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OZET

CWC15 GEN MUTASYONU SIKLIGININ VE iNFERTILIiTE iLE
ILISKiSININ ARASTIRILMASI

Melih Sercan USTAOGLU
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisti
Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dalt
Doktora, Agustos/2023
Danisman: Dog. Dr. Serbiilent YIGIT

CWCI15 geni mRNA splicing’de gorev alan ve mRNA’nin olgunlastiriimasini
saglayan protein kompleksi iginde yer alan bir proteini kodlar. CWC15 geninde
meydana gelen mutasyon embriyonik gelismeyi olumsuz etkiler. Tez ¢alismamizda
Jersey 1rki sigirlarda CWC15 geninde meydana gelen Tek Niikleotid Polimorfizmi"
(Single Nucleotide Polymorphism) olan JH1’in fertiliteye olumsuz etkisi incelendi.
Ulkemizde az sayida olan jersey isletmelerinden alman 172  Jersey
sttlinden/tiikiiriiglinden alinan numuneler, Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonrasi
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP-PCR) ve DNA dizileme
kullanilarak popiilasyon igerisinde JH1 tasiyici frekansi tespiti ile popiilasyon taramasi
ve JH1’in infertilite ile iliskisi tespit edildi. Higbir dislanma kriteri kullanilmadan siirii
igerisinden rastgele secilen hayvanlardan alinan ornekler ve hayvanlarin kayit
sisteminden edinilen veriler kullanilarak ¢alisma yiiriitiildii. Sonuc olarak 172 Jersey
sigirindan 9 adet (%5,23) JH1 tasiyicist tespit edildi. JHI’in fertiliteyle iliskisi
bulundu, fakat istatistiki agidan anlaml1 bir sonug (P>0,05) ortaya ¢ikmadi. JH1 neden
oldugu erken embriyonik Oliimler ekonomik kayba yol agtigindan, ithal Jersey
spermalarinda ve disi hayvanlarda taramanin yapilmasi JH1’in tiim popiilasyonda
frekansinin artmasinin 6niine gegcmekte yardimci olabilir.

Anahtar Sozciikler: CWC15 geni, JH1, PCR-RFLP, DNA dizileme.



ABSTRACT

INVESTIATION OF THE FREQUENCY OF CWC15 GENE MUTATION AND
ITS ASSOCIATION WITH INFERTILITY

Melih Sercan USTAOGLU
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Medical Biology
Ph.D., August/2023
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serbiilent YIGIT

The CWC15 gene encodes a protein that plays a role in mRNA splicing and
facilitates the maturation of mMRNA. Mutations occurring in the CWC15 gene can have
negatively impact on embryonic development. In this study, we investigated the
detrimental effect of a Single Nucleotide Polymorphism (SNP) called JH1, located in
the CWC15 gene, on fertility in Jersey cattle. Samples were collected from 172 Jersey
cows obtained from a limited number of Jersey farms in our country, including milk
and saliva samples. The frequency of JH1 carriers and its association with infertility
were determined through population screening using Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) and DNA sequencing
techniques. The study was conducted using randomly selected animals from the herd,
without employing any exclusion criteria, and data obtained from the animal recording
system. As a result, 9 out of 172 Jersey cows (5.23%) were identified as JH1 carriers.
Although a correlation between JH1 and fertility was found, there was no statistically
significant (P>0.05). Due to the economic loss caused by early embryonic deaths
attributed to JH1, screening of imported Jersey semen and female animals can help
prevent the increase of JH1 frequency in the entire population.

Keywords: CWC15 gene, JH1, PCR-RFLP, DNA sequencing.
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1.GIRIS

Jersey sigir irkinin kokeni Ingiltere ve Fransa arasindaki Mans Denizi'nin Fransa
kiyilarindaki en giineydeki bir ada olan Jersey adasidir. Irk taksonomik olarak, Bos
taurus barchiceros igerisinde yer alir. Jersey sigirlari, Jersey adasinda ana yetistiricilik
tirtinii olarak 1771 yilindan bu yana kaydedilmistir (Becker, 1973). Bu irk, diinya
genelinde 82 iilkede aktif olarak yetistirilmektedir. Jersey sigirlarinin adaptasyon
kabiliyeti, ¢esitli iklim ve cografi bolgelerde yetistirilmesine olanak saglamistir. Jersey
k1 1958 yilinda Samsun Kara KOy harasina Amerika’dan getirilmistir (Kul, 2013;
Osmanagaoglu, 2006). Bu yorenin se¢ilmesinin kritik nedenlerinden biri de Jerseylerin
ana vatan ile Karadeniz bdlgesinin iklim kosullarinm 6rtiismesi olmustur. Ulkemize
getirildikten sonra, bolgede halk elinde 1slah amaciyla dogal ciftlesme veya
inseminasyon yoluyla saf irk ya da melez irklar yetistirilmeye baslanmistir (Unalan &
Cankaya, 2010).

CWCI15 geni, DNA'dan transkripte edilen mRNA'nin olgunlasmasini saglayan
spliceosome kompleksine dahil olan Q2KJD3 adli proteinin sentezlenmesini saglar.
CWCI15 gen mutasyonu; Jersey ki siirlarda VanRaden ve arkadaslari (2011)
tarafindan kesfedilen ve inseminasyon sonrasi 60. giinden sonra embriyo kaybiyla
gebeligin sonlanmasina neden olan tek niikleotid polimorfizmi (SNP) olarak
tanimlanmustir (P. VanRaden, Olson, Null, & Hutchison, 2011). JH1 adi1 verilen
mutasyon, CWC15 genindeki bir yiiksek etkili STOP-gain mutasyonudur. Bu
mutasyon, CWC15 gen iiriiniindeki 54. amino asit olan Arjinin ‘in yerine, 3. ekzonda
bulunan sitozin niikleotidinin timine doniismesiyle birlikte STOP kodonunun
olusmasina neden olur (Sonstegard et al., 2013). CWC15 geninde meydana gelen JH1
mutasyonu tastyicilift fenotipik olarak belirlenememektedir. Bu durum 6zelikle
inseminasyonda es se¢ilimi yapilirken, hem tasiyici-tasiyici eslestirmeleri ile erken
embriyonik o6liimlere, hem de tasiyici-normal eslestirmeleri ile popiilasyonda tasiyici
frekansinin artmasina neden olabilmektedir (Sonstegard et al., 2013). Bireylerin JH1

tastyiciliklar: sadece genotipik incelemeler sayesinde belirlenebilmektedir.

ABD Jersey popiilasyonunda %20-25 oraninda yaygin gdzlenen (Zhang et al.,
2015) bu mutasyonun iilkemizde de frekansinin belirlenip; gerekli tedbirlerin alinmasi
gerekmektedir. Cilinkii ABD’de Jerseylerdeki bu haplotipe bagl infertilite, bakim
maliyetleri vb. nedenlerle meydana gelen ekonomik kayip 2.900.390 $ olarak



belirlenmistir (Cole, Null, & VanRaden, 2016). Ekonomik kayiplarin yasanmamasi
adina, popiilasyonda bulunan disi Jerseyler ile spermalar1 kullanilan bogalarin

genotiplendirilmesi yapilarak tasiyict hayvanlarin tespit edilmesi gerekmektedir.

Calismamiz; Tiirkiye’de siitten DNA izolasyonuna yonelik bir ¢alisma olmasi,
tilkemizde bulunan Jersey irklarinda CWC15 geni JHI mutasyonunun taranmasinin
yapilacag ilk ¢aligma olmasi, belirlenen hedef dizide meydana gelmis olabilecek yeni
mutasyon dagilimi i¢in 151k tutacak olmasi ve Tiirkiye’de bulunan Jersey irklarinda
CWC15 geni JH1 mutasyonunun tespiti durumunda infertilite ile iliskisinin analiz

edildigi ilk ¢alisma olmasi agisindan 6zgiin degere sahiptir.

Bu tez calismasinin temel amaci, ililkemizdeki sigirlardan elde edilen siit
orneklerinin DNA'sindan yola ¢ikarak, PCR-RFLP ve DNA dizileme yontemleriyle
CWCI15 (JH1) mutasyonunun sikligimin kesin bir sekilde tespit edilmesi ve bu
mutasyonun yayginlhiginin belirlenmesidir. Bunun yani sira, ¢alismanin hedefleri
arasinda Jersey sigirlarinda embriyo kaybina neden olan bu heterozigot mutasyonun
tanimlanmasi, secilen popiilasyon igindeki akrabalik iliskilerinin ve mutasyonun
dagiliminin degerlendirilmesi, DNA dizileme ile hedeflenen bdlgede olast yeni
mutasyonlarin tespit edilmesi ve bunlarin oraninin belirlenmesi yer almaktadir.
Ayrica, Jersey popiilasyonundan alinan 6rneklerle, mutasyon ile infertilite arasindaki
iligkinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi ve heterozigot disilerdeki servis
periyodunun belirlenmesi, tastyici disilerde servis periyodu uzunlugunun istatistiksel
olarak analiz edilmesi gibi ¢alisma hedefleri de bulunmaktadir. Bu sekilde, bu ¢alisma
Jersey sigir yetistiriciligi alaninda Onemli bilimsel ve pratik bilgiler sunmay1

amaclamaktadir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Jersey Irki

Jersey sigir irkinin kokeni, Ingiltere ve Fransa arasindaki Mans Denizi'nin
Fransa kiyilarinin en giineydeki adalarindan biri olan Jersey adasidir. Irk taksonomik
olarak; Bos taurus barchiceros icerisinde yer alir. 1771 yilinda Jersey sigir irki, ana
yetistiricilik iirlinii olarak kaydedilmistir ve bu tarihten itibaren Jersey Adasi'nda
yaygin bir sekilde yetistirilmeye baslanmistir. Siit itk sigirlarinin sahip oldugu fiziksel
ozelliklerin ve verim ozeliklerinin benzerligi, Jerseylerin siit verim ozellikli bir irk
oldugunu gdstermistir. 1763 yilinda ada konseyinin yiiriirliige koydugu 1rk korunumu
ile ilgili yasalar sayesinde, Jersey sigir irkinin bolgede kalmasi saglanmistir ve 1k
olusumu desteklenmistir. 200 y1l boyunca yiiriirliikte olan yasalar ile izolasyon devam
etmistir. Jersey sigirlart yalnizea fiziksel kondisyon durumuyla degil, ayn1 zamanda
siitlinlin rengi, besleyici igerigi ve tereyaginin essiz Ozellikleriyle iinli bir wrktir
(Becker, 1973). Jersey sigirlarinin saf bir irk olmasini saglamak amaciyla kurulan ve
Jerseylerin tiim bilgilerini kaydeden bir kurulus olan Royal Jersey Ziraat ve Bahge
Dernegi (RJA ve HS)" adinda bir organizasyon bulunmaktadir. 1833'te kurulan
kurulusun hedefi, Jersey sigir wrkinin sayisal verilerini kaydetmek ve adanin
sigirlarinin iyilestirilmesine yonelik ¢aligmalar yapmaktir. Kurulus sayesinde 3 Mart
1866 yilinda, ilk irk kontrol verileri olusturulmustur (RJA, 2014). Boylece, adada
yetistirilen biitiin Jersey sigir1 popiilasyonunun soyagact net bir bigimde dernek
sayesinde elde edilebilmistir. Irkin safliginin korunmasi amaciyla, adaya baska irka
ait siit sigin1 girisi engellenmistir. Ozellikle siit sigirlar icin soy hattini giiglendirmeyi
amaglayan bazi lilkeler, Jersey sigirlarinin ithalatina biiytik ilgi gostermislerdir. Bu
nedenle 1873 ile 1879 arasindaki donemde Amerika, Yeni Zelanda, ingiltere ve
Fransa’ya toplamda 7330 bas Jersey sigirlar1 ihrag edilmistir. Izolasyonun devami 21.
yiizyila kadar stirmiistiir (Becker, 1973). 21. yiizyila kadarki siiregte dernek, irkin
safligin1 saglayacak biitiin tedbirleri ve kayitlar1 almistir. 2008 yilina kadar gecen
siirede, yetistirilen sigirlara kapali bir yetistiricilik politikast uygulanmis; adaya
disaridan jersey sigir1 girisine izin verilmemistir. Jersey adasinda yetistiricilik yapilan
hayvanlarin popiilasyonlar1 ve ihra¢ edilen hayvan popiilasyonlar1 arasindaki verim
farklari, adadaki yetistiriciler tarafindan fark edildikten sonra, genetik yapinin
gelismesi i¢in kapali yetistiricilik uygulamasina son vermek amaciyla, 2008 yilinda

yeni bir yasa ¢ikarilmistir. Bu yasa ile 219 yillik izolasyon sona erdirilmistir (RJA,
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2014). Uygulanan 219 yillik tecrit, ada sigirlarinin genetik ¢esitliliginin azalmasina
neden olmustur. Fakat izolasyonun ortadan kalkmasi ile adaya getirilecek olan genetik
cesitliligin; saf Jersey sigirlarinin genetik yapisini1 korumak amaciyla 1960 yilindan bu
giine kadar yetistirilmis 450°den fazla olan ada bogalarindan toplanan spermler, hem
RJA&HS hem de Ulusal Hayvan Germplazma Programi (NAGP) kapsaminda sperm
dondurma merkezleri saklanmistir (RJA, 2014). Bu amagla adada var olan sigirlarin
verim Ozeliklerini uluslararas: yetistiricilerin diizeyine ¢ikartmak icin ithal sperma
kullanimina baglanmistir. Ayn1 zamanda adadaki yetistiriciler tarafindan Jersey soy
gen havuzunun korunmasi i¢in gerekli tedbirler alinmistir (JerseyCanada, 2019; RJA,
2014).

Jersey 1rki, adaptasyon yetene8i sayesinde diinya genelinde 82 iilkede
yetistiriciligi yapilan bir sigir irkidir. Kiigiik yapili olmasina ragmen ortalama 410 kg
canli agirliga sahip olan 1rk; siit verimi agisindan diger siit sigir irklarina oranla en
yiiksek verime sahip 1rklarin baginda gelmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde Jersey irki,
bircok iklim ve cografik bolgede yetistirilebilmektedir (OklahomaStateUniversity,
2008). Irk, diger siit¢ii irklara nazaran %18 oraninda daha fazla iiretkenlik yasam

sliresine sahiptir (Jersey, 2014).

Jersey s1g1r1, Holstein sigirlarina kiyasla tireme 6zellikleri agisindan (buzagilama
stiresi, siit verimliligi, erken dogum yaslar1 ve toplam dogum sayis1 gibi) daha yiiksek
bir performansa sahiptir. Holstein 1rki ile karsilagtirildiginda, Jersey 1rki daha yiiksek
bir tireme verimliligi gdsterir. Buzagilama araligi, giin acgik kalma stiresi, ilk dogum
yasina ve yasam boyu dogan buzagi sayisi gibi iireme 6zellikleri Jersey sigirlarinda
daha yiiksek seviyededir (Jersey, 2014). Jersey sigirmmin Amerika Birlesik
Devletleri'ne girisi, siit ve tereyagi iiretimi i¢in yogun ticari tarim sistemleri altinda
hayvan 1slah1 odakli ger¢eklesmistir. Buna karsin, Jersey Adasi'nda sigirlar daha kiigiik
Olcekli meraya dayali ¢iftgilik sistemleri iginde yetistirilmistir. Adada 2013 yilinda, 24
ciftlikte toplamda 5.195 hayvan (3.000 sagmal inegi ve siirii bliyiikligl 122 inek)
bulunmaktadir (RJA, 2014). 2014 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde, yaklasik
olarak 272.000 adet Jersey sigira rastlanmaktadir ve ortalama bir siiriideki inek sayisi
290'dir.Jersey Adasi'ndaki inekler yillik ortalama 5.043 kg siit tiretirken, Birlesik
Devletlerdeki Jersey'ler ise 8.150 kg siit tiretmektedir (AJC.U.S..Jersey, 2014).



