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Calismada, Tiirkiye’de kesimi yaygin olan etci sigir Ozellikleriyle Brangus ve
Simmental 1rklarina ait et drneklerinde, ¢ok sayida gen ya da gen bolgesini ve biiytlik
DNA dizilerini ayni anda tarayabilen Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojisi
kullanilarak kalpastatin (CAST) geninin tiim gen dizi analiz yapilmistir. Ayrica, CAST
genine ait belirlenen polimorfizmlerin duyusal o6zellikler (sertlik, sululuk, lezzet
yogunlugu) ve enstriimental sertlik arasindaki iliski diizeyi degerlendirilmistir. Calisilan
52’ser Brangus ve Simmental irkindan toplam 104 hayvanda 13 varyasyon saptanmistir.
Bu 13 varyasyondan 5’1 sadece Brangus’ta, 3’li sadece Simmental’de, diger 5 tanesi her
iki irkta da bulunmustur. Sadece 2 Brangus’ta bulunan EKZON 8¢.439C>G/p.L147LV
ve 14 Simmental’de saptanan INTRON 18c.1335+6G>A oOnceden rapor edilmemis
oldugundan bu iki varyasyonun olasi yeni varyantlar olarak literatiire kazandirilmasi
miimkiin olacaktir. Duyusal analizde, Simmental irkina ait Orneklerin Brangus
orneklerine gore Onemli Olgiide daha gevrek oldugu (p<0.05); sululuk ve lezzet
yogunlugu agisindan Simmental orneklerinin Brangus gruptan daha yiiksek puanlar
(p<0.05) aldig1 belirlenmistir. Simmental wrkta 52°ser Ornekten hesaplanan ortalama
enstriimental sertlik degerinin (116.41 N), Brangus irktan (196.97 N) 6nemli 6lciide
daha diisiik oldugu, yani Simmental et lirneklerinin daha gevrek oldugu tespit edilmistir
(p<0.05). Brangus 1rka ait hi¢cbir hayvanda tespit edilmeyen, Simmental grupta ise 52
hayvandan 11’inde bulunan EKZON 26 ¢.1985G>C/p.S662T varyasyonunun,
enstriimental ve duyusal gevrekligi iyilestirici etki gosterdigi saptanmistir (p<0.05). Bu
calismadan elde edilen bulgular, CAST geninde bugiine kadar belirlenmis olan
polimorfizmlerin dagilimlar1 yaninda, yeni polimorfizmlerin literatiire kazandirilmasi ve
bu polimorfizmlerin et gevrekligi lizerinde One siiriilen etkisinin ortaya konulmasi
acisindan katki saglayacak, boylece et¢i sigir yetistiriciliginde 1rk 1slahi ve irk tercihine
rehber olacaktir.

Haziran 2020, 134 sayfa
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DETERMINATION OF POLYMORPHISMS IN THE CALPASTATIN (CAST)
GENE IN BEEF CATTLE BY NEXT GENERATION SEQUENCING
TECHNOLOGY
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In the current study, whole gene sequence analysis of the CAST gene for the samples of
Brangus and Simmental beef cattle breeds that are widely slaughtered in Turkey, was
carried out by using NGS (Next Generation Sequencing) technology which is capable of
scanning multiple genes or regions and large DNA sequences simultaneously. In
addition, the relationships between the polymorphisms detected in the CAST gene, and
sensory characteristics (tenderness, juiciness, and flavor intensity) and instrumental
hardness were evaluated. Thirteen variations were detected in a total of 104 animals, 52
from Brangus and 52 from Simmental cattle breeds. Among these 13 variations, 5 were
found only in Brangus cattle breed, 3 only in the Simmental cattle breed while 5 of them
were detected in both breeds. The variations, EXON 8c.439C>G/p.L147LV found in 2
Brangus cattle and INTRON18c.1335+6G>A in 14 Simmental cattle were not
previously reported. Therefore, they could be brought to the literature as newly
identified variants. In sensory evaluation, beef samples from Simmental cattle breed
were significantly more tender, and received higher juiciness and flavor intensity scores
in comparison to the beef samples from Brangus cattle breed (p<0.05). The average
instrumental hardness value of samples from 52 Simmental cattle (116.41 N) was lower
(p<0.05) than that of samples from 52 Brangus cattle breed (196.97 N), indicating that
the beef samples of the Simmental cattle breed were more tender. EXON 26
€.1985G>C/p.S662T variation found in 11 animals of Simmental cattle breed, but not in
Brangus cattle breed, exhibited tenderness increasing effect based on instrumental and
sensory tenderness evaluations (p<0.05). The findings obtained in this study could
contribute to justifying the polymorphisms in the CAST gene detected to date as well as
introducing new polymorphisms to the literature. At the same time, by showing the
influence of the stated polymorphisms on meat tenderness, these results could be a
guide for eugenics and breed selection in beef cattle breeding.

June 2020, 134 pages

Key Words: Beef cattle breeds, polymorphism, calpastatin, genetic biomarkers, Next
Generation Sequencing technology
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1. GIRIS

Et insanligin evrimi boyunca, asirlardan beri yiliksek biyolojik degere sahip protein,
demir, B grubu vitaminler, ¢inko, selenyum ve fosfor agisindan zengin bir gida olmasi
nedeniyle saglikli ve dengeli beslenmenin énemli bir parcasi olmustur. Giliniimiizde et
tilkketiminin kanser, kalp, damar ve metabolik hastaliklara karsi riskle iliskilendirildigi
epidomiyolojik verilere ragmen, kisilerin 6zellikle beyin ve entellektiiel gelisimindeki
rolii nedeniyle, hala tiim diinyada tiiketimi belli oranlarda artis gosteren bir gida

maddesidir (Pereira ve Vicente 2013, Listrat vd. 2016).

Et tiiketimi konusunda tiiketici istek ve talepleri degismekle birlikte, 6zellikle degerli
kirmizi etler agisindan degerlendirildiginde pazar karakteristiklerini etkileyen birgok
faktor bulunmaktadir. Kirmiz1 etler i¢inde yiiksek besin degerine sahip, ayn1 zamanda,
ekonomik agidan da biiyilk onem tasiyan sigir eti kalitesi et endiistrisinde oldukca
onemli bir unsur olarak karsimiza ¢ikmaktadir (McNeill ve Van Elswyk 2012, Lee vd.
2014b). Giiniimiizde bilingli tiiketicinin tercih ettigi kaliteli ve gilivenli kirmizi etin
temel Ozelliklerinin basinda goriiniis, lezzet gibi duyusal nitelikler gelmekle birlikte;
renk, kas i¢i yaglanma, gevreklik veya sertlik, su tutma kapasitesi gibi fiziksel 6zellikler
de iirlin kalitesini etkileyen, sigir endiistrisinde bolgesel ve iilke kosullarina baglh olan
baslica faktorler arasinda yer almaktadir (Warner vd. 2010). Bu kalite 6zellikleri, basta
hayvanin beslenme sekli ve kosullari, genetik faktorler, kesim oncesi ve kesim sonrasi
uygulamalar olmak tizere birgok faktérden etkilenmektedir (Listrat vd. 2016). Fakat, bu
faktorlerin etkisini ortaya koymak amaciyla gergeklestirilen 6lgiimler, genellikle kesim
sonrasinda yapilabildiginden olduk¢a zor ve ayrica c¢ogunlukla yiliksek maliyet

gerektirmektedir (Lozano vd. 2016).

Ozellikle giiniimiiz otel ve restoranlarinda servis ag1 haline gelen zincir sirketler igin
tilkketiciye giivenli ve kaliteli etin aynmi standartlarda sunulabilmesi bakimindan etin
liretim asamasindan itibaren monitorizasyonu ve tim beklenen ozelliklerin
etiketlenmesi hayati bir gerekliliktir. Tiiketici memnuniyeti et endiistrisi i¢in stratejik bir
Ooneme sahiptir ve et endiistrisindeki son ¢alismalar bilingli tiiketicilerin et kalitesine

odaklandigin1 ortaya koymaktadir (Mateescu vd. 2017). Gelistirilen et {iretim



teknolojileri sayesinde besin degeri ve duyusal karakteristikleri de i¢ine alan &zellikler,
son iriin kalitesinin siirekliliginin saglanmasinda iyilestirilebilir parametreler olarak

degerlendirilmektedir (Pighin vd.2016).

Etin kalitesi ¢evresel faktorlerden oldugu kadar genetik kodlardan da etkilenmektedir.
Kaliteyi belirleyen unsurlar icinde 6zellikle gevreklik veya sertlik, su tutma kapasitesi,
renk, koku gibi nitelikler ise biiyilk Ol¢lide hayvanlarin genetik kodlar1 tarafindan
belirlenmektedir (Warner vd. 2010). Kirmiz1 etin en 6nemli kalite kriterlerinden biri
olan gevreklige etki eden genetik faktorlerin tespit edilerek, hayvan yetistiriciliginde
planlama, iyilestirme ve hayvan se¢iminde kriter olarak kullanilmasi girisimlerinin
giiniimiizde yayginlastigi goriilmektedir. Gevreklik, sululuk ve lezzet yogunlugu et
lezzetliliginin temel belirteglerinden olup, genel olarak tiiketici memnuniyetinin bir
yansimasidir ve et kalitesinin degerlendirilmesinde Oncelikle dikkate alinan duyusal
ozelliklerdendir. Yiiksek et kalitesine sahip karkas 6zelligi, basta gevreklik olmak iizere
lezzet olgiitlerinin istenilen diizeyde olmasiyla degerlendirilir (Leevd. 2014b, Mateescu
vd. 2017). Gevrekligin kalitsalligi kismi oldugundan uygun hayvanlarin segimi ve
yetistirilmesinde kullanilmak {izere genetik olan ve olmayan faktorlerin tespit edilerek

birlikte degerlendirilmesi gerekmektedir (Lozano vd. 2016).

Stiphesiz ki ideal genetik yapiya sahip bir hayvan eger uygun kosullarda beslenmez ve
yetistirilmez ise bu hayvandan sadece genetik yapisina bagli olarak kaliteli ve gevrek bir
tirin elde edilmesi beklenemez. Bu nedenle, et kalitesinin arttirilmasinda yadsinamaz
Olciide etkiye sahip genetik faktorlerle birlikte, diger etmenlerin de gz Oniinde
bulundurulmasi1 ve birlikte degerlendirilmesi et verimini olumlu etkileyecek ve et

kalitesini yiikseltecektir (Lozano vd. 2016).

Genomik indikatorlerin kesfinin, gelistirilmesinin ve gegerliliginin et tedarik zincirinde
onemli etkileri bulunmaktadir. Giiniimiizde et endiistrisinde, hedeflenmis olan et
tiretimini gergeklestirmek igin DNA (Deoksiriboniikleik Asit) markir (DNA belirteci)
bilgisi ve genetik seleksiyon yontemleri kullanilarak uygun ve verimli hayvan
yetistiriciligi yapilabilmektedir. Bu amagla, nicel ozellikleri etkileyen genlere ait

biyoinformatik verilerin degerlendirilmesiyle etin nicel &zellikleri ve bunlar1 saglayan



biyolojik mekanizmalar aydinlatilabilmektedir. Genomik veriler hayvan seleksiyonunda

verimin artirmasini saglayan 6énemli parametrelerdir (Dang vd. 2014).

Ayrica, sigir eti iiretiminde onemli bir faktor olan et kalitesi bakimindan etin saglikli
olma kriterleri (doymus yag asitleri ve kolesterol icerigi) ve beslenme degeri (elzem
amino asitler, mineral ve vitamin igerigi) bilingli tiiketicilerin de onem verdigi
niteliklerdir. Tiim bu degerlendirmelerin yaninda, genellikle bilingli tiiketici etin
kalitesini 6n planda tutacagi icin ozellikle az yagli ve gevrek eti tercih edeceginden

tilketecegi ete daha fazla 6deme yapmaya istekli olacaktir (Pighin vd. 2016).

Yeme kalitesini tanimlayan tiim unsurlar ¢ok sayida gen tarafindan kontrol edilen ve
ayrica gevresel faktorlerin de sonuca etki ettigi, Slgiilebilir niteliklerdir. Kuskusuz bu
cok sayidaki unsuru 6lgmek oldukca zor ve maliyetlidir. Ayrica, hayvanin kesim dncesi
veya kesime alindigi dénemlerine ait 6zelliklerin Glgiilmesi de ¢ogu zaman miimkiin
olamamaktadir. Tiim bunlar g6z Oniinde bulunduruldugunda, geleneksel fenotipik
Ozelliklerin yanisira, genisletilmis genomik varyasyon ve markir bilgisinin bir se¢im
kriteri olarak kullanilmasiin hayvan seciminde ve ideal adaylarin belirlenmesinde ne
kadar 6nemli parametreler oldugu ortaya konmaktadir (Dunner vd. 2013, Mateescu vd.
2017). Seleksiyona dayali 1slah sayesinde belirli 6zelliklere sahip hayvanlarin
ciftlestirilmesi sonucu, istenilen 6zelliklerde yavrunun olugsmasi da saglanabilmektedir

(Anonymous. 2018a).

Kesimden sonra etin olgunlastirilmasinda meydana gelen miyofibrilar proteinlerin
degradasyonu son iiriinlin yapisal 6zellikleri {izerine 6nemli 6l¢iide etki saglamaktadir.
Miyofibrilar protein degradasyonu cesitli endojen proteolitik enzimler tarafindan
gerceklesmektedir. Kalpainler, miyofibrilar protein degradasyonundan sorumlu baslica
proteolitik enzimlerdendir. Kalpain, kalsiyum varliginda aktive olan, lizozomal olmayan
sistein proteolitik enzim ailesine bagli bir proteindir. Kalpain ailesinin endojen
proteolitik enzimleri, sitoskeletal yapmin yeniden sekillendirilmesi, hiicresel sinyal
iletimi, apoptoz ve hiicrenin yasamsal faaliyetlerini siirdiirmesi gibi fizyolojik
stireclerde yer almaktadir (Leal-Gutiérrez vd. 2018). Yapilan ¢alismalarda, kalpastatin

geninin farkli dokularda kalpain aktivitesini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi ve dolayisiyla et



gevrekliginde azalmaya neden oldugu da saptanmustir (Li vd. 2013, Leal-Gutiérrez vd.
2018). Et kalitesiyle iliskili farkli genler literatiirde belirtilmis olmakla birlikte, bunlar
icinde one ¢ikanlar CAPN1 (kalpain) ve CAST (kalpastatin) genleridir (Li vd. 2013).
Sigirlarda CAST geninin et kalite 6zellikleri ile yakindan iliskili oldugu ve et kalitesinin
tyilestirilmesine yonelik hayvan islahi calismalarinda aday gen olarak g6z Oniinde
bulunduruldugu bildirilmistir (Schenkel vd. 2006, Li vd. 2013). Et kalitesi {lizerine etki
eden genetik markirlardan yaygin olarak kullanilanlar arasinda CAPN1 ve CAST
(kalpastatin) genlerinde bulunan SNP’ler (Single Nucleotide Polymorphism- Tek
Niikleotit Polimorfizmi) yer almaktadir (Lozano vd. 2016). Et kalite 6zelliklerinin,
hayvan genetiginin de i¢inde oldugu bir¢ok faktoriin etkilesiminden yola ¢ikarak Sun
vd. (2018), bir veya daha fazla sayida popiilasyonda 6l¢iilen SNP markirlarinin etgi sigir
tiretiminde ve modern genetik proseste hayvan yetistiriciligi agisindan 6nemli bir rol

aldigin bildirmislerdir.

Genlerin karakterizasyonunun etkiledigi 6nemli ekonomik ozellikler ve sigir genom
dizilimi, arastirmacilar1 fenotiple iligskili olan polimorfizmleri belirlemeye de
yoneltmistir. MAS (Marker-Assisted Selection- Markir Destekli Seleksiyon), sigir eti
kalite Ozelliklerini gelistirmede genis capli olarak kullanilmistir (Sun vd. 2018).
Gelismekte olan iilkelerde etci sigir yetistiriciliginde tiretim maliyetlerinin genellikle
tam olarak bilinmemesi, yetistiricilerin olast harcamalariin, gelirin ve kar oraninin
belirlenmesini zorlagtirmaktadir. Ekonomik agidan 6nem tasiyan ozelliklerin genetik
olarak iyilestirilmesinde, ¢iftgiler ve endiistriyel sektoriin  se¢im kararlarini
kolaylastirmak i¢in Karlilik tizerine en etkili 6zelliklerin bilinmesi gerekmektedir. Bu
bakimdan, tropikal ve subtropikal alanlardaki et¢i sigir {reticileri, deneysel
gostergelerinin  kullanildigi  hayvan yetistiriciliginde, Karlilik orani {izerine etkili
ozelliklere odaklanip, ekonomik degerin tahmini ve bu degerlerin se¢im kararlarinin

alinmasinda uygulanmasiyla karliligin artisinin saglanabilecegi bildirilmektedir (Simoes
vd. 2020).

Bu ¢alismada, Brangus ve Simmental sigir irklarina ait et 6rneklerinde CAST genindeki
polimorfizmlerin belirlenmesi ve et tekstiiriiniin degerlendirilmesinde bir markir olarak

kullanilabilmesi olanaginin arastirilmasi, bdylece et¢i sigir yetistiriciliginde 1rk 1slahi ve



irk tercihine katki saglanmasi amaglanmistir. Bu baglamda, NGS (Next Generation
Sequencing-Yeni Nesil Dizileme) teknolojisi ile CAST geninin tiim gen analizi
yapilmistir. Dokiimante edilen polimorfizm dagilimlari es zamanl olarak enstriimental
(sertlik) ve duyusal 6zelliklerle (sertlik, sululuk ve lezzet yogunlugu) karsilastirilarak

aralarindaki korelasyon ortaya konulmustur.



2. KAYNAK OZETLERI VE KURAMSAL TEMELLER

Eski zamanlardan beri et insanlarin en 6nemli besin kaynaklar1 arasinda yer almistir.
ABD, Kuzey Avrupa ve Okyanusya ililkelerinde et tiikketiminin daha yiiksek oldugu,
ekonomik yonden az gelismis tilkelerde ise besin kaynagi olarak etin yerini tahila dayali
beslenmenin aldig1 dikkat ¢ekmektedir. Diger yandan, et yemenin dini inanglar
tarafindan siirlandirildigr tilkelerde de et tiiketiminin az oldugu goriilmektedir (Gokalp

vd. 1999, Milford vd. 2019).

Diinyada 2018 yilinda 335 milyon ton olarak tahmin edilen toplam et iiretiminde en
biiyiik payr %36’lik bir oranla kanatli eti alirken, domuz eti %36, biiyiikbas (sigir ve
manda) eti %22 ve kiigiik bas eti %4 oraninda bir paya sahip olmustur. Toplam kirmizi
et liretiminde en biiylik pay1 %58’lik oranla domuz eti alirken, biiyiikbas eti %35, kii¢iik
bas eti ise %7’lik bir orana sahiptir. 2018 yilinda diinyada biiyiikbas et tiretimi 72.2
milyon ton olarak bildirilmistir (Anonim 2018).

Kanath et iiretimi 130.5 milyon tonla toplam et iiretiminin %39’unu, domuz eti liretimi
110.5 milyon tonla %33’{inii, biiylikbas et iiretimi 72.2 milyon tonla %21’ini ve
kiiciikbas et iiretimi 15.4 milyon tonla %35’ini olusturmaktadir. Toplam kirmizi et
tretiminin %56’sm1 domuz eti, %36’si1 biiylikbas eti, %8’ini ise kiiclikbas eti

olusturmaktadir (Anonim 2019).

Diinya et iiretiminin %53°i Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Brezilya, Avrupa
Birligi ve Cin tarafindan gergeklestirilmistir. Bu oranda ABD %17’lik payla en yiiksek
tiretimi gergeklestirmis olup, onu %14 ile Brezilya, %11 ile AB ve %11 ile Cin
izlemistir. Blyiikbas et iretimine %47 oraninda katki saglayan diinyanin diger
iilkelerinin 2018 y1l1 toplam et iiretimi 34.301 bin ton olarak tespit edilmistir. Bu iilkeler
arasinda yer alan Tiirkiye’de 2018 yilinda bir dnceki yila gore biiyiikbas hayvan varligi
% 6.9 oraninda artig gostermistir. 2018 yili toplam et iiretiminde kirmizi etin pay1

%33.44’tiir (Anonim 2018).



OECD/FAOQ verilerine gore, diinyada 2018’de kisi bast yillik toplam et tiiketimi 34.7
kg, Tiirkiye’de ise yillik kisi bas1 32.5 kg olarak tahmin edilmistir (Anonymous 2019a).
2019 yilinda Tirkiye’de kisi basi toplam et tiikketimi bir onceki yila goére % 1.44
oraninda artig gostermis ve 36.30 kg’a ulasmistir. Bu miktarin 14.51 kg’ i1 kirmizi et
olusturmaktadir. Bu artis, biiyiikbas et tiikketiminde % 0.49, kiiciikbas et tiiketiminde ise
% 8.88 ve kanatli eti tikketiminde % 1.54’tiir. (Anonim 2019).

Giliniimiizde, saglik ve ¢evre bilincinin artmasiyla birlikte, 6zellikle gelismis tilkelerde
vegan ve vejetaryen beslenme sekillerinde, buna paralel olarak da et tiiketimini
siirlandiran tiiketici sayisinda bir artis gozlenmistir. Gelismekte olan tilkelerde ise et

tilketiminde artig olacagi tahmin edilmektedir (Anonymous 2019a).

Toplam et tiiketimi bakimindan ele alindiginda 2019 TUIK verileri, kisi bas1 et tiikketimi
paylar1 %36 oraniyla 12.99 kg biiyiikbas, %4 oramiyla 1.51 kg kiiciikkbas ve %60
oraniyla 21.79 kg kanatli et olarak agiklanmistir. Toplam et tiikketiminin 2018 yilina
gore % 1.44 oraninda arttigi, bu payr olusturan biiyiikbas eti tiiketiminin %0.49,
kiiciikbas eti tliketiminin %8.88, kanatli eti tiiketiminin ise %1.54 oraninda artis

gosterdigi bildirilmistir (Anonim 2019).

Diinyada ve Tiirkiye’de 6nemli bir tiikketim payina sahip olan etler, beslenme acisindan
degerlendirildiginde, biyolojik degeri yiiksek protein igerigi, B grubu vitaminler,
mineral madde, 6zellikle demir, fosfor ve ¢inko igerigi bakimindan zengin bir kaynak
olmasimin yaninda, doyurucuedlugu ve yiiksek tat seviyesinde yeme hazzi olusturmasi
nedeniyle beslenmede 6nemli bir yer tutmaktadir (Williams 2007). Beslenme agisindan
istiin Ozelliklere sahip olan et ve et iiriinlerinin kalitesini olusturan etmenler ve kalite
tizerine etkilerinin sekillenmesinde etkili faktorler gerek iireticiler ve gerekse tiiketiciler

acisindan farkli agilardan degerlendirilmektedir.

Sigir eti kalitesi hayvanin kas yapisina ve genotipine bagli olarak farklilik
gosterebilmektedir. Bos indicus irklarindan elde edilen etlerin, Bos taurus irkindan elde
edilen etlere gore daha az gevrek oldugu belirtilmistir. Bunun nedeni, kas yapisi

bakimindan farkli bir 6neme sahip olan Bos indicus irki hayvanlarin etlerinde daha



yiiksek diizeydeki kalpastatin aktivitesi nedeniyle kas dokudaki miyofibrilar
proteinlerde proteolizin diisiik oranda gergeklesmesidir (Hocquette vd. 2006).

Et kalitesi kapsaminda 6zellikle bu tez ¢alismasinda spesifik olarak yer alan Brangus
(Bos indicus) ve Simmental (Bos taurus) sigir irklari iilkemizde son yillarda kesimi
yaygin olarak gerceklestirilen sigir irklaridir. Brangus sigir irki Angus ve Brahman
sigirlarinin dstiin 6zelliklerinin degerlendirilmesiyle gelistirilen 3/8 oraninda Brahman
ve 5/8 oraninda Angus si1g1ir irklariin genetik olarak melezlenmesiyle iiretilen bir irktir
(Anonymous 2003). Sekil 2.1°de bu c¢aligmada kullanilan Brangus sigir irkina ait bir

hayvanin fotografi goriilmektedir.

Sekil 2.1 Brangus Sigir Irk1 (Sakarya-Tiirkiye)

Brahman (Bos indicus), dogal seleksiyon siiresi boyunca hastaliga direngli, giliglii ve
disa doniik, annelik i¢ giidiisiine sahip bir gelisme gosteren, lireme ve siit verimliligi ve
disilik fonksiyonlar1 son derece iyi bir irktir. Angus (Bos taurus) sigirt ile Brahman (Bos
indicus) sigir1 ¢aprazlanarak etin kalitesi ve dolayisiyla gevrekligini arttirmak amaciyla
secilmigtir (Leal-Gutiérrez vd. 2018). Angus, daha dstiin karkas Kkalitesiyle
bilinmektedir. Brangus wkinin gelistirilmesiyle 1949 yilinda Amerikan Brangus
Ureticileri Birligi kurulmustur. Bununla birlikte, o y1l kaydedilen Angus ve Brahman

sigir irklarinin soyundan gelen Brangus da kayit altina alinmistir. ABD ve Kanada’da



0zel deneysel iiretim programlart yiiriitiilmektedir. Arastiricilar Angus’un bilinen tistiin
kalite Ozellikleri ile olumsuz kosullar altinda bile dogal olarak giiciinii siirdiirebilen
Brahman’in kombinasyonuyla istenilen diizeyde et elde edilen et¢i sigir 1rki
yetistiriciligi ¢alismalarina 6nem vermislerdir. 1949°da kurulan Amerikan Brangus
Ureticileri Birligi’nin ad1 1973°den beri Uluslararas1 Brangus Ureticileri Birligi olarak
degistirilmigstir. Afrika’daki Giliney Rhodezya, Arjantin, Avustralya, Meksika, Kanada
ve ABD’nin neredeyse her eyaletinde birligin {iyeleri mevcuttur. Kayit altina alinan
Brangus’un 3/8’i Brahman ve 5/8’i ise Angus olup siyah ve boynuzsuzdur. Her iki
erkek ve disi irk Uluslararast Brangus Islahgilar Birligi (The International Brangus
Breeders Association-IBBA) ile kayit altina alinmaktadir. 3/8-5/8 oranlariyla
caprazlanma gerekliligi IBBA tarafindan sertifikalandirilmistir. Birlesmis Milletler,
yiiksek sicaklik ve nem kosullarina dayanikli olan Bos indicus sigirmim bilinen
avantajinin genel ticari sigir irkin1 gelistirmek tizere Brahman iiretiminin de gerekli
Olciide gerceklestirildigini duyurmustur (Anonymous 2003). Sonug¢ olarak Brangus,
kurucu treticileri tarafindan her iki Angus ve Brahman’in daha st karakterlerinin

kombine edilmesiyle gelistirilmis bir wrktir.

Simmental s1gir 1rk1 diinyadaki tiim sigir irklari iginde en genis dagilim gosteren en eski
wktir. Sekil 2.2°de bu calismada kullanilan Simmental sigir irkina ait bir hayvanin

fotografi goriilmektedir.

Sekil 2.2-Simmental Sigir Irki (Sincan-Tiirkiye)



Isve¢ parlamentosu 1785 yilinda sigir kitligi nedeniyle kendi ihtiyaglarim karsilamak
icin hayvan ihracatini sinirlandirmustir. Isveg “Kirmizi ve Beyaz Noktali Simmental Irki
Birligi” 1890 yilinda kurulmustur. Mensei Isvigre olan Simmental rkinin yetistiriciligi
alti kitaya da yayilmistir. Avrupa’nin bolgesel olarak yarisindan fazlasinda, diinya
capinda yaygin olan Simmental sigiriin tahmini sayist 40 ila 60 milyon kadardir.
Avrupa’da kaslilik ve siit iiretimi i¢in tercih edilen bir irktir. Simmental; Almanya’da
"Fleckvieh"; Fransa’da "Pie Rouge", "Montbeliarde" ve "Abondance" ve italya’da
"Pezzata Rosa" isimleri ile bilinir. Simmental, adn1 orijinal mensei olan Isvigre’nin
Simme vadisinden almistir. Almanya’da Thal veya Tal’in anlami vadi demek oldugu

i¢in de ger¢ek anlami "Simme Valley"dir (Anonymous 2019b).

2.1 Taze Etin Kalite Ozellikleri

Et ve et iriinlerinin kalitesi; iiriin tipi ve tliketici profiline bagli olarak degisen
gevreklik, sululuk, lezzet, su tutma kapasitesi, renk, besin degeri ve iiriin glivenligini de
iceren birgok faktor tarafindan belirlenmektedir (Leal-Gutiérrez ve Mateescu 2019). Bu
faktorler; etin temin edildigi hayvanin genetik 6zelliklerine, beslenmesine, yetistirilme
kosullarina, kesim oOncesi, kesim esnasindaki ve kasin ete doniisimii sirasindaki

siireclere bagli olarak degisim gosterebilmektedir (Pighin vd. 2016).

