-EDTA (TBE) tamponu (1 x) kullanilmistir. Elektroforeze tabi
tutulan jel, bantlarin gériinmesini kolaylastirmak amaciyla ethidium bromid (0.5 pg/ml) ile
boyanmistir. Boyanma sonrasi jel, UV 15181 altinda incelenmistir.

3.2.3.3. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz ile Kesilmesi ve Jel Analizi

106 bp’lik PCR firiinleri, bir restriksiyon endoniikleaz olan BamHI ile 37 °C’de 3
saat slireyle (liretici tavsiyelerine uyularak) kesilmistir. Kesme reaksiyonu, 1,5 pl buffer,
1,5 ul BSA, 2ul BamHI, 10 pl PCR product enzimi igerecek sekilde toplam 15 pl’lik
hacim icersinde gerceklestirilmistir.

Kesme sonrasi iriinlerin analizi i¢in %2’lik agaroz jel hazirlanmis ve 6rneklerin
tamamu jele yiliklenmistir.

3.2.4. Veri Analizi
3.2.4.1. Gen Frekanslarinin Hesaplanmasi

Leptin polimorfizmi bakimindan populasyonlarin genetik potansiyeli, bir gen yerinde
acilim gosteren ve otozomlarla tasinan kodominant esgenlerin kombinasyonuna
dayanmaktadir. Bu genotiplerin dagilislar1 ve populasyonda bulunma ihtimalleri Hardy-
Weinberg teoremine uymaktadir. Buna gore, panmiksia sartlar1 altindaki bir populasyonda;
C ve T gibi bir gen yerinde yerlesmis olan erkek ve disi ireme hiicrelerinde sirasiyla p ve q
oraninda bulunan leptin esgenlerinin serbestce birlesmesiyle, meydana gelen CC, CT ve
TT genotiplerinin frekanslar, sirastyla p*, 2pq ve q° kadardir ve toplamlari bire esittir.

Leptin genotip dagilislarinin Hardy-Weinberg genetik dengesine uyumu k = genotip,
r = esgen sayisini gostermek iizere k-r serbestlik dereceli ki-kare analizi ile test edildi. Bu
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analizde, beklenen degerler genotip frekanslar1 ile populasyonu olusturan toplam fert
sayisinin (N) ¢arpimindan, yani p°N, 2pgN ve ¢°N seklinde tahmin edilmistir.

Gen frekanslariin tahmini, leptin genotip sayilarindan elde edilmistir.
Buna gore;
leptin C geninin frekanst;

2CC+CT
PO =p=——7F—>

leptin T geninin frekansi;

P(T)=q= % , formiilleri ile bulunmustur.

Gen frekanslarinin standart ayrilislarinin hesaplanmasinda ise;

(1-9)
%o

formiili kullanilmigtir. Burada, q verilen esgenin frekansini, N incelenen toplam
hayvan sayisin1 gostermektedir (Vanl ve ark. 2009).

3.2.4.2. Normalize Esdegerlik ve Standart Genetik Mesafe Hesabi

Populasyonlar arasindaki genetik uzakliklarin tahmini i¢in Nei (1972)’nin Original
Genetik Distance (D) yontemi kullanmilmistir. Ayrica Nei (1972)’nin genetik uzaklik
degerleri kullanilarak yapilan kiimeleme analizinde, dendogramlar i¢cin UPGMA
(unweigthed pair-group method) metodu uygulanmistir. Analizlerin yapilmasinda TEPGA
bilgisayar paket programindan yararlanilmistir (Miller, 1997).

JXY

NVPENS

Standart genetik mesafe : Dyy= - In (Ixy)

Normalize esdegerlik : 7, =

formiilii ile hesaplanmistir. Bu formiillerde yer alan terimlerden;
Jx: populasyonunda ortalama homozigotluk
Jy: y populasyonunda ortalama homozigotluk

Jxy: populasyonlar arasinda ortalama homozigotlugu ifade etmektedir (Vanlh ve ark.
2009).