2.1.2. Tiirkiye’de Jersey Yetistiriciligi

Diinyada pek cok iilkede saf irki bulunan ya da melezleri yetistirilen Jersey 1rki,
1958 yilinda Samsun Kara Koy Harasi’'na Amerika Birlesik Devletleri’nden
getirilmistir (Kul, 2013; Osmanagaoglu, 2006). Bu bdlgenin se¢ilmis olmasinin
onemli sebeplerden biri, Jerseylerin dogduklari bdlgedeki iklim kosullarinin
Karadeniz bolgesiyle benzerlik gostermesidir. Karakdy harasina getirilen hayvanlar;
yore halkina satilmig ve tabi ya da inseminasyon yontemi ile lilkemizde hem saf Jersey
k1 sigirlar hem de melezleri yetistirilmeye baglanmistir. Gegmiste, saf ve melez
Jersey sigirlarinin toplam sayisi yaklasik 900.000 bas iken (Unalan & Cankaya, 2010);
son zamanlarda toplam sayinin diismesine bagh olarak bu say1 59.615’e gerilemistir

(TURKVET, 2023).

Irk, siit iiretimi icin yetistirilen irklar arasinda en kiiclik viicut yapisina sahip
olanidir. Ulkemiz kosullarinda, yetiskin ineklerin canli agirligi 350-400 kg arasinda
degisirken, bogalarin canli agirhigr 600-650 kg arasindadir. Avrupa kokenli olan bu
irk, Amerikan Jerseyleri ile karsilagtirildiginda; daha kiiclik viicut yapisina sahiptir.
Jerseyler, siit liretimi i¢in yetistirilen irklarin tim 6zelliklerini sergilemektedir. Siit
bezleri ve baglantilari, siit¢ii irklar arasinda essiz 6zelliklere sahiptir. Bas yapisinin
oldukea kiigiik olmasi, narin kemik yapisi, uzun bacaklar1 ve genis siit memeleriyle
one cikmaktadir Jersey ki inekler, ufak yapili, meralardan oldukc¢a iyi derecede
yararlanabilen, siitteki yag, protein ve kuru madde orami yiiksek olan, bakimi,
beslemesi ve siit iiretimi ekonomik olan bir irktir (Giirses, Bayraktar, & Simsek,
2014). Cok agir olmayan beden yapisi sayesinde, tirnak problemleri nadir
goriilmektedir. Tiiriin siit verim 6zellikleri, ilkemiz kosullarinda ortalama olarak 3-4
bin litre arasinda degisse de diger iilkelerde yillik 6-7 bin litre siit verimi
kaydedilmektedir. Siitteki protein orani yaklasik %3,5-3.6 arasinda degisirken; yag
orani ise %5-6 arasinda degisebilmektedir. Yag ve protein agisindan zengin oldugu
gibi, kalsiyum ac¢isindan da oldukg¢a zengindir. Yerli irklarla melezleme yapilarak,
verim Ozellikleri yiiksek bir irk olusturulmaya ¢alisiimaktadir ve bu amagla 6zellikle

Avustralya'da Holstein’ler ile melezleme yapilmaktadir.



2.2. Fertilite

Siit s1g1r1 yetistiriciliginin temel sistemi, damizlik iiretim esasina dayanmaktadir.
Fakat siit isletmelerinin daha cok siit iiretimine odaklanmis olmalar1 sebebiyle,
isletmelerin yaptiklar1 seleksiyon siit verimi tizerine kurulmaktadir. Seleksiyonun tek
yonlii olmasi, siiriilerin tireme performanslarini negatif yonde etkilemektedir. Diisiik
iireme performansi ise, siit endiistrisinin siirdiiriilebilirligini olumsuz etkilemektedir.
Gelisen genomik teknoloji destegiyle, seleksiyonda goriilen olumsuzluklar son
yillarda giderilmeye c¢alisilmaktadir. Genom c¢apinda iligskilendirme ¢alismalart ile
dogurganlik 6zelliklerinin genetik mimarisi ¢oziilmeye baglanmistir (Ma, Cole, Da, &
VanRaden, 2019).

Ureme 6zelikleri ¢oklu genetik dogasi nedeniyle genom ¢apinda iliskilendirme
calismalarinda istenilen diizeyde fayda saglanamamistir. Siit {iretimindeki artis
Holstein disilerinde gebelik performansini olumsuz yonde etkilemistir (De Vries &
Veerkamp, 2000; Hayes, Bowman, Chamberlain, & Goddard, 2009; Royal et al., 2000)

Sigirlarda damizlik verim &zelliklerinin degerlendirilmesi igin gelistirilen
sistem, gebe kalma tarihi ile dogum tarihi arasindaki giin farki olarak hesaplanan agik

giinler temeline dayanmaktadir (P. VanRaden et al., 2004).

Dogurganlik 6zelikleri diisiik bir kalitsalliga sahip olmasi nedeniyle, rutin olarak
degerlendirilmemistir. Ayrica verim Ozellikleri ile dogurganlik arasinda var olan
negatif kolerasyon belirlenmistir (Dematawewa & Berger, 1998). Freeman ve ark.
(1986) yaptiklart calismada, verim Ozellikleri lehine yapilan segimlerin iireme
aleyhine bir gidisat sergileyecegi yoniinde goriislerini bildirmiglerdir. Bu durum,
tireme performansini artirmak i¢in farkli teknikler gelistirilmesine neden olmustur
(Freeman, 1986). Osturus belirtecleri ve senkronizasyon yontemleri iireme
performansini artirmak i¢in gelistirilmis olsa da iireme performansinin her gegen giin

diismesi genetik segilime ihtiya¢ oldugunu gostermistir (Lucy, 2001).

Gebelik orani parametresi her 21 gilinde bir olusan gebe kalma sansini temsil
eden sistem igerisinde ne kadar kisa siirede gebeligin olustugunu dl¢mektedir. Yani
toplam siiride gebe kalanlar ile gebe olmayanlarin oraniyla iireme basarisi
karsilastirilmaktadir. Gebelik orani yiiksek olmasi tercih nedeni olmakla birlikte,

yetistiricinin se¢imini yonlendirmektedir (P. VanRaden et al., 2004).



Acik giin sayisi icerisinde goniillii bekleme siiresi olarak tanimlanan ve dogum
sonras1 degisiklik olan sistemlerde ve organlarin fizyolojik formlarina geri dénmesi
i¢in taninan ve inspeksiyonun olmadigi laktasyonun ilk giinlerini igeren bir siiredir.
Acik giin siiresi (ya da goniillii bekleme siiresi) siiriilere ve mevsime bagli olarak
degisiklik gosterebilmekte; fakat bu degisiklik az ise genetik degerlendirmeyi
etkilememektedir (P. VanRaden et al., 2004). Bu egilim ancak son zamanlarda
dengelenmekte ve gelismeye baslamaktadir (Garcia-Ruiz et al., 2016). Holstein
ineklerde basarili gebe kalma, 50 y1l 6ncesine gore giiniimiizde yaklasik 50 giin daha
uzun siire gerektirmektedir (-%1 yavru gebelik oran1 = +4 giin ag¢ik) (P. VanRaden et
al., 2004)

Fertilitenin disiik kalitsallik sergilediginin (Jiang et al., 2017; Kadarmideen,
Thompson, Coffey, & Kossaibati, 2003) belirlenmesiyle birlikte, siit verimi ile
arasinda negatif bir iliskiye ve yanlis seleksiyonun da fertilite azalmasina neden
oldugu ortaya cikmistir. Sonug olarak, iiremedeki genetik etki kabul goérmiistiir
(Kadarmideen et al., 2003; Pefiagaricano & Khatib, 2012; Veerkamp & Beerda, 2007;
Walsh, Williams, & Evans, 2011).

Bogalar, damizlik siit ineklerinde dogurganlig: etkileyen 6énemli bir faktordiir.
Siit sigirlarinda siirii yonetimi son 20 yilda; senkronizasyon protokollerinin gelismesi,
beslenme ve bakim sartlarinin iyilestirilmesi ve yakin siiregte dogurganligin ve uzun
omiir 6zellikleri bakimindan genetik seleksiyonun tercih edilmesi ile 6nemli 6l¢iide
ilerlemistir (Rezende, Dietsch, & Pefagaricano, 2018). Seleksiyona ragmen iireme
verimliligi optimalin altinda kalmis durumdadir. Tiim bunlarin sonucu olarak, siit
endiistrisi ekonomik kayiplarla kars1 karsiya kalmistir (Inchaisri, Jorritsma, Vos, Van
der Weijden, & Hogeveen, 2010). Buna ragmen; boga infertilitesi, damizlik verimin
diismesinde genetikle g6z ardi edilmektedir. Siit sigirlarinda damizlik verim
basarisizliginin 6nemli ylizdesinin boga subfertilitesinden kaynaklanabilecegi, bazi
calismalar (R. Amann & DelJarnette, 2012; DeJarnette et al., 2004) neticesinde ortaya
cikmistir. Bu nedenle siit endiistrisi boga fertilitesini goéz ardi etmemelidir (R. P.

Amann, Saacke, Barbato, & Waberski, 2018; Taylor, Schnabel, & Sutovsky, 2018).

Boga fertilitesinde, genelde sperm morfolojisi, sperm konsantrasyonu ve sperm
motilitesi gibi semene ait kalite Ozellikleri kullanilarak degerlendirilmektedir

(DeJarnette et al., 2004). Ancak sperm kalitesi 6zellikleri damizliklar arasindaki dol



verim Ozeliklerinde goézlenen farklarin bir kismini agiklayabilmektedir (Parkinson,

2004).

Jersey si1gir irkinda, bogalarin fertilite diistisiinlin altinda yatan genomik yapinin
nedeni hakkinda yeterli bilgi yoktur. Jersey irki genel olarak holstein irkina gore gebe
kalma orani daha yiiksek olmasina ragmen; iireme performanslari holsteinlerin altinda

kalmaktadir (Norman, Wright, Hubbard, Miller, & Hutchison, 2009).

Sigirlarda birka¢ zararli c¢ekinik faktor incelenerek, tanimlanmis ve rapor
edilmistir. Tk kesfedilen 12 haplotipten 5 tanesi homozigot olma orani ¢ok yiiksek
hesaplanmis olmasina ragmen; homozigotluga hi¢ rastlanmamistir. Bu haplotiplere
kaynak haplotip olarak adlandirilir ve kaynak ataya kadar izlenebilir. Tahmin edilen
en yliksek homozigotluk gézlenmeyen haplotipler, embriyo kaybinin nedeni olarak
incelenmislerdir. ABD'de gebelik oraminda, spontan diisiikler basarisiz olarak
degerlendirilirken; inseminasyon sonrasi Osturus goézlenmemesi degerlendirmesi
yapan baska iilkelerde diisiikler basarili olarak nitelendirilmektedir (P. VanRaden,
Null, Olson, & Hutchison, 2011).

Akrabal1 yetistirme depresyonu; dogurganlik, viicut yapisi, fertilite ve yetistirme
icin uygunluk gibi nicel bir 6zellik i¢in popiilasyon deger ortalamasinin diismesi olarak
tanimlanmaktadir. Akrabali yetistirme depresyonu, insanlar da dahil olmak iizere
birg¢ok tiirde problemler olusturdugu uzun zamandir bilinmektedir (Bittles & Black,
2010; Kristensen & Serensen, 2005; Leroy, 2014). Akrabali yetistiriciligin yol agtigi
sorunlarin  bilinmesi genetik temelinin ¢oziilmesine yardimci olmamaktadir

(Ferencakovi¢, Solkner, Kaps, & Curik, 2017).

Bogalarda diisiik sperm kalitesi gibi iireme sorunlarina yol acan yliksek oranda
akrabali yetistirme bogalarda infertiliteye neden olmaktadir (Aurich, Achmann, &
Aurich, 2003; Margulis & Walsh, 2002; Van Eldik et al., 2006; Wildt, Baas,
Chakraborty, Wolfle, & Stewart, 1982). Maximini ve ark. (2011) yaptiklar
calismayla, sperm kalitesi analizleri ve pedigri verilerini kullanarak akrabali yetistirme
depresyonunun boga fertilitesini etkiledigini gostermislerdir. Kantitatif semen kalite
0zeligi olan semen hacmi, toplam spermatozoa sayisi, canli sperm yiizdesi ve sperm
hareketleri {izerindeki akrabali yetistirme depresyonunun olumsuz etkisini

gostermislerdir (Maximini, Fuerst-Waltl, Gredler, & Baumung, 2011).



2.3 CWC15 Geni

CWC15 geni, sigirlarin genomunda 15. kromozom tlizerinde yaklasik 15.704.925
bazdan 15.713.955 baz araliginda yer alan ve toplamda yaklagik 9.017 baz cifti
uzunlugunda olan bir geni ifade eder. Bu gen, toplamda 7 ekzon ve 6 intron i¢eren bir
yaptya sahiptir. Bu genin transkript iiriinii, 231 amino asit uzunlugundaki Q2KJD3
proteinini kodlar ve bu protein, PRP19 kompleksinin merkez ¢ekirdeginde 6nemli bir
rol oynar (NCBI, 2023b). PRP19 proteini, bu kompleksin bilesimine katilarak mRNA
olgunlastirma siireglerinde kritik bir iglev iistlenir. Bu baglamda, CWCI15 geni ve
iriini  olan Q2KJD3 protein, hiicresel olgunlagtirma mekanizmalarinin

diizenlenmesinde hayati bir rol oynar (Will & Lithrmann, 2011) .

RNA splicing, okaryotlarda gen ekspresyonundaki temel mekanizmalardan
biridir. mRNA olgunlastirilmasi olarak tanimlanan RNA splicing, bes adet kiiciik
niikleer RNA'dan ve ¢ok sayida proteinin bir araya gelerek olusturdugu spliceosome

olarak tanimlanan riboniikleoprotein komplekstir (Chen & Cheng, 2012).

Pre-mRNA'nin splicing'i spliceosome adi verilen riboniikleoprotein partikiilii
tizerinden gergeklesen iki transesterifikasyon reaksiyonudur (Brody & Abelson, 1985;
Grabowski, Seiler, & Sharp, 1985). Spliceosome 5 adet snRNA (Ul, U2, U4, U5 ve
U6) ve bircok protein faktoriinden olugmaktadir. Protein faktorleri, snRNA'larin
sirastyla ve uygun olarak pre-mRNA'ya birlesmektedir. Islem sirasinda ve sonrasinda
siras1 ile faktér ve snRNA'lar sistemden ayrilarak eski hallerine doniismeleri
saglanmaktadir (Brow, 2002; Wahl, Will, & Lithrmann, 2009). Prp19 kompleksi (NTC
nineteen coplex), Ul, U4 iin spliceosome yapisindan ayrildiktan sonra olusuma katilan
ve reaksiyon bitene kadar da yapida kalan proteindir. U5 ve U6 nin spliceosome’a
bagl kalabilmesi NTC’ye baghdir (Chan, Kao, Tsai, & Cheng, 2003). NTC 8 adet
protein kompleksinden olusmaktadir ve bunlardan biri olan Prp19 proteinidir (Hogg,
McGrail, & O'Keefe, 2010; Tarn et al., 1994). Prpl19°da CWCI15 proteini yer
almaktadir (Chen & Cheng, 2012).