Taze etin en 6nemli kalite kriterlerinden biri olan renk, tiiketici tarafindan et kalitesi
bazinda 6nem tasiyan goriinis, tat ve tekstiir gibi duyusal 6zellikler arasinda en 6nemli
ozellik olarak degerlendirilmektedir. Cilinkii tiiketiciye gore renk istenilen uygunlukta
degilse diger kriterler 6nemini yitirmektedir. Miyoglobin, etin rengini etkileyen birincil
pigment olmast nedeniyle renkteki degisim, miyoglobinin oksidasyonundan
kaynaklanmaktadir. Taze ette miyoglobin farkli formlarda bulunmaktadir. En 6nemlileri
deoksimiyoglobin, oksimiyoglobin ve metmiyoglobindir. Oksimiyoglobin taze ete
parlak cazip kirmizi rengini verirken, miyoglobinin yiikseltgenmis formu olan
metmiyoglobin et renginin kahverengine doniismesine neden olmaktadir (Danijela vd.
2013).
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Bir et iriinii mikrobiyolojik stabilite ve tiiketici agisindan Onemli diger Ozellikler
bakimindan iyi kalitede olsa bile lezzet Ozelliklerinin tiiketici damak zevkini tatmin
etmesi gerekmektedir (Liang vd. 2016). Duyusal &zellikler i¢inde en 6nemlilerinden
olan lezzet; tat, koku ve kimyasal alg1 6zelliklerinin toplami olarak ifade edilmektedir.
Agizda ¢oziinen gidalarin tatma yoluyla algilanmasi olarak tanimlanan tat duyusu;
gidalarin  acilik, eksilik, tathilik, tuzluluk, metalik ve umami gibi o6zelliklerini
icermektedir. Koku, agiza alinan bir gidadan c¢ikan ugucu bilesenlerin koklayarak
algilanmasi, kimyasal algi ise agiz ve geniz boslugundaki sinirlerin uyarilmasi sonucu
algilanan yakicilik, burukluk gibi kavramlari i¢inde barindiran bir olgudur (Meilgaard
vd. 2006). Hidrokarbonlar, aldehitler, ketonlar, esterler, alkoller, benzol bilesikleri,
furanlar, laktonlar, pirazinler gibi ¢ok sayida ugucu bilesiklerle, hidrofilik ve hidrofobik
peptitler, inosinik asitler, hipoksantin, baz1 amino asitler, laktik asit, aspartik asit gibi
ucucu Ozellik gostermeyen bir kisim bilesikler etin lezzeti lizerine etkili olmaktadir
(Serdaroglu ve Degirmencioglu 2002). Ete uygulanan 1sil islemlerle ger¢eklesen
kimyasal reaksiyonlara bagl olarak ortaya ¢ikan ¢ok sayida ugucu bilesik etin kendine
has lezzetini olusturmaktadir (Fiems vd. 2000). Etlerin kalitesini etkileyen diger 6nemli
ozellik ise gevreklik 6zelligini onemli 6lciide etkileyen sululuktur. Sululuk diizeyinin

yiiksek oldugu etlerin daha gevrek oldugu vurgulanmaktadir (Liang vd. 2016).

2.2 Taze Et Tekstiir Ozelliklerine Etkili Faktorler

Taze etlerde liriin tekstiiriiniin tanimlanmasinda ¢ignenebilirlik, adhesiflik, kohesiflik,
zamklilik vb. 6zellikler 6nemli olsa da tekstiir 6zellikleri oncelikle sertlik ve gevreklik
karakteristikleri dikkate alinarak oOlglilmekte ve ifade edilmektedir. Birincil mekanik
tekstiirel karakteristiklerden olan sertlik algisi, kat1 ve yar1 kat1 gida maddelerinin disler
arasinda ve damakla dil arasindaki basinca diren¢ gdstermesi icin gerekli olan glictiir.
Sertlik dokunma ile belirlenebilen bir kalite kriteridir ve sikilik 6zelligi ile iligkilidir.

Sertlik ile sululuk iliskisi ters orantili olarak degerlendirilir (Ertas ve Dogruer 2010).
Etin kabul edilebilirligini etkileyen kalite 6zellikleri i¢inde en onemlilerinden olan et

gevrekligi; kaliteli son iiriine ulasmada esas rol oynayan etkenlerden olan bag doku

miktar1 ve ¢ozilintirliigi, rigor gelisimi, sarkomer boyu ve kesim sonrasi olgunlastirmaya
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bagli olarak farkliik gdstermesinin yanisira miyofibrilar degradasyonuna ve

intramiiskiiler yag icerigine de baglidir (Houbak vd. 2008, Warner vd. 2010).

Kaliteli et, ¢cignendiginde kolayca pargalanir ve dagilir. Dana, kuzu gibi gen¢ kasaplik
hayvanlardan elde edilen etler daha gevrek 6zellik gostermektedir. Kasaplik hayvanlarin
yasla dogru orantili olarak bag doku miktarindaki artis nedeniyle etin gevrekligi de
azalmaktadir. Hareketli kaslarda fazla bag dokunun bulunmasi etin daha sert olmasina,
hareketsiz kaslarda ise daha az yogunlukta bag dokunun bulunmas: etin daha gevrek bir
yap1 kazanmasina neden olmaktadir. Kesim sonrasi kasin ete doniisiim (rigor-mortis)
stirecinde et sert bir yap1 kazanmaktadir. Rigor-mortis tamamlandiktan sonraki siirecte
0-4°C’de 3-4 giin bekletilmesi ile etin gevrekliginde artis olmaktadir. Dokunuldugunda
kadifemsi bir yapida olan et kaliteli olarak degerlendirilmektedir. insan gidasi olarak
etin cok sert, kaba bir yapida olmas1 tercih edilmedigi gibi asir1 sulu ¢ok esnek, asiri
yumusak bir kivamda olmasi da istenen bir durum degildir (Faucitano vd. 2008, Liang
vd. 2016).

Etin gevrekligini iyilestirmek suretiyle artan et kalitesini siirekli kilmak, boylece daha
cok sayida tiiketiciye ulasarak, daha ¢ok miktarda et tiiketimini saglamak miimkiin
olacaktir. Bu nedenle, et gevrekliginde kaydedilecek ilerlemeler et endiistrisi igin
oldukca fazla 6nem tasimaktadir (Weaber ve Lusk, 2010) Ciftlikte gegirilen siireg
(iireme, beslenme ve nakliye), fizyolojik 6zellikler (genetik ge¢mis, stres faktorii, kas
tipi ve lokasyonu) ve proses kosullar1 (kesim sonrasi sicaklik uygulamasi ve depolama)
gibi et tekstiiriine etki eden ¢esitli faktorler sayisiz ¢alismada incelenmistir. Gevrek et
iretmek i¢in gerekli bilgi ve islemleri tanimlayan birgok yayin ve patent ¢alismasi da

bulunmaktadir (Bekhit vd. 2014).

Kasaplik hayvanlarin genetik yapisi, besi kosullari, tiirii, irki, yast gibi etkenler o
hayvandan elde edilecek karkasin kalitesini ve buna bagli olarak et kalitesini biiyiik
ol¢iide etkilemektedir. Hayvanlarin kesiminde kullanilan yontemler ve kesim ortaminin
hijyen ve sanitasyon kosullarima uygunlugu da et kalitesinin korunmasinda 6nemli
katkilar saglamaktadir. Kesimlik hayvanlarin kesimin yapilacagi tesislere taginmasi

siirecinde olumsuz kosullar ve bunun yani sira kesimden Once stresten uzaklastirip
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yeterince dinlendirilmemesi de et kalitesinin diigmesine neden olmaktadir. Bu nedenle
kesimden o6nce hayvanlarin 6-12 saat dinlendirilmesi etin kalitesinin korunmasinda
onemli rol oynamaktadir. Bayiltilarak yapilan kesime gore bayiltmadan yapilan kesimde
karkastan uzaklasan kan miktar1 daha fazla olmaktadir. Kesim sonrasi karkasta kalan
kan miktar arttikca etin kalitesi diismekte ve olast mikroorganizma yiikii nedeniyle de
bu etlerin raf dmrii kisalmaktadir. Kesimden hemen sonra etlerin dinlendirme odalarina

(0-4°C’de) alinmasi et kalitesinin korunmasinda 6nemli bir fakt6rdiir (Faucitano vd.

2008).

Bir karkasin herhangi bir kasindaki rigor mortis dncesi kas metabolizmasi; (i) hayvanin
kesim oOncesi kas glikojen seviyesini etkileyen beslenme sekli, (i) kesimde kas
metabolizmasi etkileyen kesim Oncesi stres faktorii, (iii) kasin lif tipi, (iv) karkasa
kesim sonrasi uygulanan elektriksel uyarimlar, (v) genetik faktorler gibi unsurlara bagl
olarak onemli Ol¢lide degiskenlik gosterebilmektedir. Hayvanlarin kesim oncesi akut
stres diizeyinin ve fiziksel tepki mekanizmalari sigir ve kuzu etinin sertligini énemli
olgtide etkilemektedir (Warner vd. 2010). Olumsuz tepkileri yansitan stres, davranigsal
ve psikolojik degisikliklerle iliskilendirilmistir. Hayvan kendisini gercek ya da hayali
tehdit altinda hissettiginde strese girmekte ve bu psikolojik degisiklikler hayvanin
potansiyel diizeyde tepki gostermesine yol agmaktadir. Daha gevrek et, kesim Oncesi

donemde kastaki yiiksek glikojen seviyesiyle iligkilendirilmistir (Reiche vd. 2019).

Et gevrekligini artirici yontemler su tutma kapasitesi, renk ve lezzet gibi diger kalite
Ozellikleri lizerinde Onemli etkiler yaratabilecek hiicresel ve yapisal degisiklikleri
icermektedir. Kaslar kompleks bir dizi fizyolojik, biyofiziksel ve biyokimyasal
degisimleri iceren kesim sonrasi 0liim sertligi asamasindan gecerek ete doniismektedir.
Et tekstlriini belirleyen temel iki faktor vardir. Birincisi, ¢izgili kasi olusturan kas
lifleri ile iligkilidir. Kesimden sonra kasilan kasta sarkomer boyunda meydana gelen
degisimler et tekstiiriinii belirlemektedir (Kemp vd. 2010). ikinci faktor ise genellikle
sertligi ifade eden etteki bag doku ile iligkilidir. Bag dokunun et sertligine etkisi, etteki
elastin ve kollajenin yap1 ve/veya miktarina baghdir; pisirme sekli ve sicakligiyla
kismen gelistirebilir (Lepetit 2008).

13



Pre-rigor fazda kollajen igerigi sertlige katkida bulunur. Daha sonra kasin kisalmasi
nedeniyle sertlikte artis meydana gelir. Gevreklik veya dinlenme siirecinde rigorun
¢Oziilmesi asamasinda ise kaslar bir seri degisime ugrar ve gevreklikte dikkate deger bir
artis  gozlenir. Gevrekligi artirmak i¢in en etkili uygulama, kas liflerinin
degradasyonundan sorumlu olan kalpainler, katepsinler gibi endojen proteolitik

enzimlerin uygun bir sekilde aktivasyonunun saglanmasidir (Bhat vd. 2018).

Taze etin gevreklestirilmesi amaciyla uygulanan kesim sonrasi yontemler, fiziksel,
kimyasal ve enzimatik olmak {izere ii¢ temel kategoride siniflandirilir. Fiziksel
yontemler, kuvvet uygulayarak ya da fiziksel uyarimlarla ette yapisal degisikliklere
neden olmaktadir. Bu fiziksel miidahaleler; karkaslart olgunlastirma kosullari,
dondurma-¢ozme dongiileri, ultrases ve yiiksek hidrostatik basing uygulamalari,

mekanik yontemlerle kasilmanin 6nlenmesi gibi uygulamalardir (Bekhit vd. 2014).

Tiiketicilerin yeme aligkanliklarindaki degisimler, endiistrideki biiyiimenin devamini
saglamaya katkis1 bakimindan gevrek et elde etmek icin sigir eti yetistiren ciftliklere

olan ihtiyacin 6nemini vurgulamaktadir.

2.3 Taze Ette Gevrekligi Etkileyen Faktorler

Gevreklik taze etlerin en onemli kalite Ozelliklerinden birisidir (Casas vd. 2006).
Ozellikle, sigir etinde farkli nedenlerden &tiirii degiskenlik gosterebildiginden tiim
diinyada et sektorii icin 6zel oneme sahip bir konu olarak goriilmektedir. Kesimden
sonra kasin ete doniislimii siirecinde bir¢ok biyofizikokimyasal degisimler meydana
gelir ve bu degisimler son {irlinlin kalite 6zelliklerini biiyiik 6l¢iide etkiler. Kesimden
sonra ortaya c¢ikan bu olaylar {i¢ fazda incelenebilir; (1) sertligin kollajenden
kaynaklandig1 pre-rigor faz, (2) sertligin kaslardaki kasilmadan kaynaklandigi rigor fazi
ve (3) rigorun ¢oziildiigl, kasmn bir seri degisime ugrayarak gevrekligin belirgin bir
sekilde iyilestigi olgunlagtirma fazidir. Yani, kollajen igerigi ve c¢oziiniirliigii, kas
kasilma diizeyi ve olgunlastirma etlerin son gevreklik karakteristigini belirleyen {i¢

onemli faktordiir (Hopkins ve Geesink 2009, Bhat vd. 2018).
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Daha 1iyi kalitede et icin kesim sonrast uygulanan olgunlastirmanin gevreklige etkisi,
temel olarak kas liflerinin degradasyonundan sorumlu olan endojen proteolitik
enzimlerin aktivasyonunu i¢eren dogal bir enzimatik siirectir. Ayn1 zamanda, sicaklik,
pH ve oksidasyon gibi gesitli faktorler de olgunlastirma siiresince kalpainlerin
aktivitesinde, dolayistyla etin gevreklik 6zelligi kazanmasinda etkilidir. Rigor esnasinda
normalin istiindeki sicakliklar glikolizin artmasina, dolayisiyla pH’da hizli diisiise
neden olmakta, protein denatiirasyonu igin gerekli kosullar saglanmaktadir. Bu kosullar
soluk, yumusak ve sulu (PSE- Pale, Soft, Exudative) et kusuruna neden olabilir. Bu
yiizden uygun olgunlastirma sicakliginin saglanmasi ve olgunlastirma sicakliginin 0—
4°C civarinda olmasi gerekir (Bhat vd. 2018). Kas hiicresinin proteolitik enzimlerinin
stabilitesi ve aktivitesi pH’dan onemli ol¢iide etkilenmektedir. Kesim sonrasi siireg
icindeki 3 saatlik dilimde etteki pH’nin diisiik veya yiiksek olmasi durumunda, orta
dereceli pH’l1 etten daha az gevrek bir iiriin elde edildigi belirtilmistir (Simmons vd.
2008). Gevreklestirme isleminde diger bir etkili faktor kas lifi tipidir. Yiiksek oksidatif
liflere sahip kaslar, hizli dondurma esnasinda sarkoplazmik retikulumun kalsiyum
baglama o6zelliginin hizla kaybindan otiirii soguk kasilmasina daha hassastirlar.
Olgunlasma, hizl1 kasilan kaslarda yavas kasilan oksidatif kaslara gore daha cabuk
gerceklesir. Bu durum, kalpainin inhibitorii olan kalpastatine oranmin daha yiiksek
olmasiyla agiklanabilir (Totland vd 1988, Ouali ve Talmant 1990). Yagl ve yumusak
yagli kaslar, daha az bag doku igerdikleri i¢in daha gevrektirler (Bhat vd. 2018).

Bununla birlikte, gevrekligin iyilestirilmesinde asil 6nemli olan, kalpainler, katepsinler
ve kaspazlar gibi kas liflerinin degradasyonundan sorumlu olan endojen proteolitik
enzimlerin uygun bir sekilde aktivasyonunun saglanmasidir (Bekhit vd. 2014). Kesim
sonrasinda proteolizde anahtar rol oynayan kas proteinlerinden en 6nemlileri desmin,
titin, nebulin, troponin-T’dir. Olgunlastirmanin ilk birka¢ giiniinde sarkomer yapisinda
ve Z disklerinde degradasyon ortaya cikar. Miyofibrilar proteinlerin kesim sonrasi
proteolizi sonucu goézlenen tiim bu yapisal degisimler etin olgunlastirma esnasinda
gevrek yap1 kazanmasinda etkilidir (Wheeler ve Koohmaraie 1994, Taylor vd. 1995,
Bhat vd. 2018).
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2.3.1 Taze etin gevreklik ozelligi iizerine etkili enzim sistemleri

Kesim sonrasi proteoliz, hiicre i¢i ¢esitli proteolitik sistemleri iceren ¢oklu enzimatik
etkilerle meydana gelir. Bunlar i¢inde olgunlastirma siirecinde et gevrekligini
gelistirmede temel rol oynayan kalpainler, en yogun arastirilmis ve en ¢ok lizerinde
durulan proteaz sistemidir. Mitokondride de bulunan, apoptotik ve nekrotik hiicre
olimiini de icine alan patofizyolojik ¢esitli olaylarda nemli rol oynayan kalpainler,
iskelet kasindaki fizyolojik pH’da optimal aktif olan hiicre i¢i kalsiyuma bagh sistein
proteazlarinin genis bir ailesidir (Bhat vd. 2018, Kim vd. 2018).

Kalpainlerin endojen inhibitorii olan kalpastatinin aktivitesinin yiiksek olmasi ¢ok
diisiik protein degradasyonu ve kesim sonrasi kaslarin gevrekliginin azalmasiyla ile
iligkilidir. In-vivo olarak canli hiicre ve hiicre tiremesi kapsaminda degerlendirildiginde,
kalsiyuma bagli spesifik proteaz inhibitorii olan kalpastatinin fazla miktarda eksprese
olmasiyla kalp, néral doku ve kaslardaki kalpain aktivitesini nemli 6l¢iide baskilandigi
goriilmustir (Kim vd. 2018). Kalpastatin kesim sonrasinda kasta indirgenmektedir

(Huff-Lonergan vd. 2010).

Et gevrekligi, belirtilen o6zelliklere ek olarak bir¢ok genetik faktoriin etkiledigi
kompleks bir 6zelliktir ve hayvanin yasaminin ancak son doneminde ve kesim sonrasi
doneminde oOl¢iilebilmektedir. Bu agidan, sigir etinde gevreklik lizerine etkili 6zelliklere
yonelik genetik ¢aligmalar yavas bir seyirde devam etmektedir ve ozellik-iliskili SNP
(Single Nucleotide Polymorphism-Tek Niikelotit Polimorfizmi) markirlari i¢in yapilan

caligmalara agirlik verilmesi gerekmektedir (Braz vd. 2018).

Et¢i 6zellik gosteren 1rklar i¢in 1slah programlarinda ve hayvan segiminde gevrekligin
on planda tutuldugu durumlar ig¢in potansiyel biyoisaretleyicilerin belirlenmesinde
biyoteknolojik uygulamalarin  kullanilmasina yonelik ¢alismalar son yillarda
yayginlagmaktadir. Kalpain kompleksine ait genlerin (CAPN1, CAPN2 ve CAST) et
gevrekliginde oOnemli rol oynadigi bildirilmistir (Malheiros vd. 2018). Memeli
dokularinda bulunan ve kalpainlerin spesifik bir inhibitori olan kalpastatin CAST geni

tarafindan kodlanan endojen bir proteindir (Bhat vd. 2018). Kalpastatin ve onun
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kalsiyumla kontrol edilen dort izoformu (CAST, CAST1, CAST2, CAST3 ve CAST4)
kalpainlerin proteolitik aktivitesinin endojen inhibitdrleri olarak rol oynar. Bununla
birlikte et gevrekligi, kalpainler ve onlarin inhibitorii olan kalpastatinlere ek olarak,
yapisal proteinler, proteazlar ve HSP’nin (Heat shock proteins- Is1 Sok Proteinleri) ortak
etkilesim agmin olusturdugu ve her birinin fonksiyonlarmin hala tam olarak
anlasilmadigi kompleks bir 6zelliktir (Malheiros vd. 2018). Yani, HSP’in ilgili geninin
ve protein ekspresyonunun da et gevrekligi ile ilgili oldugu soylenebilir. Malheiros vd.
(2018), Nellore sigir wkindaki et gevrekligi ile HSP’leri (HSP9OAA1, DNAJAI ve
HSPB1) kodlayan genlerin ifadesi ve kalpain kompleks genlerinin (CAPN1, CAPN2 ve
CAST) ifadesi arasindaki iligkiyi belirlemek amaciyla bir ¢alisma gergeklestirmislerdir.
Bu calisgmada Nellore sigir irkinda et gevrekliginin dogrudan CAPN1 ve CAPN2’in
ifadesine bagli olmadigi, bununla birlikte, CAST2, HSP90AA1, DNAJA1 ve HSPB1
diger genlerin ifadesiyle iliskili oldugu bildirilmistir.

Leal-Gutiérrez vd. (2018), farkli sigir popiilasyonlarindaki eti kalite 6zelliklerinden
gevreklik ile p-kalpain geni ve onun spesifik inhibitorii olan kalpastatinin iliskisini
incelemislerdir. Bu iki gen ¢ok sayidaki polimorfizmle iliskilendirilmesine ragmen
fonksiyonel mutasyonlar tespit edilememistir. CAST genindeki 4 markirin WB kesme

kuvveti ile iliskili oldugu bildirilmistir.

Lozano vd. (2016) Meksika menseili 40 adeti Bos taurus, 95’1 Bos indicus ve 61’1 ise
bunlarin ¢aprazlanmis olan Bos indicus x Bos taurus hayvan irklar1 tizerinde
gerceklestirdikleri ¢aligmada, Bos indicus, Bos taurus ve Bos indicus x Bos taurus
caprazlanmigs genetik gruplart degerlendirmek igin ve Kkalpain (CAPN316 ve
CAPN4751) ve kalpastatin (CAST-T1)’deki tek niikleotit polimorfizminin WB kesme
kuvveti lizerine etkilerini dogrulamak i¢in ticari kosullarda degerlendirilen 196 hayvan
tizerinde analiz yapmuislardir. CAST geninin kesme Kkuvveti iizerine etkilerini
degerlendiren son aragtirmalara gore caprazlanmis sigir ki ve Angus sigir ki
genotipik ozellikleri ile markir destekli isletmelerde veya sert et riskinin dnlenmesi
bakimindan sigir eti iriinlerinin pazarlanmasinda tercih edilmektedir. CAPN ve CAST
genlerinin birlikte etkileri ile degerli ekonomik doniisler elde edilmistir. Genotiplemede

azalan maliyet ve elde edilen karlilik et gevrekligi se¢imi ve siiflandirmast bakimindan
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markir destekli seleksiyona (MAS) olanak saglayabilmektedir. Ticari olarak sigir etinin
siiflandirilmasinda markir destekli isletme icin belirleyici bir kriter olarak CAPN ve

CAST genlerinde tespit edilen polimorfizmler kombinasyonlarda kullanilabilmektedir

(Lozano vd. 2016).

Dort farkli Cin sigir wrkindan olusan 367 hayvan kullanarak CAST ve CAPN1
genlerindeki tek niikleotit polimorfizmlerini arastirmak ve bu polimorfizmlerin et kalite
Ozellikleri iizerindeki etkilerini gozlemlemek amaciyla gergeklestirilen bir caligmada
(Sun vd. 2018), sigirlardaki CAPN1’de iki ve CAST’da bir SNP bulunmustur. Genetik
cesitlilik analizleri sonucu dort irktaki bir gok SNP’nin orta diizeyde genetik gesitlilige
sebep oldugu one siiriilmiistlir. Buna ek olarak, bireysel markirlar ve et kalite 6zellikleri
arasindaki iligki Cin Simmental 1rk1 iizerinden analiz edilmistir. CAPNI1 4558 A-G
bolgesinin WB kesme kuvveti degeriyle ve mozaiklesme diizeyiyle dnemli derecede
iligkili oldugu bulunmustur. CAST genotipi, Olgiilen ozelliklerle anlamli bir iligki
gostermezken CAPNI1 4684 C-T’in kesme kuvveti degeri lizerinde 6nemli bir etkiye
sahip oldugu saptanmustir. Calisma CAPNI1’in et gevrekligi Uzerindeki etkisini
dogrulamakta ve gelecekteki sigir yetistiriciligi i¢in dnemli buluslar ortaya koymaktadir

(Sun vd. 2018).

2.4 DNA ve Yapitaslari

DNA’nin (Deoksiriboniikleik Asit) yapitasi niikleotitdir. Her niikleotit Pentoz (5-
karbon) seker deoksiriboz, fosfat molekiilii ve azotlu bazdan olusur. Azotlu bazlar
niikleotitin degisken bilesenidir. Adenin (A) ve Guanin (G) piirin bazlarini olustururken
Timin (T), Sitozin (C) ve Urasil (U) pirimidin bazlarin1 olusturur. Bunlardan Timin
RNA’da (Riboniikleik Asit) bulunmazken, Urasil de DNA’da yer almaz (Sekil 2.3).

Niikleotitler uzun DNA molekiilleri olusturacak sekilde birlesmektedir ve her DNA
molekiilii birbiri lizerine sarmal olusturacak sekilde dolanan iki zincirden olusmaktadir.
Bir zincirdeki niikleotitler birbirlerine fosfodiester bagi ile baghdir. Her zincirin
polaritesi vardir, fosfodiester bagi iki niikleotitin 5' ucu ve 3' ucu arasinda olusmaktadir

(Sekil 2.4).
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Sekil 2.3 Niikleotit yapis1 ve niikleotit yapisina katilan bazlar

3'ucu

Sekil 2.4 Niikleik asitlerin molekiil yapis1

Iki DNA zinciri hidrojen baglari ile bir arada tutulur. Tamamlayic1 bazlar arasinda

hidrojen bag1 olusur. Adenin (A) Timinle (T) ve Guanin (G) ise Sitozinle (C) sirasiyla

19



iki ve ii¢c adet hidrojen bagi ile baglanmis olur (Sekil 2.5). Olusan iki zincir birbirine zit

yonde antiparalel bir sarmal yap1 olugturmaktadir (Sekil 2.6).

seker-fosfat hidrojen bag
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Sekil 2.5 DNA’nin “seker ve fosfat belkemigi” ve bazlar aras1 “hidrojen baglar1”

Adenin Timin

Fo———————————
Guanin Sitozin

Seker-Fosfat

Sekil 2.6 DNA’nin ¢ift zincir sarmal yapisi
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2.4.1 DNA, gen ve gen ifadesinin diizenlenmesi

Bir kromozomdaki belirli bir niikleotit dizisi gen olarak adlandirilmaktadir. Ortalama
10004000 niikleotitden olusan genler farkli biiyiikliiklerde olabilmektedir ve hiicre
icindeki foksiyonlar farklilik géstermektedir. Buna ek olarak, genlerin boyutlarinin ve
islevlerinin dogru orantili olmadigimi gosteren oOrnekler mevcuttur (Pearson 2006).
Genlerin, genom dizisinde yeri bilinen, transkripsiyonu gergeklestirilebilen regiile edici
ve fonksiyonel DNA bolgeleri oldugu seklinde tanimlamalar da yapilmaktadir (Pennisi
2007, Gerstein vd. 2007). Gen 5’ ucundan bagslanarak 3’ ucuna dogru okunmaktadir ve
gende sirasiyla UTR (Untranslated Region- Kodlanmayan Bolge) olarak adlandirilan
translasyona ugramayan bolge ve agik okuma ¢ergevesi bulunmaktadir. Genin 5’
ucundaki UTR bolgesinde geni aktive eden ve transkripsiyonu regiile eden diizenleyici
bolge, ayrica genin taninmasini saglayan promoter kismi mevcuttur (Coverley vd.

1994).

Genden polipeptit {iretiminin gergelestirilmesinde birgok basamak bulunmaktadir.
Regiilator elemanlar1, promoter ve dizideki iligkili bolgelere baglanan transkripsiyon
faktorleri bir genin transkripsyonunun baslamasinda rol oynamaktadir. 5 ucundaki
transkripsiyon baslangi¢ bolgesiyle ekzon ve intronlar dahilindeki kodlayan bolgeleri
takip eden birka¢ yliz ila bir milyondan fazla niikleotit arasinda transkripsiyon
gerceklesmektedir. “Splicing” asamasinda ise primer RNA’nin 5’ ve 3’ uglarindaki
modifikasyonlar gergeklestirilmektedir ve intron bolgeleri ¢ikartilip kalan ekzonlar
birlestirilmektedir. Olusturulan mRNA’nin  stoplazmaya tasinmasiyla translasyon
sonucunda protein elde edilmektedir. Okaryotlarda transkripsiyon, translasyon ve

translokasyon asamalar (Sekil 2.7) mevcuttur (Fairall vd. 1986, Rajkowicsch vd. 2004).
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GEN'den PROTEIN'e
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Sekil 2.7 Protein sentezinde baslatma kompleksinin olugsmasinin ardindan zincir
uzamasinin ilk adimi olan ikinci amino asit eklenmesi (Fluitt vd. 2007)

Bir DNA dizisinin RNA polimeraz aracilifiyla mRNA seklinde kopyalanmasi
transkripsyon (yazilma-yazilim) olarak adlandirilmaktadir ve bu siireg DNA’da bulunan
bilginin protein zincirine doniistiirilmesinin ilk basamagidir. "Transkripsiyon Birimi"
RNA’nin sentezinde gorevli olan DNA {izerindeki dizi seklinde tanimlanmaktadir. RNA
polimeraz Il ve genel transkripsiyon faktorleri transkripsiyonun baglamasindan sorumlu

proteinlerdir (Fairall vd. 1986, Nabel ve Baltimore 1987).

Translasyon, olusturulan mRNA’larin ribozomda tglii tiniteler halinde okunmasiyla
gergeklestirilen amino asit dizisinin sentezlenmesidir ve protein {iretiminin ilk
asamasidir. Daha sonra amino asit veya polipeptit zincirinde meydana gelen

katlanmalarla etkin bir protein elde edilmektedir (Zouridis ve Hatzimanikatis 2007).