15



BULGULAR VE TARTISMA Cisdem BENGI

4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. Kan Orneklerinin Genomik DNA izolasyonu

Arastirmada karisik siiriilerde bulunan 38 DAK, 16 Esmer Isvicre ve 45 Yerli Kara
k1 sigirdan kan 6rnegi alinmistir. Ancak DAK 1rkina ait kan 6rnekleri bir baska proje
kapsaminda degerlendirildi i¢in bu ¢alismada kullanilmamistir. Alinan kan 6rneklerinden
izole edilen DNA orneklerinden 19 tanesi verilmistir. (Sekil 4.1) Diger ornekler jelde
goriintiilenmis ancak burada verilmemistir.

s Bhe v . PHERCPCVED N O g e 1w h_,é'j v
10000he

G000 B

3000hy ——
2000k

1500y ——
H000he .
“E0hy ——

E00he —

—

-— —-——-—_——_-—--—

250he —

Sekil 4.1. Izole edilen kromozomal DNA 6rnekleri jel goriintiisii M: 1kb’lik markdr
4.2. Leptin Geninin PCR Analizi

Leptin gen bdlgesine uygulanan PCR f{irlinlerinin jel analizi yapilmig ve sonugtal00

bp’lik markor seviyesinde 106 bp uzunlugunda bantlar meydana geldigi gézlenmistir ve 8
adet ornek sekil 4.2°de gdsterilmistir.

3000k
2000 kg
1500%¢

1000%5

D00 b
S00ky —
FDOhc
Ol ey

A by

RISIER )

TR A

IS

T

Sekil 4.2. PCR analizi yapilan leptin geninin, 106 b¢ uzunlugundaki gen bolgesi.
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4.3. PCR Uriinlerinin Kesilmesi

PCR fiiriinlerinin restriksiyon BamHI enzimi (GGATCC) ile kesilmesi ve kesme
sonrasi jel analizi, Sekil 4.3’te anlatildig iizere yapilmistir..
Kesme sonrasi jel fotograflarinda ti¢ farkli sonug gozlenmistir.
1- Kesme igleminin ger¢eklesmedigi dolayisi ile genotipin TT (2) durum.
2- Kesme islemi sonucunda 106 ve 73 bg¢ uzunlukta iki bantin goriildigi CT
genotipi(3).
3- Kesme islemi sonucunda sadece 73 bg¢ uzunlukta bantin oldugu CC genotipi(6).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

3000k

b 1) T
15000

1000%g

T00hs
600he
500 ke

400%¢

300by

100hg |

Sekil 4.3. Kesme reaksiyonu sonrasi jel analizi, M: 100 bp’lik markor
4.4. DNA Orneklerinin Genotiplendirilmesi

45 adet Yerli Kara irkina ait DNA 6rneklerinin genotiplendirilmesi, kesme sonrasi
jel analizi sonuglar1 baz alinarak yapilmistir. Sekil 4.2.’de anlatildig tizere iki farkli sonug

elde edilmistir. Bunlardan, kesme isleminin gerceklestigi 106 ve 73 bp uzunlugunda bant
veren Orneklerler bulunmustur.

4.4.1. Allel ve Genotip Frekanslarinin Hesaplanmasi

Programa girilen veriler sonrasinda Yerli Kara sigir irkina ait allel ve genotip frekans
degerleri i¢in hesaplanan sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Yerli Kara 1rkina ait 45 adet DNA 6rneginin gézlenen genotipleri

Genotipler Gen Frekanslari
CcC CT TT Toplam p(C) q(T)
11 25 9 45 0.52 0.48
Leptin T alleli i¢in bulunan q=0.48 frekansi, Canadianne, Dashtiyari,

Golpayani*Brown Swiss, Sistani, Manzadrani, Angus, Sarabi, Jersey, Hereford, Brown
Swiss, Holstein ve Taleshi irklar1 i¢in (Buchanan ve ark.2003, Javanmard ve ark.2005,
Buchanan ve ark. 2002, Javanmard ve ark. 2008, Choudhary ve ark. 2005, Buchanan ve
ark. 2002, Javanmard ve ark.2005) bildirilmis olan 0.06-0.48 deger aralifindan yiiksek,
Jersey, Holstein, Taleshi, Brown Swiss irklari i¢in bildirilen (Buchanan ve ark., 2003,
Komisarek ve Dorynek 2005, Nassiry ve ark. 2007, Nassiry ve ark., 2008, Szyda ve
Komisarek 2007) 0.44-0.47 degerlerine benzer bulunmustur