NTC/Prpl9C, spliceosome'da katalitik aktivasyon sirasinda aktivite gdsteren
protein kompleksleri olarak kesfedilmistir. Kompleks Saccharomyces cerevisiae'de
transkripsiyonda gorev aldig1 ve yliksek okaryotlarda genom bakiminda rol oynadig:
ortaya konulmustur. Sonug olarak tiim tiirlerde ayni isleve sahip olmasi, korunmus bir

kompleks oldugu sonucuna varilmasini saglamistir (Chanarat & Strafler, 2013).



NTC veya Prpl9C olarak anilan bu yapi, ismini kurucusu olan Prpl9
proteininden almaktadir. Saccharomyces cerevisiae'de sekiz adet ¢ekirdek ve iligkili
19'a kadar proteinden olusmaktadir. Prpl9; bitkiler ve hayvanlar gibi yliksek
Okaryotlarda otuzdan fazla proteinden olusmaktadir (Koncz, Dejong, Villacorta,
Szakonyi, & Koncz, 2012; Will & Lithrmann, 2011). Prp19 kompleksi (Prp19 C),
birgcok farkli hiicresel siirecte islev gormektedir. (A) NTC/Prpl9C ilk olarak snRNP
olmayan bir ekleme kompleksi olarak tanimlanmigtir (Hogg et al., 2010). Bununla
birlikte, son ¢aligsmalar, kompleksin (B) genom bakiminda (Henriques, JoséVicente,
da Silva, & Schenberg, 1989), (C) proteazom tarafindan protein bozunmasinda (Sihn,
Cho, Lee, Lee, & Kim, 2007) ve (D) transkripsiyon uzamasinda da (Cho et al., 2007)
kritik roller oynadigini ortaya koymustur (Sekil 2.1) (Chanarat & Stréf3er, 2013).

A B
| A ‘%\N.’\/ﬂ

&~

mRNAmin olgunlastuilmast DNA tamiri

Prp19C

Transkripsiyon uzamast

Proteozom tarafindan protein
par¢alanmast

Sekil 2.1. Prp19 kompleksi (Prp19 C), birgok farkli hiicresel siirecte islevleri (Chanarat & Stréf3er,
2013).

Ek olarak, NTC/Prpl9C, lipid damlacik biyogenezinde islev gdrmektedir.
NTC/Prp19C'nin en iyi agiklanmis rold, splicing isleviyle ilgilidir (Yin, Zhu, & Shen,
2012). Splicing, intronlarin bu islemle inanilmaz bir hassasiyetle ¢ikarildigi, gen
ifadesinde kritik bir adimdir. Prpl9C NTC/Prpl9C islevi, temel spliceozom

konformasyonlarinin olusumunu ve ilerlemesini diizenleyerek splicing reaksiyonu i¢in
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hayati 6nem tagimaktadir. Prp19, DNA hasarina kars1 artmig hassasiyete neden olan
mutasyonlar i¢in taramalarda tanimlanmistir ve NTC/Prp19C'nin dogrudan genom
bakimindan bir islevi oldugu gosterilmistir. Ayrica ilk kanitlar, NTC/Prp19C'nin
proteinlerin proteazom tarafindan dogrudan bozulmasindaki islevini gostermektedir.
llging bir sekilde, bir raporda fare Prp19'un baska bir metabolik siire¢ olan lipid
damlacigr olusumunda bir islevi bulunmustur (Cho et al., 2007). Son olarak,
NTC/Prp19C, transkripsiyon uzama siirecinde islev goriir ve bu nedenle gen ifadesinin

iki asamasi i¢in 6nemlidir (Chanarat & Strafler, 2013) (Sekil 2.2).

mRNA

olgunlastirilmast \ / Transkripsiyon
uzamasi

NTC/Prp19C

Proteozom tarafindan

protein parcalanmasi
iy

Lipit damlacik
biyogenezisi

Genom tamiri

Sekil 2.2. NTC/PRP19 C ‘nin gorevleri(Chanarat & StréBer, 2013)

Prp19 kompleksi, spliceosome'un kataliz islemleri sirasinda gegirdigi
konformasyonel degisimleri kolaylastiran ekleme makinasinin korunmus temel bir
parcast oldugu diisliniilmektedir. Prp19 kompleksinin c¢ekirdek proteinleri olan

CWC15 ve CDC5L'nin varligi belirlenmistir (Van Maldegem et al., 2015) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. PRP19 kompleksinin splicing mekanizmasindaki gorevi (Chanarat & StréBer, 2013).

Prp19 kompleksi, 6zgiin olarak dort korunmus proteinden olusan bir ¢ekirdek
(Makarova et al., 2004) ve insanlarda PRPF19, CDC5L, PLRG1 ve SPF27 ile
CTNNBL1 ve CWCI15' igeren bir alt kompleksten olusan, splicing mekanizmasiyla
iligkili zorunlu ¢oklu protein bilesenidir. Bunun yani sira, HSP7C saperon proteini
(HSPAS8 geni tarafindan kodlanir) de bu kompleksin bir pargasidir (Chanarat &
StréBer, 2013) ve ¢ekirdek snRNP bilesenlerinin kataliz ve geri doniisiimiiniin birkag
adimimn ilerletir ve bu nedenle splicing i¢in gereklidir (Bessonov et al., 2010).
Cekirdek kompleksin her bileseninin kesin rolii heniiz belirsizdir (Chan et al., 2003),
ancak biitlin olarak spliceosomun olgunlagsmasi sirasinda ger¢eklesen dinamik
konformasyon yeniden diizenlemelerini  kolaylagtiran bir rol oynadid

distintilmektedir (Maeder & Guthrie, 2008; Wahl et al., 2009).

CWCI15, Prp19 kompleksin yapisina bagli olmaksizin stabildir (Herud, Weijers,
Lau, & Jirgens, 2016). CWCI15 in hiicre devamlilig1 icin hayatidir, ancak etki alani
veya islevi heniiz belirlenememistir. CWC15, insanlarda NTC'nin ayrilmaz bir pargasi
diger tlirlerde NTC ile iliskilidir. CWC15'in splicing'deki 6nemli rolii ile uyumlu
olarak CWC15 mutant embriyolar da erken kayiplar yasanmaktadir. CWC15 ilk olarak
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mayalarda ve insanlarda spliceosome ile iligkili bir protein olarak tanimlanmistir.
Fakat ileri ¢alismalar sonucunda CWCI15 spliceosome'da daha merkezi bir rol
oynadigi ortaya ¢ikmistir (Nguyen et al., 2016; Shi, 2017). Yapilan kapsamli analizler
filogenetik analizler sonunda CWC15'in evrimsel olarak korundugu bulunmustur

(Slane et al., 2020).

CWCI15, dkaryotlarda evrensel bir sekilde ifade edilen yiiksek oranda korunmus
bir splays faktoriinli kodlamaktadir. CWC135, dncelikle maya ve insan hiicrelerinde bir
spliceosome la iliskili bir protein olarak tanimlanmistir. Sonraki cryoEM c¢alismalari,
onu spliceosomen ¢ekirdek makinesinin igine yerlestirmistir. Titiz filogenetik analizler
sonucunda, CWCI15'in tiim Okaryotlarda evrimsel olarak korunmasini ortaya
cikarmistir. Bitkiler ve hayvanlar arasinda CWCI15 proteini farklilasmis gibi
goriinmektedir; ancak kladlar1 ayiran belirli aminoasit dizileri bulunmaktadir. Bununla
birlikte, protein homologlarinin 6zellikle N- ve C- terminal boliimlerindeki dnemli
alanlar korunmustur, bu da CWC15'in tiim 6karyotlarda splaysomla birlikte 6nemli bir
rol oynadigimmi disiindiirmektedir (Slane et al., 2020). Sekil 2.4’te insan ve sigir

genomlarinin karsilastirildig: sekil yer almaktadir.

Bos taurus ARS-UCD1.3 (GCF_002263795.2)
Chr15

il
il

|
)
|
m||“
[l
||I|
il

i
il

Homo sapiens GRCh38.p14 (GCF_000001405.40)

Sekil 2.4, CWCL15 geninin Homo sapiens ve Bos taurus ile karsilastirilmis sekli (NCBI, 2023a)
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2.4 Sigirlarda CWC1S5 Geni Mutasyonu

Sigir genom projeleri kapsaminda, tek genli (Mendelien) mutasyonlar tespit
edilmistir (Daetwyler et al., 2014; Fries & Ruvinsky, 1999). Kazein varyantlar1 gibi
bazilar1 faydali olmakla birlikte (Bovenhuis, Van Arendonk, & Korver, 1992), cogu
bu tiir mutasyonlar zararl etkilere sahiptir (Agerholm, 2007; Gentile & Testoni, 2006).
Dominant mutasyon tasiyicilari, fenotipik olarak tespit edilebildiginden dolay1
siriiden rahatlikla ayiklanabilirler. Resesif mutasyonlarin heterozigot tastyicilar
fenotipte tespit edilemez, bu yiizden fark edilmeleri zordur; bununla birlikte, kii¢iik bir
popiilasyonun varligini siirdiirmesi kaginilmazdir (Biscarini et al., 2016). Homozigot
bireylerin fenotipik seg¢ilim veya dogal secilimle olusumu, bu tiir hayvanlarda
neredeyse hi¢ goriilmez ve homozigot mutasyonlar popiilasyon i¢inde yaygin olarak
dagilmaz. Ancak, verim 6zellikleri i¢in se¢ilmis olan tasiyict bogalar, mutasyonun
poplilasyonda yayilmasina neden olabilir ve ilgili genetik bozukluk daha biiyiik bir
sorun haline gelebilir Siit¢ii irklarda 6zellikle damizlik sigir endiistrisinde, akraba
yakinliginin artisi, irkin kurucu hayvan sayisinin distikligli, sinirli sayida etkili
damizlik hayvanin bulunmasi ve yaygin olarak kullanilan suni tohumlamanin etkileri
gibi faktorler, tiim modern sigir irklarinin resesif genetik bozukluklara karsi 6zellikle
hassas hale gelmesine katkida bulunur. Bu nedenle, bu durum popiilasyon i¢in kritik
bir 6neme sahiptir (Pausch et al., 2015). Sigir tiirlerinde baz1 tehlikeli resesif genetik
bozukluk Ornekleri arasinda uzun bir siiredir bilinen BLAD (Bovine Leukocyte
Adhesion Deficiency) (Shuster, Kehrli Jr, Ackermann, & Gilbert, 1992) ve CVM
(Complex Vertebral Malformation) (Thomsen et al., 2006) gibi mutasyonlar bulunur.
Ayrica, Jersey sigirlarinda da son zamanlarda tespit edilen mutasyonlar, BTA15
tizerinde yer alan CWC15 geninde meydana gelir (haplotip JH1) (Sonstegard et al.,
2013).

VanRaden ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yapilan bir aragtirmada; Brown
Siwiss (ladet), Holstein(3 adet) ve Jersey(1 adet) irklarinda olmak iizere ii¢ farkl: siit
sigirt irkinda infertiliteye yol acan bes farkli genetik yapinin varlig: tespit edilmistir
(P. VanRaden, K. Olson, et al., 2011). Sonstegard ve arkadaslar1 (2013) Jersey irkina
ait JH1 haplotipi, Bos tarus otozom (BTA) 15. kromozomun 11 ile 19 Mb arasindaki
bir bolgesinde bulunur ve fertilite {izerinde dnemli derecede olumsuz etkisi oldugu
saptanmustir. Tastyicilik orant yiiksek olan baz siiriilerde (%13,4), bu haplotipi tasiyan

homozigot bireylere bu durum, CWC15 geninin hiicre fonksiyonlari igin kritik bir rol
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oynadigini gostermektedir. Bos tarus otozom (BTA) 15. kromozom {izerinde bulunan
CWCI15 (JH1) geninde tek bir niikleotit degisimi meydana gelmektedir (Sonstegard et
al., 2013). CWC15 gen iiriinii, DNA'dan iiretilen mRNA'nin olgunlagmasini saglayan
spliceosome yapisina katilan Q2KJD3 adli proteinin sentezini saglar (Uniprot, 2023).
CWCI15 genindeki mutasyon, ilgili proteinin normal iglevini yerine getiremedigi i¢in
splicesome gorevini tamamlamayacak ve olgun mRNA olusturamayacaktir. CWCI5
geni, en yogun olarak plasenta ve uterusun plasenta ile baglanti noktasi olarak

adlandirilan bolgede ifade edilmektedir (Lynn et al., 2008).

Sigirlarda kesfedilen bu tiir haplotiplerin CWC15 geni gibi genel 6zellikleri, tek
bir yiiksek etkili STOP-gain mutasyonu olusturmalaridir. CWC15 gen iirliniinde
bulunan Arjinin amino asidinin yerine, 3. ekzonda bulunan sitozin niikleotidinin
timine doniismesiyle STOP kodonu olusur. Bu durumda, normalde 231 amino asitten
olusan protein dizisi, 54 amino asitten olusan bir anlamsiz protein seklinde meydana
gelir. CWC15 geni, erken embriyonik donemde ifade edilen bir gen oldugundan,
mutasyon sonucu olusan mutant protein embriyonik 6liimlere neden olur (Sonstegard
et al.,, 2013). CWC15 Knock-out farelerde erken embriyonik kayiplarin oldugu
kanitlanmistir. Heterozigot bireyler mutasyonun yayilmasinda etkili rol oynarlar

(Duan, Zhang, Zhu, & Li, 2010).

2.5 Jerseylerde CWC15(JH1) Gen Mutasyonu

CWC15 (JH1) gen mutasyonu, tek bir kaynak ataya dayanir. CWC15 mutasyonu
Jersey irkindan olan 1962 dogumlu Observer Chocolate Soldier (ABD kayit numarasi
596832) isimli bogada tespit edilmistir (P. VanRaden, K. Olson, et al., 2011). Observer
Chocolate Soldier'in 1458 disi yavrusunun %50'sinin genetik olarak tasiyic1 olmasina
ragmen, bu yavrular normal fenotipik 6zelliklere sahip olmuslardir. Bu yavrularin
ozellikle yiiksek siit verim Ozelligine sahip olmalar1 boganin inseminasyonda
kullanimini artirmistir. Bogadan dogan disi sigirlarin, ayni yil icinde baska bogalardan
dogan disi sigirlara kiyasla ortalama olarak 764 1t daha fazla siit iirettigi belirtilmistir.
Bu durum, Chocolate Soldier'in 50.000 disi 2. jenerasyon yavrusu ve tespit edilen
200.000'den fazla 3. jenerasyon yavrusunun dogmasina yol acarak Jersey irkinda
mutasyonun yayilmasini sebep olmustur. Ek olarak, bu bogadan dogan ve damizlik
olarak kullanilan ilk jenerasyonda 47 erkek boga ve ikinci jenerasyonda ise 251 erkek
boga kaydedilmistir (Cole et al., 2016). Bir baska arastirmada, Observer Chocolate
Soldier (ABD kayit numarast 596832) tarafindan iiretilen spermlerin kullanilmasiyla
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diinyaya gelen 107 Jersey bogasi, sperm liretiminde kullanilmis ve bu da mutasyonun
yayllmasina ekstra bir katki saglamistir (P. VanRaden, K. Olson, et al., 2011).
1980'lere kadar mutasyon yayilimi istikrarli bir sekilde artarak yaklasik olarak %20-
25 seviyelerine kadar ulasmistir. Bu hizli yayilimin sebepleri arasinda, boganin disi
yavrularinin yliksek verim ozelliklerine sahip olmasi, inseminasyonun popiiler hale
gelmesi ve boga spermlerinin iilke ¢apinda daha yaygin sekilde dagitilmasi yer
almaktadir. Normal ciftlesmelerde 1 disiye yapilan alti milyar sperm aktarilirken,
inseminasyonda ayni miktar sperm ile yiizlerce disi Jersey’e uygulanabilmektedir. Bu
durum, CWC15 mutasyonuna sahip spermlerin daha fazla yayilmasina yol agmaktadir

(P. VanRaden, K. Olson, et al., 2011; Zhang et al., 2015).