Sitoplazmada bulunan biiyiik ve kiigiik olmak tizere ribozomun iki alt birimlerinden
kiiciik alt birimi translasyon sirasinda MRNA zincirinin 5' ucuna baglanmaktadir.
MRNA'daki kodonlar ribozomdaki bolgelere entegre olan tRNA'larin antikodonlar
tarafindan taninmaktadir, iligkili amino asitlere bagli olan tRNA'larin ribozom iizerinde
art arda eklenmesiyle tRNA'larin 3" ucundaki amino asitler baglanarak polipeptit
zincirini olusturmaktadir (Whitford vd. 2013).
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Kodon tanima, mRNA {izerinde iigerli gruplar halinde degerlendirilen kodonlar ilgili
amino asitlerle birlesen tRNA’larin  komplementer antikodonlar1 tarafindan

taninmaktadir (Thompson ve Karim 1986).

2.5 Varyasyonlar: Polimorfizm/Mutasyon iliskisi

Mutasyon bir popiilasyondaki goriilme sikligi %1’den daha diisiik olan varyantlar
seklinde tanimlanmaktadir. Polimorfizm ise iki veya daha fazla sayida farkli dizinin bir
tirtin farkli bireylerinde goriilmesi olarak agiklanmaktadir ve replikasyon sirasinda
meydana gelen hatalardan kaynaklandigi varsayilmaktadir. En sik  gdzlenen
polimorfizmler arasinda tek niikleotit polimorfizmleri, minisatellit/mikrosatellit

tekrarlar1 ve insersiyon/delesyonlar yer almaktadir (Dadi vd. 2012).

2.5.1 Tek Niikleotit polimorfizmleri (SNP)

DNA iizerindeki konumu belli olan bir bazda meydana gelen tek niiklotit
degisiklikleridir. Tiim genetik varyasyonlarin %90’mi1 olusturur. SNP’ler transisyon
(Piirin-Piirin ve Primidin-Primidin baz degisimleri) veya transversiyon (Piirin-Primidin
baz degisimleri) seklindedir. Insan genomu kapsaminda 10-30 milyon SNP’nin
bulundugu diisiinilmektedir. Damizlik sigir irklarinda gergeklestirilen genomik sekans
analizleri sonucu otozomal ve seks kromozomal lokalizasyonlu toplam SNP sayisi
52.678 olarak tespit edilmistir. Yine bu calismalarda farkli SNP’lere ait MAF (Minor
Allele Frequency- Minor Alel Frekansi) degerleri birbirinden anlamli 6lglide farkl
bulunmustur (Dadi vd. 2012).

Gen kodlayan bolgelerdeki SNP varyantlarinin bir proteindeki amino asit sekansinda
degisime neden olabilece§i ve protein fonksiyonunu dogrudan etkileyebilecegi
vurgulanmaktadir. Bunlarin belirli bir popiilasyonda goriilme sikliklar1 %1’in altinda
olabilmektedir. Bazt SNP’ler, regiilator sekanslarinda degisime neden olabilmekte ve
boylece dolayli bir sekilde gen ekspresyonunu etkileyebilmektedir. Popiilasyonlar
arasinda goriilen genetik farkliliklar fenotipik farkliliklara sebep olabilmektedir.

Epidemiyolojik ve biyomedikal arastirmalar farkli popiilasyonlarda hasta bireyler ve
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saglikli kontroller arasindaki SNP farkliliklarin1 ortaya koymaktadir (Dadi vd. 2012).
Bazen hastaliklara kars1 duyarlilik veya direng seklinde oldugu gibi damizlik hayvan

ki i¢in etin gevrekligi ve duyusal ozellikleriyle ilgili farkliliklar olarak da kendini
gostermektedir (Leal-Gutiérrez vd. 2018, Sun vd. 2018).

SNP belirlemede farkli yontemler kullanilabilmektedir. Bu yontemler bilinen SNP’lerin
analizine yonelik olarak veya yeni SNP’lerin identifikasyonuna yonelik olarak
degismektedir. Bilinen SNP’nin analizi i¢in PCR (Polymerase Chain Reaction-
Polimeraz Zincir Reaksiyonu), restriksiyon enzimleri ile PCR analizi, ARMS
(Amplification Refractory Mutation System-Alele Ozgii Amplifikasyon). Oligoniikleotit
Ligasyon Testleri, Minisekanslama, FRET (Fliioresan Rezonans Enerji Transferi-
TagMan Genotipleme) sistemi, Cip Teknolojisi gibi yontemler kullanilmaktadir. Yeni
SNP identifikasyonu i¢in ise yine yukaridaki yontemler kullanilabilmekle birlikte,
giiniimiizde bunun i¢in en uygun yontem ayni anda ¢ok sayida geni ya da genis gen
bolgelerinin ayni anda daha hizli ve daha kolay taranmasini saglayan Yeni Nesil
Dizileme (Next Generation Sequencing-NGS) teknolojisidir. Ancak, yeni tanimlanan
SNP’lerin mutlaka Sanger Sekanslama teknigi ile konfirmasyonlarinin (saglamalarinin)

yapilmasi gerekmektedir (Wright 2005).

2.5.2 Minisatelit/mikrosatelit DNA dizileri

Minisatelit DNA Dizileri, 9-65 baz ¢ifti uzunlugundaki degisken sayilarda tekrarlayan
dizilerdir ve VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) olarak da
adlandirilmaktadir. DNA {izerinde 1-20 kilobaz arasinda degisim gosteren yaklasik
1000 adet blok olugturmaktadirlar. Polimorfik 6zelliklerinden dolayr DNA analizlerinde
tan1 amagh kullanilabilmektedirler. Mikrosatelit DNA dizileri ise 2-10 baz gifti
uzunlugundaki tekrar dizilerinden olugmaktadir ve genomda 100.000°den fazla dizi
mevcuttur. Mikrosatelit degisimleri “Short Tandem Repeats” (STR) olarak
adlandirilmaktadir. Bu diziler de minisatelitler gibi polimorfik 6zelliklere sahip
olduklarindan benzer amaglara yonelik degerlendirilebilmektedir. Mikrosatelitler,
genetik materyal iizerinde dagilim goOstermis olduklarindan dolayr genlerin

kromozomlarda bulunduklar1 bolgelerin belirlenmesi i¢in yararlanilan baglant1 (linkage)
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analiz calismalarinda markir gérevi gérmektedir. Insan genomunun yaklasik 1/3’iinde
genomda dagilim gosteren hareketli DNA dizileri bulunmaktadir. Bu diziler kararsiz
olduklarindan dolayr genom iginde Yyer degistirebilmektedirler. Hareketli diziler
DNA’larin transpozisyonu ile olusan transpozonlar ve cDNA araciligiyla DNA’ya
aktarilmig olan retropozonlar olmak iizere iki grup halinde incelenmektedir (Knight ve
Landweber 2000).

Hem polimorfizm hem de mutasyon DNA’daki en sik ve en onemli degisikliklerdir.
Belirli bir DNA Dbolgesinde bulunan bir degisikligin  polimorfizm seklinde
degerlendirilebilmesi i¢in poplilasyondaki Oznelerin en az %]1’inde bulunmasi
gerekmektedir. Mutasyonlarin polimorfizmlerden daha nadir olmasindan dolayi
goriilme sikligindaki bu fark polimorfizmi mutasyondan ayirmaktadir ve polimorfizm
sikligi  popiilasyonlara gore farklilik gostermektedir. Polimorfizmler, hastaliga
yakalanma riskinde artisa ya da azalmaya, ilaglara ve dis etkenlere kars1 organizmanin
verdigi cevabin degismesine ya da ¢esitli yan etkilerin goriilmesi gibi birgok
farklilasmalara neden olabilmektedir. Mutasyon ise gen ya da kromozomda meydana
gelen kalici nitelikte olan, alt kusaklara aktarilan ve genellikle hastalik, kanser vb gibi
olumsuz sonuclara sebebiyet veren degisimlerdir. Mutasyonlar kromozom diizeyinde
(6rnegin translokasyonlar) veya gen diizeyinde baz degisimleri (0rnegin nokta
mutasyonlar1) seklinde olabilmektedir. Bunun yaninda polimorfik bdlgeler “genetik
markir” olarak DNA’nin test edimesi amaciyla da (6rnegin, fingerprint analizi gibi)
kullanilabilmektedir (Cargill vd. 1999).

2.6 DNA Analiz Teknolojileri

2.6.1 DNA izolasyonu

DNA izolasyon yontemleri hiicrelerin ve hiicre zarma bagli olan organellerin
parcalanmasini, DNA’nin yikimimindan sorumlu enzimlerin inaktive edilmesini,
DNA’daki proteinlerin denatiire edilmesini ve DNA’nin solventlerle ¢oktiiriilmesini

kapsayan dort temel adimdan olusmaktadir. Niikleik asitler polar olduklarindan dolay1

polar solventlerde ¢oziinlirken apolar solventlere maruz kaldiklarinda ¢okmektedirler.
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Okaryot hiicrelerde ¢ift zincirli lineer DNA c¢ekirdegin icinde, mitokondride ve
kloroplastta mevcutken prokaryotlarda sitoplazmada bulunmaktadir ve ¢ift zincirli,
halkasaldir. Okaryotlarin aksine prokaryotlarin DNA’s1 histon proteinleri tarafindan
sarili degildir. Niikleik asitlerdeki N-glikozidik piirin ve pirimidin baglar1 asidik ve
bazik kosullara toleranshidir ve RNA’daki fosfodiester baglart 0.3 M derisimli KOH
varliginda 37°C’de denatiire olmaktadir. DNA’daki primerler ise bu sartlar altinda
stabildir. 0.IN TCA, HCI ya da HCIO, gibi asitler DNA ve RNA’y1 ¢oktiirmektedir.
Niikleik asit verimini etkileyen en 6nemli asamalardan biri olan hiicre denatiirasyonu
sirasinda, bag doku gibi kati dokular digindaki biiylik pargalarin biitlinligiiniin
bozulmas: gerekmektedir. Izolasyonda proteinlerin ve RNA’min ayrilmasinin
saglanmasi gerekir. Proteinler SDS (sodyum dodesil siilfat), proteinaz K, fenol, organik
coziiciiler veya SDS gibi deterjanlarla denatiire edilerek, RNA ise RNaz ile parcalanarak
ortamdan uzaklastirtlir.  EDTA’nin  (Etilendiamin tetraasetik asit), magnezyum
iyonlariyla diger iyonlarin etrafinda selat olusturmasiyla DNaz’in aktivasyonu
sonlandirilmaktadir. Etkili bir deterjan olan SDS, DNA’daki protein par¢alanmasinda
gorev almaktadir. Proteinaz K ise SDS varliginda 65°C’de aktive olan ve proteinleri
denatiire eden bir enzimdir. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallardan kloroform
ile fenol, DNA ve RNA’daki proteinlerin uzaklastirtlmasinda kullanilmaktadir. Kopiik
Onleyici islevi goren izoamil alkol kloroform ile birlikte kullanilmaktadir. Ortamin pH’1
ise Tris buffer ile yikseltilmektedir ve boylece pH=8’in {lizerinde DNaz’in
inaktivasyonu gergeklestirilmektedir. Bu sayede lipit ve polisakkaritler de ortamdan
uzaklastirilmis olmaktadir. Izopropanol, DNA’nin ¢oktiiriilmesi isleminden sorumludur.
Buna ek olarak sodyum ve amonyum tuzlar1 da bu amaca yonelik kullanilabilmektedir.
Etanol ya da diyalizden ise DNA’nin son asamada ¢oktiiriiliip saflastirilmasi isleminde
yararlanilmaktadir (Giil ve Yildirim 2018).

2.6.2 DNA olciim yontemleri

Niikleik asit miktarinin belirlenmesi bazi molekiiler yontemler sirasinda 6nem arz
etmektedir ve spektrofotometreyle ultraviyole (UV) absorbansi iizerinden
oOl¢iilebilmektedir. Niikleik asitler, proteinler, organik maddeler, deterjanlar ve lipidler

UV dalgalar1 absorbe eden halkasal bir yapiya sahiptir. DNA, RNA, proteinler ve bazi

26


https://tr.wikipedia.org/wiki/Asetik_asit

amino asitler i¢in ~ 260 nm ve ~280 nm degerlerinde optimal absorbans dl¢iilmektedir.
pH degerindeki degisikliklerin absorbans degerini etkilemesinden dolayr TE
tamponuyla DNA diliisyonu yapilmaktadir. A260/A280 orani niikleik asitlerin safligin
vermektedir. Safligin istenilen diizeyde oldugu degerler DNA i¢in ~1.8, RNA igin ise
~2.0 olarak belirlenmistir ve bunlara yakin degerler bulundugunda niikleik asit
kantitasyonu gergeklestirilebilmektedir. Bu oranin 1.8’in altinda bulunmasiyla protein
veya fenol kontaminasyonunun oldugu varsayilmaktadir. Niikleik asit miktarinin
belirlenmesi i¢in 260nm’de ulasilan absorbans degeri DNA g/ml ile ¢arpilmaktadir.
Ticari kitler ve otomatize sistemler, diger sistemlerde oldugu gibi genetik materyalin
ekstraksiyonunu, stabilizasyonunu ve inhibitorlerin etkisiz hale getirilmesini
kapsamaktadir. Kitlerde niikleik asitlerin kimyasal yontemlerle ekstraksiyonu igin
kullanilmak tizere guanodin tiosiyanat, lizozim, proteinaz K, SDS bulunmaktadir.
Saflagtirma ve inhibitdrlerin etkisiz hale getirilmesi siire¢lerinde kimyasal yontemlerin
yani sira vakum, spin-kolon ve niikleik asidin silica veya manyetik boncuklara
yapistirtlmasi gibi fiziksel yontemler de kullanilabilmektedir. Ticari manuel Kitlerden
IsoQuick niikleik asit izolasyon kiti (Orca), Puregene izolasyon kiti (Gentra) ve Master
Pure ekstraksiyon Kiti (Epicentre) kapsaminda kimyasal yontemler kullanilirken,
QIAmp (QIAGEN) ve High Pure saflastirma kitleri (Roche) spin-kolon, Nuclisens
izolasyon kiti (bioMerieux Suisse) silika boncuklara yapistirma yontemlerini
kullanmaktadir. Spin-kolon teknigiyle yapilan saflagtirmada niikleik asitler santrifiij
sirasinda bir membran filtreye takilmakta ve Boom silica yonteminde ise ayni islem
silika boncuklar tarafindan yiiriitilmektedir. Manuel kitler 1 saat 55 dakika ile 4 saat
39 dakika arasinda islem siiresine sahiptir. Bu Kitlerin uygulanabilirliginin kolay
olmast ve hassasiyetinin yiiksek olmasinin yan1 sira otomatize sistemlerle
kiyaslandiginda zahmetlidir ve kontaminasyon ihtimali daha yiiksektir. ABI 6700 (PE
Biosystems Genomics), BioRobot (QIAGEN), Nuclisens Extractor (bioMerieux
Suisse), XTractor Gene (Sigma-Aldrich) gibi mevcut otomatize cihazlarda 6rnekteki
niikleik asit vakuma maruz kaldiginda membran ya da silika ortama baglanmaktadir.
MagNa Pure (Roche), BioRobot (QIAGEN) ve Nuclisens miniMag (bioMerieux
Suisse) cihazlarinda ise manyetik boncuklar kullanilmaktadir. MagNa Pure LC
cihazinda (Roche) 1-32 farkli 6rnek eszamanli olarak 50-180 dakika igerisinde

caligilabilmektedir ve capraz kontaminasyon ihtimali ihmal edilebilecek boyuttadir.
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QIAGEN otomatize sistemleri ise Bio Robot M48 manyetik boncukla saflastirma
yontemini kullanmakta ve 6-48 6rnegin ayni anda calisilmasint miimkiin kilmakta ve
RNA hiicre-doku, DNA kan-doku ve viral niikleik asit izolasyonu hizmeti
sunmaktadir. Capraz kontaminasyon Hepa filtrasyonu ve UV sterilizasyonu sayesinde
onlenmektedir. BioRobotMDx’de (QIAGEN) ise 2.5 saatte 96 ornek galisabilmek
miimkiindiir. Cobas Ampli Prep Cihazi (Roche) ise 72 6rnek galisabilme, 4 farkli testi
ayni anda uygulayabilme ve kalitatif-kantitatif sonug verebilme 6zelligi ile kolay 6rnek
hazirlanabilen, giivenilir, kapali otomatize bir sistemdir. Molekiiler mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda 6rnek hazirlamada kullanilan otomatize sistemlerde iglem stiresi 20
dakika ile 2 saat arasinda degismektedir. Otomatize 6rnekleme sistemleri, uygulamada
mesakatli olmamalar1 ve kontaminasyon riskini en aza indiren kapali sistemler
olmalar1 gibi avantajlara sahiptir. Bu nedenle, pahali sistemler olmalarina ragmen
yogun is yiikiine sahip tani laboratuvarlarinda kullanilmalar1 giivenilirlik ve hizli tani

acisindan 6nem tagimaktadir (Vanek vd. 2011).

2.7 PCR Teknolojileri

Ilk olarak mikrobiyoloji alaninda kullanilan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
geleneksel yontemlerle saptanamayan miroorganizmalarin belirlenmesinde etkilidir,
duyarhiligi yiiksektir ve hizli sonu¢ vermektedir. Bu yontemle hastalardan alinan
orneklerdeki mikroorganizmalarin niikleik asitleri in vitro olarak g¢ogaltilmakta ve
bulunmaktadir. PCR kapsaminda bakterideki DNA replikasyonunun bir tiip ic¢inde
gerceklestirilmesi icin ilgili enzimlerin c¢alistigi sicaklik ve ortam kosullar
saglanmaktadir. Buna bagl olarak yiiksek sicakliga dayanikli Taq polimeraz enzimi
kullanilmaktadir. Bunun yan sira 6rnege ait izole edilmis genetik materyal, spesifik
primer dizileri, niikleotitler, kofaktér gorevi goren Mg iyonlar1 ve enzim tamponu
eklenmektedir. Ug sicaklik basamagindan olusan PCR islemi “Thermal Cycler” isimli
otomatize 1s1 kontrol cihazlarinda gergeklestirilmektedir. DNA zincirlerinin 94°C
sicakliga maruz birakilarak birbirinden ayrilmasi ilk asamadir. Sicakligin 50-70°C’ye
diistiriilmesi sonucu primerlerin spesifik dizilerle hidrojen bagi olusturmasi ikinci
basamak olan birlesme kapsamindadir. Ugiincii basamak olan polimerizasyonda ise

sicakligin 74°C’ye yiikseltilmesiyle primerlere baglanan Taq polimerazlar dizinin
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3’ucuna niikleotitleri ekleyerek DNA sentezini gergeklestirmektedir. Her dongiiniin
sonunda kopyalanan  bolgenin  miktarinin  geometrik  olarak  ¢ogaltilmasi
saglanmaktadir. Elde edilen DNA parcgalar1 amplikon olarak adlandirilmaktadir ve
etidiyum bromiirle boyanarak uzunluklart mor Otesi 1s1k altinda agaroz ya da
poliakrilamit jel elektroforeziyle (PAGE) belirlenmektedir. Geleneksel PCR yontemi
duyarliliginin yliksek olmasi, maliyetinin az olmas1 ve kolay bir uygulama olmasi
acisindan avantajlidir. Ayrica duyarlilik ve 6zgiilliigiintin artirildig1 “nested PCR” ve
hot-start PCR”, RNA par¢asin1 ¢ogaltmada kullanilan “rt-PCR”, birden fazla
mikroorganizmanin calisilabildigi “multipleks PCR” ve genel enfeksiyon varliginin
saptanmasinda  kullanilan  “broad-range PCR” gibi versiyonlar1 mevcuttur.
Kontaminasyon riskinin yiliksek olmasi, uzun zaman almasi, mesakatli bir islem
olmasi, analitik 6zgiilligiiniin diisiik olmasi ve siirl sayida drnegin ¢aligilabilmesi ise

dezavantajlarindandir (Shah 2019).

Real-time PCR yontemi, kantitasyonun giivenilirligini artirmak, kontaminasyon riskini
azaltmak, siireci hizlandirmak, o6zgiilliigii yiikseltmek ve calisilan 6rnek sayisini
arttirmak amaciyla gelistirilmistir. Real-time PCR’da amplifikasyonla es zamanl
olarak floresan sinyali artis gostermekte ve bu sinyallerin Ol¢lilmesiyle kantitatif bir
sonuca ulasilmaktadir. Boylece ayni cihaz igerisinde ¢ogaltma ve ¢ogaltilan iirtinleri
saptama islemi gerceklestirilebilmektedir. SYBR Green I ¢ogaltilan bolgelerin
saptanmasinda en sik kulanilan ¢ift zincirli DNA boyalarindan biridir. Ugiincii
basamakta kopyalarin ¢ift zincirli hale gelmesiyle DNA boyalarla isaretlenmekte ve
saptanan floresan miktarinda artisa sebep olmaktadir. Elde edilen sonuglar “Melting

Curve” (erime egrisi) analiziyle degerlendirilmektedir (Shah 2019).

2.8 DNA Dizi Analiz Yontemleri

DNA dizi analizleri ya da sekanslama DNA birincil (temel) yapilarinin
belirlenmesinde kullanilan yontemlerdir ve DNA’nin niikleotit dizilerinin saptanmasi
anlamia gelmektedir. DNA dizi analizi, gen yapisi ve genetik kontrol mekanizmalari
hakkinda c¢ok sayida bilgi edinmemizi saglamistir. Ozellikle kalitsal hastaliklarin

meydana gelme ve tedavi siiregleriyle ilgili mekanizmalarin anlasilmasi i¢in arastirma
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yapilan konuya etki eden gen bolgelerinin belirlenmesi gereklidir. Bu bakimdan DNA
dizi analizlerinin yapilmasi tedavi siirecinin baglangic1 ve devaminda izlenecek yolu
belirleyen en 6nemli faktordiir. DNA dizi analizi ile bir¢ok organizmanin genlerinin
yapis1 ve organizasyonu hakkinda énemli bilgiler elde edilmistir. Bir¢ok canli tiiriiniin
tim genom haritalart tanimlanmistir. Siklikla gen mutasyonlarinin (delesyon,
insersiyon vb) tespiti ya da rekombinant DNA olusum yapilarinin tayininde

kullanilmaktadir (Bisht ve Panda 2014).

Maxam-Gillbert kimyasal degredasyon yontemi, Shotgun, Pyrosequencing ve Sanger
yontemi geleneksel DNA dizileme yoOntemleridir. Bunlar i¢inde en yaygin olarak

kullanilant Sanger dizileme yontemidir (Franga vd. 2002).

2.8.1 Sanger dizileme yontemi

Bu yontem enzimatik DNA sentezine dayanir ve en yaygin kullanilan dizi analiz
teknigidir. Yontemde dizisi saptanacak olan DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik i¢in
kalip olarak kullanilir. DNA sentezi saglamak i¢in Klenov, Taq DNA polimeraz, ters

transkriptaz ya da sequenaz enzimlerinden birisi kullanilabilir.

Yontemin temeli DNA polimerazin ANTP (deoksiriboniikleozid trifosfat) ve ddNTP’leri
(dideoksiriboniikleozid  trifosfat) de substrat olarak kullanabilmesi esasina
dayanmaktadir. Teknik olarak dizi analizi a) polimeraz zincir reaksiyonu b) dizileme
reaksiyonu c) jel elektroforezi ve bilgisayarda degerlendirme olmak iizere iig

basamaktan olusmaktadir.

Reaksiyonun gerceklesecegi karisgim dort tiip halinde hazirlanmaktadir. Her bir tiipte
dATP, dGTP, dCTP ve dTTP niikleotitleri, dizinin rastgele sonlandirilmasindan
sorumlu renkli floresan kimyasallarla isaretlenmis ddATP, ddGTP, ddCTP ve ddTTP
olmak tiizere dort cesit dideoksiniikleotit ve zincir uzamasini gergeklestirecek olan DNA

polimeraz I bulunmaktadir. ANTP ve ddNTP molekiillerinin ayni bdlgelere baglanma
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egilimiden dolayr eklenen ddNTP’lerin konsantrasyonu diger bilesenlerin

konsantrasyonundan daha diisiik olmalidir (Kahya vd. 2013).

DNA’nin tek zincirli bir yap1 haline getirilmesinin ardindan isaretlenmis niikleotitler
DNA polimeraz, primer ve kalip DNA varliginda yapiya katilmaktadir. dNTP’lerin
sentezin yapit tasi olarak kullanilmasi halinde uzama devam etmektedir.
Dideoksintikleotidin zincire eklenmesi ise ddNTP’lerin 3’ ucunda OH grubunun
olmamasindan dolay1 reaksiyonun durmasina sebep olmaktadir. Tiiplerde gergeklesen
reaksiyonlar sonucu cesitli uzunlukta DNA parcalar1 olusturulmustur. Dizileme islemi
lic ana basamakta ve 30-40 dongilide gerceklesmektedir. Elde edilen DNA dizilerinin
goriintiilenmesinde jel elektroforezi ya da otomatik dizi analizi cihazlarn
kullanilabilmektedir. Jel elektroforezinde DNA molekiilleri elektriksel alanda
uzunluklarina gore siralanmaktadir (Sekil 2.8). Dizilerin uzunluklart jel goriintiileri

tizerinden saptanmaktadir (Kahya vd. 2013).

Sanger sekanslama sonucu cihazdan
elde edilen kromatogram

CTTCCCCGGGTTGBGCACCACAGACTTGGGGACACGTTTGCGCTCGCTCTTCTGGC
270 280 200 300 310

Sekil 2.8 Sanger dizileme kromatogram c¢iktisi

2.8.2 Yeni nesil dizileme

Eski yontemlerin gelistirilmesi ve yeni yontemlerin bulunmasi, daha ucuz ve hizl
yontemlere duyulan bir ihtiyacin sonucudur. Yeni nesil dizileme yontemleri sayesinde
tek seferde binlerce hatta milyonlarca dizilerin {retilebilir hale gelmesi
saglanabilmektedir. Sanger dizileme teknigi ile genom dizileme uygulamalari uzun

zaman alirken yeni nesil dizileme yaklagimlart sayesinde ¢ok kisa bir siirede (6rnegin

31



tim genomun dizilenmesi birka¢ giin siirmekte) tamamlanabilmektedir. Biyokimyasal
reaksiyonlar agisindan bakildiginda yeni nesil dizileme yaklasimlariin, Sanger
dizilemeden farkli biyokimyasal temelleri bulunmaktadir. Ornegin, Illimuna tabanli
yeni nesil dizilemede izotermal koprii amplifikasyonu dizileme isleminin hem hizli hem
de yiiksek miktarlarda gerceklestirilmesini saglayan bir basamaktir (Sekil 2.9, Sekil
2.10).
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Sekil 2.10 Flow cell lizerinde klonal gruplarin olugturulmasi ve koprii formasyonu

Kalip DNA pargalar1 adaptdr oligoniikleotit dizilere baglandiktan sonra (turuncu ve
kirmizi) denatiire edilerek tek zincir DNA olusturulmaktadir. Flow cell ylizeyine

kovalent olarak tutturulan yakalayici oligoniikleotitler sayesinde kalip DNA’ya eklenen
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adaptor oligoniikleotitler primer olarak kullanilarak kalip DNA kopyalanmakta ve daha
sonra tekrar denatiire edilmektedir. Yeni sentezlenen DNA zinciri yakalayict
oligontikleotite dogru biikiilerek hibridize olmakta ve koprii yapisini olusturmaktadir.
Yakalayici oligoniikleotit primer gorevi gorerek DNA zincirini tekrar ¢ogaltmaktadir.
Bu olusumun binlercesi es zamanli ve c¢ok sayida bridge amplifikasyonun ve
dizilemenin ger¢eklesmesini saglamakta ve ortaya muazzam biiylikliikte DNA sekans

verisi ¢gitkmaktadir (Shendure ve Ji 2008).

2.8.2.1 NGS ciktilarinin degerlendirilmesi ve biyoinformatik analiz prensipleri

Biyoinformatigin temel amaci, genomu analiz edilen bir canlinin fonksiyonlarinin
degerlendirilerek yasam kalitesinin artirilmasidir. Bu amacin gergeklestirilmesi igin
DNA sifresinin ve bu sifredeki her degisimin anlammin ortaya konulmasi
gerekmektedir. Organik bir bedenin insasinda kullanilan ve uzun terimsel bilgiyi
saklayabilen DNA, hemen hemen tiim canlilarda bulunmaktadir. DNA dizisi veya
genetik dizi, DNA ipliginin birincil yapisindan elde edilen harfler dizisidir. Baz1 6zel
durumlan ifade etmek i¢in A, T, G ve C harflerinin disinda farkli harflerden de
bahsedilir. DNA dizisindeki belirsizlikleri vurgulamak i¢in bu 0&zel harfler
kullanilmaktadir. Bu amagla TUPAC (Uluslararas1 Temel ve Uygulamali Kimya
Birligi)’nin belirledigi N, R ve Y sembolleri kullanilmaktadir (Cornish-Bowden 1985).