Diger taraftan bu arastirmada leptin T alleli i¢in bulunan frekans degeri, Ayrshire,
Charolois, Golpayani, Hariana melezi, Holstein Friesian, Jersey, Sarabi, Shabestar,
Simental, Sistani irklari i¢in bildirilmis (Buchanan ve ark. 2002; Buchanan ve ark., 2003;
Choudhary ve ark.2005; Javanmard ve ark.2005; Javanmard ve ark., 2008; Jawasreh ve
ark.2009; Kulig ve ark. 2009; Nassiry ve ark.2007; Nassiry ve ark., 2008; Yazdani ve
ark.2009) olan 0.18-0.40 degerlerinden yiiksek bulunmustur.

Genel olarak yapilan degerlendirme sonuglarina gore bu arastirmada leptin T alleli
i¢in tespit edilen frekans degeri ¢ogu yerli itk populasyonlarindan daha yiiksek, kiiltiir irki
populasyonlarinda tespit edilen degere ise yakin bulunmustur.

4.4.2. Hardy-Weinberg Denge Testi’nin Uygulanmasi

Iki allelli diploid bir populasyonda, Hardy- Weinberg dengesini kontrol etmek igin,
oncelikle CC, CT ve TT genotipindeki bireylerin populayondaki gbzlenen sayilar1 (N,
Ner ve Nrr) bulunmus ve daha sonra gozlenen toplam birey sayisi ile ilgili genotiplerin

frekans degerleri ¢arpilarak her bir genotip i¢in beklenen degerler hesaplanmustir.

Cizelge 4.2. Yerli Kara sigir irki icin 2 testi

Genotipler Toplam
CC CT TT Homozigot Heterozigot
Gozlenen 11 25 9 20 25 45
Beklenen | 12.15| 22.5 | 10.35 22.5 22.5 45
x2=10.56

Elde edilen sonuclara gore, y2 hesap degeri, 0.56 ‘dir. Bu deger 0=0.05 6nem

diizeyinde ve sd = 1 serbestlik derecesindeki cetvel degerinden (y = 3.84) diisiik olup yani
0.56 < 3.84 oldugundan populasyon ilgili gen bakimindan Hardy-Weinberg dengesindedir.

Cizelge 4.3. Yerlikara sigir irkina ait allel frekansi ile heterezigotluk-homozigotluk oranlari

Homozigot Heterozigot Onemlilik
Gozlenen(G) Beklenen(B) G/B () B) G/B X P
20 22.5 0.89 25 22.5 1.11 0.56 0.8
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Cizelgeda verilen degerlere gore homozigotlarin goézlenen sayilar1 beklenen
sayilarindan % 11 daha az, heterozigotlarin gozlenen sayilar1 beklenen sayilarindan % 11
fazladir. Bu durumda homozigotlarin heterozigotlara nisbi fazlalig1 % 22 kadardur.

4.4.3. Normalize Esdegerlik ve Standart Genetik Mesafe Hesabi
Bu ¢aligmada normalize esdegerlik ve standart genetik mesafe hesabi i¢in ayrica 16
bas Esmer Isvicre ineginden de kan 6rnekleri alinmistir. Esmer Isvigre populasyonunda

gen frekanslari ise p(C) = 0.47 ve q (T) = 0.53 olarak bulunmustur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Esmer s181r populasyonuna ait genotip sayilari ile allel frekanslari

Genotipler Toplam Gen frekanslari

CC|CT | TT | Homozigot | Heterozigot p(C) q(T)

Gozlenen 31914 7 9 16 0.47 0.53
Beklenen 3.5| 8 |4.5 8 8 16

Alt indis 1 ve 2 ler 1. ve 2. populasyonu gdstermek {izere

J11 =2 p2i=p21 +p2y =(0.52)2 + (0.48)2 = 0.5008

Jpr =2 q2;=q21 + 429 = (0.47)2 + (0.53)2 = 0.5018

J12 =2 pigi = (P19 (p292) = (0.52)(0.47) + (0.48)(0.53) = 0.4988

Buradan normalize esdegerlik;