CWC15 mutasyonuna yonelik yapilan arastirmalar sonucunda, ABD'de kisa bir
siire icinde ne kadar hizli yayilabildigi gézlemlenmistir. inseminasyon siirecinde
heterozigot bogalarin bilingsizce kullanilmasinin artmasi, mutasyonun daha fazla
yayilmasina ve hatta ABD sinirlarini asarak diinya genelinde yayilmasina yol agmistir.
Cin'de yapilan bir arastirmada, 449 adet damizlik Jerseyde %6.9 oraninda mutasyon
saptanmistir. Ayni calismada, ABD spermalarinin kullanildig1 9 adet damizlik bogada
yapilan analizler sonucunda, 5 tanesinde heterozigot CWC15 gen mutasyonu tespit

edilmistir (Zhang et al., 2015).
2.6. Dogurganhk Kayitlar:

VanRaden ve ekibi (2011) tarafindan gergeklestirilen ¢aligma, normal bogalar
ve normal bogalarin disi yavrularinin ¢iftlestirilmelerinin 290.373 adet veri kaydinin
analizi sonucunda %37,0 diizeyinde bir gebelik basar1 oran1 gbézlemlenmistir (P.
VanRaden et al.,, 2004). Ancak CWC15(JH1) mutasyonuna sahip heterozigot
bogalarin disi yavrulartyla eslestirilen diger CWC15(JH1) mutasyonlu heterozigot
bogalarin 52.449 dogurganlik kayd: analiz edilmis ve %33,3 diizeyinde bir gebelik
basar1 orani tespit edilmistir. Gebelik oraninda gbézlenen %3,7+0.2'lik dists, JH1'in
beklenen %4,6'l1ik azalma ile yaklasik olarak uyumlu oldugunu gostererek, embriyonik
6liime neden olan bir resesif gen mutasyonunun varligini dogrulamistir (Sonstegard et
al., 2013). Heterozigot bogalarin normal bogalarin disi yavrulariyla gerceklestirdigi
57.523 ciftlesme sonucunda, potansiyel olarak maternal JH1 kalitimina sahip
heterozigot annelerin etkisiyle gebe kalma basar1 oran1 %0,7+0.2'lik hafif bir diisiisle

%36,3 olarak tespit edilmistir. Bu ¢iftlesmeler, hamileligin ilk ii¢ ayin1 basariyla
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gecenler olarak kabul edilmistir (Sonstegard et al., 2013; P. VanRaden, K. Olson, et
al., 2011).

JH1 kokenli embriyonik kayiplarin, gebeligin erken doneminden (<60 giin) 6nce
meydana geldigi bilinmektedir. Yapilan analizler, inseminasyon sonrasi gebeligin 60.
giiniinden sonra gebelik kayiplarinin artmadigini ortaya koymustur (P. VanRaden, D.
Null, et al., 2011). Bu bulgu, embriyonik kayiplarin gogunun gebeligin 60. giiniinden

once gerceklestigini gdstermektedir.
2.7 Literatiir Ozeti

Harhay ve arkadaglar1 (2010) tarafindan yapilan ¢alismalarinda; bir sigir gen
ekspresyonu atlasi, yeni ayirt edici doku ozelliklerini ve genom acgiklamasini
iyilestirmeye yonelik kanitlar1 ortaya koymuslardir. Bu ¢alisma; sigir gen atlasi olarak,
bugiine kadar herhangi bir ¢iftlik hayvani genomunun en derin ve en genis
transkriptom arastirmasidir. Farkli konularda tanimlanan sens ve antisens transkript
tag profillerindeki ortakliklar ve varyasyonlar, gen ekspresyonu, doku ve gen
fonksiyonu arasindaki iliskinin incelenmesini kolaylastirmaktadir (Harhay et al.,

2010).

Wiggans ve arkadaglart 2016 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismalarinda, siit
sigirlarinin genomik degerlendirmesinde kullanilan tek niikleotid polimorfizmlerinin
sayisinin  arttirilmasin1 - hedefleyen kapsamli bir calisma gergeklestirmislerdir

(Wiggans et al., 2016).

2020 yilinda Kumar ve arkadaslar1 tarafindan, Holstein Friesian sigirlarinda
Oldiiriici Holstein haplotip 1, 3 ve 4'in tespiti i¢gin PCR tabanli testlerin
gelistirilmesiyle ilgili ¢alisma gergeklestirilmistir. Holstein haplotipi (HH) 1, 3 ve 4,
diinya ¢apinda Holstein Friesian (HF) sigirlarinda erken embriyonik kayiplardan
sorumlu olan 6liimciill mutasyonlardir. Bu calisma ile sirasiyla HH1, 3 ve 4'in
taranmasi i¢in PCR bazli {i¢ test tetra Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi
PCR, PCR primer kaynakli kisitlama analizi ve PCR kisitlama fragman uzunlugu
polimorfizmi teknikleri gelistirilmistir ve dogrulanmigtir. Tarama sirasinda, 60 HF
bogadan altisinin ii¢ mutasyondan biri i¢in tasiyict oldugu bulunmustur. Bu PCR
tahlilleri yiiksek oranda dogru olup; tekrarlanabilmektedir ve HF sigirlarinda

haplotiplerin taranmasi i¢in kullanilabilmektedir (Kumar et al., 2020).
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Wu ve arkadaglar1 (2020), Nordic Red ve Danish Jersey sigirlarinda dogum
oncesi 6liimden sorumlu yeni haplotipler ile ilgili bir ¢calima gerceklestirmislerdir ve
buna gore tespit edilen bu haplotiplerin tastyict durumu, popiilasyondaki 6ldiiriicii
alellerin frekanslarimi azaltmak ve riskli ciftlesmelerden kacinmak icin bogalari
secmek i¢in kullanmlabilecegi sonucuna varmislardir (Wu, Mesbah-Uddin,
Guldbrandtsen, Lund, & Sahana, 2020).

Sonstegard ve arkadaslar1 2013 yilinda, Jersey sigirlarinda azalan {ireme
verimliligi ile iligskili CWC15'te nonsens bir mutasyonun tanimlanmasi ile ilgili 6nemli

sonuglar1 olan bir ¢alismay1 gergeklestirmislerdir (Sonstegard et al., 2013).

Zhang ve arkadaglar1 tarafindan 2015 yilindaki ¢alismalarinda bir polimeraz
zincir reaksiyonu ve Restriksiyon Parca Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP) deneyi ile
Jersey sigirlarinda JH1 genetik kusur tasiyicilarinin taranmasiyla ilgili 6nemli sonuglar

elde etmislerdir (Zhang et al., 2015).

Kumar ve arkadaslar (2021), Jersey sigirlarinda embriyonik 6liimle iliskili JH1
mutasyonunun taranmasi i¢in alternatif PCR deneyleri iizerine ¢alismislardir. CWCI15
genindeki bir stop-gain 6liimciil mutasyonu olan Jersey haplotipi (JH1), Jersey
sigirlarinda embriyonik kayiplara neden oldugunu ortaya ¢ikarmiglardir. Sigirlarda
JH1'in taranmas i¢in Amplifikasyon Direngli Mutasyon Sistemi (T-ARMS-PCR) ve
Restriksiyon Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi (PCR-RFLP) kullanan iki PCR bazli analiz
gelistirilmistir. Tarama sirasinda, 30 Hintli Jersey bogasindan yedisinin, iilkede ilk kez
mutant JH1 alelinin tasiyicilari oldugunu belirlemislerdir. Bu PCR testlerinin
ekonomik, hizl1 ve dogru olmasi ve Jersey sigirlarinda JH1 tasiyicilarinin taranmasi ve
capraz dogrulanmasi i¢in ayr1 ayr1 veya kombinasyon halinde kullanilabilir 6zellige

sahip oldugunu gostermislerdir (Kumar et al., 2020).
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3. YONTEM

3.1.Kullanilan Cihazlar

1.PCR Cihazi (Px2 Thermo cycle)
2.Elektroforez Tanki

3.Elektroforez Gili¢ Kaynagi (MULT-MIXER)
4.Jel Goriintiileme Sistemi (BIO RAD chemiDoc MP)
5.Bilgisayar (Hp)

6.Hassas Terazi (METTLER TPLEDO)
7.Mikrosantrifiij (BECKMAN COULTER)
8.Vorteks

9.Mikropipet Seti

10.0Otoklav

11.Buzdolabi

12.Mikrodalga Firin

13.PCR Tiipii

14. Steril Eldiven
15.pH metre

16.Is1tic1 (Biosan)

17.Sim tiip

3.2. Kullanilan Soliisyonlar ve Tamponlar
3.2.1. Etidiyum Bromiir Soliisyonu

18.16 gram sodyum etilentriaminetetraasetat (Na2EDTAX2H-0), 80 mililitre
distile su icinde manyetik karistiric1 kullanilarak homojen bir sekilde karistirilmistir.
Coziinmenin gerceklesebilmesi i¢cin 2 gram sodyum hidroksit (NaOH) karisima
eklenerek (pH:8) ayarlanmigtir. pH ayar1 hidroklorik asit (HCI) kullanilarak
gerceklestirilmistir ve distile su eklenerek toplam hacim 100 mililitreye
tamamlanmistir.  Olusturulan EDTA  ¢ozeltisi, 121°C 20 dakika boyunca

otoklavlanmis olup; oda sicakliginda saklanmaistir.
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3.2.2. Eletroforez Tamponun Hazirlanmasi

EDTA (Etilendiamin Tetra Asetik Asit) soliisyonu hazirlanmasi- 100 ml, 0.5M:
Hassas bir terazi kullanilarak 18,16 gram EDTA tartilmistir ve 80 ml saf suya
eklenerek ¢oziilmiistiir. Yaklasik olarak 2 gram NaOH ¢ozeltiye ilave edildi ve toplam
hacim 100 ml'ye tamamlanmistir. pH degeri, pH metre kullanilarak 8'e ayarlanmistir
ve son olarak otoklavlanarak steril hale getirilmistir.

Tris-Borik Asit-EDTA (5xTBE) soliisyonu hazirlanmasi: Bir miktar saf suya,
27,5 gram Borik asit ve 54 gram Tris igeren EDTA ¢ozeltisinden 20 ml alinarak
eklenip ¢oziilmiistiir; sonrasinda toplam hacim 1 litreye tamamlanmustir.

Tris-Borik Asit-EDTA (1xTBE): 5x TBE tamponundan 200 ml alinarak 800 ml

distile su ile seyreltilerek 1x TBE ¢ozelti hazirlanmistir.
3.2.3. Agaroz Jel (% 1.25 'lik)

2,5 gram agaroz, 100 ml 1XTBE ¢ozeltisiyle erlenmayer icerisinde karistirilip
mikrodalga firinda 2 dakika 800 santigrat derecede isitilmistir. Hafif sogumasi
beklenerek 0.4 mikrolitre Etidyum Bromdir eklenip hizli bir sekilde iyice karistirilmig
ve yiikleme yapilacak taraklari hazirlanmig olan kasete dokiilerek; sertlestikten sonra

+4 derecede bekletilmistir.
3.2.4. ANTP Calisma Soliisyonu

100 milimolar (mM) Adenin, Timin, Sitozin ve Guanin niikleotidlerinden her
birinden 25 mikrolitre (ul) alinarak; 25 milimolar (mM) konsantrasyonda 100
mikrolitre (ul) ANTP ara stogu hazirlanmistir. 25 mM ara stogundan 100 pl alinip 250
pl steril distile suyla kanstirilarak toplamda 350 pl ve 10 milimolar (mM)

konsantrasyonda dNTP ¢alisma soliisyonu hazirlanmustir.
3.2.5. Primer Stoklarimin Hazirlanmasi

CWC15 geninin primerleri: 100 pmol ana stoktan c¢alisma soliisyonu,
konsantrasyonu 10 pmol olacak sekilde distile suyla 10 kat sulandirilmistir.

Son hacim hazirladiktan sonra 2 dakika santrifilj yapilmistir ve 3 saat boyunca
manyetik karistiricida 37 °C bekletilip; beklemeden sonra tekrar 2 dakika santrifiij
yapilmustir.
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3.2.6. EDTA Soliisyonunun Hazirlamasi

18.16 gram Na, EDTA<2H.O 80 ml distile su iginde manyetik karistirici
kullanilarak karigtirilmistir. Coziinme saglanabilmesi ig¢in 2 gram NaOH c¢ozeltiye
eklenmistir (pH: 8). pH ayar1t HCI kullanilarak yapilmis ve distile suyla 100 mililitreye
tamamlanmistir. Hazirlanan EDTA ¢6zeltisi otoklavlanmis (121°C-20 dakika) ve oda

sicakliginda saklanmistir.
3.2.7. 5XTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu

54 gr Trisma Base 27.5 gr Broik asit ve 20 ml EDTA 500 ml distile su i¢erisinde
manyetik karigtirict ile karistirilmistir. Homojen olunca distile su ile 1 litreye

tamamlanarak ¢oziilmiis ve ¢6zelti oda sicakliginda saklanmistir.

3.3. Ornek Toplama

Calismamizda Ege Bolgesinde yer alan Jersey isletmesinden orneklerimiz
topland1. Isletmeden, Jerseylerin pedigri bilgilerinin yani sira; servis periyotlari, kag
dogum yaptig1, kacinci tohumlamada gebeligin olustugu, gebeligin tespit edilip
edilmedigi, ediliyorsa eger erken embriyo kaybi yasayip yasamadigi, gebelik
tohumlama oranlar1 gibi veriler alinmistir. Bu verilerle calisma sonrasi uyum
degerlendirilmistir. Segilen siiriide, Brucella abortus, sap, metritis ve endometritis gibi
embriyo kaybina neden olan, polikistik over ve kalict corpus luteum vb. infertiliteye
yol acan hastaliklarin diglandig1 damizlik hayvanlardan numune alinmistir. Bu amagla

bilgileri edinilmis toplamda 172 inekten 15ml siit alinmistir.

3.3.1 Siit Numunelerinin Toplanmasi

Meme temizliginin yapilmasi alinacak numunenin kontaminasyonun énlenmesi
i¢in énemlidir. Su ile ilk yikama islemi gerceklestirildikten sonra meme nemli temiz
bir bez ile silinir ve ardindan bir kagit havlu ile kurulanir. Meme temizligi sonrasi elle
sagilan ineklerden (n=108) 15 ml siit 6rnekleri alinmigtir. Kontaminasyon olusmamast
icin, memeden gelen ilk siit sagilip atilmistir. Ardindan gelen kisim 6rnek toplama
kaplarina alinmistir. Alinan siit numuneleri soguk zincirle laboratuvara getirilmistir ve

isleme tabi tutulana kadar +4 °C’ de muhafaza edilmistir
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3.3.2 Tiikiiriik Orneklerinin Toplanmasi

Padoklara konulan hayvanlar kilit yontemi ile sabitlendiler. Ornek toplanacak
sigirlara sabah 6giinleri verilmeden dnce numune alindi. Bu sayede agiz i¢i bir nebze
daha temiz oldu. Agiz igleri normal igme suyu ile yikandi. Sonrasinda steril swap,
yanak bolgesin ve dil alt1 mukozasina 4-5 kez ¢evirerek siirlintli tiikiiriik 6rnekleri
topland1 (Alhaddad et al., 2019; Richards et al., 1993). Swaplar daha sonrasi igin
kullanilmak tiizere izotonik soliisyonu iceren swap tiiplerine pamuk kismi sivinin
altinda kalacak sekilde iyice kapatilarak 6nce +4°C’e sonra da -20°C’ye konularak
DNA ekstraksiyonu yapilan giine kadar bu sicaklikta saklandi.