Bir diziyi ifade eden harfler aralarinda bosluk olmaksizin yazilmaktadir. Ornek olarak
GTAACGTTAC dizisi aralarinda bosluk olmadan yazilmistir. Bu dizi soldan saga 3' (5
iissii, 3 iissli) dogrultusuna karsilik gelmektedir. 5' niikleik asit sarmalini meydana
getiren niikleotitlerin u¢ wuca eklenme yoniinii ifade etmektedir. Kimyasal
adlandirmadaki belli kurallara gdre bir niikleotitin seker halkasindaki karbon atomlari
1 2, 3", 4' ve 5' seklinde adlandiriimaktadir (3 ssii, 5 iissii olarak okunur). Niikleik
asitlerin bir ucundaki seker grubunun serbest bir 3' hidroksil (-OH) grubu, Obiir
ucundaki sekerin ise serbest bir 5'-OH grubu bulunmaktadir. Bu iki uca, sirayla 3' ve 5'
uclart denilmektedir. Sarmalli DNA veya RNA dizileri yazilirken bazlar 5'—3'
dogrultusu seklinde yazilmaktadir. DNA ve RNA dizilerinin biyoinformatik programlari
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ile okunabilmesi i¢in standart bazi formatlar olusturulmustur. Bunlardan en ¢ok
kullanilan1 FASTA formatidir. FASTA formatinda birinci satir ">" semboliiyle baglayan
bir baglik igerir, sonraki satirlarda DNA dizisi yer almaktadir. Fasta formati
biyoinformatigin her alaninda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Veri tabanlar
genelde sekans bilgilerini FASTA olarak sunmaktadir. Yine veri tabanlarinda sekans
tizerinde bir islem yapmak istenirse FASTA formatinda veri girilmesi gerekmektedir.

Asagida bir FASTA formati1 6rnegi mevcuttur;

>BTBSCRYC

tgcaaagcgctttaagtgtaagecttatattcggegtaatgaacaaataaccceggctaaataggcaataaatagtgtaagect
tatattcggcgtaatgaacatgcgctttaagtgtaagecttatattcggegtaatgaacaaataaccccggctaaataggcaat
aaatagtgtaagccttatattcggcgtaatgctaaataggcaataaatagtgtaaggecttatattcggegtaatgaacaaataa
cceecggctaaataggcaataaatagtgtaagecttatattcggcegtaatgctaaataggea

DNA dizisi incelenecek olan genin secilmesi gereklidir. Gen segildikten sonra bu genin
aranacagi veri tabani belirlenmektedir. Molekiiler biyolojide aramalarin ¢ogu ABD
kokenli Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)’nin veri tabani {izerinden

gerceklestirilmektedir. Bu merkezin resmi web sitesi adresi “http://www.ncbi.

nlm.nih.gov”dir. Siteye girildiginde sayfanin saginda “Popular Resources (Popiiler
Kaynaklar)” bashigi altindaki “Nucleotide (Niikleotit)” linkinden arastirilacak gen ile
ilgili veri tabanina girilebilir. Bu veri tabani kullanilarak se¢ilmek istenen genin
niikleotit dizisi 6grenilebilir. Ancak, aranan gen yalnizca bir organizmaya has degilse
arama sonuglar1 ¢ok fazla ¢ikacaktir. Bu nedenle, gelismis (advanced) arama alaninda
genin hangi organizmadan oldugunun belirtilmesi gerekmektedir. Bunun sebebi ayni
genin baska organizmalarda farkli dizilime sahip olabilme ihtimalidir. Bundan dolay1
baz dizisi arastirilacak olan gen veya gen bdlgesinin analiz edilmesi sirasinda ilgili

organizmadan da bahsedilmelidir.

Listedeki her bir arama sonucunun asagisinda FASTA, GenBank, Graphics ve Related
Sequences linkleri bulunmaktadir. Aranan genin niikleotit dizisini almak i¢in buradaki
FASTA linki kullanilmaktadir. FASTA baglantis1 kullanildiginda, ilgili genin FASTA

formatinda niikleotit dizisi goziikecektir. Buradan goriildiigii gibi elde edilen dizi
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format1 “>" karakteri ile baglamaktadir ve sonrasinda gen “ID” numarasi, genin adi ve
genin kromozom numarast bilgileri ve bu bilgilerden sonra ise niikleotit dizisi

gorilmektedir.

NGS dizileme ile elde edilen genis DNA bdlgelerinin veya tiim ekzom ¢iktilarinin hatta
tim genom c¢iktilarinin biyoinformatik analizleri oldukca karmasik bir siiregtir .
Ornegin, insan genomunun protein kodlayan ve %1°lik kismini olusturan ekzom
dizilemesi sonucunda yaklasik 20.000 varyant elde edilmektedir. Bu kadar varyanttan
hastalik etmeni olan mutasyonu bulmak zor bir siirectir. Bu noktada ailenin detayli
klinik bilgisine sahip olmak ¢ok onemlidir. Etkin bir biyoinformatik filtreleme i¢in
temelde varyantin popiilasyon frekansi diisiikk olanlarmin se¢ilmesi ile varyant sayisi
azaltilabilmektedir ve sonrasinda kalitim paterni ve fenotipik bulgularin eklenmesi ile
hastalik etmeni olan mutasyona ulasilabilmektedir. Analiz sonucu klinik tan1 ile iligkili
ancak literatiirde daha 6nceden hig¢ bildirilmemis yeni varyantlar tespit edilebilmektedir.
Bu varyantlarin degerlendirilebilmesi ve siniflandirilabilmesi i¢in diinya {lizerinde pek
¢ok klinik raporun dayanagi olan American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG) kilavuzu kriterlerine gore mutasyon skorlamasindan bahsetmemiz
gerekmektedir. Bu skorlama sonucunda varyasyonlar patojen (classl), muhtemel
patojen (class2), patojenitesi bilinmeyen (class3), muhtemel patojenik degil (class4) ve
patojenik degil (class5) olarak 5 gruba ayrilmigtir. Tiim bunlari gergeklestirirken
varyasyonlarin dokiimii, tespit edilen varyasyonlarin DNA i¢inde bulundugu bolge
(ekzon/intron), in silico parametrelere goére protein zincirinde degisime yol agip
acmadigl, frekansi, birden farkli veri tabanlarinda ne sekilde siniflandirildigi ve nihayet
onceki literatiir bilgilerine gore ne sekilde klasifiye edildigi gibi cesitli filtrelemelere
tabi tutulur. Tim bunlar olduk¢a uzun ve karmasik islemler biitiinidiir (Fortuno vd.

2018).

2.9 CAST (Kalpastatin) Geni

Evcillestirilmis sigir olarak degerlendirilen ve iki temel grup olan Bos taurus (Avrupa)

ve Bos indicus (Hindistan ve Afrika); orijinal yaban sigir1, yaban okiizii veya Avrupa
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bizonu olan B. Primigenius soyundan gelmektedir (Lawrie ve Ledward 2006). 29. ve 7.
sigir kromozomlarinda lokalize olan p-kalpain (CAPN1) ve kalpastatin (CAST)’1
kodlayan genler, hayvan yetistiriciliginde et gevrekligi i¢in gii¢lii ve fonksiyonel
adaylar olarak g6zoniinde bulundurulmaktadir (Curi vd. 2009).

Tezde galigilan CAST geni; Bos taurus (sigir)’da tanimlanmis olup ve 7. kromozomda
lokalizedir. Bu transkript 31 ekzonludur. CAST geni tarafindan kodlanan bir protein
olan kalpastatinin spesifik inhibitorii olan kalpain enziminin iiretimindeki bozukluklar et
sertligine neden olmaktadir. Bir baska deyisle, kalpastatin (CAST) genindeki
polimorfizmlerin et gevrekligi iizerine 6nemli rol oynadigi belirtilmekle birlikte, bu gen
tizerindeki polimorfizmlerin tayini et gevrekligini belirlemede bir markir olarak

kullanilabilmesi acisindan da 6nem arz etmektedir.

2.9.1 Kalpastatin geninin molekiiler yapisi

CAST genine ait burada verilen kiinye bilgileri 14 Haziran 2019 tarihi itibariyle
yenilenmis olan NCBI web sayfasindan elde edilmistir (Anonymous. 2018Db).

Gen ID numarasi : 281039

Resmi Sembol : CAST (VGNC tarafindan verilmistir)
Resmi gen ad1 : Calpastatin (VGNC tarafindan verilmistir)
Kaynak - VGNC:VGNC:26790

BGD : (Bovine Genom Database: BT19504)
Ensembl : ENSBTAG00000000874

Gen tipi : Protein kodlayici gen

RefSeq durumu : Kesinlestirilmemis

Organizma : Bos taurus

Benzer gen : Insan, Mouse ve diger

Lokalizasyon : 7. kromozom

2.9.2 Kalpastatin gen ekspresyonu

CAST geni tarafindan kodlanan endojen bir protein olan kalpastatin, memeli
dokularinda bulunan ve kalsiyuma bagimli dogal bir proteaz olan p-kalpain enziminin
spesifik bir inhibitoridiir (Bhat vd. 2018). Kalpastatin (CAST) geni kalpain

aktivitesinin regiilasyonu iizerinden postmortem kas degradasyonuna etki etmektedir.
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Bu gendeki polimorfizm ve varyasyonlar etin rengi, pH’s1, su tutma kapasitesi ve
tekstiirel 6zelliklerini etkilemektedir (Ropka-Molik vd. 2014).

Kalpastatin proteini Sekil 2.11’de gorildigi gibi XL ve L olmak iizere iki ayri
subdomaini i¢eren “N terminal Leader Domaini” ve her birinde A, B ve C alt domain
inhibitor tekrarlarindan olusan “C Terminal Inhibitor Domaininden” olusmaktadir (Aali

vd. 2014).

Leader Domain Inhibitory Domains

| || |
) (| I | Il IV

ABC ABC A B ABC
N posp—— i c

Sekil 2.11 Kalpastatin polipeptit domainlerinin yapisi (Aali vd. 2014).

2.10 Et Gevrekligi Uzerine Etki Eden Diger Genler

Kesim sonrasi periyotta kaslarda karmasik fizyolojik degisiklikler gergeklesir.
Kalpain/kalpastatin sistemi, karkasin kesim sonrasi depolanmasi siireci ve buzdolabi
sicakliginda kesilen etin miyofibrilar anahtar proetinlerin proteolizine aracilik eden
kalsiyuma bagli endogenaz bir proteinaz sistemidir. BTA29 ile eslenmis olan kalpain
geni, et gevrekligi ile yakindan ilgili olan miyofibrilar proteinlerin par¢alanmasindan
sorumludur. BTA7 ile eslesen kalpastatin (CAST) geni ise, p-kalpain ve m-kalpain
aktivitesini inhibe eder ve boylece post mortem proteolizi diizenler. Biyolojik olarak
kesim sonrasi artan CAST aktivitesi et gevrekligini azaltic1 etkiye sahiptir (Lee vd.
2014a).

37



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Et 6rneklerinin toplanmasi

Kalpastatin (CAST) geni iizerindeki polimorfizmlerin tayini ve et tekstiirliniin
incelenmesi amaciyla 52 adet Brangus ve 52 adet Simmental irk sigirlardan elde edilen
kas dokusundan alinan 6rnekler kullanilmistir. 52 adet Brangus si1gir irki Et Siit Kurumu
Sakarya Et Kombinasi’ndan ve 52 adet Simmental sigir irk1 ise Et Siit Kurumu Ankara
Sincan Et Kombinasi’ndan temin edilmistir. Hayvanlar ortalama 16 aylik ve en az 450

kg olan erkek sigirlardir.

3.1.2 Et 6rneklerinin siniflandirilmasi ve analizler icin hazirlanmasi

Et gevrekligine ait genetik ve tekstiirel 6zellikleri saptamak i¢in mezbahada kesilen
hayvanlarin karkaslariin Longissimus dorsi kasindan drnekler temin edilmistir. Her bir
hayvandan duyusal analiz ve enstriimental tekstiir i¢in ikiser adet 2.50 cm kalinliginda
ve ortalama 250 g agirliginda alinan et 6rnekleri soguk depoda 4°C’de 48 saat siireyle
bekletilmistir. Sogutulan etler soguk zincir kirilmadan Ankara Universitesi Gida
Miihendisligi Bolimii Et Laboratuvarinda 4 giin siireyle 4°C’de muhafaza edildikten
sonra -20°C’de depolanmistir. Ayrica, tezin genetik analiz ¢aligmalart i¢in her iki irka
ait her bir hayvandan tedarik edilen ortalama 250’ser gramlik et 6rneklerinden bistiiriyle
1x1x1 cm® parcalar almmistir. Ornekler eppendorf tiiplerde etiketlenerek -20°C’de

analize almak tizere bekletilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 DNA testi icin et 6rneklerin hazirlanmasi ve DNA izolasyonu

Her iki wrka ait kas dokudaki kalpastatin (CAST) geninde olast polimorfizmlerin yeni

nesil sekanslama ile tespiti amaglanmistir. Bunun i¢in 1x1x1 cm® biiyiikliigiindeki 104
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et ornegine ait kas dokudan izole edilen DNA (Deoksiriboniikleik Asit) drneklerinin
konsantrasyonlar1 6l¢iiliip arsivlenmistir. Her bir hayvana ait 6rnek {izerinde caligsma

yapilarak elde edilen polimorfizm farkliliklar1 ortaya konulmustur.

Hiicrenin ¢ekirdegindeki DNA’ya ulasmak ic¢in hiicre duvarmin pargalanmasi
gerekmektedir. Pargalama, fiziksel ve kimyasal yollarla yapilabilmektedir. Fiziksel
olarak 1sitilan hiicreler ayni zamanda kimyasal karisimlarla muamele edilerek hiicre
duvariin pargalanmasi saglanmistir. DNA izolasyonu, QIAGEN QIAamp DNA FFPE
Tissue Kit (50) protokoliine gore yapilmaistir.

Asamalar sirasi ile asagidaki gibidir:

e 1.5 ml’lik her biri numaralandirilmis eppendorf tiipte muhafaza edilen, Kkesiti
alinmis olan doku 6rneklerinin bistiiri ile kazinarak fiziksel parcalanmasi saglanmig
ve kisa 0rnek bilgilerinin not edildigi 1.5ml’lik tiiplere aktarilmistir.

e Doku orneklerinin aktarildig: tiiplere Iml ksilen eklenerek vortekslendikten sonra
yiiksek hizda santrifiij edilmistir.

e Santrifij sonrasinda pelleti almadan siipernatant kisim c¢ekilerek atilmistir.
Stipernatanttan uzaklastirilmis pelletin tizerine 1ml %100 Etanol (EtOH) eklenmis
ve vorteks ile yiiksek hizda karistirilmistir.

e Siipernatanttan uzaklastirilmis pelletten kalan etanoliin uzaklastirilmasi i¢in de 1s1
blogunda 37°C’de 10 dk kurumaya birakilmistir.

e [s1 blogundan alinan tiipe hiicre zarim1 yikmak i¢in 80ul ATL eklenmis ve ardindan
da proteinleri uzaklagtirmak icin 20ul proteinaz K eklenip diisiik hizda vorteks ile
karistirilmastir.

e 56°C’de 2 saat stiresince 20 dk araliklarla vorteks ile karistirildiktan sonra tiipler, 1s1
blogunda 90°C’de 1 saat siireyle inkiibasyona birakilmigtir.

e Hiicresel diizeyde par¢alanmay1 saglamak i¢in 200 pl AL buffer eklenmis ve sonra
liziz amagl1 bufferlerin etkisini durdurmak i¢in 200 pl %100 EtOH eklenip vorteks
ile karistirilmastir.

e Vorteks ile karigtirilan tiipten pelleti almadan sadece siipernatant kisim ¢ekilerek

kisa 6rnek bilgilerinin oldugu spin kolona aktarilmistir.
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Santrifiijden sonra toplama tiipleri bosaltilmis ve ayni1 toplama tiiptindeki spin kolon
tizerine, filtrede tutulan DNA dis1 hiicre kalintilarini uzaklastirmak i¢in 500 pl AW1
buffer eklenmistir.

AWI1 buffer eklenen spin kolonlar 8000 rpm’de 1dk 30 sn siireyle santrifiij
edilmistir.

Santrifiij sonunda toplama tiipleri bosaltilmis ve ayni toplama tiiplerindeki spin
kolon iizerine 500 pl AW2 buffer eklenmistir.

AW?2 buffer eklenen spin kolonlar1 8000 rpm’de 1 dk 30 sn siireyle santrifiij
edilmistir.

Santrifiij sonrasinda spin kolonlari, izole edilecek olan DNA’y1 muhafaza etmek igin
ayrintili 6rnek bilgilerinin oldugu yeni 1.5ml’lik tiiplere aktarilmistir.

Spin kolonlarin iizerine 75 pl ATE buffer eklenip oda sicakliginda 1dk siire ile
inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyondan sonra spin kolonlari DNA’y1 muhafaza edecek 1.5ml’lik tiip ile
birlikte 14000 rpm’de 1 dk 30 sn santrifiij edilmistir.

izole edilen DNA 6rneginin konsantrasyonu ve safligi NanoDrop ile l¢iilmiistiir.
Olgiim sonrasnda DNA &rnegi, -20°C’de muhafaza edilmek iizere ornek

numarasina gore saklanmaigtir.

3.2.2 DNA ol¢iimii ve PCR uygulamalan

DNA doku orneklerinin 260/280 nm dalga boyundaki saflik diizeyleri ve nanogram

Ol¢iistinde olan doku DNA izolasyon konsantrasyonlar1 Spektrofotometrik NanoDrop

cthaz ile belirlenmistir.

3.2.3 Spektrofotometre ile DNA konsantrasyon ve safliginin 6l¢ciimii

Spektrofotometrede 6lgiim yapabilmek i¢in ilk olarak cihazin orta kismina DNA’nin

¢oOziildiigii soliisyondan 2 pl konulmus, daha sonra ekrandaki blank tusuna basilmis ve

calistlan DNA orneklerinin sirasiyla olgtimleri yapilmistir. Bu prosesle Brangus ve

Simmental sigir et drneklerinden izole edilen DNA molekiillerinin Spektrofotometrik
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NanoDrop cihazi ile elde edilen saflik ve konsantrasyonlarmin dl¢iim degerleri tespit
edilmistir.

Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde su kriterler baz alinmistir:

DNA safligini belirlemede; 260/280 nm’deki sonucuna bakilmstir.

Saf bir DNA , 260/280= 1.8-2.0 arasinda olmalidir.

260/280 > 2.0 ise; ortamdaki RNA (Riboniikleik Asit) kontaminasyonunu,

260/280<1.8 ise; ortamdaki protein kontaminasyonunu ifade eder.

izole edilen ve konsantrasyon/piirifikasyon dl¢iimleri yapilan DNA 6rnekleri daha sonra
PCR (Polymerase Chain Reaction - Polimeraz Zincir Reaksiyonu) amplifikasyonu
yapmak iizere kayit altina alinarak -20°C’de saklanmistir. Kosum sonrasi cihazda
asagida agilim ve agiklamalar1 olan VCF (Variant Call Format), FASTQ ve BAM
(Bianary Alignment Map) olmak iizere 3 tip veri elde edilmesi islemleri

gerceklestirilmistir:

1. VCF dosyalarinin variant studio (basespace.illumina.com/lab) programi ile analizi,

2. Elde edilen sonuglarin FASTQ dosyasindan Nextgene (softgenetics) analiz programi
ile konfirme edilmesi,

3. BAM dosyalar1 kullanilarak her gendeki farkli bolgelerin kapsaminin kontrol

edilmesi ve zayif amplifikasyon bdlgelerinin tespit edilmesi.

Bulunan polimorfizmler HGMD (Human Genome Mutation Database) veri bankasinda
taranarak adlandirilmis ve yeni bulunan degisimlerin etkisini ortaya koyan SIFT ve

POLYPHEN gibi biyoinformatik “in silico” programlarla tayini gergeklestirilmistir.
3.2.4 Yeni nesil dizi analizi (NGS) éncesi hazirhklar

Her iki 1rka ait hayvanlardan kesimden sonra alinan kas dokusundan izole edilen DNA
ornekleri tlizerinde c¢alisma yapilarak elde edilen polimorfizm farkliliklar1 ortaya

konulmustur. Kalpastatin geninde mutasyon taramasi, adaptorlii primer dizayn edilerek

Yeni Nesil Dizileme Analizi (Next Generation Sequencing-NGS) ile yapilmusir.
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Kiitiiphane hazirliginda Nextera V2 kit (Illumina, Calfornia) kullanilmistir. Kiitiiphane

hazirligindan sonra analiz asamalar1 asagidaki gibi uygulanmistir.

3.2.4.1 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Calisma kapsaminda varyasyonlarin saptanmasi ve verilerin ¢ogaltilmasi i¢in tiim gen
taramasi yapilmis, Kalpastatin (CAST) geni bolgesine ait biyoinformatik programlarin
isaret edecegi tiim degisimler ortaya konulmustur. Giiniimiiz genetik testlerinden en
giincel yontem olan Yeni Nesil Dizileme ile tiim genin etkin bicimde taramasi
yapilarak, polimorfizm farkliliklari tespit edilmistir. Yeni Nesil Dizileme igin PCR
yontemi ile hedef bolgelerin ¢ogaltilmas1 amaciyla PCR amplifikasyonu yapilmistir.
PCR; bir DNA zincirinin bilinen iki parcasi arasinda uzanan 6zel DNA bdliimiiniin
enzimatik olarak cogaltildig: in-vitro bir tekniktir. Onceden belirli bir genin sadece
kiiclik bir parcasi elde edilebilirken, giiniimiizde PCR kullanilarak birkag saat i¢inde tek
bir gen kopyasindan milyonlarca kopya ¢ogaltilabilmektedir.

e Oligomer firma adiyla temin edilmis olan ¢izelge 3.1°deki stok CAST primerleri; 1-
31 ekzonlu ve liyofilize haldedir, islem asamasinda sulandirilarak kullanima hazir
halde -20°C’de muhafaza edilebilmektedir. Multiplex PCR ile daha az zamanda
daha ¢ok hedef bolge amplifikasyonu gergeklestirilecegi igin bu primerlerden her

birinde 10 tane ekzon olan 3 tane multipleks olusturulmus ve PCR kurulmustur.
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Cizelge 3.1 CAST primerleri (1-31 ekzonlu)

PRIMER

PRIMER ADI PRIMER SEKANSI ADI PRIMER SEKANSI

CASTex1F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTexl-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
GCCCTCGCTCCCTCCCAG G CCGGTCACCTGCCCAGAG

CASTex2-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex2-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
CCTATGTCAATGGAGAATTATTAACAGTTC G GGAGATATTTGCTACCTCATTATTTATTTCAT

CASTexa-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex3-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
TGCGGTTGACCACACTGTTAAG G TGCCCAGAAATGATACTTTGTTCCA

CASTexd-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTexd-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
TCAGCCACGATTGAGTGACTAAC G AATCCTGTATAAGTATATAGATGGTGTTTGAG

CASTexS-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex5-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
TGTTAATTCGTGTTGCTTACTTGACT G AGCGTTACAGAAGATGGTGAACT

CASTex6-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex6-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
AAAGCATAATAATCTTAACTCACAACACT G AGCTATTCATTATTATTTCAAAGAATCCCA

CASTex7-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex7-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
AACCAGACACCAACAGCCATT G AATAACTGCCATTCTAGGTAGGACTT

CASTex8-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTexs-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
AAGTGTTATGAATTGCTTTCTACTCCTC G TCATCTGTCTGCTTTATTTACCTTTGG

CASTexo-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex9-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
GCTAGTGACCATTTCCCTACAAGAT GGACGCACGCTCCTCTTCATC

CASTex10-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex10-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA

TATCATTGTTATTATTACTTCTGCTGTTCTG

G TTAAGCTAACCTCACCTCATATTGTT
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Cizelge 3.1 CAST primerleri (1-31 ekzonlu) (devam)

PRIMER ADI PRIMER SEKANSI PR;'\D/'FR PRIMER SEKANSI

CASTex11-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex11-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
AAGTGAAGGATGTGCAGCAAGTA G GCTACCACGGACGCTAACAG

CASTex12-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex12-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
ACTGCTGGCTTCTTAATGATTTGTAT G CCATCCAATCTGTAACACTCTGAC

CASTex13-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex13-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
ACACGACTGAGCGACTGAACT G CCCACCCTCTTCCTTTGAATAGATG

CASTex14-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex14-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
AATCTGTTCTGTCACTTAAATGGTTCC G AGCCTACACATCGCAACTAGAGA

CASTex15-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex15-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
TATGTTTCCTTCATCTGCCAGTCAA G GAGGTCTACGGGTATAATGCACTATT

CASTex16-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex16-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
GCCACAGCTCATTCCTAGAGATT G TATGTTGGGCATTAGTTTCGTAACC

CASTex17-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex17-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
TTCCTCCACCTCCAGTCTCC G TTCAGGGTTTCCAGAGTTGTTATCT

CASTex18-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex18-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
AATACAAACTCACTCAAACATATCAGAAA G TTCTCCTTAATACTAGGCTGGCATAT

CASTex19-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex19-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
ATTCATTACTTGTTGTGTGACATTTATCT G AATACGTTTGGTCCTGGCATTT

CASTex20-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex20-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA

CCGTATTGTTGGTTCATTGTTGTC

G GTAATACATTGGTAATACAGGAGGAAGG
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Cizelge 3.1 CAST primerleri (1-31 ekzonlu) (devam)

PRIMER ADI PRIMER SEKANSI PRED“FR PRIMER SEKANSI

CASTex21-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex21-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
TCTGAGTTGTTCGTTGTAGTCTCTT G CGCTCGCTCTGCTTCACTT

CASTex22-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex22-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
TTATCAGAGAACGAGGTACTAACACT G TGCTAACAGGATGTGAGTTAAGTAATAC

CASTex23-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex23-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
ATCATCAGCTATAACCTATCAACCTCT G TCTGCCCTTCCTAAATTAACCATCA

CASTex24-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex24-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
CGAGGTAGCGTTTGCTGACA G CACTGGCTCTATTAGTTACACTGTTG

CASTex25-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex25-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
TGCTGTGTTGCTGTGCTTCC G CCTATCTTGCCAGTCTTACCTCTTC

CASTex26-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex26-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
CTAAGGTGGCTAACCAGTGACTAAT G TCTCTGTTCGTTTCCAAGGCAAA

CASTex27-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex27-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
TCTGTTGACATTGTTGCTCTAAGTTAC G GAGTATAGATCCAACCTGGACACC

CASTex28-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex28-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
ACTGGATAAAGATCATGTAAATACTGACTTA G GCACAAGGTAGGCATTCACTGA

CASTex28-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex28-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
CTCAGCACCTTGTATAACAGAGTG G AAGTTTCCTAGGGCATTAATCAGTTTA

CASTex30-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex30-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA
AGTTAATTGCTAGATGGAGTGTTGAC G TGGAGAAGGAAATGGCAACCC

CASTex31-F TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG CASTex3L-R GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACA

GGGAAGAATTCAGTGTTTGGACTAAA

G AGATTTCAGTGTCCCTTTCATTGC




PCR miksinde kullanilan PCR kiti QIAGEN MULTIPLEX KIT (1000) ile
uygulanan PCR testinin her pleksi i¢in 8.5 ul DNA 6rnegi kisa 6rnek bilgilerinin not
edildigi 0.2 mI’lik plate kuyularma konulmustur. Uzerlerine DNA’larin 1s1 etkisiyle
ucmasini engellemek icin 2’ser damla mineral (Qiagen Top Elute Fluid 60 ml) yag
eklenmis ve plate kuyularindaki DNA’larin denatiirasyonu i¢in BIO-RAD T100
Thermal Cycler termal dongii cihazinda 98 °C’de 10 dk siire bekletilmistir.

Bu asamada DNA ipliklerinin ikiye ayrilarak primerlerin kolayca baglanmasi
saglanmigtir. Plateler denatiire DNA’y1 sabitlemek icin -20°C’de 5 dk siire ile
bekletilmistir.

Uygulanan testte 4 multipleks primer calisilmis olup, multipleks sayisina ve
taslaktaki miktarina gore hazirlanan karigim tiiplerine her 6rnek i¢in 25 pl Qmix
koyulmustur. Uzerine 10 pl Qsolution ve 5 pl d H,O eklenmistir.

Her 4 multipleks i¢in hazirlanan karisim tiiplerine her 6rnek i¢in 5 pl Multipleks
primer eklenmis ve vorteks ile karistirilmistir.

Denatiirasyon agamasindan sonra DNA Orne§i bulunan plate kuyularina her
multipleks i¢in ayr1 hazirlanan PCR karisimindan 45 pl eklenmistir.

Kuyularina PCR karisimi eklenen plate, termal dongli cihazina yerlestirilmis ve
asagidaki program ¢alistirilmigtir. Bu asamada DNA ipliklerinin ikiye ayrilarak bu
sayede primerlerin kolayca baglanmasi saglanmistir. Denatiirasyon, primer (Oncii)
birlesmesi ve primer uzamasi, PCR metodunda 1 dongiiyii olusturur. Denatiirasyon
asamasindan sonra DNA ornegi bulunan plate kuyularma her multipleks igin ayr1
hazirlanan PCR karigimindan eklenen plate, termal dongii cihazina yerlestirilerek
asagida detaylar1 verilen 30 dongii prosesine ayarlanarak giivenli bekleme agsamasi

olusturulmustur.
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95°C 15dk Y\

94°C 30 sn

60 C 30 sn

55 C 30 sn

55 °C 30 sn > 30 dongi
50°C 30 sn

72°C 1 dk

72°C 10 dk

4°C 00

J

31 ekzonun yer aldigi PCR iriinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek elde
edilen DNA fragmanlari agik¢a tanimlanmis bant olarak goriilebilmektedir.

CAST geninin 31 ekzonu ve ekzon-intron baglantilarini igeren bolgeleri kapsayacak
sekilde dizayn edilen 4 ayr1 adaptorli primer c¢ifti kullanilarak multipleks PCR
yapilmis ve hedef bolgeler cogaltilmistir.