J12 0.4988

1= - =0.995
\/JHJIZ 4/(0.5008)(0.5018)

Standart genetik mesafe;
D = - logel = - 1oge(0.995) = 0.005

Bu sonuglara dayanarak Yerli Kara sigir k1 ile Esmer Isvigre sigir irk1 0.995 oraninda
birbirine benzerlik gosteririken 0.005 oraninda farkla birbirlerinden ayrilmaktadirlar (Sekil
4.4). So6z konusu bdlgede uzun yillardan beri kiiltiir 1rk1 bogalarin, 6zellikle yerli irklar
cevirme melezlemesi yolu ile 1slah edilmesi amaciyla kontrollii veya kontrolsiiz olarak
kullanilmast sebebiyle Yerli Kara siiriisiine gen karigsmasi olmustur. Bu nedenle canlt
agirlik lizerine olumlu etkileri bulunan leptin T allel frekans1 kiiltiir irklarinda tesbit edilen
degere daha yakin bulunmustur. Ayni1 zamanda bdolgedeki Yerli kara siiriisiine gen
karismas1 olmas1 sebebiyle de heterozigotluk degeri beklenenden daha yiiksek
bulunmustur.
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L

Sekil 4.4. Genetik uzaklik degerlerine iliskin matristen yararlanilarak ¢izilen UPGMA
dendogrami

4.5. Leptin Polimorfizminin Viicut Olgiileri ile Tliskisi
Arastirma kapsaminda 34 Yerli Kara sigirda gogiis ¢evresine ait Olciiler (cm)
alinarak leptin polimorfizmi ile iligkileri incelenmistir. Genotiplere gdre ortalamalar ve

standart hatalar1 ile 6nemlilik testi sonuglar1 Cizelge 4.6° da verilmistir.

Cizelge 4.5. Genotiplere ait gogiis ¢evresi dlgiileri

N X+Sx
Genel 34 138.000+18.855
Genotip *
CC 8 133.125+£5.975 °
CT 20 137.450+4.384°
TT 6 153.000+7.831 *

*; onemli (P<0.05) a.b : ayni siitiinda farkli harflerle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir
(P<0.05)

Leptin polimorfizminin gogiis c¢evresine etkisi énemli bulunmustur (P<0.05). TT
genotipli hayvanlarin g6giis ¢cevresine ait degerler diger genotiplere (CC ve CT) gore daha
ylksek bulunmustur. Bu durumda TT genotipleri yoniinde seleksiyon yapilmasi viicud
agirliginin artmasina katkida bulunacaktir. Bu sonuglar, Kulig ve ark., (2007), Kulig ve
Kmiec (2008) tarafindan Limuzin irkinda bildirilen sonuglarla paralel niteliktedir. Ancak
eldeki veri sayisiin az olmast yine de saglikli bir degerlendirme yapmay:
gliclestirmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Ulkemizde sigirlarm % 26’smi1 olusturan Yerli sigir irklar1 kétii cevre kosullarinda
yasayabilme ve diisiik de olsa verimliliklerini siirdiirebilme o6zelligine sahiptirler.
Gelecekte 1slah calismalara temel olusturacak genotipik varyasyonun elde tutulmasi,
ancak gen kaynaklarinin korunmasi ile miimkiin olabilir. Gen kaynaklarinin korunmasi
heterozisin (gen cesitliligi) korunmasi anlamina gelir. Gelecekte iklim, barinak, yem ve
hijyen kosullarindaki olas1 degisiklikler gz 6niinde bulundurularak mevcut varyasyonun
korunmasi, hatta artirilmasi gereklidir. Yerli wrklarimiz iizerinde gelecek nesillerin de
haklar1 vardir. Bu nedenle mevcut gen koleksiyonunu bozmaya veya ihmal etmeye
hakkimiz yoktur. Bu sebeple, hayvansal genetik kaynaklarin belirlenmesi ve bu bilgilerin
uluslararasi bir bilgi bankasinda saglikli ve siirekli olarak biriktirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu
amagla, ilk Uluslararas1 Hayvansal Genetik Bilgi Bankasi, 1988’de Hannover
Universitesi’nde kurulmustur. FAO ve Avrupa Hayvansal Uretim Dernegi (EAAP), bilgi
bankasinin kapasite-sinin genigletilmesi i¢in katkida bulunmuglardir. Ayn1 y1l Afrika’da
(Etiyopya ve Senegal), Asya’da (Cin ve Hindistan), Amerika’da da (Arjantin, Brezilya ve
Meksika) 6rnek olarak kurulmus ve c¢aligmalarina devam etmektedirler. Bolge {ilkeleri
tehlike altindaki 1rklarin spermalarim1 toplamak, saklamak ve merkeze ulastirmakla
sorumludurlar. Hayvan wrkin1 tanmimlayan uzmanlar, bolgesel bankaya giren her ki
tanimlayarak, gelecekte kullanmak iizere bir genetik kodun bulunmasini saglamaktadirlar
Gen haritalarinin olusturulmasi ic¢in gecis irklara ait dokiimanlara ihtiya¢ vardir. Bir
irkin korunmast ancak o 1rka ait 6zelliklerin tam olarak tesbit edilmesi ile miimkiindiir. Bu
sebeple 1rki tanimlayict morfolojik, fizyolojik ve genetik 6zelliklere ait bilgilerin elde
edilmesi i¢in ¢alismalara bir an 6nce baslanmustir.