3.4 Numunelerden DNA eldesi

Cig siitlin dogal bilesenlerinden bir boliimii ¢ogunlukla polimorf niikleer
l6kositler, makrofajlar, lenfositler ve az sayida meme epitel hiicrelerini igeren somatik
hiicrelerdir (Boutinaud & Jammes, 2002). Siitteki somatik hiicre sayisi; tiir, 1k, siit
verimi, laktasyon evresi, sagim hijyeni, stres ve bireysel yatkinliklar gibi bircok
faktorden etkilenir (Rupp, Boichard, Bertrand, & Bazin, 2000). Saglikli ineklerde 1 ml
siitteki somatik hiicre sayis1 2 x 10% ila 2 x 10° arasinda degismektedir (Pantoja,
Hulland, & Ruegg, 2009). Siitte bulunan somatik hiicreler hayvanin DNA’simi elde
etmek icin yeterlidir. Bu durum; hayvani huzursuz ve rahatsiz eden kan alma
uygulamalar1 yapilmadan, giinliik rutini igerisinde olan sagim sirasinda siitiin alinarak

hiicre temini i¢in imkan yaratmaktadir.

3.5. DNA Ekstraksiyonu

Laboratuvarda soguk zincir ile getirilen siit numunelerinin islem basamaklar

asagidaki gibi gerceklestirilmistir:

1. 15 ml ¢ig stut/tiikiirtik, 7.000 devirde 10 dakika (4°C) santriflyj edilmistir. Siit
yaginin ve siit proteinlerinin ¢ogu siipernatantla uzaklastirilmistir ve pelette kalan
somatik hiicreler ayrilmigtir. Bu peletler 2 ml steril tiiplere aktarilmigtir. 5.000 devirde

3 dakika (4°C) santrifiij edilmistir ve slipernatant tekrar atilmistir.

2. Pelet, 1 ml tampon (15 mM Tris-HCI (pH 7,4-7,6), 25 mM NaCl, 5 mM
MgCly, 15 mM Na2HPO4, 2,5 mM EDTA, %]1 sakkaroz) ile yikanmistir. Bu karigim,
5.000 devirde 3 dakika (4°C) santrifiij edilerek, siipernatanti ¢ikarilmistir ve berrak bir

stipernatant elde edilene kadar bu adim tekrarlanmustur.
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3. Stipernatant1 atilmis 200 pl 6rnegi 1,5 ml’lik ependorf tiiplere aktarilmistir.
4. Ornegin iizerine 20ul proteinaz K eklenmistir.

5. Karigimin tizerine 20ul RNase A eklenerek bu karigimin karismasi amaciyla

kisa siire vortekslenmistir ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.

6. Karisimin tizerine 200 pl PureLink Genomic/Lysis Binding Buffer eklenmistir
ve homojen bir soliisyon elde edilene kadar vortekslenmistir. Bu karisim, 55°C’de 10

dakika inkiibe edilmistir.

7. Toplam 440 pl olan karisimin iizerine 200 pul %100 ethanol eklenerek 5 saniye

vortekslenmisgtir.

8. Yaklasik 640 pl homojen karistm PureLink Spin Columna aktarilarak
10.000xg de 1 dakika santrifiij edilmistir. DNA filtrede kalmistir; altta kalan karigim

dokiilmiistiir ve yeni bir collection tube takilmistir.

9. Filtrenin tizerine 500 pl ilk yikama soliisyonu (Wash Buffer) ilave edilerek;
11.000 rpm’de 1 dakika santriflij yapilmistir. Alttaki karigim dokilmiistiir ve yeni bir

collection tube takilmustir.

10. Filtrenin {iizerine Wash Buffer II soliisyonundan 500 pl eklenerek,
maksimum hizda 3 dakika santrifiij edilmistir. Sipin columnu kurumasi ve alkolden

arindirilmasi saglanmustir.

11. Sipin columnu yeni 1,5 ml’lik steril ependorfa alinmistir ve {izerine 25-200

ul PureLink Genomic Elution Buffer eklenmistir.

12. 1 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Sonra 1 dakika maksimum

hizda santrifiij edilerek altta 100 pl DNA ¢6zeltisinin sizmasi saglanmustir.

13. Elde edilen iirtinler PCR asamasinda kullanilincaya kadar -20°C’ de derin

dondurucuda saklanmaistir.

3.6. PCR Asamasi

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), 6zel bir molekiiler teknoloji yontemi olup;
spesifik DNA dizilerini in vitro DNA sentezi yoluyla iissel olarak gogaltmak igin
kullanilmaktadir. Bu yontem ii¢ ana adimdan olusur. ilk asamada DNA'nin yiiksek

sicaklikta ¢oziilmesi (Denatiirasyon), ikinci asamada ¢ogaltilmasi hedeflenen bdlgeye
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spesifik olarak tasarlanmis iki sentetik oligoniikleotid primerin baglanmasi
(Hibridizasyon) ve son asama olan tliglincii asamada ise 1s1ya dayanikli (termostabil)
bir DNA polimeraz enzimi ile primer uglarindan hedef bdlgenin sentezlenmesi
(Polimerizasyon) ile gerceklesmektedir. Bu dongii defalarca tekrarlanmaktadir. Her
dongiide sentezlenen yeni DNA iplikgikleri, sonraki adimlarda DNA sentezinin hedefi
olarak kullanilmaktadir (Henson ve French, 1993). PCR islemi, sicaklik ayarlariin
otomatik olarak kontrol edildigi 6zel cihazlar olan termal cyclerde
gerceklestirilmektedir. Ornek DNA, spesifik hedef bolgeye uygun sentetik primerler,
1stya dayanikli Tag veya benzer bir polimeraz enzimi, deoksiriboniikleotit trifosfat
(dNTP), tampon soliisyonu ve genellikle Mg* gibi divalent katyonlar igeren bir
calisma karisimi olusturulmaktadir ve PCR tiiplerine konulmaktadir. PCR cihazinda,
cogaltilacak DNA bolgesine 6zgli sicaklik ve dongili sayisi parametreleriyle islem
gerceklestirilir (Sambrook & Russell, 2001). Bu tez ¢alismasinda, CWC15 genin JH1
polimorfizminin tespiti i¢in klasik PCR yontemi kullanilmistir. Bu yontem igin

kullanilan primerler Tablo 3.1'de belirtilmistir.

Ornek DNA’s1 eklenmeden 6nce PCR master miksi hazirlanmistir ve her bir
ornek i¢in bu mixten 23 pl 6rnek sayisina gore ayri1 ayri 0,5 ml’lik tiiplere aktarilmistir,
iistline her bir 6rnek igin 3 pl olacak sekilde DNA pipet yardimu ile dagitilmistir. Hedef
genin mutasyona Ozgii bolgesinin eldesi icin asagida belirtilen primer giftleri

kullanilmistir.

Tablo 3.1. CWCI15 geninde JH1 mutasyonunun bulundugu boliimii igine alan 340bg’lik kismi i¢eren

primerler
Polimorfizm Kullanilan Primerler
JH1 Forward primer 5' TCTGCTTTAGGGACTGAGGATGAAGTTGC 3’

Reverse primer 5" GCTTTCACCCCACATTTAAAAGCAAACAAA 3’
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Klasik PCR reaksiyonu i¢in, son reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde su
bilesenler kullanilmistir: 1U Tag DNA Polimeraz (Gene All, Lot: TQ016A28007), 0.2
mM dNTP karigimi (Thermo Scientific, 25 mM), 1X Tag Reaction Buffer (Gene All
Lot: TB016G15000). Primerler, hedeflenen konsantrasyonlar1 0.8 pmol olacak sekilde
ayarlanarak kullanilmistir. Ek olarak, 3 ul genomik DNA 6rnegi eklenmis ve toplam
hacim 25 pl'ye tamamlanmasi i¢in gereken miktarda dH2O ilave edilmistir. PCR

bilesenleri ve miktarlari, ayrintili bir sekilde Tablo 3.2'te belirtilmistir.

Hedef DNA bolgesinin ¢ogaltilmasi amaciyla, toplam hacmi 25 pl olacak olan
PCR reaksiyonunda; genomik DNA’dan 50-100 ng, her bir primerden (ileri ve geri)
10 pmol, her bir ANTP den 200 uM, 10 x PCR tampon ¢o6zeltisinden (buffer) 2,5ml,
1,5 ul MgClz ve 1 pl Tag DNA polimeraz enziminden de 1U (iinite) kullanilmistir. Bu
miktarlar steril suyla 6rnek basina 25 pl ye tamamlanacak sekilde ilave yapilarak
gerceklestirilmistir. PCR’1 i¢in her bir 6rnek basina olusturulan reaksiyon karigimi

Tablo 3.2 dedir.

Tablo 3.2. JHI mutasyonu i¢in PCR reaksiyon karigimi

PCR Bileseni (Stok) CWCI15 (ul/Tip)

10X PCR Buffer 2.5 ul 1X PCR Buffer
dNTP mix (10mM) 1 ul 0.2mM
Forward Primer (20pmol) 1l 5pmol

Reverse Primer (20pmol) 1 ul 5pmol

Taq DNA Polimeraz (2.5U/ul) 04pul 11U

Genomik DNA 2 ul

Steril distile su 17.1pul
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Termal cycler’de PCR icin 1s1 donglisii ise genel olarak Tablo 3.3’te

gosterilmistir.

Tablo 3.3. CWC15 geni Termal cycler’da PCR igin 1s1 devri

islem Sicakhik(°C) Siire(sn) Dongii Sayis1
On denatiirasyon 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 94°C 45 sn
Baglanma 60°C 45 sn 35 dongi
Uzama 72°C 45 sn
Son uzama 72°C 5dk 1

3.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Genellikle DNA fragmanlarini ayristirmak i¢in agaroz jelleri kullanilmaktadir.
Bu jellerin konsantrasyonu, farkli uzunluktaki DNA fragmanlar1 arasindaki mesafeyi
belirlemektedir. DNA fragmanlarinin hareketi, jeldeki agaroz konsantrasyonuna,
DNA fragmanlarinin konformasyonuna, akimin kuvvetine ve tamponlarin iyonik
kuvvetine baglidir. Kiiciik DNA molekiilleri, agaroz jeldeki kii¢iik kanallardan daha
hizli gé¢ etmektedir. Bu nedenle, daha uzun DNA molekiillerinden daha uzaga
yerlesmektedir. Jel konsantrasyonu, kanal c¢apin1 belirledigi igin diisiik
konsantrasyonlu jeller, biiyiilk DNA fragmentlerinin daha iyi ayrilmasini saglarken;
yuksek konsantrasyonlu jeller kiiciik DNA fragmanlarinin daha iyi ayrilmasim

kolaylastirmaktadir (Lee & Bahaman, 2010).
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Bu ¢aligma, CWC15 genini PCR reaksiyon iirlinleri, icinde Bromofenol mavisi
ve gliserol (BBF, Lot: OLB00) bulunan yiikleme ve takip tamponu ile %2,5'lik agaroz
jelde gerceklestirilmisgtir.

%2,5'lik agaroz jel hazirlamak igin, hassas terazide 2.5 gr agaroz (Invitrogen,
Lot:0000186100) tartilmistir ve erlenmayer icerisine konulmustur. Uzerine 100 m1 1X
TBE (200 ml 5xTBE + 800 ml distile su) eklenerek karistirilmistir. Bu karigim,
mikrodalga firinda 2-3 dakika 1sitilarak agarozun tamamen ¢oziinmesi saglanmistir.
Cozelti tamamen c¢oziindiikten sonra homojen hale gelmesi i¢in oda sicakliginda
hafif¢e sogumaya birakimistir. Hafifce soguyan ¢ozeltiye, DNA'nin jel goriintiileme
cihazinda gorlinmesini saglamak amaciyla yaklasitk 3 upl etidyum bromid ilave
edilmigtir. Jel kasetinin iki kenarin1 kapatmak i¢in kullanilan kalin lastik bariyerler
kasete takilmistir ve PCR iiriinlerinin yiiklenecegi kuyucuklarin olusmasi i¢in kasete
taraklar yerlestirilmistir. Hazirlanan agaroz ¢ozeltisi jel kasetine dokiilerek yaklasik

20 dakika donmasi i¢in bekletilmistir.

Hazirlanan %2,5'lik agaroz jelde, oncelikle taraklar ¢ikarilmistir ve jel kaseti
elektroforez tankina yerlestirilmistir. CWCI15 geninin 340bg¢’lik bolgesi i¢in yapilan
PCR reaksiyonlarinin her birinden, jelde takip etmek ve {irlinlerin jel kutucuklarina
yerlesmesini saglamak amaciyla 10 pl alinarak yaklasik 1 pl jel ylikleme tamponuyla
karistirilmistir ve jel kuyucuklarina yiiklenmistir. Elektroforez tankinda, DNA'nin (-)
kutuptan (+) kutba dogru go¢ etmesini saglayan ve elektriksel ortam i¢in gereken 1 X
TBE ¢ozeltisi bulunan kapak kapatilmistir, elektrik baglantilar1 yapilmistir ve giig
kaynagindan 150 Volt sabit elektrik verilerek DNA'y1r yiiriitme islemi
gerceklestirilmistir. PCR {iriinleri, yaklagsik 30 dakika boyunca marker esliginde
yuriitiilmiistiir. Marker olarak GeneAll GENESTATM 100b¢ DNA Ladder

kullanilmastir.

3.8. PCR Uriinlerinin Kontrolii

CWCI15 gen bolgeleri ile ilgili PCR iirlinlerinin olusumunu kontrol etmek i¢in
yluriitme isleminden sonra jel UV 1s1k altinda (300 nm dalga boyunda) incelenmistir.

Daha sonra UV transiliiminatdrde PCR iirlinlerinin fotografi ¢ekilerek kaydedilmistir.
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3.9.RFLP PCR

PCR amplikonlarinda mutasyonlarin belirlenmesi i¢in altin standart yontem
dogrudan dizi analizidir. Ancak, 6zellikle biiylik 6lgekli uygulamalarda tiim PCR
amplikonlarinin dizilenmesi maliyetli, zahmetli ve zaman alict olacaktir (Gulija,
Ivancic-Jelecki, Santak, & Forcic, 2011). Bu nedenle PCR RFLP yéntemi maliyet
etkin bir yontem olmasindan dolay1 daha sik kullanilan bir yontemdir(Al-Shuhaib, Al-
Lamy, Al-Tayy, Al-Thuwaini, & Radhi, 2018; Bai et al., 2019; Vielmo et al., 2019).

Degerli bir nokta, bu teknikte tiir i¢i varyasyonun belirlenmesi ve tiir
tanimlama/farklilastirma amaciyla kullanilmis olmalaridir. PCR amplifikasyonuyla
mitokondriyal D-loop, ribozomal bolgeler veya diger genetik lokuslarin korunmus
bolgeleri hedef alinarak birgok organizma tiir diizeyinde ayirt edilebilir (Kim & Kim,
2018; Sivaraman et al., 2018). PCR-RFLP'nin genetik spektrum agisindan daha sinirli
oldugu sdylenebilir. Bununla birlikte, PCR-RFLP diisiik maliyeti ve gelismis ekipman
gerektirmemesi nedeniyle diinya genelinde aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir

(Rasmussen, 2012).