PCR iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir (Sekil 3.1). Brangus ve
Simmental 1rlarina ait jel elektroforez goriintiileri sirasiyla sekil 3.2 ve sekil 3.3’te

verilmistir.

ST NENENRRRNEEE S=EE=EEaEEs
-

Sekil 3.1 NGS 6ncesi PCR iiriinlerinin jel elektroforezle kontrolii
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3.2.4.2 Ex0SAP bilgilerinin piirifikasyonu

e Kisa ornek bilgilerinin not edildigi 0.2 mI’lik plate kuyularina her multipleks i¢in5 pl

ExoSap konulmustur.

Sekil 3.2 Brangus sigir irkina ait CAST geni multipleks 1-33 6rnek jel elektroforezi
goruntisu

- - S R

Sekil 3.3 Simmental sigir irkina ait CAST geni multipleks 1-52 6rnek jel elektroforezi
goruntiisu

e ExoSap koyulan kuyulara aynmi ornegin farkli multipleksler ile hazirlanan PCR
tirtinlerinden 5’er pl eklenmis ve plate termal dongili cihazina yerlestirilerek PCR

cihazinda asagidaki siire ve 1silarda program caligtirilmistir.
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37°C’de 30 dk
95°C’de 5 dk
4°C’de bekletme

e EXxoSap pirifikasyonu sonrasinda 12 Ornekten 5-6’s1 rastgele secilmis ve

konsantrasyonu 10 pl kullanilarak Qubit ile dl¢tilmiistiir.

e Qubit Ol¢iimlerinin ortalamasi alinarak tiim PCR firtinleri 0.5 ng/ul olacak sekilde

dH,0 ile seyreltilmistir.

3.2.4.3 indeks primer amplifikasyonu

e Her 6rek igin uygun Indeks Primer kombinasyonu belirlenmis ve “Illumine

Experiment Manager”a kaydedilmistir.

e Indeks 1 (yatay-turuncu kapak i7) ve indeks 2 (dikey beyaz kapak i5) primerleri -
20°C’den oda sicakligina ¢ikarilmistir.

e Indeks tiipleri ¢oziildiikten sonra vorteks ile homojenize edilmistir.

e indeks Primer PCR’1 igin Ornek bilgilerinin yer aldigi yeni 0.2 ml’lik plate
tizerindeki kuyulara her ornek i¢in belirlenmis indeks 2 primerlerinden 5 pl

Olclistinde konulmustur.

e indeks 2 primeri konulmus olan kuyularin {izerine her &rnek icin belirlenmis indeks

1 (i7) primerinden 5 pl eklenmistir.

e indeks primerleri eklenen kuyulara onceki adimda 0.5 ng/pl olacak sekilde
seyreltilmis PCR {irlinlerinden 2.5 pl eklenmistir.

e PCR iiriinii eklenen tiiplere ya da kuyulara 22.5 pl RGI karisimi eklenmis ve pipetle

karigtirilmastir.

e Tipler termal dongii cihazina yerlestirilmis ve asagidaki program calistirilmistir.
(50 dakika)
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95°C 2dk

95°C 30 sn
55°C 40 sn

10 dénei
72°C 40 sn > oried
72°C 5 dk
40C (14 ] /

e Adaptdrli primerler ile ¢cogaltilan DNA 6rnekleri sirastyla piirifikasyon, kiitiiphane
hazirligi ve barkodlama islemlerinden gecirilerek NGS cihazina (Miseq-lllumina
USA) yiiklenmistir.

3.2.4.4 PCR clean-up

e AmPure XP boncuklar1 +4 °C’den oda sicakligina ¢ikarilmis ve vorteks ile 30 sn
yiiksek hizda karistirilmastir.

e Her PCR iiriinii i¢in 400 pl olacak sekilde 15 ml’lik ya da 50 ml’lik tliplere taze
%380 EtOH hazirlanmistir.

e PCR’dan ¢ikan indeks platenin tizerine 35 ml AmPure XP beads (DNA’y1
kendisine ¢ceken manyetik boncuklar) eklenmistir.

e Indeks PCR iiriinleri eklenen plate, oda sicakliginda 10 dk inkiibasyona
birakilmustir.

e Inkiibasyon sonrasinda plate manyetik standda 5 dk bekletilmistir.

e Manyetik standda bekletilmis olan oOrneklerde tiim AmPure XP boncuklarinin
kuyularin kenarlarina c¢ekildigi gozlendikten sonra, AmPure XP boncuklarinin
pipetin ucuna gelmemesine dikkat edilerek supernatant ¢ekilerek atilmistir.

e Siipernatanttan uzaklastirilan kuyular plate manyetik standda iken 200 pl %80
EtOH eklenmis ve 30 sn bekletilmistir.

e Manyetik standda bekletilen 6rneklerde tiim AmPure XP boncuklarmin kuyularin
kenarlarina ¢ekildigi gozlendikten sonra, AmPure XP boncuklarinin pipetin ucuna

gelmemesine dikkat edilerek siipernatant cekilerek atilmis olur.
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e Siipernatanttan uzaklastirilan kuyulara plate manyetik standda iken 200 pl %80
EtOH eklenmis ve 30 sn bekletilmistir.

e Manyetik standda bekletilen 6rneklerde tiim AmPure XP boncuklarinin kuyularin
kenarlarina ¢ekildigi gozlendikten sonra, AmPure XP boncuklarinin pipetin ucuna
gelmemesine dikkat edilerek siipernatant ¢ekilerek atilmistir.

e Siipernatanttan uzaklastirilan kuyularda kalan EtOH’{in tamamen ug¢gmasi i¢in plate
5 dk kurumaya birakilmistir.

e Plate kurudugunda manyetik standdan alinmis, her kuyuya 40 pl dH,0, kurumus
AmPure XP boncuklar ¢oziilecek sekilde eklenmis ve pipetleyerek karistirilmistir.

e Kuyulardaki ornekler yeterince karistirildiktan sonra plate manyetik standda 2 dk
bekletilmistir.

e Manyetik standda bekletilen 6rneklerde tiim AmPure XP boncuklariin kuyularin
kenarlarina cekildigi gozlendikten sonra, AmPure XP boncuklarinin pipetin ucuna
gelmemesine dikkat edilerek 35 pl supernatant g¢ekilerek 6rnek bilgilerinin not

edildigi 0.2 ml’lik plate tizerindeki kuyulara aktarilmistir.

3.2.4.5 Kiitiiphane birlestirme ve 6rnek yiikleme

e Miseq Nanokit V2-500 cycles V2 kartusu -20°C’den alinarak oda sicakliginda
¢cOzdiirilmiistiir.

e Hybridizasyon Buffer (HT1) +4 °C’den oda sicakligina ¢ikarilmistir.

e AmPure XP ile pirifiye edilmis olan Brangus’a ait tiim Orneklerden ve
Simmental’e ait tiim orneklerden 10’ar pl alinarak 1.5 ml’lik iki ayn tiipte pool
(havuz) olusturmak iizere birlestirilmis her plate icin iirlinler ayr1 tiipte

birlestirilerek tiipler vorteks ile karigtirtlmistir.

e Birlestirilmis olan 6rnek kiitiiphanelerinin konsantrasyonu 5 pl kullanilarak qubit ile

Olgiilmiistiir.

e Qubit sonucglarina gore birlestirilen 6rnek kiitiiphaneleri 2 nM olacak sekilde TE

Buffer ile seyreltilmistir.

e Seyreltme sonrasinda farkli tiiplerdeki ornek kiitiiphanelerinden 20 pl alinarak

birlestirilmistir.
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195 pl qubit mix ve 5 ul ayr1 ayr kendi i¢inde birlestirilen 6rnek kiitiiphaneden

alinarak karistirilmustir.
2 dk siireyle oda sicakliginda bekletildikten sonra 6rnekler qubit ile 6l¢tilmiistiir.

Denatilirasyonun gergeklestirilmesi amaciyla 990 ul dH,O seyreltme tiipiline

aktarilmastir.

dH,0 koyulmus olan tiipe 10 ul 10 N NaOH eklenmistir ve tiip vorteks kullanilarak
kanistirilinca 0.1 N NaOH elde edildikten sonra 2 pool 10’ar pul alinarak tek poolda

birlestirilmistir.

Tek tiipte birlestirilmis olan 6rnek stogundan 5 pl alinmis ve denatiirasyonun

gerceklestirilmesi icin 1.5 ml’lik tliplere aktarilmistir.

Ornek stogu eklenmis olan tiipe 5 ul 0.1 N NaOH eklenmis ve karistirildiktan sonra

denatiirasyon siireci i¢in oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir.
Denatiirasyondan sonra tiipe 990 ul HT1 Buffer eklenmistir.

HT1 ile seyreltilmis olan 6rnek kiitiiphanesinden 400 pl farkli bir 1.5 ml’lik tiipe

konulmustur.

200 pl HT1 Buffer, derisimi azaltilmig olan 6rnek kiitiiphanesinin konuldugu tiipe

eklenmistir.

570 pl ornek kiitiiphanesi bir bagka 1.5 ml’lik tiipe eklenmis ve 60 pl 10 pm
(pikamol) PhiX (%10) de dahil edilerek diisik hizda vorteks kullanilarak

karistirilmastir.

600 pl 6rnek kiitiiphanesi kartus tizerindeki 17 numarali kuyuya aktarilmistir.

3.3 Duyusal Analiz

Calismada 52’ser adet Brangus ve Simmental sigir irkinin Longissimus dorsi kasina ait

her biri yaklagik 250 gram olan ve duyusal analiz i¢in dondurulmus 104 hayvandan et

ornegi her analiz giiniinde 4°C’de 24 saat siireyle ¢ozdiiriilmiistiir. Cozdiirtilen her bir

hayvana ait iki parca et drnegi kapakli borcam kaplarda i¢ sicakligi 74°C’ye ulasana
kadar ortalama 1 saat siireyle elektrikli firinda (model: M4503; Bosch BSH A.S.)

52



pisirilmigtir. Ayn1 gilin i¢inde bu iki ayr1 et parcalarindan birisi duyusal analiz i¢in,

digeri ise enstriimental tekstiir 6l¢iimii i¢in ayrilmistir.

3.4 Duyusal Analiz Oncesi Panelistlerin Egitimi

Duyusal test sonuglarmin standardizasyonu icin Ankara Universitesi Gida Miihendisligi
Boliimii akademik, idari personel ve lisansiistii 6grencilerden olusan, yas aralig1 22-48
olan 10 kisinin yer aldig1 kadin ve erkek goniilliiler ile panelist grubu olusturulmustur.
Panelistlere American Meat Science Association (AMSA) duyusal analiz rehberindeki
(Anonymous 2015) kriterlere gore sigir etinde lezzet ve gevreklik temel alinarak ortak
degerlendirmeyi objektif olarak olctilebilir kilmak i¢in duyusal analiz egitimi
verilmistir. Bunun i¢in ilk oturumda, goniilli panelistlere tanimlayict ve duyusal
analizler hakkinda bilgi verilmistir. Daha sonra, temel tatlar1 ayirt edebilmede ve farkli
yogunluklardaki tatlar1 siralama testlerinde basar1 saglayan 10 panelist secilerek
tanimlayict analiz konusunda deneyimsel egitimler verilmistir. Tanimlayict duyusal
analiz egitimi her biri yaklagik 1’er saatlik olmak iizere 3 farkli oturumda
gerceklestirilmistir. Gevreklik, sululuk ve lezzet yogunlugu o6zellikleri i¢in referans
gidalar kullanmilmigtir. Duyusal analizde “sertlik-gevreklik”, “sululuk-kuruluk” ve
“lezzetin zayif ya da gli¢lii olma” durumunun degerlendirilmesinde 8’li kategori skalasi
kullanilmis, panelistlere algiladiklar1  6zellik  yogunluklarint ~ degerlendirmeleri
istenmistir. Rakamsal deger diizeyi arttikga ete ait gevreklik, sululuk ve lezzet
yogunlugu artan bu skalada, sertlik, sululuk ve lezzet yogunlugu o6zellikleri icin

tanimlanan puanlar asagidaki gibidir:

Sertlik: 1-Asirt sert, 2-Cok sert, 3-Orta sert, 4-Hafif sert, 5-Hafif gevrek, 6-Orta gevrek,
7-Cok gevrek ve 8-Asir1 gevrek.

Sululuk: 1-Asirt kuru, 2-Cok kuru, 3-Orta kuru, 4-Hafif kuru, 5-Hafif sulu, 6-Orta sulu,

7-Cok sulu ve 8-Agiri sulu.

Lezzet yogunlugu: 1-Asir1 zayif, 2-Cok zayif, 3-Orta zayif, 4-Hafif zayif, 5-Hafif giicli,
6-Orta giiclii, 7-Cok gii¢lii ve 8-Asirt giiglii.
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Rastgele 3 haneli sayilarla kodlanmis olan farkli hayvanlara ait pisirilmis et 6rnekleri
panelistlere rastgele sirayla sunulmustur. Degerlendirme esnasinda bir dnceki 6rnekten
agizda kalan tad1 gidermek i¢in igme suyu ve elma suyu i¢ilmesi ve kraker yenilmesi

bildirilmigtir.

Duyusal analizde kullanilan form EK 3’te sunulmustur.

3.5 Enstriimental Tekstiir

Calismada 52’ser adet Brangus ve Simmental sigir irkinin Longissimus dorsi kasindan
elde edilen toplam 104 sigir bifteginde tekstiir 6zelliginin enstriimental olarak
belirlenmesinde, TA.XT.PLUS Texture Analyser TPA cihaz1 (Stable Micro System,
Ingiltere) ve Exponent Stable Micro Systems Version:3.0.5. programi kullanilmistir.
Tekstiir lglimii i¢in her bir 6rnek kodlanarak iiger paralel olmak {iizere 1.5 cm
kalmliginda ve 2.5 cm ¢apinda kesilmistir. Prob olarak P25 secilmistir. Olciimlerde
analiz kosullar1 6n test hizi 3 mm/saniye, test hizi 1 mm/saniye, test sonrasi hiz1 3
mm/saniye, uzaklik 3.0 mm, trigger kuvveti 0.05 N ve iki sikistirma arasindaki siire 5
saniye ve % 60 kompresyon olarak segilmistir. Ornek kalinligiin %60’ma penetre
olana kadar asagi yonde hareket eden prob, ilk konumuna déonmiis ve ikinci sikistirma
dongiisiine baglamadan 6nce 5 saniye boyunca durmustur. Kuvvet-zaman verilerinden

sertlik (hardness) Newton (N) olarak hesaplanmastir.

3.6 istatistiksel Analizler

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmeleri parametrik/non
parametrik testler ile yapilmistir. Brangus ve Simmental sigir gruplarinda NGS analizi
ile belirlenen varyasyonlarin varligi ve grup iliskisi ¢apraz tablolar olusturularak “Fisher
Exact testi” ile incelenmistir (p<0.05). Farkli gruplarda polimorfizm durumuna gore
duyusal analiz ve enstriimental tekstiir (sertlik) ortalamalar1 ve bu ortalamalar arasindaki
farkin 6nemi t testi ile saptanmistir. Duyusal analiz, enstriimental tekstiir ve genetik

polimorfizm arasindaki iliski ise Pearson Korelasyon testi ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 DNA Konsantrasyon ve Saflik Diizeyleri

Calismada kullanilan Brangus ve Simmental sigir irklarina ait et doku Orneklerinden
izolasyonu ve jel kontrolii yapilan DNA’larin (Deoksiriboniikleik Asit) nanogram
ol¢iistinde olan doku DNA izolasyon konsantrasyonlari ve 260/280 nm dalga boyundaki
saflik diizeyleri sonuglar1 sirasiyla cizelge 4.1 ve 4.2°de verilmistir. Gergeklestirilen
spektrofotometrik 6lgtimlerle DNA safligit A260/A280 orani ile saptanmigtir. Saf bir
DNA 260/280 =1.8-2.0 arasinda olmalidir. Bu oranin 2.0’den biiyiikk olmasi RNA
(Riboniikleik  Asit) kontaminasyonunu, 1.8’den kiiciik olmasi ise protein
kontaminasyonunu ifade etmektedir. Cizelge 4.1 ve cizelge 4.2°de verilen DNA

izolasyon konsantrasyon ve saflik diizeyi 6l¢timleri bu baglamda degerlendirilmistir.

Brangus 1rkina ait 52 6rnekte DNA konsantrasyonu en az olan 6rnek 21.3 ng ile 12 nolu
Brangus ve en fazla olan ornek ise 73.1 ng ile 23 nolu Brangus’tur. Diger doku

orneklerindeki DNA konsantrasyonlar1 bu degerler arasinda degisim gostermistir.

Simmental 1rkina ait 52 6rnekte ise, DNA konsantrasyonu en az olan 6rnek 15.1 ngile 1
nolu Simmental ve en fazla olan 6rnek ise 221.1 ng ile 21 nolu Simmental’dir. Diger

doku 6rneklerindeki DNA konsantrasyonlar1 bu degerler arasinda degisim gostermistir.
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Cizelge 4.1 Brangus 1rkina ait doku DNA izolasyon konsantrasyonu ve saflik diizeyi

Brangus Sigir DNA DNA Safhk
Kodu Konsantrasyonu(nanogram) Diizeyi(260/280 nm)
Bl 32.8 1.87
B2 314 1.93
B3 35.6 2.02
B4 54.3 2.02
B5 64.4 1.75
B6 43.3 2.02
B7 494 2.08
B8 36.2 2.01
B9 38.3 1.82
B10 33.1 1.70
B11 40.1 1.74
B12 21.3 1.88
B13 27.9 1.84
B14 36.0 1.72
B15 41.6 2.04
B16 45.3 1.79
B17 37.3 1.96
B18 35.7 1.93
B19 30.9 1.88
B20 49.6 1.91
B21 47.1 1.78
B22 33.3 1.81
B23 73.1 1.85
B24 33.6 1.77
B25 41.6 1.82
B26 52.5 2.01
B27 55.9 1.96
B28 39.4 1.84
B29 41.6 2.04
B30 46.9 1.69
B31 60.7 1.76
B32 25.6 1.68
B33 60.9 1.81
B34 36.0 2.09
B35 38.6 2.00
B36 50.2 1.79
B37 65.4 2.00
B38 40.5 1.84
B39 41.8 1.78
B40 42.2 2.09
B4l 33.9 1.84
B42 22.8 1.77
B43 39.6 2.03
B44 57.4 2.08
B45 28.7 1.84
B46 329 2.09
B47 45.8 1.92
B48 28.6 1.91
B49 37.1 1.73
B50 39.9 2.06
B51 55.2 1.75
B52 315 1.82
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Cizelge 4.2 Simmental 1rkina ait doku DNA izolasyon konsantrasyonu ve saflik diizeyi

Simmental Sigir DNA DNA Safhk
Kodu Konsantrasyonu(nanogram) Diizeyi(260/280 nm)
S1 15.1 2.06
S2 28.9 2.11
S3 23.1 2.06
S4 33.3 1.97
S5 17.9 2.05
S6 39.6 1.93
S7 47.9 2.02
S8 51.1 2.02
S9 68.2 2.00
S10 26.7 1.96
S11 63.1 2.00
S12 40.4 2.04
S13 21.8 2.08
S14 17.1 2.01
S15 69.1 2.02
S16 69.1 2.21
S17 85.2 2.03
S18 814 2.28
S19 64.1 1.66
S20 75.1 2.18
S21 221.1 1.98
S22 99.7 1.73
S23 91.0 2.01
S24 67.6 2.17
S25 61.7 2.43
S26 68.9 1.69
S27 42.6 2.38
S28 87.0 2.14
S29 87.3 2.10
S30 87.4 1.89
S31 79.6 2.41
S32 73.7 1.92
S33 73.7 2.01
S34 27.8 2.04
S35 30.9 2.05
S36 17.8 2.10
S37 24.8 2.06
S38 15.9 2.08
S39 63.0 2.08
S40 40.4 2.06
S41 23.5 2.14
S42 59.7 2.11
S43 17.8 2.16
S44 40.1 2.09
S45 47.7 2.01
S46 36.7 1.92
S47 52.9 1.80
S48 57.0 1.95
S49 59.4 2.06
S50 30.3 2.04
S51 34.5 2.09
S52 49.9 2.01
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4.2 NGS Ciktilarimin Klasifikasyonlar:

NGS (Yeni Nesil Dizileme- Next Generation Sequencing) analiz platformlar1 ¢ok
yiiksek miktarda ham veri ¢iktisi saglamaktadir. Bunlarin sistematik olarak analiz
edilmesi amaciyla uygun veri tiirlerine ve tablolara cevrilmesi gerekmektedir. NGS
cihaz ciktilar1 FASTQ, BAM BAI (Bianary Alignment Map) ve VCF (Variant Call
Format) olmak fiizere ii¢ formatta alinabilmektedir (Soft genetics nextgene next
generation sequencing software versiyon 2.4.2). Ham data (FASTQ) analizi i¢in
kullanilmaktadir. Bunun i¢in 6ncelikle FASTQ formatindaki data FASTA formatina
dontistiiriiliir. Sonrasinda her bir 6rnek, sigir referans genomu ile karsilagtirilarak

anotasyonu yapilir. Bu anlamda her bir 6rnek projelendirilerek analize alinir.

Brangus ve Simmental sigir irklarina ait NGS analiz sonuglar ¢izelge 4.3 ve cizelge
4.4’te verilmistir. NGS analizi sonucunda Brangus’a ait 52 6rnegin 20’sinde (Cizelge
4.3) ve Simmental’e ait 52 Ornegin 9’unda (Cizelge 4.4) herhangi bir varyasyon
saptanmamustir. Her iki grupta toplam 13 varyasyon tespit edilmis olup, bu 13
varyasyon (calismada V1-V13 olarak kodlanmis olan) her iki sigir irkin1 kapsayan 104
hayvanda rastgele dagilim gostermistir. V3, V6, V10, V11 ve V12 olmak iizere 5
varyasyon sadece Brangus et drneklerinin 32’sinde ve V8, V9 ve V13 olmak {izere 3
varyasyon sadece Simmental et drneklerinin 43’linde saptanmistir. Hem Brangus hem

de Simmental’de bulunan ortak varyasyonlar ise V1, V2, V4, V5 ve V7’dir.
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Cizelge 4.3 Brangus sigir irkina ait NGS (Yeni Nesil Dizileme) analiz sonuglari

Brangus DNA
Sigir Konsantrasyonu Nextgene Analiz Sonuglari
Kodu (ng)
- 328 EKZON20c.1526T>C/p.V509A Heterozigot
' EKZON22¢.1632A>G/p.ES44E Heterozigot (splice)
EKZON 9¢.583A>G/p.T195A Homozigot
8o 314 EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot
' EKZON 20c.1526 T>C/p.V509A Homozigot
EKZON 22¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
B3 35.6 NORMAL
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot
B4 54.3 EKZON20c.1526T>C/p.V509A Heterozigot
EKZON22¢.1632A>G/p.ES44E Heterozigot (splice)
B5 64.4 NORMAL
B6 43.3 EKZON 20c.1526T>C /p.V509A Heterozigot
B7 49.4 NORMAL
B8 36.2 NORMAL
29 283 EKZON 8c¢.439C>G/p.L147LV Heterozigot
' EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot
B10 33.1 NORMAL
Bll 40.1 NORMAL
B12 21.3 NORMAL
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Cizelge 4.3 Brangus sig1r irkina ait NGS (Yeni Nesil Dizileme) analiz sonuglar1 (devam)

DNA
Brangus
Konsantrasyonu Nextgene Analiz Sonuglari
Sigir Kodu
(ng)
EKZON 9¢.583A>G/p.T195A Heterozigot
B13 27.9 ]
EKZON 20c.1526T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 9¢.583A>G/p.T195A Heterozigot
B14 36.0 EKZON 13¢.895G>A/p.A299T HeterozigotEKZON
20c.1526 T>C/p.V509A HeterozigotEKZON
22¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
B15 41.6 NORMAL
EKZON 9c¢.583A>G/p.T195A Heterozigot
B16 45.3 )
EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 20 ¢.1526T>C/p.V509A Heterozigot
B17 37.3 EKZON 22¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
EKZON 20 ¢.1510C>T/p.P504S Heterozigot
B18 35.7 NORMAL
B19 30.9 EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot
B20 49.6 EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot
81 171 EKZON 20 ¢.1526T>C/p.V509A Homozigot
' EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Homozigot (splice)
EKZON 9 ¢.583A>G/p.T195A Heterozigot
B22 33.3 .
EKZON 14¢.934A>G/p.N312D Heterozigot
B23 73.1 NORMAL
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Cizelge 4.3 Brangus sig1r irkina ait NGS (Yeni Nesil Dizileme) analiz sonuglar1 (devam)

DNA
Brangus
Konsantrasyonu Nextgene Analiz Sonuglari
Sigir Kodu
(ng)
EKZON 9¢.583A>G/p.T195A Heterozigot
B24 33.6 )
EKZON 14 ¢.934A>G/p.N312D Heterozigot
EKZON 9¢.583A>G/p.T195A Heterozigot
BoE L6 EKZON 13¢.895G>A/p.A299T Heterozigot
' EKZON 20c.1526 T>C/p.V509A Heterozigot
EKZON 22¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
EKZON 8 ¢.439C>G/p.L147LV Heterozigot
826 - EKZON 13 ¢.895G>A/p.A299T Heterozigot
' EKZON 20 ¢.1526 T>C/p.V509A Heterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
B27 55.9 NORMAL
B28 39.4 NORMAL
B29 41.6 EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
B30 46.9 NORMAL
EKZON 9 ¢.583A>G/p.T195A Homozigot
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot
EKZON 14 ¢.934A>G/p.N312D Heterozigot
B31

60.7 EKZON 20 ¢.1526T>C/p.V509A Heterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)

INTRON 22 ¢.1714-3C>CT Heterozigot
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Cizelge 4.3 Brangus sig1r irkina ait NGS (Yeni Nesil Dizileme) analiz sonuglar1 (devam)

Brangus DNA

Sigir Konsantrasyonu Nextgene Analiz Sonuclari

Kodu (ng)
EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot

B32 25.6 EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Homozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Homozigot (splice)
EKZON9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206KHeterozigot

B33 60.9 .
EKZON20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON22c¢.1632A>G/p.E544EHeterozigot (splice)
EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Homozigot
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot

B34 36.0 )
EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 22¢.1632A>G/p.E544EHeterozigot (splice)

B35 38.6 NORMAL
EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot

B36 50.2 )
EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot
EKZON 13 ¢.895G>A/p.A299T Heterozigot

B37 65.4

EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Homozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Homozigot (splice)
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Cizelge 4.3 Brangus sig1r irkina ait NGS (Yeni Nesil Dizileme) analiz sonuglar1 (devam)

Brangus DNA
Sigir Kodu Konsantrasyon Nextgene Analiz Sonug¢lari
u(ng)
B38 40.5 EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot
B39 418 EKZON20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot
' EKZON22¢.1632A>G/p.E544EHeterozigot (splice)

B40 42.2 NORMAL

B41 33.9 EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot

B42 22.8 INTRON 6 ¢.373-3C>CT Heterozigot

B43 39.6 EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot

B44 57.4 NORMAL

B45 28.7 NORMAL

B46 329 EKZON9 c.583A>G/ p.T195A Heterozigot

; EKZON 14 ¢.934A>G/p.N312D Heterozigot

EKZON13c.895G>A/p.A299T Heterozigot

B47 45.8 EKZON20c.1526T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON22¢.1632A>G/p.E544EHeterozigot (splice)

B48 28.6 NORMAL

B49 37.1 NORMAL

B50 39.9 EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot

B51 55.2 NORMAL
EKZONO9c.583A>G/ p.T195A Heterozigot

B52 315 EKZON9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot

EKZON20c.1526 T>C /p.VV509A Heterozigot
EKZON22¢.1632A>G/p.ES44E Heterozigot (splice)
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Cizelge 4.4 Simmental s1gir irkina ait NGS (Yeni Nesil Dizileme) analiz sonuglari

Simmental
Sigir Kodu

DNA
Konsantrasyonu

(ng)

Nextgene Analiz Sonuclari

S1

151

NORMAL

S2

28.9

EKZON 9 ¢.583A>G/p.T195A Homozigot
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot
EKZON 20 ¢.1526T>C/p.V509A Heterozigot
EKZON22c.1632A>G/p.E544EHeterozigot (splice)

S3

23.1

EKZON 9 ¢.583A>G/p.T195A Homozigot
EKZON 20 ¢.1526T>C/p.V509A Homozigot
EKZON22¢.1632A>G/p.E544EHOomozigot (splice)

S4

33.3

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Homozigot
EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Homozigot
EKZON22¢.1632A>G/p.E544EHOmMoOzigot (splice)

S5

17.9

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Homozigot
EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Homozigot
EKZON22¢.1632A>G/p.E544EHOmMozigot (splice)

S6

39.6

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Homozigot
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot
EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Homozigot
EKZON22c.1632A>G/p.ES44EHeterozigot (splice)
INTRON 18 ¢.1335+6G>A Homozigot

S7

47.9

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot
EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot

(splice)

S8

51.1

EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot
EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot
(splice)

INTRON 18 ¢.1335+6G>A Heterozigot
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Cizelge 4.4 Simmental sigir irkina ait NGS (Yeni Nesil Dizileme) analiz sonuglar1 (devam)

: DNA
Simmental .
. Konsantrasyonu Nextgene Analiz Sonuglar:
Sigir Kodu
(ng)

EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Homozigot

S9 68.2 EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Homozigot (splice)
EKZON 26 ¢.1985G>C/p.S662T Homozigot
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot
EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot

S10 26.7 EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
INTRON 18 ¢.1335+6G>A Heterozigot
INTRON 22 ¢.1714-3C>CT Heterozigot

s11 63.1 EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot

' EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Homozigot
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot

S12 40.4 EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Homozigot

' EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Homozigot (splice)

EKZON 9 ¢.630G>AG/ p.K210KK Heterozigot
(Splice)

S13 21.8 NORMAL

S14 17.1 NORMAL
EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot

S15 69.1 EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot

EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
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Cizelge 4.4 Simmental sigir irkina ait NGS (Yeni Nesil Dizileme) analiz sonuglar1 (devam)

DNA
Konsantrasyonu Nextgene Analiz Sonuglari

(ng)

Simmental
Sigir Kodu

S16 69.1 NORMAL

S17 85.2 NORMAL

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Homozigot

EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Homozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Homozigot (splice)
EKZON 26 ¢.1985G>C/p.S662T Homozigot

S18 81.4

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot

EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
S19 64.1 EKZON 22 c.1632A>G/p.E544E Heterozigot

(splice)

EKZON 26 ¢.1985G>C/p.S662T Heterozigot

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot

EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Homozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Homozigot (splice)
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot
INTRON 18 ¢.1335+6G>A Homozigot

INTRON 22 ¢.1714-3C>CT Heterozigot

S20 75.1

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot

EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
S21 221.1 EKZON 22 c.1632A>G/p.E544E Heterozigot

(splice)

EKZON 26 ¢.1985G>C/p.S662T Heterozigot

EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Homozigot (splice)
S22 99.7 EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Homozigot
INTRON 18 ¢.1335+6G>A Heterozigot
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Cizelge 4.4 Simmental sigir irkina ait NGS (Yeni Nesil Dizileme) analiz sonuglar1 (devam)

Simmental
Sigir Kodu

DNA

Konsantrasyonu Nextgene Analiz Sonuclar:

(ng)

S23

EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot
(splice)

EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
INTRON 18 ¢.1335+6G>A Heterozigot

91.0

S24

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot

EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot

EKZON 22 c.1632A>G/p.E544E Heterozigot
67.6 (splice)

EKZON 26 ¢.1985G>C/p.S662T Heterozigot

INTRON 18 ¢.1335+6G>A Heterozigot

INTRON 22 ¢.1714-3C>CT Heterozigot

S25

61.7 NORMAL

S26

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Homozigot

EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Homozigot
68.9 EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Homozigot

(splice)

EKZON 26 ¢.1985G>C/p.S662T Homozigot

S27

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot
EKZON20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot
(splice)

EKZON 26 ¢.1985G>C/p.S662T Heterozigot
INTRON 22 ¢.1714-3C>CT Heterozigot

42.6

S28

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Homozigot

EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Homozigot
87.0 EKZON 22 c.1632A>G/p.E544E Homozigot

(splice)

EKZON 26 ¢.1985G>C/p.S662T Homozigot
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Cizelge 4.4 Simmental sigir irkina ait NGS (Yeni Nesil Dizileme) analiz sonuglar1 (devam)

Simmental
Sigir Kodu

DNA
Konsantrasyonu

(ng)

Nextgene Analiz Sonuclari

S29

87.3

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot

EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON22¢.1632A>G/p.ES44E Heterozigot (splice)
EKZON9c.630G>AG/p.K210KK Heterozigot (Splice)

S30

87.4

EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Homozigot
EKZON 22 c.1632A>G/p.E544E Homozigot (splice)
EKZON 26 ¢.1985G>C/p.S662T Homozigot

S31

79.6

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot

EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot

INTRON 18 ¢.1335+6G>A Heterozigot

INTRON 22 ¢.1714-3C>CT Heterozigot

S32

73.7

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot
EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)

S33

73.7

EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot

INTRON 18 ¢.1335+6G>A Heterozigot

S34

27.8

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Homozigot

EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot(splice)
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot
INTRON 18 ¢.1335+6G>A Heterozigot

S35

30.9

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A HETEROZIGOT
EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A HETEROZIGOT
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E HETEROZIGOT

(splice)
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Cizelge 4.4 Simmental si1gir irkina ait NGS (Yeni Nesil Dizileme) analiz sonuglar1 (devam)

: DNA
Simmental .
. Konsantrasyonu Nextgene Analiz Sonuglari
Sigir Kodu
(ng)
36 EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
17.8 EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
S37 248 NORMAL
EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot
S38 INTRON 18 ¢.1335+6G>A Heterozigot
15.9 EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206KHeterozigot
EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot
S39 EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot
63.0 EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
40 EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
404 EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Homozigot
S41 23.5 EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Homozigot (splice)
EKZON 26 ¢.1985G>C/p.S662T Homozigot
S42 59.7 NORMAL
EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
43 EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
17.8 EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot
INTRON 18 ¢.1335+6G>A Heterozigot
EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
sa4 401 EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot

(splice)
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot
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Cizelge 4.4 Simmental s1gir irkina ait NGS (Yeni Nesil Dizileme) analiz sonuglar1 (devam)

Simmental
Sigir Kodu

DNA
Konsantrasyonu

(ng)

Nextgene Analiz Sonuclar

S45

41.7

EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Homozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Homozigot (splice)
EKZON 26 ¢.1985G>C/p.S662T Homozigot

S46

36.7

EKZON 9 ¢.583A>G/ p.T195A Heterozigot

EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot

INTRON 18 ¢.1335+6G>A Heterozigot

S47

52.9

EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot

S48

57.0

EKZON 20 ¢.1526 T>C /p.V509AHeterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot

S49

59.4

EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot

INTRON 18 ¢.1335+6G>A Heterozigot

S50

30.3

EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Heterozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Heterozigot (splice)
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot

S51

345

NORMAL

S52

49.9

EKZON 20 ¢.1526T>C /p.V509A Homozigot
EKZON 22 ¢.1632A>G/p.E544E Homozigot (splice)
EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K Heterozigot
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Calismada NGS analizi sonucu bulunan polimorfizmler HGMD veri bankasinda
taranarak adlandirilmis, yeni bulunan degisimlerin etkileri SIFT ve POLYPHEN gibi

biyoinformatik “in silico” programlarla ortaya konmustur.

Buna gore, varyasyon tespit edilen 32 Brangus’tan biyoinformatik degerlendirmeyle
elde edilen 1 nolu hayvanda belirlenen V1 varyasyonunun (EKZON 20
€.1526 T>C/p.V509A Heterozigot) surveyor goriintiisii sekil 4.1°de, diger 10 Brangus’a
ait varyasyon goriintiileri ise EK 1’de gosterilmistir. Benzer sekilde, varyasyon tespit
edilen 43 Simmental’den biyoinformatik degerlendirmeyle elde edilen 6 nolu drnege ait
olan V13 varyasyonunun (INTRON 18 ¢.1335+6G>A Homozigot) surveyor goriintiisii
sekil 4.2°de, diger 7 Simmental’e ait varyasyonlarin surveyor goriintiileri ise EK 2’de

verilmistir.
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4 7 104 c 0:0 3233 0:0 1820 0:0 0:0 163 C>CT cB30+240>CT Heterozygous  CAST mRNA
5 7 17 GC 0o delGinsCGA c885_delGinsCGA XP_00520¢Heterozygous  CAST mRNA - 14 pAI28delinsRLs
[ 7 17 GAA 0o deldA c.999_1000celAA Heterozygous  CAST mRNA - 14
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13 7 303 c 0:0 E4:64 0:0 4689 0:0 0:0 202 C>CT c.2380-13C>CT Heterozygous  CAST RA

Sekil 4.1 Brangus 1rkina ait 1 nolu hayvanda bulunan varyasyonun (B1-EKZON 20 ¢.1526T>C/p.V509A Heterozigot) surveyor goriintiisii

*Surveyor goriintiisii, B1 1rkina ait temsili olarak verilmis, Brangus irkina ait diger varyasyonlar igin olan goriintiiler ise EK 1’de sunulmustur
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Sekil 4.2 Simmental rkina ait 6 nolu hayvanda bulunan varyasyonun (S6- INTRON 18 ¢.1335+6G>A Homozigot) surveyor goriintiisii

*Surveyor goriintiisii, S6 1rkina ait temsili olarak verilmis, Simmental irkina ait diger varyasyonlar i¢in olan goriintiiler ise EK 2’de sunulmus



DNA’daki degisimlerin patojenik olup olmadiklarina karar vermek c¢ok kolay bir siireg
degildir. Degisimin sikliginin yanmi sira lokalizasyonu (intronik veya ekzonik olup
olmadig1), nonsense, frameshift degisim olmasi veya baslangi¢c kodonunda yer almasi
ya da bir veya birka¢ ekzon delesyonu seklinde bir degisim olmasi saglam patojenite
kriterleri arasinda yer alir. Diger yandan, varyasyonun literatiirde baska arastiricilar
tarafindan ne sekilde bildirildigi (patojen/polimorfizm) de 6nemli bir kriterdir ve farkli
veri bankalarindan kontrol yapilarak s6z konusu varyasyonun patojenitesi hakkinda ya

da polimorfizm olup olmadig1 konusunda fikir sahibi olunabilmektedir.

Bu amagla, insan 1rki i¢in ¢ok sayida veri bankasi ve analiz programlar1 gelistirilmis
bulunmaktadir. Bitkiler ve degisik hayvan tiirleri i¢in de olusturulmus veri bankalar1 ve
analiz programlar1 mevcuttur. Bu programlar referans dizi ile hedef bdlgeyi
karsilastirir. Calismada, NGS analizi sonucu elde edilen DNA dizi ¢iktilarin1 “mutation
surveyor” isimli program araciligi ile “Ensembl data base”de sigir genomuna (cow) ait
dizilerle kiyaslamasi ve analizleri gergeklestirilmistir (Anonymous 2018c). (1-5

ensembl web).

4.3 Varyasyonlarin Biyoinformatik Degerlendimesi

Bir tiire ait farkli bireyler arasinda iki veya daha fazla farkli dizinin varligi anlamia
gelen polimorfizmler, DNA replikasyonu sirasinda meydana gelen hatalar sonucu
olusabilmektedir. Her canlinin genomunda ortak dizilerin yani sira ¢ogunlukla
birbirinden farkli varyasyonlar yer alir. Ozellikle fonksiyonel bdlgelerdeki (gen)
kodlayici dizilere, yani ekzonlara ait farkliliklar patolojik bir sonu¢ doguruyorsa, diger
bir ifadeyle, amino asit dizilimini ve sonugta protein yapisini degistiriyor ya da
bozuyorsa, bu degisiklige patojen varyasyon ya da mutasyon denilir. Diger yandan,
patolojik sonu¢ dogurmayan degisimler ise “polimorfizm” olarak adlandirilmaktadir.
Bir varyasyonun patojenik olup olmadigi, intronik veya ekzon lokalizasyonlu olup
olmadigi, splice bolgede bulunmasi gibi faktorlere, transkripsiyon veya translasyon

irlintine bagh olarak da degisir.
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Polimorfizmlerin diger 6nemli tanimlayici kriteri ise sikliklaridir. Frekansi %1’in
altinda olan bir alelin (varyasyonun) patojenik (fonksiyonel) olma ihtimali artarken,
%1’in lizerinde olanlarin ise benign (polimorfik) olma ihtimali artmaktadir. Yani,

populasyonda siklig: yiiksek olan varyasyonlar polimorfizmdir.

Minor alel frekanst (MAF), bir alelin populasyondaki en diisiik siklig1 olarak refere
edilir. MAF<1 oldugunda % mutasyon, MAF> %]1 oldugunda ise polimorfizm olarak
ifade edilir. RS numaras1 (Reference SNP-veri giris numarasi) ise; arastirmacilar
tarafindan kullanilan, spesifik olarak tek niikleotid degisimlerini adresleyen veri
bankalar1 giris numarasidir. Calismada, biyoinformatik degerlendirmelerle elde edilen

varyasyonlarin siklik degerleri (MAF) ve veri giris numaralar ¢izelge 4.5’te verilmistir.

NGS analizi biyoinformatik degerlendirme ¢iktilar1 dikkate alindiginda, 13 adet
varyasyon (V1—V13) tespit edilmistir (Cizelge 4.5). Calismada saptanmis olan tiim
varyasyonlar MAF (minor alel frekans) degerlerine gore polimorfik o6zellik
gostermektedir. Bunlardan V6 olarak isimlendirilen “EKZON 8 ¢.439C>G/p.L147LV”
ile yine V13 olarak isimlendirilen “INTRON 18 ¢.1335+6G>A"nin MAF degerleri daha
once bildirilmemis olup patojenitesi belirlenmemistir ve rs (veri bankasi giris numarasi)

da bulunmamaktadir.

Ayrica, V10, V11 ve V12 varyasyonlarinin ise rs numaralari olmasina ragmen, MAF
degerleri bildirilmemistir. MAF degerleri daha once bildirilmemis olanlardan V11 ve
V12’nin siklik degerleri bu ¢alismada %0.48 olarak saptanmistir. V2 olarak adlandirilan
“EKZON 22 c.1632A>G/p.E5S44E (splice)” polimorfizmin olasi patojenik O6zellikte
oldugu gozlenmistir. Geriye kalan varyasyonlara ait sonuglar, yiiksek frekans varyasyon

(siklik degerleri %1 in {izerinde) olarak degerlendirilebilir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5 Biyoinformatik degerlendirmelerle elde edilen varyasyonlarin siklik degerleri ve
veri girig numaralari

MAF
. . . . Veribankasi MAF*
Varyasyon Tespit Edilen Degisimler Numarasi* Ensembl (Mevcut
Calisma)
V1 EKZON 20 ¢.1526 T>C/p.V509A rs109384915 %38.00 %42.78
v EKZON22CI632A>GI.ESAE 0115719559 %25.00 %36.53
(splice)
V3 EKZON 14 ¢.934A>G/p.N312D rs723916435 %23.00 %1.92
V4 EKZON 9 ¢.583A>G/p.T195A rs210072660 %44.00 %25.00
V5 EKZON 9 ¢.616G>A/p.E206K rs384020496 %19.00 %12.5
V6 EKZON 8 ¢.439C>G/p.L147LV Bildirilmemis - %0.96
V7 INTRON 22 ¢.1714-3C>T rs110711318 %21.00 %2.88
V8 EKZON 26 ¢.1985G>C/p.S662T rs110914810 %45.00 %8.65
V9 EKZON 9 ¢.630G>AG p.K210KK  rs378682309 %15.00 %1.92
V10 EKZON13 ¢.895 G>A/p.A299T rs715323791 Bildirilmemis %2.4
V11 EKZON 20 ¢.1510C>T/p.P504S rs1116977475 Bildirilmemis %0.48
V12 INTRON 6 ¢.373-3C>T rs433558933 Bildirilmemis %0.48
V13 INTRON18 ¢.1335+6G>A Bildirilmemis - %7.69

* Veri bankasi numarasi (rs numarasi-Reference SNP): arastirmacilar tarafindan kullanilan, spesifik olarak tek
niikleotit degisimlerini adresleyen veri bankalar1 giris numarasidir. Bu numaraya sahip olmayan
degisimler literatiirde bildirilmemistir.

* MAF (Minor Allel Frequency): Minor alel frekans: ilgili populasyondaki en diisiik siklikla goriilen aleli
refere etmektedir. SNP'ler (Single Nucleotide Polymorphism-Tek Niikleotit Polimorfizmi) MAF <1 %
mutasyon iken, MAF> %1 polimorfizm olarak degerlendirilir.
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4.4 Brangus ve Simmental Sigir Irklarinda NGS Analizi ile Belirlenen
Varyasyonlarin Karsilastirilmasi

Projelendirilerek analize alinan her bir sigir et ornegine ait bolgeler sigir referans
genomu ile karsilagtirilarak farkliliklar ortaya konulmustur. Brangus ve Simmental sigir
gruplarinda NGS analizi ile belirlenen varyasyonlarin varligr ve grup iliskisi capraz
tablolar olusturularak “fisher exact testi” ile incelenmistir (Cizelge 4.6). Buna gore V1,
V2, V5, V8, V10 ve V13 varyasyonlar1 ve ¢alisma gruplari arasinda istatistiki olarak
onemli diizeyde bir korelasyon saptanmistir (p<0.05). V1 kodlu varyasyon (EKZON 20
c.1526T>C/p.V509A) Brangus’larin %51.9°’unda (27 hayvanda), Simmental grubun ise
%82.7’sinde (43 hayvanda) go6zlenmistir. V2 kodlu varyasyon (EKZON 22
€.1632A>G/p.E544E splice) Brangus’larin %32.7’sinde (17 hayvanda), Simmental
grubun da %80.82’sinde (42 hayvanda) bulunmustur. V5 varyasyonu (EKZON 9
c.616G>A/p.E206K) Brangus’larin %13.5’inde (7 hayvanda), Simmental grubun ise
%36.52’inde (19 hayvanda) goriilmiistiir. Brangus’larda V8 kodlu varyasyon (EKZON
26 ¢.1985G>C/p.S662T) hi¢ goriilmemisken, Simmental’lerin  %21.2’sinde (11
hayvanda) saptanmistir. Brangus’larin %9.6’sinda (5 hayvanda) V10 varyasyonu
(EKZON13 ¢.895 G>A/p.A299T) gozlenirken, Simmental grupta V10 varyasyonu hig
belirlenmemigstir. V13 varyasyonuna (INTRON 18 ¢.1335+6G>A) Brangus’larda
rastlanmamis ve Simmental grupta goriilme oranmi (14 hayvanda) %26.9 olarak tespit

edilmistir.

Her iki wrkta varyasyonlarin goriilme durumu degerlendirildiginde, saptanan 13
varyasyondan 5 tanesi sadece Brangus’ta (V3, V6, V10, V11 ve V12), 3 tanesi (V8, V9
ve V13) sadece Simmental’de ve 5 tanesi de hem Brangus hem de Simmental’de (V1,

V2, V4, V5 ve VT7) goriilmiistiir.
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Cizelge 4.6 Brangus ve Simmental 1irklarina ait varyasyonlarin karsilagtiritlmasi

Varyasyon Varyasyon

kodu varhg Brangus Simmental p degeri
n % %

Yok 25 48.1 9 17.3

Vi 0.001*
Var 27 51.9 43 82.7
Yok 35 67.3 10 19.2

V2 0.000*
Var 17 32.7 42 80.8
Yok 48 92.3 52 100.0

V3 0.059
Var 4 7.7 0 0.0
Yok 36 69.2 29 55.8

V4 0.112
Var 16 30.8 23 44.2
Yok 45 86.5 33 63.5

V5 0.006*
Var 7 135 19 36.5
Yok 50 96.2 52 100.0

V6 0.248
Var 2 3.8 0 0.0
Yok 51 98.1 a7 90.4

V7 0.102
Var 1 1.9 5 9.6
Yok 52 100.0 41 78.8

V8 0.000*
Var 0 0.0 11 21.2
Yok 52 100.0 50 96.2

V9 0.248
Var 0 0.0 2 3.8
Yok a7 90.4 52 100.0

V10 0.028*
Var 5 9.6 0 0.0
Yok 51 98.1 52 100.0

Vi1l 0.500
Var 1 19 0 0.0
Yok 51 98.1 52 100.0

V12 0.500
Var 1 1.9 0 0.0
Yok 52 100.0 38 73.1

V13 0.000*
Var 0 0.0 14 26.9

n= Ornek sayisi
*p<0.05
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Calismada, populasyondaki en diisiik siklikla goriilen aleli refere eden MAF degerine
sahip Brangus 6rneklerine ait 3 varyasyon (V6, V11 ve V12) diisiik frekans varyasyonu
olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.5). Simmental sigir irkinda tespit
edilen 13 varyasyondan higbirinde diisiik frekans varyasyon saptanmamistir (Cizelge
4.4 ve Cizelge 4.5). Brangus irkinda, V6 varyasyonu B9 ve B26 kodlu hayvanlarda,
V11 varyasyonu B17 kodlu hayvanda ve V12 varyasyonu ise sadece B42 kodlu
hayvanda saptanmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.5). MAF degerleri %1’in altinda olan
bu {i¢ varyasyonda istatistiki degerlendirme sonunda énemli derecede farklilik (p>0.05)
gorilmemistir  (Cizelge 4.6). Calismada tespit edilen V6 (EKZON 8
€.439C>G/p.L147LV) and V13 (INTRON 18 c¢.1335+6G>A) varyasyonlar1 daha
onceden rapor edilmemis varyasyonlardir. V6 varyasyonu 104 hayvandan sadece 2
Brangus’ta (B9 ve B26), V13 varyasyonu ise 14 Simmental’de (S6, S8, S10, S20, S22,
S23, S24, S31, S33, S34, S38, S43, S46 ve S49) bulunmustur. Analiz sonucu elde
edilen bu iki varyasyonun (V6 ve VI13) olast yeni varyantlar olarak literatiire

kazandirilmas1 beklenebilir.

Curi vd. (2009) Nellore irkindan 114, Angus-Nellore ¢apraz irkindan 67, Canchim
irkindan 41, Brangus ve c¢apraz irkindan 19 ve Braunvieh ¢apraz irkindan 15 hayvan
kullanilarak gerceklestirdikleri ¢alismada, arastirmadaki irklarda CAPN4751 ve
CAST/Ddel polimorfizmleri ile et gevrekligi arasindaki iliskiye bagli olarak ortaya
konulan benzerlik elde edilen sonuglari dogrular niteliktedir. Genetik grup ve
genotiplerin etkisinin ¢eligkili olmadigi, alel dagilimlarindaki benzerlikle ve bulunan

iligkilerin istatistiki 6nemiyle (p<0.01) ortaya konmustur.

Allais vd. (2011) c¢alismalarinda kalpastatin (CAST) ve p-kalpain (CAPN1)
genlerindeki polimorfizmlerin et gevrekligiyle iliskisini ti¢ Fransiz sigir irki tizerinden
degerlendirmislerdir. CAST genindeki 3 SNP (Single Nucleotide Polymorphism- Tek
Niikelotit Polimorfizmi) ve CAPNI1 genindeki 4 SNP i¢cin 1114 adet Charolais, 1254
Limousin ve 981 Blonde d’Aquitaine safkan geng¢ sigir genotiplenmistir. Blonde
d’Aquitaine sigir wkinda CAST markirinin G alelinin  (Btau4.0’daki 97574679
poziyonu), kesme kuvveti ve duyusal gevreklik skoru {izerinde 6nemli 6lgiide etkisinin

oldugu bulunmustur. Charolais 1irkinda ise CAST-3 markirinin kesme kuvvetinde etkili
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oldugu, fakat gevreklik skorlarinin belirleyiciliginin olmadig1 one siiriilmiistiir.
CAPN1-2 markirmin G alelinin Limousin irkinda kesme kuvvetinde dnemli derecede
etkili oldugu, bununla birlikte, gevreklik skoruna etkisinin olmadigi vurgulanmistir.
CAST-1 markirindaki G alelinin ise yalnizca gevreklik skorunu etkiledigi bulunmustur.
Blonde d’Aquitaine irkinda CAST-2 markir iizerindeki G alelinin tekstiir 6zelliginin
degerlendirildigi iki oOzellik acisindan (kesme kuvveti ve duyusal gevreklik)
bakildiginda et sertligindeki artisla iliskili oldugu ortaya c¢ikarilmistir. Charolais ve
Limousin irklarinda CAST genine ait 5 haplotipin gevreklik skoru iizerinde etkili

oldugu fakat kesme kuvvetini etkilemedigi bulunmustur.

Ropka-Molik vd. (2014) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada CAST markirlarinin
poplilasyonda ve analiz edilmis olan mutasyonlarda degisiklik gostermesinden yola
cikarak Polonya’da yetistirilen bes domuz 1rkina ait et kalite 6zellikleri tizerine CAST
geni polimorfizmlerinin etkilerini saptamak amaciyla objektif bir ¢aligma ortaya
koymuslardir. CAST markirlarinin 6neminin popiilasyonlara ve saptanan mutasyonlara
gore degisim gosterdigini dikkate alarak, saptanan 3 CAST geni polimorfizminin
(Hinfl, Hpall and Rsal) goriilme sikliklarmin farkli genotiplerde farkli diizeyde
oldugunu bildirmislerdir. Bu calismada kalpastatin genindeki polimorfizmlerin, kesme
kuvveti lizerinde additif etkili rol oynadig: belirtilmistir. Ortaya konan arastirmada ¢ok
sayida et kalite Ozellikleri dikkate alinmis ve bu kapsamli analizle CAST geninin 6.
intronundaki polimorfizmlerin su tutma kapasitesi ve tekstlir parametreleri (sertlik,

sikilik, yapiskanlik, ¢ignenebilirlik ve yaylilik) ile iliskili oldugu da dogrulanmuistir.

Diger bir calismada Calvo vd. (2014) tarafindan, iki farkli itk sigirda et gevrekligiyle
iliskilendirilen CAST ve CAPNI genlerindeki etkili mutasyonlar arastirilmis ve Parda
de Montafia ve Pirenaica irklarinda sirasiyla 31 ve 7 polimorfizmleri tespit edilmistir.
CAST geninin intron 5 (BTA7: ¢.98533962CNG on UMD 3.0), exon 7
(2.98535683ANG) ve intron 12 (g.98545188TNA) bolgelerinde lokalize olan 3
SNP’nin 6zellikle Parda de Montafia irkinda gevreklik 6zelligiyle iligkili oldugu ortaya
konmustur. Arastirmacilar, h2 ve h5 haplotiplerinin, CAST genindeki g.98535683ANG
SNP’nin etkili bir mutasyon olabilecegini, bu mutasyonun p.Thr182Ala (NM_174003)

bolgesindeki amino asit dizisinde degisiklige sebep oldugunu 6ne siirmiislerdir. Bu
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amino asit degisiminin kalpastatin L-domain ve kalpain arasindaki bdlgeleri
etkileyebilecegini ve kalpain ve kalpastatin arasinda daha kararli bir baglanti

olusturabilecegini vurgulamislardir.

Lozano vd. (2016) toplam 196 Meksika menseili hayvandan 40 adeti Bos taurus [Bt],
95’1 Bos indicus [Bi] ve 61’1 ise bunlarin ¢aprazlanmasiyla elde edilmis olan Bi x Bt
gruplarin1 genetik agidan degerlendirmisler ve kalpain (CAPN316 ve CAPN4751) ve
kalpastatindeki (CAST-T1) SNP’lerin Warner—Bratzler kesme kuvveti (WBSF)
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Arastirma sonuglarina goére genetik grup genetik
grup WBSF iizerine 6nemli Olgiide etkili oldugu CAPN316 ile CAPN ve CAST
kombine etkisinin et gevrekligi tahmininde kullanilabilecegi vurgulanmistir. CAST
polimorfizminin WBSF {izerinde 6nemli bir etki géstermemis olmasiyla birlikte CAPN
alelleriyle kombine etkisi, etlerin kesme kuvvetinde azalmaya sebep olmaktadir. Bu
argiman birkag sigir 1wrkinda Dbildirilmis olan CAPN ve CAST’in birlikte

degerlendirildigi genetik markir gegerlilik testiyle tutarli bulunmustur.

Leal-Gutiérrez vd. (2018)’nin Angus—Brahman sigirlarinda yaptiklari ¢aligmada
kalpastatin geni lizerinde enstriimental tekstlir (Warner Bratzler kesme kuvveti) ile
iliskilendirilmis dort markir bulunmustur. Calismada, rs210861835 numaral
polimorfizm ve CASTS5 SNP’lerinin, RNA stabilitesi ve mRNA konformasyonel
degisimi iizerinden gen ekspiresyonunu regiile ettigi tahmin edilmistir. rs210861835 C
alelinin molekiiler stabilitesinin yiiksek oldugu ve mRNA dayanikliliginin daha fazla
oldugu 6ne siirtilmiistiir. Bunun kalpastatin proteini, vem- kalpain inhibisyonu oraninda
artisa neden oldugu da vurgulanmistir. CASTS5’in mRNA’nin yapisin1 degistirdigi ve
yiiksek protein ekspresyonuna sebep olan bu polimorfizme yakin tek zincirli bolgelerin

uzunlugunu ve sayisini artirdigl 6ne stiriilmiistiir.

Sun vd. (2018), yaptiklar1 ¢alismada 132 Chinese Simmental sigir irkinda CAPN1 ve
CAST genotipleri ve et kalite 6zellikleri arasindaki iliskiyi tespit etmek amaciyla bu
genlerdeki SNP’leri analiz etmis ve tanimlamiglardir. Pigirilmis etin lezzet kalitesinde
onemli katkis1 olan gevreklik kriteri kesme kuvveti ile degerlendirilmistir. Daha onceki

benzer c¢aligmalarda da oldugu gibi (Allais vd. 2011, Curi vd. 2009), CAPN1
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markirlarinin sigir etinde kesme kuvveti iizerine Onemli etkilerinin oldugu tespit
edilmistir. Polimorfizmler DNA sekans havuzundan elde edilmis olup, ¢alismada sigir
CAPNL1 geninin ekzon 1 ile ekzon 6 arasinda oldugu ve CAST geninin de exon 9°da
olmak tizere toplam 3 SNP tanimlanmis ve bu polimorfizmlerin CAPN1 geninde ekzon
4 ve ekzon 2°de, CAST geninde ise ekzon 9’da lokalize olduklarini tespit etmislerdir.
Bulunan CAPN1 4558 A>G, CAPNI1 4684 C>T ve CAST 596 T>C igceren bu SNP’ler,
PCR-SSCP ile basarili bigimde genotiplendirilmistir. Calismaya gore tiim SNP’lerin,
her popiilasyonda 2 alel ve 3 genotip icerdikleri de bildirilmistir.