Bu caligmada, Tiirkiye’de en yaygin Yerli irk olan Yerli Kara sigir irkinin leptin
geni yoniinden gostermis olduklar1 genetik polimorfizmler, polimorfizmler yoniinden sahip
olduklar1 genetik yap1 ve allel frekanslari belirlenmistir. Buna goére TT genotipli
hayvanlarin, CC ve CT genotipli hayvanlara gore viicut 6lctlilerindeki gozlenen degisimler
onemli seviyede bulunmustur. Elde edilen veriler Tiirkiye’de yetistirilen Yerli Kara sigir
irklarinin - genetik olarak tanimlanmasinda ve genetik yonden siniflandirilmasinda
kullanilacaktir.

Kullanilan 6rnek sayisinin smirlt olmasi saglikli bir degerlendirme yapmay1

gliclestirmistir. Ancak farkli bolgelerden alinacak yeni 6rneklerle calismalarin devam
ettirilmesi 1irkin genetik yapisinin siiflandirilmasina yardim edecektir.

21



KAYNAKLAR Cisdem BENGI

KAYNAKLAR

ANONIM, 2004. Biiyilkbas ve Kiiciikbas Hayvan Gen Kaynaklar1 Destegi
(http://www.tugem .gov.tr/tugemweb/Gen Kaynaklar1 Destek. Html.

ANONIM, 2006a. Igenity Testing Service. Erisim: (http://www.igenity.com/). Erisim
tarihi: 15.09.2006.

ANONIM, 2006b. INRA Biotechnology Laboratories Bovmap Database. Erigim:
(http://locus.jouy.inra.fr/cgibin/lgbc/mapping/common/summary.operl?BASE=cattl
). Erisim tarihi: 22.03.2006.

BLACHE, D., TELLAM, R.L., CHAGAS, L.M., BLACKBERRY, M.A., VERCOE, P.E.,
MARTIN, G.B., 2000. Level of Nutrition Affects Leptin Concentrations in Plasma
and Cerebrospinal Fluid in Sheep, J. Endocrinol. 165:625-637.

BLOCK, S.S., BUTLER, W.R., EHRHARDT, R.A., BELL AW, VAN AMBURGH M.E.
BOISCLAIR, Y.R., 2003. Decreased Concentration of Plasma Leptin in

Periparturient Dairy Cows is Caused by Negative Energy Balance. J. Endcrinol.
171:339-348.

BUCHANAN, F.C., FITZSIMMONS, C.J., VAN KESSEL, A.G., THUE, T.D.,
WINKELMAN-SIM D.C. AND SCHMUTZ, S.M. 2002. Association of a
Missense Mutation in the Bovine Leptin Gene with Carcass Fat Content and
Leptin mRNA Levels. Genet. Sel. Evol. 34:105-116.