PCR-RFLP, Botstein ve arkadagklar1 (1980) tarafindan gelistirilen ve kirilmig
amplifikasyon polimorfik sekansi olarak da bilinen bir tekniktir (Botstein, White,
Skolnick, & Davis, 1980). Bu yontemde, PCR ile elde edilen bir amplikon, belirli bir
restriksiyon enzimi tarafindan tanima bdlgesi olarak bilinen benzersiz bir restriksiyon
enzimi kesim bolgesinde islenir ve farkli boyutlarda birkag DNA parcast olusturur.
Sonrasinda, sindirilmis amplikonlar bir jel {izerine yerlestirilir ve elektrik alan

uygulanir. Farkli boyuttaki bantlar jel {izerinde farkli mesafelerde hareket eder.

PCR-RFLP'in en biiylik avantaji basitligidir. Bu yontem, molekiiler biyoloji
alaninda kolaylikla uygulanabilir. Ancak, PCR-RFLP'nin sinirlamalari vardir. Bu
yontem, sadece belirli bir restriksiyon enzimi tanima bolgesiyle simirlidir ve diger
dizileri g6z ard1 eder, baska bir restriksiyon enzimi ile ¢ift sindirim yapilarak problem
elemine edilebilir. Bu nedenle, PCR-RFLP'nin ana sinirlamalar1, belirli bir restriksiyon
enzimine ihtiya¢c duymasi ve ayni anda birden fazla SNP hedeflendiginde tam
varyasyonun zorlukla belirlenmesidir. Bu sorun kismen iki enzimin ayni reaksiyon

karisiminda kullanilmasiyla ¢oziilebilir (Shirasawa, Hirakawa, & Isobe, 2016).
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Orneklerin islenmesi icin gereken siire iki asamaya ayrilir: amplikonlarin
restriksiyon enzimi tarafindan in vitro sindirimi ve elektroforez. Restriksiyon enzimi
ile sindirimde, kullanilan enzim tiiriine bagli olarak degisen inkiibasyon siireleri
gereklidir. Ornegin, Hinfl gibi baz1 enzimler igin inkiibasyon siiresi 30 dakika iken,
genellikle tiim enzimlerin hedef tanima dizilerini sindirmek icin gereken standart
inkiibasyon siiresi 60 dakikadir. Bununla birlikte, inkiibasyon siiresi gece boyunca
(yaklasik 17 saat) uzatilabilir. Endoniikleazlarla uzun siireli inkiibasyon nedeniyle
PCR-RFLP, bu durumlarda zaman alic1 bir yontem olarak kabul edilebilir (Fitarelli-
Kiehl et al., 2016).

PCR-RFLP yonteminde ampliconlarin boyutu, kullanimini sinirlamaz. Bu,
PCR-RFLP'in ampliconun fiziksel ozelliklerine dayanmadigindan kaynaklanir.
Bunun yerine, tanima dizisinin varlig1 veya yoklugu tek kisitlayict adimdir; aksi
takdirde, hedeflenen restriksiyon enzimi, ilgili ampliconun uzunluguna dikkat etmez.
PCR-RFLP genellikle yatay bir agaroz jel lizerinde gergeklestirilir. Ancak, basaril bir
PCR-RFLP i¢in yiiksek bir amplicon konsantrasyonu gereklidir (Hashim & Al-
Shuhaib, 2019) ¢iinkii agaroz jel, yiiksek ¢oziintirliiklii poliakrilamid jellere kiyasla
ayritmak igin sinirh bir kapasiteye sahiptir. PCR-RFLP, poliakrilamid jel {izerinde
gerceklestirilebilir ve ampliconlar yiiksek hassasiyetli glimiis boyama kitleri ile tespit

edilebilir (Highsmith Jr, 2006).

Calismamizda kullanilan Tagal RFLP enzimi, T*"CGA bolgelerini tanir ve kendi
tamponunda en iyi 65°C'de kesmektedir. FastDigest Tamponunu kullanarak en iyi
65°C'de 10-15 dakikada cogaltilan DNA kesilmektedir. Biz ¢alismamizda her bir
ornek i¢in PCR iiriiniinden 10 ul, 10X FastDigest Bufferdan 2,5 ul, 10X FastDigest
Green Buffer Tamponunundan 2,5 pl ve steril sudan 10 pl olacak sekilde total 25 pl’lik
bir karisim hazirladik. RFLP i¢in her bir 6rnek basina olusturulan reaksiyon karigimi
Tablo 3.4 dedir. Bu karisimi 65 derece 15 dakika beklettik ve ardindan 10 pl’sini %3

liikk agaroz jelde yiiriittiikkten sonra goriintiiledik.
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Tablo 3.4. Her bir 6rnek i¢in hazirlanan RFLP karigim1

RFLP Bilesenleri (Stok) CWC15 (ul/Tiip)
PCR iiriinii 10 ul
10X FastDigest Bufferdan 2,5l
10X FastDigest Green Buffer Tamponunundan 2,5 ul
Tagal RFLP enzimi 0,5 ul (5U)
Steril su 9,5l
Total 25 ul

3.10. DNA Dizi Analizi

Yapilan PCR sonucu elde edilen CWCI15 geninin ilgili kismimin, DNA dizi
analizinde kullanabilmek amaciyla primer artiklarindan ve geri kalan biitin DNA

fragmentlerinden ayrilmasi i¢in saflastirilma islemi uygulanmistir.

Baslangigta diziler kalip DNA boyunca tek yonlii primer ile sentezi tek bir yonde
gergeklestirilir. Daha sonra sentez sirasinda ortama dideoksiriboz sekeri ihtiva eden
niikleotidler reaksiyona katilir. Dideoksiribozun 6zeligi; 3’ ucunda bulunan OH™ grubu
yerine sadece H* atomunu ihtiva etmesidir. Dideoksiribozun bu dzeliginden dolay1 3’
ucuna yeni bir niikleotid baglanmasi engellenir. Bu da sonug olarak; 5’->3" yoniinde
ilerleyen polimeraz reaksiyonunun ddNTP’ lerin baglandigi noktada uzama
reaksiyonun sonlanmasina neden olmaktadir. Bu prensip ile saflastirilan PCR tirliniind,
deoksiriboniikleotid trifosfatlart (ANTP — dATP, dGTP, dTTP, dCTP) DNA
polimeraz, primerini, dideoksiriboniikleotid trifosfatlart (ddNTP- ddATP, ddGTP,
ddTTP, ddCTP) koyarak reaksiyon baglatilmistir. Eklenen ddNTP’ler radyoaktif
olarak isaretlenerek; genel olarak ddATP i¢in yesil, ddGTP i¢in siyah, ddTTP i¢in

kirmizi ve ddCTP i¢in mavi 1s1ma elde edilmek {izere renkler se¢ilmistir.

Sonrasinda, Termal cycler cihaz1 95°C* de 30 saniye, 50°C’ de 10 saniye ve
60°C’de 4 dakika 30 dongii olacak sekilde ayarlanmistir. Her bir dongiide DNA
polimeraz kalip DNA’y1 5°->3 yoniinde ddNTP ekleyene kadar sentezlemistir.
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ddNTP eklendikten sonra DNA polimeraz DNA uzamasii sonlandirmistir. Bir
sonraki asamada asagidaki adimlar takip edilmis olup; elde edilen (irtinleri

saflastirmak amaciyla piirifikasyon islemi uygulanmistir:

1. 15 ul’lik PCR reaksiyon iiriintine 5 pl (125 mM EDTA), 60 pl (%2100 etil

alkol) ilave edilmistir.
2. 15 dakika plate oda sicakliginda vortekslenmistir.
3. Platedeki PCR firiinleri 2.000 devirde 30 dakika santrifiij edilmistir.
4. Platedeki siipernatant kisim atik kabina bosaltilmistir.

5. Platedeki kuyucuklarin iizerine 20 pl %70’lik etil alkol ilave edilerek,

vortekslenmistir.
6. Platedeki PCR iiriinleri 2.000 devirde 15 dakika santrifiij edilmistir.

7. Platedeki etil alkol atik kabina bosaltilarak; bos plate 15 dakika oda
sicakliginda bekletilmistir.

8. Her bir 6rnegin iizerine 20 pl yiikleme solusyonu (sample loading solution)

eklenmistir.

Bu ¢okiintii formamid igeren bir soliisyonda ¢ozdiiriilerek dizileme cihazina
kolonda yiiriitiilmek amaciyla yiiklenmistir. Kolonda ytiriitiiliirken daha az sayida
niikleotidin dizilendigi baz dizilerinin kolondan ¢ikist daha hizli oldugu i¢in, hizl
olanin reaktifinin 1s1n1m1 gergeklestiginden; daha once agikga belirtilen renklerden
hangisi algilanirsa o ddNTP’nin piki gergeklesmistir. Bu sekilde elde edilen PCR
tirlinliniin dizisi okunmus olarak kabul edilmektedir (Karacan & Olgun, 2009).

3.11. istatistik Analizi

Calismada verilerin degerlendirilmesinde, istatistiksel analiz i¢in Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) 22.0 IBM (NY, ABD) kullanilmstir.
Kategorik degiskenler yiizde frekans olarak ifade edilmistir. Siirekli degiskenler
ortalamaztstandart sapma olarak ifade edilmistir. Grup karsilagtirmalarinda kategorik
degiskenler icin ki-kare testi, siirekli degiskenler i¢cin bagimsiz drneklem t testi

kullanilmastir.
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4 BULGULAR

4.1 Arastirma Grubuna Ait Bulgular

Bu tez calismasinda, CWCI15 geninin 340bg¢’lik bolimi igerisinde JHI
mutasyonunun sikligt PCR-RFLP ve DNA dizileme yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Calisma kapsaminda Jersey siirlisiinden alinan 172 siit/agiz mukozasi
stiriintiisiic 6rnegi ile calisilmistir. Calisma grubunun yas dagilimi Tablo 4.1° de,
calisma grubunun dogum sayilari Tablo 4.2’de ve Tablo 4.3’de calisma grubu

hayvanlarinin servis periyotlarinin dagilimi verilmistir.

Tablo 4.1. Orneklerin yaslara gore dagilimi

Siklik (n) Oran (%)
Yas
6 3,75
6-12 ay
33 20,625
lyas
18 11,25
2yas
103 70,625
3yas
Tablo 4.2. Orneklerin dogum sayist dagilimi
Dogum sayisi Siklik(n) Oran (%)
Hi¢ dogum yapmayanlar 33 19,9
1 dogum yapanlar 57 34,3
2 dogum yapanlar 76 45,8
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Tablo 4.3. Orneklerin servis periyotlarinin dagilimi

Grup kategorileri Gruplar

0-90 : n=96
Acikta gecen giin 31i 90-180: n=37
180- ... : n=33
0-90: n=96
90-150: n=31
Acikta gegen giin 5li 151-210: n=17

211-270: n=13

271-... :n=11

4.2. DNA’min Kalitatif Tayini

CWC15 geninin 340 bg’lik DNA fragmenti PCR ile in vitro kosularda elde
edilmistir. PCR ‘da ¢ok sayida kopyasi elde edilen DNA fragmenti %2,5’lik agaroz
jelde 150 V’°de 30 dakika yiiriitiilerek UV 151k ile tespit edilmistir. Jele yiiklenen PCR
trlinlerinin  sonuglarmin degerlendirilmesi i¢in ilk kuyuya 100b¢’lik marker

kullanilmistir. PCR sonucunun jel gortintiisii Sekil 4.1° de verilmistir.

Sekil 4. 1. %2,51ik agaroz jelde yiiriitiilen CWCI15 geninin PCR sonrasi bant drnekleri (marker 100bg
DNA markir1 kullanilmigtir).
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4.3. PCR-RFLP Analizi

PCR ile gogaltilan iirtinler PCR-RFLP yontemi kullanilarak Tagal restriksiyon
enzimine tabi tutulmustur. Uriinler tekrar %2,5°lik agaroz jelde 150 V’de 30 dakika
yiriitiilerek UV 1s1k ile analiz edilmistir. Analiz sonucunda normal fenotipli bireylerde
2 fragment (137-203b¢) olusurken; heterozigot mutant alleli tasiyan bireylerde 3
fragment (137-203 ve 340b¢) olustugu gozlenmistir. PCR-RFLP sonucun
degerlendirilmesi i¢in 100b¢ DNA marker’1 kullanilmistir. PCR-RFLP sonucunun jel

goriintiisti Sekil 4.2° de verilmistir.

"N NNNNNN

Sekil 4. 2. %2,5 ‘lik agaroz jelde yiiriitiillen CWC15 geninin kesim sonrasi bant 6rnekleri (N=Normal
C=Mutant)

Arastirmamizda 172 ornekte 9 adet mutant birey (%5,23) bulunmustur. Bu

sonuglar Tablo 4.2” de gdsterilmistir.

Tablo 4.4. CWCI15 geni PCR/RFLP sonuglart

Siklik (n) Total (%)
) 9 5,23
Heterozigot mutant
. 163 94,77
Homozigot normal
172 100.0

Total
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4.4. DNA Dizi Analizi

CWCI15 geninin 3. ekzonda yer alan ve 54. aminoasit olan Arjinin’i kodlayan
kodonda meydana gelen SNP sonrasi bu kodonun stop kodonuna doniigmesine neden
olan C/T doniisimii DNA dizi analizi ile bulunmustur. Elde edilen tiim DNA dizi
analizi sonuglarimiz PCR-RFLP sonuglarimiz ile uyumludur. DNA dizi analizi

sonuglar1 Sekil 4.3’ te gosterilmistir.

I

‘,‘/"\\ J/‘\\‘ 2 B e

Sekil 4.3. DNA dizi analizi sonucu normal genotip
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TTTAG ACAGACCACTCAGGATGCCCCTG AAGAGGTTCGAAACCGTG ACTTCAGG AGAGAGTTGGAGGAGAGA

a

Sekil 4.4. DNA dizi analizi ile elde edilen tek niikleotid polimorfizim.

4.5. Istatistiksel Analiz Bulgular

Calismaya 1 yasinda olan 32 (%19.28), 2 yasinda olan 18 (%10,84) ve 3 yasinda
olan 116 (%69.88) toplam 172 Jersey sigir1 dahil edilmistir. Bu sigirlar agikta gecen
giin sayisina gore once 3, sonra 5 gruba ayrilmistir. Gruplara ayrilmalarina gore

sigirlarin JHI mutasyon genotip dagilimi Tablo 4.3’te verilmistir.
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Tablo 4.5. Gruplara ayrilmalarina gore sigirlarin JH1 mutasyon genotip dagilimi

JH1 mutasyon n=172

Grup kategorileri Gruplar p
Normal Heterozigot

0-90: 1 n=96 (%) 93 (96.88) 3(03.13)

90-180: 2 n=37 (%)  35(94.59) 2 (05.41) >0.05
Agikta gegen giin 314 180-:3n=33 (%) 29 (87.88) 4(12.12)

0-90: 1 n=96 (%) 93 (96.88) 3(03.13)

90-150: 2 n=31 (%) 29 (93.55) 2 (06.45)

151-210: 3n=17 (%) 16 (94.12) 1 (05.88) >0.05

211-270: 4n=13 (%) 11 (84.62) 2 (15.38)

Acikta gegen giin 51i
271-:5n=11 (%) 10 (90.91) 1 (09.09)

Agikta gegen giin 3lii gruplar arasinda giin sayisi arttikga; JH1 mutasyon
heterozigot genotipli sigirlarin oraninin arttig1 saptanmistir (Tablo 4.5). Agikta gegen
giin 5li gruplar arasinda en diisiik JH1 mutasyon heterozigot genotipli sigir orani 0-
90:1 grubunda saptanmistir (Tablo 4.5). Ancak, hem acgikta gecen giin 3lii gruplar
arasinda hem de acikta gecen giin 5li gruplar arasinda JH1 mutasyon genotip
dagiliminda istatistiksel agidan anlamli bir fark saptanmamuistir (Tablo 4.5).