Iguacel vd. (2019), Parda de Montafiaand Pirenaica irklarinda Longissimus thoracis
kasini1 materyal olarak kullanmiglar, tanimlanmis olan CAST SNP’leri ve et sertligi
arasindaki iligkiyi ortaya koymusladir. Parda de Montafia irkindaki CAST geninin SNPs
etkilerine gére olgunlagtiritlmig Longissimus thoracis kasinda et sertligi iizerine etkili
olan kalpastatin (CAST) geninin rs210072660 ve rs109221039 SNP’lerinin etkisini
dogrulamanin amaglandig1 ¢aligmada, et olgunlagtirma ve tespit edilen rs210072660
SNP arasindaki etkilesimin WBSF {izerinde etkili oldugu belirtilmistir. Ayrica, Parda de
Montafia ve Pirenaica irkindaki et gevrekligini artirma c¢alismalarina destek vermek icin
etkin markir destekli seleksiyonda (MAS) SNPs rs210072660 ve 1s109221039
markirlarinin yararli olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Ciftlik hayvanlarinin etinde CAST
geni ve et gevrekligi arasinda yakin bir iliski oldugu hakkinda cok sayida tespit

bulunmakla birlikte irka bagl bir iligkinin de s6z konusu oldugu raporlanmustir.

Genetik markirlarin fenotipler iizerine etkili olmasi1 ¢evre ve popiilasyona ait igsel
faktorlerden kaynaklanabilmektedir. Iguacel vd. (2019) tarafindan tespit edilen
15210072660 ve rs1092212039 veri numarali varyasyonlarin olgunlagtirma siiresi ve
irka bagl olarak et sertligini farkli diizeyde etkileyebilecegi hipotezini ortaya
koymustur. Et sertligini etkileyen CAST geni incelendiginde tespit edilen rs210072660
SNP’nin, ekzon 7°de (BTA7:9.98535683A>G in UMD3.1 genome assembly) lokalize
oldugu belirlenmistir. Bu tez c¢alismasinda CAST geninde saptanan 13 varyasyondan
biri olan ve V4 olarak kodlanan EKZON 9.c 583A>G/p.T195A varyasyonu, Iguacel vd.
(2019) tarafindan saptanan SNP’lerden biri olan rs210072660 ile aynidir. Ensembl

verilerine goére %44 MAF degerine sahip olan bu polimorfizm, c¢aligmada

82



degerlendirmeye alinan iki sigir irkindan biri olan 52 Brangus’tan 16’sinda, calisilan
diger grup olan 52 adet Simmental irkinin 23’tinde bulunmustur. Genetik markirlarin
fenotipe etkisi popiilasyona ve cevreye bagli bir faktdr oldugundan, tespit edilen
15210072660 ve rs1092212039 veri numarali varyasyonlarin olgunlagtirma siiresi ve
irka baglh olarak et sertligini farkli diizeyde etkileyebilecegi hipotezini ortaya
koymuslardir. Calismada, genetik markir olarak degerlendirilen bu polimorfizmlerin et
endiistrisinde sert etlerin tespitinde ve karkaslarin buna gore uygun prosediirlere tabi
tutulmasi agisindan yararli olabilecegi bildirilmistir. Ayni ¢alismada, Parda de Montafia
ve Pirenaica hayvanlarindaki istenilen alellerin (her iki SNP icin A alelleri) nispeten
yiiksek frekansi ve bulunan etkilerinin boyutu goéz oniine alindiginda, rs210072660 ve
rs109221039 numarali SNP’lerin sigir yetistiricili§i programlarinda kullanilan
potansiyel genetik markirlar olarak ek bir kaynak teskil edebilecegi belirtilmistir.
Boylece bu her iki irk igin yetistiricilik programlari sadece genomik secimle

uygulanabilir olacaktir.

4.5 Duyusal Analiz Sonuglari

Egitimli 9 panelist tarafindan Brangus ve Simmental grubu et 6rneklerinde “sertlik”
(1:as1r1 sert, 8:asir1 gevrek), “sululuk™ (1:asir1 kuru, 8:asir1 sulu) ve “lezzet yogunlugu”
(1:asir1 zayif, 8:asir1 giiglii) olmak tizere ii¢ duyusal Ozellik agisindan duyusal
degerlendirme yapilmistir. Brangus ve Simmental irklarina ait 52’ser adet, toplamda
104 adet hayvandan elde edilen pisirilmis et Orneklerinin duyusal degerlendirme

sonuglar1 sirasiyla gizelge 4.7 ve gizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.7 Brangus s1g1r irkina ait duyusal sertlik, sululuk ve lezzet yogunlugu puanlari

Brangus Sigir

Sertlik Sululuk Lezzet yogunlugu

Kodu

Bl 5.75+0.38 4.86 +0.86 5.22+0.41
B2 4.07£0.78 4.15+0.88 4.82 +0.95
B3 4.67+0.87 4.02 +1.35 4.45+0.83
B4 4.50 £0.58 4.00 +£0.23 5.58 £0.77
B5 5.87+0.70 5.00 £ 0.84 5.75+0.54
B6 5.23+0.87 546+1.11 5.33+£0.86
B7 534+1.17 5.54+1.29 5.69 £ 0.69
B8 4.79 +£0.70 433 £0.97 5.19+£0.91
B9 542 +0.81 5.20+0.79 5.37+£0.76
B10 4.43+0.74 3.65+0.95 4.98 £ 0.46
B1l 5.36 +£0.48 4.23+1.16 522 +1.00
B12 6.79+0.40 5.86 £0.63 6.09 £ 0.54
B13 3.75+£0.50 3.80+0.42 4.66 +0.43
B14 4.00 +0.29 4.48 £0.59 523+£0.95
B15 5.08£0.74 5.60 +£0.86 4.85+0.56
B16 5.25+1.00 459 +1.33 5.25+0.66
B17 5.13+0.86 4,63 £0.75 4.90 +0.55
B18 4.88 £0.25 4.88 £0.28 5.40 £0.55
B19 5.00+1.20 4.45+1.32 5.10 £ 0.97
B20 5.89+1.25 5.00 £ 1.67 5.44 +£0.97
B21 4.50+0.97 434 +1.37 438 +1.31
B22 6.17 +£0.69 475+ 1.71 547 +1.34
B23 593+0.19 432+1.32 4.65+0.98
B24 5.55+0.61 5.16 £0.81 5.53+0.68
B25 6.22 + 0.64 5.26+0.69 5.29 +£0.81
B26 5.79 £0.49 530+ 1.36 5.55+£0.68
B27 4.95+0.17 543 +£0.98 576 +1.15
B28 6.48 + 0.44 4.82+1.17 5.67+1.13
B29 5.00 + 0.64 4,50 £0.78 497 +£1.06
B30 4.34+0.89 4,70 £0.70 4.77+0.76

*OrtalamaztStandart sapma.
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Cizelge 4.7 Brangus s1g1r irkina ait duyusal sertlik, sululuk ve lezzet yogunlugu puanlari

(devam)

Brangus Sigir

Sertlik Sululuk Lezzet yogunlugu

Kodu

B31 4.75+0.89 4.62+1.17 5.04 £0.59
B32 4.50+0.78 445+ 1.04 4.47 +0.88
B33 3.84+0.56 4.54+0.76 4.47 £0.97
B34 4.17+0.42 4.07+0.73 4.75+0.76
B35 5.07+0.73 3.64+1.26 488+1.11
B36 3.73 £0.57 4.57 +1.02 4.63 +£1.31
B37 5.13+0.36 4.59 +0.96 4.62+0.78
B38 5.54 +£0.67 5.20+0.79 5.09+£0.92
B39 4.50+0.55 3.75 £ 0.85 5.22+0.48
B40 3.50+0.54 4.15+0.54 4.57+0.76
B4l 397+0.36 4.62+0.91 492 +£0.70
B42 5.75 £ 0.81 493 +1.07 5.07 £ 0.63
B43 525+1.23 4.78 +£1.49 4.84+0.97
B44 5.40+0.68 5.14+1.04 5.34+£0.89
B45 5.82+0.38 429+ 1.55 6.02 +0.89
B46 5.25+0.85 498 +1.07 4.89 +0.81
B47 5.19 £0.66 4.18+0.90 5.38+£0.85
B48 4.29+0.40 498 +1.03 5.20+0.93
B49 6.04 + 0.69 3.95+0.86 6.05+0.53
B50 3.94+042 4.14 £0.75 4.85+0.56
B51 3.82+0.26 4.62 +0.80 4.53+0.73
B52 439 +0.67 4.18 £1.00 4.90 £+ 0.64

*OrtalamaztStandart sapma.

Sertlik: 1-Asirt sert, 2-Cok sert, 3-Orta sert, 4-Hafif sert, 5-Hafif gevrek, 6-Orta gevrek, 7- Cok gevrek ve
8-Asirt gevrek. Sululuk: 1-Asir1 kuru, 2-Cok kuru, 3-Orta kuru, 4-Hafif kuru, 5-Hafif sulu, 6-Orta sulu, 7-
Cok sulu ve 8-Asint sulu. Lezzet yogunlugu: 1-Asin zayif, 2-Cok zayif, 3-Orta zayif, 4-Hafif zayif, 5-
Hafif giiglii, 6-Orta giiglii, 7-Cok gii¢lii ve 8-Asir1 giiglii.

85



Cizelge 4.8 Simmental sigir irkina ait duyusal sertlik, sululuk ve lezzet yogunlugu

puanlari

Simmental Sigir

Kodu Sertlik Sululuk Lezzet yogunlugu
S1 6.75+0.42 5.67+0.76 5.84£0.76
S2 6.26 £ 1.16 397+1.74 4.40+1.70
S3 6.25+£0.76 5.34+1.07 5.55+1.32
S4 4.84 +£0.94 5.22 £0.65 6.06 + 0.65
S5 4.55+£0.87 4.97+0.69 595+1.18
S6 6.50 £0.90 5.14 £1.63 5.30+1.51
S7 6.59 £0.67 5.62 +1.30 5.79 £0.45
S8 6.64 +£0.93 5.14+1.11 5.30+0.98
S9 6.59 £0.38 5.34+£0.82 5.34+1.33
S10 5.89 £0.70 436+1.17 5.19 +£0.85
S11 6.37+0.98 5.87+£0.83 5.84 +0.69
S12 5.59+£0.98 4.97+0.69 5.12+1.00
S13 6.58 +£0.98 4.82+1.31 5.19+1.40
S14 450+1.23 4.30+0.79 4.93 +0.94
S15 6.67 £0.99 5.34+1.64 490+ 1.51
S16 6.55+0.83 430+ 1.67 6.06 £0.75
S17 4.7 0+ 0.84 5.70+1.31 6.20+1.22
518 6.80+0.58 5.70 £ 0.68 5.55+1.38
S19 6.48 +0.59 5.07+£0.84 558+ 1.15
S20 4.60 £ 0.66 420+1.10 4.63 +£0.68
S21 6.89 £0.75 5.08+1.20 5.80+1.18
S22 5.44 +0.52 3.80+1.32 5.60 +0.82
523 5.20+£0.45 5.46 +£0.56 5.25+0.58
S24 6.34+£0.50 476 £0.73 5.73+0.91
S25 6.50 = 0.87 490+1.20 5.50+0.76
526 6.55+0.80 5.69+0.91 5.63+0.94
S27 6.90 +0.97 5.46 £ 0.86 6.18 £0.94
528 6.64 = 0.56 5.59+0.87 5.80+0.76
S29 5.75+0.62 459+1.03 5.00+1.04
S30 6.92 +0.59 5.14+0.90 5.92+1.57
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Cizelge 4.8 Simmental sigir irkina ait duyusal sertlik, sululuk ve lezzet yogunlugu

puanlar1 (devam)

Simmental Sigir

Sertlik Sululuk Lezzet yogunlugu

Kodu

S31 4.09 +£0.92 4.55+0.97 5.30£0.88
S32 6.59+1.12 422 +1.57 470+1.25
S33 6.73 +£0.88 493+1.28 5.97 £0.90
S34 6.13+£0.75 4.54+0.84 542 +1.16
S35 5.82+0.25 5.04 +£0.77 5.10+0.59
S36 6.63 +£0.52 5.10+1.22 5.75+1.18
S37 6.75 +0.99 547+1.14 5.59+1.36
S38 7.05+£0.24 5.80+1.14 6.09 £0.74
S39 7.09 +0.38 5.75+0.83 5.90 £ 0.67
S40 5.95+£0.75 498 +0.94 5.79+£1.01
S41 6.58 £0.74 446 +1.33 5.19+1.52
S42 5.84+1.04 5.95+0.86 5.86 £1.53
S43 6.67 = 0.69 5.25+1.26 5.95+0.98
S44 7.09 £0.74 439+1.43 4.60+1.79
S45 6.80 = 0.51 5.67+0.76 6.17£0.52
S46 6.16 £1.10 3.62+1.43 4.50+1.69
S47 6.80 £0.60 5.62+0.70 5.80+0.52
S48 6.89+1.18 5.60+0.97 5.33+£1.07
S49 6.79 £0.91 5.79 +£0.88 5.79 £0.81
S50 7.00 £ 0.80 5.60 £1.25 533+1.11
S51 6.45 + 0.64 4.66 +0.97 5.38£0.73
S52 6.92+0.74 5.59+1.03 5.92 +1.03

*QOrtalama+Standart sapma.

*OrtalamatStandart sapma. Sertlik: 1-Asirt sert, 2-Cok sert, 3-Orta sert, 4-Hafif sert, 5-Hafif gevrek, 6-
Orta gevrek, 7-Cok gevrek ve 8-Asir1 gevrek. Sululuk: 1-Asirt kuru, 2-Cok kuru, 3-Orta kuru, 4-Hafif
kuru, 5-Hafif sulu, 6-Orta sulu, 7-Cok sulu ve 8-Asir1 sulu. Lezzet yogunlugu: 1-Asir1 zayif, 2-Cok zayif,
3-Orta zay1f, 4-Hafif zayif, 5-Hafif gii¢lii, 6-Orta giiglii, 7-Cok giiglii ve 8-Asir1 giiglii.
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Duyusal degerlendirmede sertlik 6zelligi bakimindan Brangus ve Simmental 1rklarinin
her ikisinin de “Asir1 sert (1)” ve “Cok sert (2)” puanlar almadiklar1 goriilmiistiir.
Brangus irkina ait etlerde “Orta sertten (3)-Cok gevreklige (7)” yakin, Simmental irkina
ait et Orneklerinde ise “Hafif sertten (4)- Cok gevreklik (7)” arasinda puanlar elde
edilmistir. Sululuk bakimindan ise, her iki grupta da “Orta kurudan (3) Orta suluya (6)

yakin” puan degerleri tespit edilmistir.

Tim calisilan Brangus hayvan 6rneginin panelistler tarafindan duyusal olarak “sertlik”
degerlendirmelerinin kiimiilatif ortalamas1 4.99 < Hafif gevrek (5) olarak bulunmustur.
Hayvan oOrneklerine ait panelistler tarafindan duyusal olarak  “sululuk”
degerlendirmelerinin kiimiilatif ortalamas1 4.56 [Hafif kuru (4) <4.56 > -Hafif sulu (5)]
olarak degerlendirilmistir. Panelistler tarafindan duyusal olarak “lezzet yogunlugu”
degerlendirmelerinin kiimiilatif ortalamasi ise 5.12 > Hafif giicli (5) olarak

bulunmustur.

Calisilan Simmental hayvan orneklerinin panelistler tarafindan duyusal olarak “sertlik”
degerlendirmelerinin kiimiilatif ortalamas1 6.26 > Orta gevrek (6) olarak bulunmustur.
Hayvan Orneklerine ait panelistler tarafindan duyusal olarak  “sululuk”
degerlendirmelerinin kiimiilatif ortalamas1 5.04 > (Hafif sulu (5) olarak bulunmustur.
Panelistler tarafindan duyusal olarak “lezzet yogunlugu” degerlendirmelerinin kiimiilatif

ortalamasi ise 5.55 [(Hafif gii¢lii (5) <-Orta gii¢lii (6)] olarak bulunmustur.

Brangus ve Simmental irkina ait hayvanlardan elde edilen sigir et drneklerinin duyusal
degerlendirme sonuglarin kiimiilatif ortalamalarinin karsilastirilmast ¢izelge 4.9 ve
sekil 4.3°te verilmistir. Duyusal analiz parametlerinden sertlik 6zelligi iki 1k iizerinden
karsilastirildiginda, Simmental 1rkina ait O6rneklerin Brangus oOrneklerinden Onemli
Olciide daha gevrek oldugu (p<0.05) saptanmistir (Cizelge 4.9). Sululuk 6zelligi
acisindan yapilan karsilagtirmada ise Simmental grubu et 6rneklerinin Brangus grubu
onneklerden 6nemli 6lgiide daha sulu (p<0.05) oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde,
Simmental et Orneklerinin Brangus grubu et Orneklerine gore daha giiglii lezzet

yogunlugu (p<0.05) skorlarina sahip oldugu goriilmiistir. Lezzet yogunlugu
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bakimindan yine her iki grup hayvanda da “Hafif zayiftan (4) Orta giiclii (6)” karakterde

lezzet yogunlugu puanlar elde edilmistir.

Dikeman vd. (2005) poligenik kalitimin et kalite 6zellikleri tizerine etkisini belirlemek
amaciyla gergeklestirdikleri ¢alismada, Angus, Brahman, Brangus, Charolais, Gelbvieh,
Hereford, Limousin, Maine-Anjou, Red Angus, Salers, Shorthorn, Simbrah, Simmental,
and South Devon irklarindan erkek sigirlarin yavrularindan elde edilen etleri Warner-
Bratzler kesme kuvveti ve duyusal oOzellikler agisindan incelemislerdir. Simmental,
Shorthorn ve Hereford erkek sigirlarda WBSF ile iliskili olan beklenen genetik
farkliliklar kapsaminda gevrekligi genetik acidan etkileyen onemli sayida varyasyon
bulundugu bildirilmistir. Calismaya gore istenilen diizeyde gevreklik ve sululuk i¢in
yapilan se¢im anlamli sonuglar verebilir fakat lezzete gore secim yapmak verimli
olmamaktadir. Mozaiklesme oranindan yola ¢ikarak se¢im yapmak gevreklik acisindan
kiigiik bir etki yaratmaktadir; mozaiklesme, gevreklik ve sululuk biiyiik oranda
kalitilmaktadir. Arastiricilar, et gevrekligini genetik agidan yonlendirmek igin bir
yontem belirlemede mevcut DNA markirlar ve genlerin saptanabilecegini ya da genetik
testlerde gevreklik diizeyindeki farkliliklart gozlemlemek amaciyla hayvanlarin
siiflandirilmasinda karkas gevrekligini 6n goérmek iizerine bir yontem gelistirmenin

miimkiin olabilecegini vurgulamislardir.

Doydora vd. (2014) tarafindan, irkin sigir etlerinin duyusal kalite 6zellikleri tizerine
etkilerinin belirlendigi calismada, yas aralifi 2’den 2.5’a kadar degisen Bali, Brahman,
Philippine Native ve Simbreh olmak iizere 4 farkli sigir irki kullanilmigtir. Sigir et
orneklerinin sag on ¢eyrekteki 9. ve 11. kaburgadan elde edilen pirzola 48 saat boyunca
dinlendirilmis ve duyusal degerlendirme oturumuna kadar dondurulmustur. Duyusal
degerlendirme kapsaminda lezzet, aroma, gevreklik ve sululuk gibi lezzetlilik 6l¢iisii
olan parametrelerden yararlanilmistir ve 7 puanlt begeni 6lgegi kullanilmistir. Duyusal
degerlendirmede Philippine Native irki etlerinde saptanmis olan bu dort duyusal
parametreye gore elde edilen genel kabul edilebilirlik puant 4.76 degeri ile, diger ii¢
irkin et 6rneklerinden daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Degerlendirmede Philippine
Native 1rki et Orneklerinin sirasiyla 4.28, 5.48 ve 3.96 olmak iizere daha yliksek

gevreklik, lezzet ve sululuk puanlari aldigi belirlenmistir. Calismadaki genel
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degerlendirmeler sonucu gevreklik ve sululuk arasinda makul diizeyde bir korelasyon
bulunurken, lezzet ve aroma arasinda ise zayif bir iliski saptanmistir (p<0.01). Diger
taraftan lezzetin aroma, gevreklik ve sululukla pozitif yonlii iliskisi oldugu da ifade
edilmistir. Ayrica aroma ve sululuk arasinda 6nemli diizeyde giiglii bir korelasyon
saptanmigtir (p<0.01). Bu sonuglara gore sigir etinin duyusal kalite o6zelliginin
lezzetlilik 6l¢iisii ile yakindan iligkili oldugu 6ne siiriilmiistiir. Ortak degerlendirmeler
bakimindan ele alindiginda ise tez calismasinda 1-8 araliginda egitimli panelistler
tarafindan degerlendirilen Simmental irk1 et O6rneklerinin Brangus irkina goére daha
gevrek, daha sulu ve lezzet yogunlugunun daha yiiksek oldugu saptanmistir. Buna gore
duyusal sertlik ortalamasi 6.26 > Orta gevrek olarak “sululuk” degerlendirmelerinin
ortalamasi 5.04 > (Hafif sulu) olarak “lezzet yogunlugu” degerlendirmelerinin

ortalamasi ise 5.55 (Hafif giiglii) < Orta gii¢lii olarak bulunmustur.

Cizelge 4.9 Brangus ve Simmental hayvan gruplarina ait duyusal Ozelliklerin
karsilastirilmast *

Ozellik Hayvan irki Puan p degeri
Brangus 5.00 = 0.79?

Duyusal sertlik 0.000*
Simmental 6.26 + 0.75¢
Brangus 4.57 + 0.50°

Sululuk 0.000~*
Simmental 5.04 £ 0.58¢
Brangus 5.01 +0.43P 0.000*

Lezzet yogunlugu
Simmental 5.55+0.41¢

*p<0.05. n=52. *Ortalama+Standart sapma.

Sertlik: 1-Asin sert, 2-Cok sert, 3-Orta sert, 4-Hafif sert, 5-Hafif gevrek, 6-Orta gevrek, 7-Cok gevrek ve
8-Asir1 gevrek. Sululuk: 1-Asir1 kuru, 2-Cok kuru, 3-Orta kuru, 4-Hafif kuru, 5-Hafif sulu, 6-Orta sulu, 7-
Cok sulu ve 8-Asir1 sulu. Lezzet yogunlugu: 1-Asir1 zayif, 2-Cok zayif, 3-Orta zayif, 4-Hafif zayif, 5-
Hafif gii¢lii, 6-Orta giiglii, 7-Cok gii¢lii ve 8-Asir1 giiglii.
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Sekil 4.3 Simmental ve Brangus irklarinin duyusal analiz parametrelerine gore
skorlarinin karsilastiriimasi

*Hata gubuklari: + standart sapma. *%: Farkli harfleri tagiyan grup ortalamalart arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemlidir (p<0.05).

Etlerde duyusal Ozellikler genetik oOzelliklerin yan1 sira diger faktorlerden de
etkilenmektedir. Liang vd. (2016) gergeklestirdikleri bir ¢caligmada, bes farkli tesisten
alinan Cin yerli sar1 melez k1 sigirlara ait (toplam 25 hayvan) Longissimus lumborum
kas1 lizerinden duyusal degerlendirmeler yapmislardir. Longissimus lumborum kasindan
alman Ornekler kesim sonrasi 4°C’de 72 saat bekletildikten sonra Japon Karkas
Smiflandirma Standartlari’na goére Al, A2, A3, A4 ve AS olmak iizere 5 smifta
degerlendirilmis ve duyusal degerlendirmeler de bu kategorizasyonla paralellik
gostermistir. Kalite siiflandirmasinda yag ve nem igerigi baz alinmistir. Her bir gruba
ait etler sululuk, gevreklik ve lezzet kapsaminda degerlendirilmis olup A1 grubu etlerin
kalitesinin en diisilk, A4 ve AS grubu etlerin kalitesinin ise daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Elde ettikleri bu sonuglara gére Cin’deki Cin yerli sar1t melez 1rki
yetistiriciliginde yiiksek kaliteli etgi sigir ki tiretimine katki saglanabilecegi de ileri
siiriilmiistiir. Intramiiskiiler yaglanma oranm1 Al’den AS5’e dogru artis gostermistir.
Calismada Al smifindaki 6rneklerin intramiiskiiler yaglanma oran1 % 4.26 iken AS
siifindaki etlerin intramiiskiiler yaglanma orani1 % 24.55 olarak bulunmustur. Nem

miktar1 ise yag oraniyla ters orantili bulunmustur. Ortalama nem miktart Al
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kapsamindaki etlerde % 70.12 olarak bulunmustur fakat bu oran A5 sinifindaki
orneklerde %58.03’e¢ diismiistiir. Yag orani arttikca nem oraninda dogrusal bi¢imde
azalma goriilmiistiir. A4 ve AS smifindaki etlerin 6’dan yiliksek ve yakin degerlere sahip
oldugu g6z oniinde bulunduruldugunda her iki sinifin da tiiketici tarafindan tercih
edildigi fakat A5 smifi etlerin daha fazla yag oranina sahip olmasindan dolayr A4’ten
daha ¢ok talep gérmesinin s6z konusu olmadig1 goriilmistiir. Bu sebeple A4 sinifinda
degerlendirilen etlerin miisteri memnuniyeti ve yag miktarinin maliyeti artirmasina
bagli olarak Cinli tiiketiciler i¢in optimal oldugu vurgulanmistir. A2 ve A3 simifi etlerin
duyusal degerlendirme puanlamalar1 ise 5’in {izerinde ve 6’ya yakin bulunmustur. Bu
sebeple bu iki siniftaki etlerin de Cinli tiiketiciler baz alindiginda tercih edilebilir

oldugu One stirtilmiigtiir.

4.6 Enstriimental Sertlik Degerleri

Brangus ve Simmental sigir irklarina ait pisirilmis et 6rneklerinde tekstiir analiz cihazi
ile Olgiilen sertlik (hardness-Newton) degerleri sirasiyla cizelge 4.10 ve gizelge 4.11°de
verilmistir. Brangus si1gir irkina ait et drneklerinin sertlik degerleri incelendiginde 52
hayvan grubundan elde edilen etlerde sertlik degerinin genel ortalamasinin
196.97+50.37 N oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.4). Bu grup hayvan irkina
ait etler icinde en yiiksek sertlik degerine sahip 6rnegin 339.81 N ile 10 nolu Brangus’a,
en diisiik sertlik degerinin ise (en gevrek et 6rnegi) 86.76 N ile 12 nolu Brangus’a ait
oldugu saptanmistir (Cizelge 4.10). Simmental si@ir irkina ait orneklerde ise sertlik
degerinin 52 hayvandan elde edilen et drnekleri i¢in ortalama 116.41+£34.67 N oldugu,
en yiiksek sertlik degeri 14 nolu Simmental’den elde edilen et 6rneginde (193.01 N)
iken, en gevrek ozellik gosteren et 6rneginin ise 38 nolu hayvana ait oldugu (59.03 N)

tespit edilmistir.

Her iki sigir irkina ait 6rneklerin genel sertlik degeri ortalamalar karsilastirildiginda,
Simmental gruptaki hayvanlardan elde edilen etlerin genel sertlik ortalamalarinin
Brangus gruptaki hayvanlardan elde edilen etlerin genel ortalamalarindan istatistiksel

olarak dnemli 6l¢iide diisiik oldugu (p<0.05) bulunmustur (Cizelge 4.12 ve Sekil 4.4).
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Cizelge 4.10 Brangus si8ir irkina ait enstriimental sertlik degerleri

Brangus Sertlik (N)
Bl 255.28 £27.01
B2 261.22 £33.91
B3 284.50 £26.26
B4 208.92 £26.53
B5 229.90 £ 18.15
B6 138.65 £ 15.96
B7 246.68 + 28.60
B8 170.74 £ 27.01
B9 119.74 £ 6.96
B10 339.81 +£22.81
B11l 160.93 £ 15.33
B12 86.76 +£ 34.23
B13 213.12 £ 31.70
Bl14 236.39 £27.71
B15 102.82 +12.90
B16 228.71 £18.94
B17 191.97 £48.93
B18 160.07 = 13.5
B19 164.42 +23.66
B20 177.99 £ 30.57
B21 240.10 £ 17.93
B22 241.09 £17.30
B23 187.41 £0.18
B24 137.08 +£17.45
B25 274.28 +34.98
B26 161.62 +£25.30
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Cizelge 4.10 Brangus sigir irkina ait enstriimental sertlik degerleri (devam)

S?g:frl‘g:(iu Sertlik (N)
B27 14138 + 24.62
B28 214.89 = 6.23
B29 156.87 £7.17
B30 137.39 + 48.7
B31 204.54 + 18.41
B32 170.59 + 31.70
B33 203.38 + 28.97
B34 279.41 £ 22.01
B35 181.23 + 38.82
B36 200.63 +29.31
B37 172.32 + 26.63
B38 232.60 + 15.58
B39 228.18 = 23.10
B40 178.58 + 30.33
B44 214.02 +21.57
B45 253.17 + 15.06
B46 21192 £ 11.72
B47 229.42 + 18.76
B48 180.23 + 25.00
B49 173.87 % 15.60
B50 159.87 + 19.87
B51 187.47 + 43.39
B52 246.72 £ 21.24

*OrtalamaztStandart sapma.
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Cizelge 4.11 Simmental sigir irkina ait enstriimental sertlik degerleri

Sliginlir;aal: Sertlik (N)
S1 79.45 +16.92
S2 104.96 + 16.60
S3 105.91 + 17.03
S4 185.61 +3.30
S5 109.67 +43.92
S6 105.28 £33.06
S7 108.39 & 14.85
S8 105.19 +3.81
S9 69.40 + 15.92
S10 138.62 + 14.30
S11 100.68 + 6.63
S12 174.81 + 8.34
S13 110.79 + 10.41
S14 193.01 +10.79
S15 96.29 + 13.34
S16 136.79 + 10.68
S17 166.37 + 8.15
S18 113.30 + 10.11
S19 102.84 + 15.37
S20 182.89 + 24.16
S21 76.08 £9.01
S22 148.99 £9.32
S23 140.39 + 4.59
S24 115.34 £ 33.04
S25 72.43 +3.41
S26 78.55 +14.18
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Cizelge 4.11 Simmental sigir irkina ait enstriimental sertlik degerleri (devam)

Sliginlir;aal: Sertlik (N)
S27 138.27 £ 13.34
S28 119.19 £ 22.66
S29 128.71 £7.30
S30 71.57 £ 16.57
S31 190.06 + 14.46
S32 143.82 + 6.61
S$33 84.07 + 0.57
S34 105.15+24.03
S35 165.62 £9.36
S36 117.40 £ 34.16
S37 90.19 + 6.28
S38 59.03 + 12.47
S39 103.67 £ 11.92
S40 14495+ 12.82
S41 103.99 £ 10.52
S42 160.39 £ 16.60
S43 86.49 + 13.70
S44 101.65 + 12.36
S45 109.83 + 24.04
S46 140.42 £ 30.29
S47 134.43 £ 16.77
S48 79.53 +26.60
S49 134.59 +8.96
S50 69.97 +13.98
S51 76.36 +19.73
S52 72.33+4.78

*QrtalamatStandart sapma.
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Cizelge 4.12 Brangus ve Simmental hayvan gruplarina ait ortalama enstriimental sertlik

degerleri (N)
Hayvan irki Sertlik p degeri
Brangus 196.96 £ 50.37 a 0.000*
Simmental 116.41 + 34.67°

*p<0.05. n=52. *OrtalamazStandartsapma®®. Farkl1 harfleri tagiyan grup ortalamalar1 arasindaki
fark istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0.05).