BUCHANAN, F.C., VAN KESSEL, A.G.,, WALDNER, C., CHRISTENSEN, D.A,,
LAARVELD, B. SCHMUTZ, S.M. 2003. An Association Between a Leptin
Single Nucleotide Polymorphism and Milk and Protein Yield. J. Dairy Sci.
86:3164-3166.

CHELIKANI, PK., AMBROSE, J.D., KEISLER, D.H., KENNELY, J.J., 2004. Effect of
Short Term Fasting on Plazma Concentrations of Leptin and Other Hormones and
Metabolites in Dairy Cattle. Domestic Anim. Endocrinol. 26:33-48.

CHOUDHARY, V., KUMAR, P., BHATTTACHARYA, T.K., BHUSHAN, B,
SHARMA, A., 2005. DNA Polymorphisms of Leptin Gene in Bos indicus and
Bostaurus Cattle. Genetics and Molekular Biology. 28(4): 740-742.

DELAVAUD, C., BOCQUIER, F., CHILLIARD Y., KEISLER, D.H., GERTLER, A.,
KANN G. 2000. Plasma Leptin Determination in Ruminants: Effect of Nutritional
Status and Body Fatness on Plasma Leptin Concentration Assessed by a Specific
RIA in Sheep, J. Endocrinol. 165:519-526.

DELAVAUD, C., CHILLIARD, Y., LENDE, T. VAN DER (2006). Polymorphism in the

Bovine Leptin Gene and their Associations with Physiological Characteristics in:
Procedings of the Internetional Genetics Conference. Animal Genetics. 35:138-141.

22



KAYNAKLAR Cisdem BENGI

EHRHARDT, R.A., SLEPETIS, R.M., SIEGAL-WILLOTT, J., VAN AMBURGH ME,
BELL AW, BOISCLAIR, Y.R.., 2000. Development of a Specific Radioimmunoas
say to Measure Physiological Changes of Circulating Leptin in Cattle and Sheep, J.
Endocrinol. 166:519-528.

FARNIR F., GRISART, B., COPPIETERS, W., MNI M., SIMON P., WAGENAAR D.,
2002. Simultaneous Mining of Linkage and LD to fine Map QTL in Outbred
half-sib Pedigriess: Revisitingthe Location of a QTL with Major Effect on Milk
Prodictuon on Bowine Chorosome 14. Genetics, 161:275-287.

FRIEDMAN M., JI.H. 2003. Fasting Plasma Triglyceride Levels and Fat Oxidation Predict
Dietary Obesity in Rats. Physiol Behav ,. 78:767-772.

GEARY, T.W., MCFADIN, E.L., MACNEIL, M.D. 2003. Leptin as a Predictor of
Carcass Compozition in Beef Cattle. Journal of Animal Sciense. 81:1-8.

HALE, C.S., HERRING, W.O., JOHNSON G.S., SHIBUYA H., LUBAHN, D.B.,
KEISLER, D.H.. 1998. Evaluation of the Leptin Gene as a Possible Marker of
Carcass Traits in Angus Cattle. University of Missouri Beef and Dairy Research
Report. pp 25-27

ITOSSNER K.L. 1998. Celluar, Molecular and Physiologial Aspects of Leptin: Potential
Application in Animal Prodictuon. Can J Anim. Sci. 26:463-480.

JAVANMARD, A., ASADZADEH, N., HOSSEIN BANABAZI M. AND JAVOD
TAVAKOLIAN. 2005. The Allele and Genotype Frequencies of Bovine Pitvitary-
Specific Transcription Factor and Leptin Gene in Iranian Cattle and buffalo
Populations using PCR-RFLP. Iranian Journal of Biotecnolocy. 25: 3-2.

JAVANMARD A, MOHHAMMADABADI, MUR., ZARRIGABAYI, G.E.
GHARAHEDAGHI, A.A., NASSIRY, M.R.,, JAVADMANSH A,
ASADZADEH, N. 1998. Polimorphism within the Intron Region of the Bovine
Leptin Gene in Iranian Sarabi Cattle (Iranian Bos taurus). Russian Journal of
Genetics, 44: 495-497.