JH1 mutasyonlu normal genotipli sigirlarin yas basina ortalama gebelik sayisi
0.44+0.26 iken JH1 mutasyonlu heterozigot genotipli sigirlarin yas basina ortalama
gebelik sayis1 0.33+£0.24 ile daha diisikk bulunmustur. Ancak istatistiksel agidan

anlamli bir fark saptanmamustir (p>0.05).
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S.TARTISMA

VanRaden ve arkadaglari tarafindan 2011 yilinda yapilan ¢alismada; Holstein,
Jersey ve Brown Swiss irklarinda, ytliksek popiilasyon frekansina sahip ancak hicbir
zaman homozigot olamayan haplotipleri incelenmistir ve bes yeni resesif kusur
kesfedilmistir. Kullandiklar1 yontemle, etkilenmis embriyolardan genetik mutasyona
ait verilere ulasilamazken; fenotipik olarak normal bireylerden elde edilen
genotiplerden haplotip kusurlara ulasilmistir. Gegmiste olimcil resesifler fenotip
ortaya ciktiktan sonra arastirilarak belirlenmistir; fakat embriyo kaybina neden olan
sorunlar fenotip ve soy verileri olsa bile tespit edilemeyebilir. Embriyo kaybini tespit
edebilmek icin genomik veriye ihtiya¢ vardir. VanRaden ve arkadaslar ortaya
koyduklar1 yeni yontem ile genomik veriden popiilasyonda yaygin olan ancak canli
hayvanlarda hi¢cbir zaman homozigot olmayan oliimciil resesiflerin haplotiplerinin
kesfedilebilecegini bildirmislerdir. Ayrica normal fenotipli bireylerden bu tiir
kusurlarin eski stratejilere gore daha iyi tespit edilebildigi kesfedilmistir (Charlier et
al., 2008; Fukuyama et al., 2010; Khatib, Maltecca, Monson, Schutzkus, & Rutledge,
2009; Lander & Botstein, 1987; Remington & O'Malley, 2000). Haplotipler, Fortran
programinin findhap.f90 (P. M. VanRaden, 2011)versiyon 2'si kullanilarak elde
edilmistir. Ik versiyon (Paul M VanRaden, O'Connell, Wiggans, & Weigel, 2011)ile
karsilastirildiginda, birden fazla segment uzunlugu kullanilarak dogruluk artirilmis,
popiilasyon ve soy haplotipleri genotiplenmis biiylikbaba/biiylikanne haplotipleri
tizerinden kontrol edilmistir (P. VanRaden, K. Olson, et al., 2011).

Sonstegard ve arkadaslar1 (2013) calismalarinda, UMD 3.1 haritalamasinda
11.439.502 ile 16.147.383 bg arasinda yer alan bolgede B.T.A 15 {izerinde 5Mb’lik
araligi1 JH1 araligi olarak belirlemislerdir (Bioinformatics & Biology, 2010). Bu bolge
tizerinde Ulusal Siit Veri tabaninin (ABD) 15 SNP bolgesi igerdigi tespit edilmistir.
Bunlardan sadece bir tanesinin JHI1 ile uyumlu oldugunu, 14 tanesinde higbir gen
ifadesinin yer almadigini saptamiglardir (Sonstegard et al., 2013).

Sonstegard ve arkadaslar1 (2013) CWC15’te etkili bir SNP olan JH1’in tespitini
DNA dizileme metoduyla gerceklestirmislerdir. Hayvanlarin tim genom yeniden-
dizilemesini Illumina HiSeq 2000 kullanilarak iiretici protokolleri dogrultusunda
uygulamiglardir (Illumina Inc., San Diego, CA). Cift uglu dizileme kiitiiphanelerini,
semenden elde edilen ve Covaris S1 ultra-sonikatér (Covaris, Woburn, MA)

kullanarak yaklasik 300 bg'ye kesilen 5 pg genomik DNA'dan hazirlamislardir.
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Dizileme i¢in bogalari, alternatif (JH1 tasiyicist olmayan) haplotipin ¢esitliligini en {ist
diizeye cikarmak ve JHI1 haplotipine sahip hayvanlar arasindaki iliskileri en aza
indirmek amaciyla se¢miglerdir. Spermler, Cooperative Dairy DNA Deposu'ndan
(Beltsville, MD) temin etmislerdir. Her dizileme kiitliiphanesi bir akis hiicresinde tek
bir kanala yiiklenmis ve dizi verisi 2x100 bg olarak iiretilmistir. i1k dizi isleme ve baz
cagrisi islemleri Illumina CASAVA v.1.8.2 yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir.
Hizalanmis diziler, BTA1S5 siipheli bolgesindeki dizi varyasyonlarimi belirlemek icin
kullanilmigtir. SAMtools utility mpileup (Li, 2011a, 2011b) kullanilarak BTA15'teki
tiim SNP'ler ve INDEL'ler tanimlanmis ve ¢gikarilmistir. Bolgedeki varyantlar standart
VCF formatinda (Danecek et al., 2011) ¢ikt1 olarak verilmistir. Dizileme yapilan
hayvanlar genotiplendirme ile JH1 heterozigotlar olarak kategorize edildiginden, aday
varyantlar her lokusta tiim bireyler i¢in heterozigot olacak sekilde filtrelenmistir
(Sonstegard et al., 2013).

Zhang ve arkadaslar1 (2015) JH1 haplotipin tespiti i¢in ilk kez RFLP-PCR
yontemini kullanmislardir. Genomik DNA, bir ticari kit kullanilarak sigir genomunu
elde etmislerdir. B. taurus UMD3.1 genom montajindaki (http://www.ensembl.org/)
CWCI15 DNA dizisi ve NEBcutter yazilimi kullanilarak JH1 mutasyonunu tespit
etmek i¢in uygun bir restriksiyon enzimi (7aqol) se¢mislerdir. Daha sonra, JH1
tastyicilarinin belirlenmesi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon parca
uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) kullanilan bir yontem gelistirmiglerdir. PCR
amplifikasyonu ile CWC15 genini (1246bg) cogaltmislardir. PCR amplifikasyonu ile
elde edilen 1246 bg uzunlugundaki bu geni, Tagoal restiriksiyon enzimine tabi
tutmuslardir. Restiriksiyonda normal allellerde enzim geni 2 noktadan keser ve sonug
olarak 3 bolge olusur. Mutant allellerde ise enzim geni tek noktadan kestigi i¢in sadece
2 bolge olusturur. Normal allelde 129,402 ve 715 bg’lik parcalar, mutant allelde ise
402 ve 844 be’lik fragmentler olustugunu ortaya koymuslardir. Bu nedenle heterozigot
bireylerin elektroforezinde 4 pargali bolge gozlemlenmektedir (Zhang et al., 2015).

Zhang ve arkadaslar1 (2015) bulduklar1 bu yontemin gegerliligini 3 farkli metot
kullanarak dogrulamiglardir. Bu metotlardan ilki; PCR-RFLP yontemi ile belirlenen
tasiyici bireyler (8 adet tasiyici) ile normal bireyleri (13 adet tasiyict olmayan) DNA
dizileme yontemini kullanarak PCR-RFLP ile karsilastirilmasidir. Tahmin edildigi
gibi ilgili bolgelerde tasiyici olan bireylerin sonuglarinda (C/T) pikleri goriiliirken,
normal bireylerde sadece (C) piklerinin goriilmesi yonteme dogrulugunu kanitlar

nitelik kazandirmistir. Ikinci metotta; 5 adet tastyic1 4 adet normal oldugu bilinen ABD
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bogalariin sonuglarini, yeni gelistirilen PCR-RFLP yontemini uygulayarak
kiyaslamuslardir. Ugiincii olarak; PCR-RFLP ile belirlenen 3 pozitif ve 3 negatif
ornegi, SNP ¢ip tabanli analiz ile genetik olarak ayirmislardir. Sonug olarak, PCR-
RFLP verilerinin, diger testlerle uyumlu bir goriiniim sergiledigini ortaya koyarak
PCR-RFLP metodunun, JHI mutasyonunun taranmasi i¢in etkili ve ekonomik bir
metot oldugunu bildirmislerdir (Zhang et al., 2015).

Huson ve arkadaslar1 (2020) yaptiklari ¢alismada, 49 Jersey adasinda diinyaya
gelen 1rk bogasinin semeninden QIAGEN Gentra Puregene kiti kullanilarak genomik
DNA izole edilmis ve standart proteinaz K ve fenol ekstraksiyon yoOntemleri
kullanilarak izolasyon yapilmistir (QIAGEN, 2015). Bu hayvanlar, Illumina
BovineHD Beadchip kullanilarak genotiplendirilmistir. Ada Jerseylerinde JH1 resesif
haplotip genotipi arastirilmistir. Bu arastirma da amag, kapali popiilasyon i¢inde JH1
mutasyonunun varligini ve varsa frekansini belirlemektir. 49 Island Jersey'in DNA's1,
Geneseek tarafindan daha o6nceden gelistirilen SEQUENOM i1PLEX Gold protokolii
kullanilarak CWC15 geninde mutasyon (Sonstegard et al., 2013) olasilig1 i¢in analizi
gerceklestirilmistir (Huson et al., 2020).

Kumar ve arkadaslar1 (2021) tarafindan, SNP c¢ip setleri ve uzun PCR
amplifikasyon tabanli testler kullamlarak kesfedilmis olan JHI haplotipinin
taramasinda, Tetra primer Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi (T-ARMS-
PCR) ve restriksiyon fragment uzunlugu polimorfizmi (PCR-RFLP) kullanilarak iki
PCR tabanli analiz bir bagka PCR-RFLP yontemi olarak gelistirilmistir. Yapmis
olduklar1 ¢calismada yeni bir primer seti kullanarak PCR yontemini uygulamiglardir.
Bu yontemlerin dogrulugunu kanitlamak i¢in de DNA dizileme yontemi kullanilmistir
(Kumar et al., 2021) .

Zhang ve arkadaslarinin (2015) kullandiklar1 primer ile CWCI15 geninin 1246
b¢ uzunlugunun tamamini PCR ile iretirken, Kumar ve arkadaglar1 (2021)
kullandiklar1 primer ile sadece mutant bolgeyi de igerecek sekilde 340 bg’lik optimum
boyutta PCR fiiriinii elde etmislerdir. PCR-RFLP yontemi i¢in Tagal restriksiyon
enzimi kullanilarak 340b¢’lik bolgeyi fragmentlerine ayirmislar ve %2,5’lik
elektroforezde incelemiglerdir. Restiriksiyon sonrasi tastyici bireylerin taninmasini
saglayan 137, 203 ve 340b¢ uzunlugunda fragmentler elde etmislerdir. Sonuglarini
Zhang ve arkadaslarmin  yapmis  olduklari PCR-RFLP  protokoliiyle
karsilastirmiglardir (P. VanRaden, K. Olson, et al., 2011). Zhang ve arkadaslarinin

yaptiklari ¢alismada PCR firiinline Tagol restriksiyon enzimi ile muamele edildikten
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sonra heterozigot bireylerde dort farkli fragment (—129, 402, 715 ve 844 baz cifti
uzunlugunda) olusurken (Zhang et al.,, 2015), Kumar ve arkadaslari (2021)
uyguladiklar1 yeni protokolde, li¢ farkli fragment (137, 203 ve 340bg uzunlugunda)
olustugunu bildirmislerdir. Degistirilmis PCR-RFLP yontemi ile bolgeyi hassas bir
sekilde amplifiye etmis ve heterozigot bireylerin daha hizli ve kolay analiz
edilebilmesini saglamiglardir. Sonug olarak Kumar ve arkadaslar1 ortaya koyduklar
metodun, daha kolay ve ekonomik olarak daha uygun oldugunu belirtmislerdir (Kumar
etal., 2021).

Genel itibariyle DNA eldesi i¢in kan 6rnegi kullanilan yontemlerin haricinde,
calismamizda hayvan refahina daha uygun olan ve alinirken hayvanda stres
olusturmayan siit 6rneklerinden elde edilen somatik hiicrelerden DNA eldesi tercih
edilmistir. Ayrica laktasyonda olmayan veya dogum yapmamis hayvanlardan DNA
eldesi, swap yardimi ile agiz i¢i mukozadan siiriintli alinmasi yoluyla ve tiikiiriik ile
saglanmigtir. Calismamizda Kumar ve arkadaslarinin (2021) kullanmis olduklart
PCR-RFLP yontemi maliyeti diisiik ve etkili bir belirleme yontemi olarak tercih
edilmistir. Kumar ve arkadaglarinin (2021) teshis metotlarindan biri olan yontemi ayni
primerleri Kkullanarak 340 bg¢’lik PCR diriini, %2,5’lik jel elektroforez ile
kesinlestirilmistir. Restriksiyon enzimi olarak Tagal restriksiyon enzimi ile 137, 203
ve 340 bazlik fragmentler elde edilmistir. 340b¢’lik bu kisimda baska SNP’lerin
varliginin tespit edilebilmesi i¢cin DNA dizileme yontemi kullanilmistir. Uygun
maliyetli ve ¢6ziim odakli bu sistem mutasyonu bulma konusunda basarili olmustur
(Kumar et al., 2021).

VanRaden ve arkadaglarinin (2011) ¢alismalarinin sonucunda, 11 adet haplotipte
7 ila 90 birey arasinda homozigotluk beklenmesine ragmen, homozigotluk
goriilmemistir. Hem kendi 1rklarinda en yiiksek frekansa sahip olan hem de higbir
zaman homozigot gézlenmeyen haplotipleri dncelikli olarak incelemislerdir. Genomik
verilerin eldesi ile popiilasyonda mutasyonu homozigot olarak tasiyan bireylerin
olmadig1 bu tiir kusurlarin fark edilmesinin miimkiin olacagini belirtmislerdir. Eger ki
yeterince biiyiik bir popiilasyonda genetik tarama yapilirsa homozigot bireylerin
beklentinin ¢ok altinda, hatta sifir olmasinin tesadiif olamayacagi sonucuna
ulagmislardir. Basit bir resesif durum i¢in beklenen gebe kalma oranindaki azalma,
inekler i¢in ortalama gebe kalma oranindan ve sekizde birlik bir 6liim oranindan
hesaplanir. Kusurlu 11 haplotip i¢inde 5’inin fenotipik veri tabaninda gebe kalma orani

tizerinde 6nemli negatif etkilerini dogrulamistir. Bu haplotiplerin gebe kalma iizerine
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etkileri ortalama 3.0-3,7 puan arasindaydi. Holstein 1rki igin bu azalma 3.9 puan
(31/8), Jersey 1rki igin ise 4.6 puan (37/8) olarak hesaplanmistir (P. VanRaden, K.
Olson, et al., 2011).