KHALEEL, 1..Z., JAWASREH, F., AWAWDED, I. RAWASHDED, F. HEJAZEEN.
2009. The Alllele and Genotype Frequencies of Bowine Pitvitary Specific

Transciription Factor and Leptin Genes in Jordanian Cattle Population by using
PCR-RFLP. Australian Journal of Basic and Applied Sciences, 3(3): 1601-1606.

KULIG, 2005a. Association Between Leptin Combined Genotypes and Milk Performance
Traits of Polish Black-and-White Cows. Arch Tierzucht 48 (6) : 7-554.

KULIG, 2005b. Associations Between Leptin Gene Polymorphism and Some Milk
Performance Traits of Cattle. Journal of Animal and Feed Sciences 14 (2): 235-243.

KULIG, H., KMIEC M. 2008. Association Between Leptin Gene Polimorphisms and
Growth in Limousin Cattle. Russian Journal of Genetics, 45: 738-741.

23



KAYNAKLAR Cisdem BENGI

KULIG H., KMIEC M., INGA KOWALEWSKA- LUCZAK, GABRIELA ADZICK.
2009. Effect of Leptin Gene Polimorphisms on Milk Prodictuon Traits of Jersey
Cows. Turk .J. Vet. Anim. Sci.; 33(2) :143-146.

KOMISAREK, J., DORYNEK, Z. 2005. Polimorphisms of Leptin and Leptin Receptor
Genes in the Polisch Population of Holstein- Friesian Bulls. Annals of Animal
Science 5 (2):253-260

KOMISAREK, J., SZYDA, J., MICHALAK, A., DORYNEK, Z., 2005. Impact of Leptin
Gene Polimorphisms on Breeding Value form Milk Prodituon Traits in Cattle.
Journal of Animal and Feed Scienses 14 (3) :491-500.

KONFORTOV, B.A., LICENCE, MILLER JR., 1999. Re-sequencing of DNA from a
Diverse Panel of Cattle Reveals a High Level of Polymorphism in Both Intron and
Exon. Mamm Genome; 10(12):1142-5.

LIEFERS, S.C., TE PAS M.F.W., VEERKAMP, R.F., VAN DER LENDE T. 2002.
Associations Between Leptin Gene Polymorphisms and Production, Live Weight,
Energy Balance, Feed Intake, and Fertility in Holstein Heifers. J. Dairy Sci.
85:1633—-1638

LIEFERS, S.C., VEERKAMP, R.F., TE PAS MF, DELAVAUD, C., CHILLIARD, Y.,
PLATIJE, M., VAN DER LENDE T. 2005. Leptin Promoter Mutations Affect
Leptin Levels and Performance Traits in Dairy Cows. Anim Genet. 36(2):111-8

LUSK, J.L. 2006. Association of Single Nucleotide Polymorphisms in the Leptin Gene with
Body Weight and Backfat Growth Curve Parameters for Beef Cattle. J. Anim. Sci.
85:1865-1872.

MADEJA, Z., ADAMOWICZ, T., CHMURZYNSKA, A., JANKOWSKI, T.,
MELONEK, J., SWITONSKI, M., STRABEL, T., 2004. Short Communication.
Effect of Leptin Gene Polymorphisms on Breeding Value for Milk Production
Traits. J. Dairy Sci. 87:3925-3927

MILLER, M.P. 1997. Tools for Population Genetic Analysis (TFPGA), 1.3: A Windows
Program for The Analysis of Allozyme and Molecular Population Genetic Data.

NASSIRY, M.R., MOUSSAVI, A.H., ALASHAWKANY, A.R., GHOVATI, S., 2007.
Leptin gene polymorphism in Iranian native Golpayegani and Taleshi cows.
Pakistan Journal of Biological Sciences. 10 (20) :3738-3741.

NASSIRY, M.R., SHAHROUDI, F.E., TAHMOORESPUR, M., JAVADMANESH, A.,
2008. Genetic Variability and Population Structure in Beta-Lactoglobulin,
Calpastain and Calpain Loci in Iranian Kurdi Sheep. Pak. J. Biol. Sci. 10: 1062-
1067.

NEI, M. 1972: Genetic Distance Between Populations. American Naturalist. 106:283-292.