Sonstegard ve arkadaslar1 (2013); JH1 tastyici bogalarin, JH1 tasiyict bogalardan
olan inekler ile eslesmelerinden elde edilen 52.449 dogurganlik verisini
incelediklerinde gebe kalma basarisint %33,3 olarak belirlemislerdir. Tasiyici
olmayan bogalar ile tasiyici olmayan ineklerin eslesmelerinde 290.373 kayit
incelediklerinde de gebe kalma oranini %37 olarak tespit etmislerdir. Diisiisiin bu denli
az olmasimi soyagaci kayit hatalarindan kaynaklanabilecegini, %3,7+0,2 oraninda
goriilen gebelik oranindaki azalmanin, JH1'in 6liimciil resesif oldugunu dogruladigini
ve bu sonucun beklenen %4,6'lik azalmaya (P. VanRaden, K. Olson, et al., 2011)
yaklasik olarak uyumlu oldugunu bildirmislerdir. Tasiyict olmayan bogalarin disi
yavrulari ile JH1 tastyict bogalarin eslesmesinden elde edilen 57.523 kayitta %36,3
dogum orani1 bulunmustur. %0,7+0,2’lik hafif bir azalmanin, JH1 tasiyan annelerin
maternal JH1 mirasi ile iliskili olabilecegini ileri siirmiislerdir (Sonstegard et al.,
2013).

VanRaden ve arkadaglar1 (2011), yeni defektler i¢in her bir irkta mevcut
popiilasyondaki seckin hayvanlarin %2,7 ila %20,7'sinin tasiyict oldugunu, her bir
irkta tespit edilemeyecek kadar diisiik frekansta bircok ek oOliimciil defekt
bulunabilecegini ve ayrica Jersey irkinda bulunan JHI1 haplotipinin, son 40 yilda
tastyict sikliginin %20 ila %25 arasinda oldugunu bildirmislerdir (P. VanRaden, K.
Olson, et al., 2011).

Sonstegard ve arkadaslar1 (2013), JHI tasiyic1 bogalarin disi yavrulariyla JH1
tastyict boganin eslestirilmesinden elde edilen kayitlardaki 1612 6li dogumu
incelendiginde altmisinci giinden sonra gebelik kaybinin olmadigini tespit etmislerdir.
Sonu¢ olarak, bu durumu erken embriyonik oOliimlerle JH1 mutasyonunu
iliskilendirmislerdir (Sonstegard et al., 2013).

Zhang ve arkadaslar1 (2015) yapmis olduklar1 ¢calismada; Cin’e Avustralya’dan
ithal edilen 449 sigirdan 31 adet (%6,9) heterozigot birey bulmuslardir. Amerika
poplilasyonunda %?20-25 arasinda gézlenen bu orandan daha diisiik izlenmistir. 31
heterozigot tasiyict bireyden 20’sinin baba bogasinin soyunun ABD bogalarina
dayandigim1 soy incelemelerinde tespit etmislerdir. Sonug olarak, ABD bogalarinin
Avustralya sigir popiilasyonu {izerinde yiiksek etkilesimi oldugunu gostermislerdir.

Ayni caligmada, 17 tastyict ata sahip olanlarin soy hattin1 Observe Chocolate Soldier'a
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kadar takip etmislerdir. Observe Chocolate Soldier'in torunu olan Soldierboy Boomer
Sooner of CJ'nin JH1'in en biiyiik yayilma sorumlusu oldugu bulgusuna ulagimiglardir.
Zhang ve arkadaslar (2015) koken ataya kadar, JH1’in izlenmesi konusunda 6nemli
aragtirmalar gerceklestirmislerdir (Zhang et al., 2015).

Kumar ve arkadaglar1 (2021) PCR temelli iki yontem kullanarak; bu iki yontemi
dizileme yontemi ile karsilastirarak dogruluklarini ispatlamiglardir. Arastirmada 30
adet Hindistan Jersey bogasindan kan 6rnekleri alinarak ¢alisilmigtir. JH1 taramasi igin
bu genotipleme testlerini kullanarak, 30 Hint Jersey bogasindan 7 adetinin tastyici
(%23,3) oldugu tespit edilmistir. Bu ¢ift testlerle belirlenen rastgele segilen JH1
tastyicilar1 ve normal Ornekler (tasiyic1 olmayanlar) dogrudan dizileme ile
dogrulanmistir. JH1 yiiksek frekanslt (%6,9-%23.4) oldugu bildirilen, yogun olarak
kullanilan koken atalardan kaynaklanmaktadir. Ancak bu secilimin siit 6zellikleriyle
iligkili olmadig1 tespit edilmistir. Hindistan’da yerli irklarin Jersey bogalar ile
melezleme yoluyla verim dzelikleri arttirilmaya ¢aligilmaktadir. Ulkede kayith 23,6
milyon Jersey melezi bulunmaktadir. Son 20 yilda bu melez popiilasyonu sayisi hizla
artmaktadir. Kullanilan ata boganin sayisinin azlig1 popiilasyonun genetik alt yapisinin
daralmasina neden olmustur. Sonu¢ olarak bu durumun, melez popiilasyonunda
mutant zararl allelin frekansini artirabilecegi disiiniilmektedir (Kumar et al., 2021).

Calismamizda elde ettigimiz sonugta toplam 172 6rnek igerisinde 9 adet JH1
haplotip tastyicist (%5,23) PCR-RFLP yontemi ile belirlenmistir. 172 6rnegin PCR
sonuglarindan DNA dizileme yontemi ile dizilenmistir ve iki yontem kiyaslanmuistir.
Sonuglarimiz Zhang ve arkadaslart (2015) ve Kumar ve arkadaslar1 (2021) ile
uyumluluk gostermistir. Fakat elde ettigimiz hayvan verileri yeterince kapsamli
olmadigr icin haplotipin fertilizasyon ile ilgili iliskisi anlamli bulunamamistir
(P>0,005).

Ayrica ¢aligmamizda 9 adet JH1 haplotip tasiyict hayvanin soy hatlarini
inceledigimizde iki tasiyici bireyin ayni boganin kizlari oldugu belirlenmistir.
Ebeveyn genotip verilerine sahip olmadigimiz igin kesinlik olmamakla birlikte, bu iki
tasiyict kardesin bu genetik mirast babalarindan aldiklar1 yiiksek ihtimaldir.
Incelemelerde elde ettigimiz bir diger bulgu ise; bir tasiyict érnegimiz de, aym
bogadan fakat farkli annelerden diinya ya gelmis ve homozigot normal olan birden
fazla birey oldugu belirlenmistir. Ebeveyn genotiplerine sahip olmadigimi dan dolayi
kesinlik olamamakla birlikte, bu genetik mirasi bu tasiyicit annesinden aldig1 yiiksek

ihtimal olarak goriilmektedir.
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Orneklem popiilasyonumuzda yer alan hayvanlarin en fazla 3 yas {istii olmasi
ve bu duruma bagli olarak dogum sayilarimin az olmasi elde edilen verilerin
sinirlanmasia neden olmaktadir. Orneklem sayismin ve dogum sayisiin arttig
popiilasyonlarda yapilacak bir calisma daha anlamli sonuglar verecektir.

Cole ve arkadaslar1 (2016) ¢alismalarinda Holstein irklar1 i¢in 10, Ayrshire
rklari i¢in 1, Brown Swiss 1rklar1 i¢in 5 ve Jersey irklari igin 2 adet haplotipin varligi
kesfetmislerdir. Toplam 18 haplotipin, bu irklarin sahip oldugu siit, siit yagi, siit
protein verimi, somatik hiicre sayisi, verimli yasam siiresi, dogum orani ve diive gebe
kalma oranmi gibi verim 6zelikleri iizerine etkilerini degerlendirmislerdir. Yaptiklart
calismada 6zellikle bu irklarda karsilasilan ve 6zellikle erken embriyonik dliimlere
neden olan bu haplotipler i¢in homozigot bireylerin varligin1 ortaya koymuslardir.
Farkli yontemlerle yapilan ¢aligmalarin tamaminda bu tiir erken embriyonik 6liimlere
sebep olan haplotipler i¢cin homozigot mutant allel tasiyan sigirlara rastlamamislardir
(VanRaden, Sonstegard, Zhang, Kumar vb). Bununla birlikte homozigot mutant allelin
varligmin, diisiik yogunluklu genotiplemeye dayali tahmin hatalarindan
kaynaklandigin1 agiklamiglardir. Yapilan bu calisma sayesinde; Jerseylerde JH1
tastyicilart igin fenotipik etki ile iligkilendirilmemesine karsin, siit yag ve proteini,
yasam siiresi, disi yavru dogum orani, inek gebe kalma orani ve diive gebe kalma
oraninda direkt genetik etki lizerinde anlamli sonuglar bulmuslardir (Cole et al., 2016).
Bu sonuglarin Sonstegard ve arkadaglari’nin (2013) yaptiklar1 ¢alismayla tutarh
oldugunu belirtmislerdir (Sonstegard et al., 2013).

Fertilizasyonun etkilendigi bu tiir haplotipler farkli irklarda da goriilmektedir.
Ozelikle bu haplotiplerin Holstein 1rklarinda cesitli verim 6zeliklerinde fenotipik
olarak olumlu veya olumsuz etkileri gozlemlenmistir. Colle ve arkadaslari irka 6zgii
haplotipleri tagiyan bogalardan, Ayrshire ve Jersey tasiyict bogalarin normal bogalara
gore daha fazla yasam boyu net ekonomik degere sahip olduklarini bulmuslardir. Fakat
bu fark anlamli bulunmamistir. Bu durum Brown Swiss ve Holstein 1rki haplotip
tasiyic1 bogalarda tam tersi olarak belirtilmistir (Cole et al., 2016).

Wu ve arkadaglar1.(2020) tarafindan yapilan ¢alismayla, Jerseylerde 12 adet
homozigot eksik bolge tespit edilmistir. Bunlarin 6zelikle 3 tanesinin inseminasyon
sonrasi tekrar osturus gostermeleri tizerinde olumsuz etkileri varken, 9 tanesinin tekrar
Osturus gostermelerinde etkisi olmadiginmi tespit etmislerdir. Boylelikle 9 haplotipin

erken embriyonik kayiplara neden olmadigini kanitlamislardir (Wu et al., 2020).
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Jersey s1gir irkinda gozlenen CWC15 gen mutasyonu, dogum sonrasi 6liim orani
degerlendirilmesinde kullanilmamaktadir. Ciinkii homozigot resesiflige bagl erken
embriyonik kayip olusmazsa, heterozigot tasiyici olarak dogan buzagilar bile yasamini
stirdiirebilmektedir (Sonstegard et al., 2013; P. VanRaden, K. Olson, et al., 2011).
Farkli irklara ait bazi haplotiplerde orta ve ileri ge¢ gebelik donemlerinde buzagi
kayiplarinin varligini belirlemislerdir. Bu kayiplarin da, ineklerin infertilite dolayisi
ile siiriden c¢ikartilmasi ve buzagilamalar arasi slirenin uzun olmasi nedeniyle
ekonomik maliyetleri arttirdigini bildirmislerdir. CWC15 disindaki diger haplotiplerin
bazilarinda dogurganlik oranindaki azalmanin beklenenden az olmasinin nedeni
olarak, buzaginin dogumunun ger¢eklesmesi, fakat buzaginin 48 saat igerisinde
6lmesinden kaynaklanmakta oldugunu gérmiislerdir (P. VanRaden, K. Olson, et al.,
2011).

Elde edilen sonuglarin, literatiirle yer alan Zhang ve arkadaslar1 (2015) ve kumar
ve arkadaslarinin elde ettikleri mutasyon oraniyla uyumlu oldugu gézlemlenmektedir.
Fakat VanRaden ve arkadaglar1 (2011) ve Sonstegard ve arkadaglarinin (2013) elde
ettikleri JH1 tagiyicilar ile servis periyodu uzunlugu arasinda istatistiki agidan anlamli
bir sonu¢ elde edilememistir. Bunun nedeni, toplam ve toplamin igerisinde
heterozigot 6rneklem sayisinin yetersiz olmasindan kaynaklandigi diisiintilmektedir.
Bu durum ayn1 zamanda ¢alismanin sinirliligi olarak da degerlendirilmektedir. Sonug
olarak, heterozigot o6rneklem sayisinin sinirli olmasi, ¢aligmanin sonuglarini daha

kapsamli ve genel gecerli hale getirmek adina 6nemlidir.
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6. SONUC VE ONERI

Jersey irki bugiin diinyanin 80 {ilkesinde iiretimi devam eden siit¢ii bir irktir.
Farkli iklim kosullarina uyum saglamasi irkin tercih edilmesinin nedenidir.

Yaptigimiz ¢alismada JHI haplotipi ile infertilite arasinda anlamli bir iligki
bulunamamaistir. Bunun nedeni; verilerimizin ve 6rneklem biiyiikliiglimiiziin yeterli
olmamasindan kaynaklanmaktadir. Fakat yapilan caligmalarda JH1 haplotipi ile
infertilite arasinda anlamli iliskiler bulunmustur.

Jerseylerdeki bu haplotiplere bagl infertilite, bakim maliyetleri vb. nedenlere
meydana gelen ekonomik kayip 2.900.390 $ olarak bulmuslardir (Cole et al., 2016).

Calismamizda kullanilan siiriide hayvanlarin acikta gecen giin ortalamalar ¢ok
yiiksektir. Bu durum sadece JH1 mutasyonuna bagl degildir. Inseminasyonda yapilan
hatalar, ¢esitli hastaliklar, bakim besleme hatalar1 ve hayvanin normal fizyolojisine
bagli olarak vb. nedenlerle acikta gecen siire uzayabilmektedir. Ayrica JHI1 tasiyici
disiler tasiyici bir boga ile eslestirilmedigi siirece, servis periyodunda JH1 haplotipine
bagli bir uzama s6z konusu olmayabilir. Dolayisi ile iilkemize ithal edilen veya yerli
jersey spermalart bu haplotip yoniinden incelenmeli ve tasiyici bogalar ortaya
cikarilmalidir. Disi jerseylerinde genotipik verileri elde edilmelidir. Bu sayede tasiyici
disi ve tasiyici boga eslesmelerin 6nlenmesi saglanmis olacaktir.

Inseminasyonda kullanilan verim 6zellikleri yiiksek boga spermalarinin sik
kullanilmas: siirii igerisinde endogaminin artmasina ve farkli genetik hastaliklarin
goriilme sikliginin yiikselmesine neden olmaktadir. JH1 haplotipi bu tiir genetik bir
kusurdur. Dolayist ile ayni boganin spermasmin kullanim sikligi siirii igeresinde
azaltilmalhdir.

Diger calismalarda JHI tasiyic1 bogalarin spermalarinin inseminasyonda
kullanilabilecegini belirtmis olsalar da bu tiir tastyici bogalar, popiilasyonda tasiyict
sikliginin artmasina neden olacaktir.

Tez ¢alismamiz hem iilkemizdeki hem de diinyadaki Jerseyler ve Jerseylerdeki
CWCI15 (JH1) gen mutasyonu hakkinda bilgilendirme agisindan 6nemli bir ¢alisma
olup; bu 1rkla ilgili gelecekte yapilacak olan calismalara fayda saglayabilecek biiytlik
bir adimdur.

Ayrica bu aragtirma sonuglarinin, Tiirkiye’deki Jersey irki gen havuzu i¢in bir
referans saglamasi 6n goriilmektedir. Tiirkiye’de ithal sperma alimlari asamasinda ve

Tirkiye’de yetistirilen bogalarimin CWC15 geni mutasyonu agisindan ari oldugu
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incelenebilir. Irk 1slahi i¢in Jersey 1rki hakkinda alinacak yonetim kararlari bu agidan

degerlendirilebilir.
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