24



KAYNAKLAR Cisdem BENGI

OPRZADEK, J. FLISIKOWSKI, K., ZWIERZCHOWSKI, L., DYMNICKI, E. 2003.
Polimorphisms at Loci of Leptin (LEP), Pitl and STATSA and their Association
with Growth, Feed Conversion and Carcas Quality in Black-and White bulls.
Animal Science Paper and Reports. 21 (3):135-145.

PINTO S, ROSEBERRY A.G., LIU H, et al. Rapid Rewiring of Arcuate Nucleus Feding
Circuits by Leptin. Science 2004; 304:110-115.

POMP D, ZOU T, CLUTTER AC. AND BARENDSE W., 1997. Mapping of Leptin to
Bovine Chromosome 4 by Linkage Analysis of a PCR-Based Polymorphism. J.
Anim. Sci. 75:1427 (27)

SADEGHI, M., MORADI SHAHR BABAK M., RAHIMI, G. AND NEJATI A.
JAWAREMI. 2008. Effect of Leptin Gene Polimorphisms on the Breeding Volve
of Milk Prodiction Traits in Iranian Holstein. Animal, 2:7, 999-1002.

SANTOS-ALVAREZ J, GOBERNA R. AND SA'NCHEZ-MARGALET V., 1999. Human
Leptin Stimulates Proliferation and Activation of Human Circulating Monocytes.
Cell. Immunol. 194:6-11.

SCHWERIN, M., BROCKMANN, G., VANSELOW, J., SEYFERT, H.M., 1995.
Perspectives of Molecular Genome Analysis in Livestock Improvement. Arch Tierz
Dummerstorf. 38: 21-31.

SELLIER, P., 1994. The Future Role of Molecular Genetics in the Control of Meat Science
36:29-44.

SZYDA, J., KOMISAREK, J. 2007. Statistical Modeling of Candidate Gene Effects on
Milk Prodiction Traits in Dairy Cattle. J. Dairy. Sci. 90:2971-2979.

VANLIL, Y., 1987. Atatiirk Universitesi Koyun Siiriilerinde Beta-Globulin Polimorfizminin
Genetigi ve Kantitatif Karakterlerle Baglantis1. Atatiirk Univ. Ziraat Fak. Zootekni
Bol. (Profesorliik Takdim Tezi).

VANLIL Y., KAYGISIZ, A., ORHAN H., 2009. Hayvan Islah1 ve Genetigi. Namik Kemal
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Yayinlar1 No : 4, Yardimci Ders Kitabi No : 4.

WILKINS, R.J., DAVEY, HW. 1997. A Polymorphisms Microsatellite in the Bovine
Leptin Gene. Anim. Genet. 28:376-376.

YAZDANI, H., RAHMANI, H.R., EDRIS M.A., DIRANDEH, E. 2009. Leptin Gene
Polimorphisms Had No Effects on Open Days and Caluing Interval. Proc. Assoc.
Advmt. Anim. Breed. Genet. 18:528-531.

ZWIERZCHOWSKIL., KRZYEWSKILJ., STRZALKOWSKA, N., SIADKOWSKA, E.,

RYNIEWICZ, Z. 2001. Effects of Polymorphism of Growth Hormone, Pit-1 and
Leptin Genes, Cow’s Age, Lactation Stage and Somatic Cell Count on Milk Yield

25



KAYNAKLAR Cisdem BENGI

and Composition of Polish Black and White Cows. Animal Science Papers and
Reports.20(4) : 213-227.

ZHANG, Y., SCARPACE, P.J., 2006. The Role of Leptin in Leptin Resistancence and
Obesitiy. Physiol Behav. 88:249-256

26



OZGECMIS Cigdem BENGI

OZGECMIS

1983 yilinda Kiitahya’da dogdu. Lise Egitimini 1996-1999 yillar1 arasinda Kiitahya
Atatiirk Lisesinde tamamladi. 2001 yilinda Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Hayvansal Uretim Programmm kazandi ve 2005 yilinda Zootekni
béliimiinden basar1 ile mezun oldu. 2006 yilinda Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisii Zootekni Anabilim Dalinda basladig1 Yiiksek Lisans egitimini
Subat - 2010 déneminde tamamladi.

Cigdem BENGI
2010

27