250,00

200,00

(on

150,00

100,00

Sertlik degeri (Newton)

50,00

0,00
Brangus Simmental

Sekil 4.4 Brangus ve Simmental hayvan gruplarina ait ortalama enstriimental sertlik
degerleri (N)

Hata gubuklari: + standart Sapma.a'b Farkli harfleri tasiyan grup ortalamalar1 arasindaki fark istatistiksel
olarak dnemlidir (p<0.05).
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Liang vd. (2016) yaptig1 calisma kapsaminda Longissimus lumborum’dan elde edilen
etlerin 55.43 N’ den diisiik ve 41.4 N’den yiiksek olan WBSF degerleri sirastyla sert ve
gevrek olarak degerlendirilmistir. Sert etler Cinli tiiketiciler tarafindan tercih

edilmezken gevrek etlerin talep gordiigii de vurgulanmustir.

Calvo vd. (2014), Parda de Montafia ve Pirenaica 1tk sigirlarda et gevrekligiyle ilgili
CAST ve CAPNI1 genlerindeki olast mutasyonlari arastirdiklart ¢alismada gevrekligin
CAPNI1’deki mutasyonlardan etkilenmedigini tespit etmislerdir. Bununla birlikte,
CAST geninin intron 5 (BTA7: 0.98533962CNG on UMD 3.0), exon 7
(2.98535683ANG) ve intron 12 (g.98545188TNA) bolgelerinde lokalize olan 3
SNP’nin, Parda de Montafia irkinda kesimden 7 giin sonraki et gevrekligi diizeyi ile
onemli olciide iliskili oldugunu saptamislardir. h2 ve hS5 haplotiplerinin, CAST
genindeki g.98535683ANG SNP’nin etkili bir mutasyon olabilecegine dair SNP iligki
diizeyi sonuglariyla tutarlilik gostererek et sertligi iizerinde Onemli oOlgiide etkili

oldugunu belirtmislerdir.

Birmaduma (2019) tarafindan Arsi, Bale ve Harar irklarina ait sigirlarin Longissimus
dorsi kasinda Warner Bratzler (WB) kesme kuvveti ve duyusal ozellikler {izerine
cinsiyet, irk ve mevsimin etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada, WB
kesme kuvveti ortalama degerinin irklara gore onemli Olciide degisiklik gosterdigi
vurgulanmistir. Harar irkinin enstriimental gevrekligi Bale ve Arsi irklarina gore daha
yiiksek bulunmugtur. Farkli ii¢ irka ait etlerin gevreklik 6zelliklerindeki farkliligin
genetik, c¢evresel veya her iki faktoriin kombinasyonundan kaynaklandigi One
sirlilmiistiir. Bu bulgularin, gen¢ hayvanlarin etlerinin diisik WB kesme kuvveti
degerlerine sahip oldugu, dolayisiyla etlerinin daha gevrek oOzellik gosterdigi ifade

edilmistir.

4.7 Enstriimental Sertlik Degerlerinin ve Duyusal Analiz Sonuclarinin
Karsilastirilmasi

Brangus ve Simmental grup hayvanlarin etlerinden elde edilen etlerde belirlenen
duyusal o6zellikler ve enstriimental sertlik degerleri arasindaki iligkinin belirlenmesi
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amaciyla yapilan Pearson korelasyon analizi sonuglari sirasiyla ¢izelge 4.13 ve ¢izelge
4.14’te verilmistir.

Cizelge 4.13 Brangus grupta duyusal analiz sonuglar ile enstriimental sertlik degerlerinin
Pearson korelasyon analizi sonuglari

Duyusal Sululuk Lezzet Enstriimental

sertlik _ yogunlugu sertlik

Duyusal r 0.678 0.380 -0.101

Sertlik p 0.000 0.005 0.478

r 0.678 0.307" -0.321°

Sululuk o 0000 1 0.027 0.020

Lezzet r 0.380" 0.307 -0.077

Yogunlugu p 0,005 0.027 1 0.586

Enstriimental r -0.101 -0.3217 -0.077

sertik ~ p 0478 0.020 0.586 1

*p<0.05; **p<0.001

Cizelge 4.14 Simmental grupta duyusal analiz sonuglari ile enstriimental sertlik degerlerinin
Pearson korelasyon analizi sonuglari

Duyusal Sululuk Lezzet Enstriimental

sertlik yogunlugu sertlik

Duyusal — r 1 0.280" 0.242 -0.769"
Sertlik p 0.044 0.083 0.000
Sululuk T 0.280" 1 0.699" -0.229
p 0.044 0.000 0.103

Lezzet  r 0.242 0.699™ 1 -0.316
Yogunlugu p 0.083 0.000 0.022

Enstriimental 1 -0.769°  -0.229 -0.316" 1
sertlik p 0.000 0.103 0.022

*p<0.05; **p<0.001
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Brangus grubunda yapilan korelasyon analiz sonucunda, duyusal sertlik 6zelliginin
sululuk ozelligiyle %67.8 diizeyinde pozitif yonlii, lezzet yogunlugu ile ise %38
diizeyinde pozitif yonlii olan O©nemli diizeyde iliskisi saptanmistir (p<0.001).
Branguslarda, duyusal sertlik 6zelligi ve lezzet yogunlugu ile enstriimental sertlik degeri
arasinda ise istatistiksel agidan 6nemli diizeyde (p>0.05) bir iliski bulunmamaktadir
(Cizelge 4.13). Ayrica, sululuk ozelligi ve lezzet yogunlugu 6zelligi arasinda %30.7
diizeyinde pozitif yonde dnemli diizeyde iliski bulunmustur (p<0.05). Bununla birlikte,
enstriimental sertlik degeri ile sululuk oOzelliginin %32.1 diizeyinde negatif yonde

onemli dlgtide iligkisi oldugu saptanmistir (p<0.05).

Simmental grupta, duyusal sertlik ve sululuk 6zellikleri arasinda %28 diizeyinde pozitif
yonde onemli Olciide iliski belirlenmis (p<0.05), ancak, duyusal sertlik ile lezzet
yogunlugu arasinda énemli diizeyde iliski bulunmamistir (p>0.05) (Cizelge 4.14). Diger
yandan, sululuk ve lezzet yogunlugu ozellikleri arasinda %69.9 diizeyinde onemli
Olciide pozitif diizeyde iliski tespit edilmistir (p<0.001). Enstriimental sertlik degeri ve
sululuk arasinda Onemli diizeyde iliski bulunmazken (p>0.05), lezzet yogunlugu
arasindaki %31.6 diizeyinde negatif yonde dnemli Slgiide iliski saptanmistir (p<0.05).
Simmental grupta dikkat ¢eken en onemli nokta, enstriimental sertlik degeri ve duyusal
sertlik ozelligi arasinda yiiksek diizeyde negatif korelasyon belirlenmis olup, bu
korelasyonun %76.9 oraninda ve dnemli 6l¢iide oldugu belirlenmistir (p<0.001).

Gagaoua vd. (2016) tarafindan yiiriitilen ¢alismada, sekiz farkli irktan (Limousin,
Blond d’Aquitaine, Angus, Holstein irklarina ait kastre edilmemis gen¢ erkek sigirlar;
Belc¢ika-BluexHolstein, CharolaisxFriesian irklarina ait kastre edilmis erkek sigirlar;
Belcika-BluexFriesian ve AngusxFriesian irklarina ait gen¢ disi sigirlar) olmak {izere
toplam 265 sigir kullanilarak, farkli hayvanlarda karkas karakteristiklerinin duyusal
ozelliklerle iliskisi Pearson korelasyonuyla degerlendirme yapilmistir. Duyusal
ozelliklerden yola ¢ikarak dort hayvana ait genel begeni diizeyi lezzet 6zelligiyle pozitif
korelasyon, istenmeyen lezzetle ise negatif korelasyon géstermektedir. Angus x Friesian
geng disi sigirlar disindaki hayvan tipleri igin et lezzeti ve istenmeyen lezzet arasinda
negatif bir korelasyon bulunmustur. Genel begeni diizeyi CharolaisxFriesian kastre

edilmis erkek sigirlar disindaki tiim hayvanlar i¢in gevreklikle iligkili bulunmustur.
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Buna ek olarak, gevreklik diger {i¢ hayvan irki icin sululukla ve lezzetle pozitif
korelasyon gostermistir. Gevreklik, Limousin (r=0.43), AngusxFriesian (r=0.34) ve
Belgika-BluexHolstein (r=0.39) sigirlarinda sitrat sentaz aktivitesiyle (CS) korelasyon

gostermistir.

4.8 Enstriimental Sertlik ve Duyusal Ozelliklerin Polimorfizm Durumuna
Gore Karsilastirilmasi

Brangus ve Simmental 1rk1 hayvanlarda (n=104) belirlenen 13 varyasyonun bulunma
durumuna gore enstriimental sertlik degerleri ile duyusal sertlik, sululuk ve lezzet
yogunlugu puanlarindaki o6nemli diizeyde etkilerinin karsilagtirllmas1 amaciyla

gergeklestirilen “t testi” sonuglari sirasiyla gizelge 4.15 ve ¢izelge 4.16’da verilmistir.
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izelge 4.15 Brangus irkinda polimorfizm durumuna gore enstriimental sertlik (N) degeri, duyusal sertlik, sululuk ve lezzet
g gu p
yogunlugu puanlarinin karsilastirilmast

¢0T

Varyasyon n'  Enstriimental p degeri  Duyusal sertlik p degeri  Sululuk p Lezzet yogunlugu p degeri

Kodu  Varhig sertlik degeri

V1 Yok 25 189.60 +57.13 0.315 5.23+0.80 0.033*  4.61+0.59 0.611  5.24+0.48 0.052
Var 27 203.78 £43.15 4.78+0.72 4.54+0.47 4.79+1.01

V2 Yok 35 185.07+52.40 0.013*  5.13+0.79 0.068 4.574+0.56 0.984  5.17+0.43 0.038*
Var 17  221.46 +36.09 4.71£0.72 4.57£0.45 4.67+1.26

V3 Yok 48 196.82 +£51.27 0.945 4.96+0.79 0.256 4.56+0.54 0.606 5.09+0.43 0.008*
Var 4 198.65+43.97 5.43+0.59 4.70+0.36 3.974+2.66

V4 Yok 36  190.03+51.35 0.138 5.10+0.75 0.146 4.60+0.55 0.510  5.17+0.44 0.033*
Var 16 212.56+45.78 4.76+0.83 4.50+0.48 4.64+1.29

V5 Yok 45  191.94 +£51.03 0.068 5.12+0.76 0.003*  4.62+0.53 0.076  5.14+0.43 0.003*
Var 7 229.254+32.54 4.20+0.37 4.25+0.36 4.16+1.87

V6 Yok 50 199.22 +49.87 0.108 4.97+0.79 0.283 4.54+0.52 0.061 4.99+0.84 0.440
Var 2 140.67 £29.61 5.58+0.28 5.25+0.07 5.46+0.12

V7 Yok 51 196.82 £50.85 0.000*  5.00+0.79 0.755 4.57+£0.53 0.931 5.11+0.43 0.000*
Var 1 204.53 4.75 4.62 5.04

V8 Yok 52 196.96 £50.36 5.00+0.78 - 4.57+0.52 - 5.01+0.83 -
Var 0o - - - -

V9 Yok 52 196.96 +50.36 0.201 5.00+0.78 0.233 4.57+0.52 0.422  5.01+0.83 0.815
Var 0

V10 Yok 47  195.07 £50.81 0.410 4.97+0.78 0.429 4.54+0.53 0.126 4.99+0.86 0.570
Var 5 214.80+47.03 5.26+0.84 4.91+0.38 5.21+0.35

Vil Yok 51 197.06 £50.86 0.921 4.99+0.79 0.870 4.57+£0.53 0.919 5.01+0.83 0.897
Var 1 191.96 5.13 4.63 4.90

V12 Yok 51 196.93 +50.86 0.975 4.98+0.78 0.336 4.57+0.53 0.937  5.01+0.83 0.946
Var 1 198.56 5.75 4.61 5.06

V13 Yok 52 196.96 + 50.37 5.00+0.78 - 4.57+0.52 - 5.01+0.83 -
Var 0 - - - -

*QOrtalamazStandart sapma; *: varyasyon sayist; p< 0.05
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Cizelge 4.16 Simmental irkinda polimorfizm durumuna gore enstriimental sertlik (N) degeri,
yogunlugu puanlarinin karsilastirilmasi

duyusal sertlik, sululuk ve lezzet

I

Varyasyon n-  Enstriimental sertlik p Duyusal p Sululuk p Lezzet yogunlugu  p degeri

Kodu Varligi degeri  sertlik degeri degeri

V1 Yok 9 120.63 +44.96 0.695 6.05+0.84 0.363 5.08+0.63 0.794 5.64+0.44 0.498
Var 43 115.52+33.13 6.30+0.73 5.03+0.57 5.54+0.40

V2 Yok 10 11447 £46.65 0.848 6.15+0.85 0.614 5.07+0.59 0.835 5.68+0.44 0.268
Var 42  116.87 +£32.32 6.28+0.73 5.03+0.58 5.52+0.40

V3 Yok 52 116.41 +£35.00 - 6.26+0.75 - 5.04+0.58 - 5.5540.41 -
Var 0 - - - -

V4 Yok 29 108.92+£34.85 0.083 6.39+0.67 0.151 5.09+0.57 0.470 5.63+0.37 0.115
Var 23 125.85+33.57 6.09+0.83 4.97+0.59 5.46+0.44

V5 Yok 33 117.44+£33.53 0.782 6.21+0.72 0.580 5.13+0.53 0.125 5.63+0.36 0.076
Var 19 114.61 +£38.29 6.33+0.81 4.88+0.62 5.42+0.45

V6 Yok 52 116.41+35.00 - 6.26+0.75 - 5.04+0.58 - 5.5540.41 -
Var 0 - - - -

V7 Yok 47 113.78 £33.10 0.098 6.33£0.67 0.028*  5.08+0.57 0.129 5.57+0.40 0.475
Var 5 141.08 £46.70 5.56+1.18 4.66+0.49 5.43+0.52

V8 Yok 41  120.45+36.57 0.026*  6.14+0.80 0.035*  4.98+0.60 0.141 5.50+0.42 0.072
Var 11 99.84 +£22.67 6.68+0.20 5.27+0.41 5.75+0.31

V9 Yok 50 114.99 +34.64 0.147 6.28+0.76 0.262 5.05+0.58 0.516 5.57+0.41 0.189
Var 2 151.75 £32.59 5.67+0.12 4.78+0.27 5.18+0.09

V10 Yok 52 116.41 £35.00 - 6.26+0.75 - 5.04+0.58 - 5.55+0.41 -
Var 0 - - - -

V11 Yok 52 116.41 +35.00 - 6.26+0.75 - 5.04+0.58 - 5.55+0.41
Var 0 - - - - -

V12 Yok 52 116.41 +35.00 - 6.26+0.75 - 5.04+0.58 - 5.55+0.41
Var 0 - - - - -

V13 Yok 38 113.41+£34.36 0.346 6.35+0.69 0.160 5.14+0.53 0.026*  5.60+0.39
Var 14 124.03+36.87 6.01+0.88 4.75+0.62 5.44+0.44 -

*Ortalama+Standart sapma; *: varyasyon sayist; p< 0.05



V1 varyasyonu Branguslarda 27 hayvanda tespit edilmis, 25 hayvanda ise
bulunmamistir. Yapilan istatistiksel degerlendirmede, V1 varyasyonunun var olup
olmama durumuna gore, sadece duyusal sertlik 6zelligi lizerine 6nemli Sl¢iide etkili
oldugu saptanmistir (p<0.05). Duyusal analizde panelistlerin V1 varyasyonu olan
hayvanlarin etlerini daha sert [4.78: Hafif sert (4) < 4.78 > Hafif gevrek (5)], V1
varyasyonu bulunmayanlarin ise daha gevrek [5.23: Hafif gevrek (5) < 4.78 > Orta
gevrek (6)] olarak puanladiklar1 gortlmistiir (p<0.05) (Cizelge 4.15). Bununla birlikte,
Simmental grupta, 43 hayvanin et 6rneklerinde belirlenen V1 varyasyonunun test edilen
duyusal sertlik 6zelligi agisindan énemli bir etkisinin olmadig1 tespit edilmistir (p>0.05)

(Cizelge 4.16).

V2 varyasyonun her iki grup i¢in degerlendirildiginde sadece Brangus’ta enstriimental
sertlik ve lezzet yogunlugu acisindan 6nemli 6lciide etkili olugu tespit edilmistir
(p<0.05). Brangus grupta 17 hayvanda bulunan, 35 hayvanda ise tespit edilmeyen V2
varyasyonunun var oldugu hayvanlarin etlerinde belirlenen ortalama enstriimental
sertlik degeri 221.46 N, var olmayanlarinkinde ise 185.07 N olarak saptanmistir. Lezzet
yogunlugu puanlar1 ise V2 varyasyonu bulunan 6rneklerde 4.67 [Hafif zayif (4) < 4.67
> Hafif giicli (5)]; varyasyon bulunmayanlarda ise 5.17 [Hafif giiglii (5) < 5.17 > Orta
giiclii (6)] olarak belirlenmistir. V2 varyasyonu olan Brangus grup etlerin lezzet
yogunlugunun varyasyon olmayanlara gore daha diisiik oldugu bulunmustur (p<0.05).
Simmental grupta V2 varyasyonunun duyusal ve enstriimental kalite dzellikleri lizerine

onemli bir etkisinin olmadigi saptanmustir (p>0.05).

V3 ve V4 varyasyonlari ise Simmental grup i¢in higbir 6zellik {izerinde 6nemli etkili
olmamis, bununla birlikte Brangus grupta, lezzet yogunlugu {izerine onemli Olciide
etkili oldugu goriilmiistiir. Duyusal analizde V3 varyasyonunun bulundugu Brangus
irkina ait 4 hayvanin etleri, lezzet yogunlugu agisindan ortalama 3.97 [< Hafif zayif (4)]
puan almis, varyasyon bulunmayan 48 hayvana ait lezzet yogunlugu puani ise ortalama
5.09 [Hafif giiglii (5) < 5.17 > Orta giiglii (6)] olarak belirlenmistir. Yine, Brangus
grupta V4 varyasyonu bulunan hayvanlarin et orneklerinin lezzet yogunlugu puanlari
ortalama 4.64 [Hafif zayif (4) < 4.64 > Hafif giiclii (5)], bulunmayalarin ise 5.17 [Hafif
giiclii (5) <5.17 > Orta giiclii (6)] diizeyinde saptanmustir.
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Simmental grupta 19 hayvanda tespit edilmesine ragmen degerlendirilen kalite
parametreleri iizerine 6nemli bir etkisi olmayan (p>0.05) V5 varyasyonu, Brangus’larda
sadece 7 hayvanda bulunmus ve bu grupta duyusal sertlik ve lezzet yogunlugu agisindan
onemli ol¢iide etkili oldugu tespit edilmistir (p<<0.05). Duyusal sertlik degeri V5 varligi
belirlenen Brangus hayvan irkina ait etlerde duyusal sertlik puani ortalama 4.20 [Hafif
sert (4) < 4.20 > Hafif gevrek (5)]; varyasyon varligi saptanmayan hayvanlarin
orneklerinde ise ortalama 5.12 [Hafif gevrek (5) < 5.12 > Orta gevrek (6)] bulunmustur.
Lezzet yogunlugu puani ise varyasyon goriilen Brangus grupta 4.16 [Hafif zayif (4) <
4.16 > Hafif giiclii (5)], goriilmeyen grupta ise 5.14’tlir [Hafif giicli (5) < 5.14 > Orta
giiglii (6)].

Simmental grupta hig tespit edilmeyip, Brangus grupta sadece 2 hayvanda bulunan V6
varyasyonu degerlendirilen kalite 6zellikleri {lizerine etkisi istatistiksel agidan 6nemli

bulunmamastir (p>0.05).

Brangus 1rki hayvanlardan sadece B31 kodlu hayvanda saptanan V7 varyasyonu
enstriimental sertlik ve lezzet yogunlugu parametreleri iizerine etkili bulunmustur
(p<0.05). V7 varyasyonu saptanan bu hayvanda enstriimental sertlik degeri 204.53 N
iken, V7 varyasyonu tespit edilmeyen diger 51 hayvanda ortalama 196.82 N olarak
tespit edilmistir. Lezzet yogunlugu puani ise B31 kodlu hayvana ait 6rneklerde 5.04
Hafif giiglii), varyasyon bulunmayan diger 51 hayvana ait 6rneklerde ise ortalama 5.11

(Orta giiclii) olarak saptanmustir.

Brangus 1rka ait hi¢cbir hayvanda tespit edilmeyen V8 varyasyonu, Simmental grupta
caligilan 52 hayvandan 11’inde bulunmus; enstriimental ve duyusal sertlik parametreleri
tizerine 6nemli etki gostermistir (p<0.05). Bu varyasyonun goriildiigii Simmental grupta
enstriimental sertlik degeri ortalama 99.84 N ve duyusal sertlik puani 6.68 [Orta gevrek
(6) < 6.68 > Cok gevrek (7)]; varyasyon goriilmeyen 41 hayvanda ise bu degerler
sirastyla 120.45 N ve 6.14 [Orta gevrek (6) < 6.14 > Cok gevrek (7)] olarak

belirlenmistir.
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Brangus grupta hi¢ bulunmayan V9 varyasyonu Simmental grupta 2 hayvanda tespit
edilmis olup, test edilen kalite Ozellikleri lizerine 6nemli bir etkisi saptanmamistir

(p>0.05).

Simmental grupta hi¢ bulunmayan V10 varyasyonu ise Brangus grupta 5 hayvanda
goriilmiis; ancak, yine test edilen kalite Ozellikleri tizerine ©nemli bir etkisi

saptanmamustir (p>0.05).

Simmental 1rkina ait hayvanlarin higbirinde tespit edilmeyen V11 ve V12 varyasyonlari,
Brangus irkinda sadece 1’er hayvanda (V11: B17 kodlu hayvan, V12: B42 kodlu
hayvan) bulunmus, ancak, incelenen kalite 6zellikleri lizerine istatistiksel olarak dnemli

bir etki yapmadiklar1 gériilmiistiir (p>0.05).

V13 varyasyonu ise Brangus irkina ait hi¢bir hayvanda tespit edilmemistir. Simmental
grupta ise 14 hayvanda bulunan bu varyasyon sadece sululuk 6zelligini 6nemli 6l¢iide
etkilemis olup, varyasyon bulunan hayvanlarin etlerine ait sululuk puan ortalamalari
4.75 [Hafif kuru (4) < 4.75 > Hafif sulu (5)], varyasyon bulunmayan 38 hayvanin
etlerinde ise 5.14 [Hafif sulu (5) < 5.14 > Orta sulu (6)] olarak belirlenmistir.

Brangus’larda duyusal sertlik V1 ve V5 varyasyonu olma durumuna goére Onemli
farklilik gdstermekte olup (p<0.05) V1 varyasyonu olan Brangus’larin “duyusal sertlik”
diizeyi, bu varyasyonu tasimayan Brangus’lardan 6nemli derecede daha yliiksektir
(p<0.05). V5 varyasyonu olan Brangus’larin “duyusal sertlik” diizeyi de bu varyasyonu
bulunmayan Brangus’lardan 6nemli derecede daha yiiksektir (p<0.05). Brangus’larda
lezzet yogunlugu V2, V3, V4, V5 ve V7 varyasyonu olma durumuna goére onemli
diizeyde farklilhik gostermekte olup. varyasyonu olmayanlarin lezzet yogunlugu
varyasyon olanlardan 6nemli derecede daha yiiksektir (p<<0.05). Brangus’larda sululuk
ortalamasi ise varyasyon varligina gore onemli farklilik gostermemektedir (p>0.05).
Diger bir ifade ile 13 farkli varyasyon olan ve olmayanlarin sululuk diizeyleri ayni

seviyededir.
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Simmental grupta; varyasyon olan ve olmayan hayvanlarda duyusal sertlik diizeyleri
incelendiginde; V7 ve V8 varligina gore duyusal sertlik diizeyinin 6nemli diizeyde
farklilik gosterdigi goriilmistiir (p<0.05). V7 goriilen Simmental’lerin “duyusal sertlik”
diizeyleri V7 goriilmeyen Orneklerden 6nemli derecede daha yiiksektir (p<0.05). V8
goriilen Simmental’lerin “duyusal sertlik” diizeyleri V8 goriilmeyen 6rneklerden dnemli
derecede daha diisiik (duyusal sertlik puanlar1 daha yiiksek), dolayisiyla daha gevrektir
(p<0.05).

Sululuk diizeyleri incelendiginde; Simmental hayvan irkinda V13 varligina goére sululuk
diizeyinin 6nemli derecede farlilik gosterdigi goriilmiis olup, V13 goriilen drneklerin
sululuk diizeylerinin varyasyon goriilmeyenlerden 6nemli derecede daha diisiik oldugu

belirlenmistir (p<0.05)

Corva vd. (2007) CAPN1 ve CAST genindeki SNP markirlar1 ile et gevrekligi
arasindaki iliskiyi belirledikleri ¢alismada, 313 Angus, Hereford ve Limousin ¢apraz
irkint incelemislerdir. SNP316 CC genotipine ait etlerin WB kesme kuvveti degeri,
SNP316 CG genotipine ait etlerden %11; SNP316 GG genotiplerinden elde edilen
etlerden %17 diizeyinde daha diisiik bulunmustur. CAPN1 SNP316 ve SNP530
polimorfizmlerinin WB kesme kuvveti iizerinde etkili oldugu vurgulanmigtir. SNP316
icin CC genotipine ait WB kesme kuvveti degerinin, CG genotipinin WB kesme kuvveti
degerinden %10 ve G genotipinin WB kesme kuvveti degerinden %14.6 oraninda daha
diisiik oldugu bulunmustur. SNP530 markirinda ise GG genotipli erkek sigir etlerinin
WB kesme kuvveti degerinin, GA genotipli olanlarin WB kesme kuvveti degerinden

%11.5 daha fazla oldugu bulunmustur.

Curi vd. (2009), 114 Nellore 1rki, 67 Angus x Nellore melezi, 41 Canchim 1irki, 19
Brangus melezi ve 15 Braunvieh melezi olmak iizere toplam 300 hayvanda, sirasiyla
CAPNI1 ve CAST genlerinde bulunan tek niikleotit polimorfizmlerin alelik ve genotipik
frekanslarini, ayrica, bu polimorfizmler ile et kalite Ozellikleri arasindaki iliskiyi
incelemiglerdir. Genotip ile et gevrekligi (kesme kuvveti) ile miyofibrilar
fragmentasyon indeksi arasinda énemli bir iligski oldugunu, bu iliskinin CT genotipinde

TT genotipinden daha yiiksek oldugu saptanmistir. Ayrica, tiim 6rneklerde, genotip ve
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kesme kuvveti arasinda 6nemli bir iliski belirlenmis olup, AA genotipinde bu iliskinin

AG genotipinden daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

Pinto vd. (2010)’nin Bos taurus’taki gevreklikle iliskili tek niikleotid polimorfizmlerin
Nellore sigir irkinda polimorfizm durumlarini arastirdiklar1 ¢alismada, belirli bir alel
bulunmamasi ve tiim markirlar icin alel frekansinin %1’in lizerinde olmasi nedeniyle
CAPN4751, CAPN4753, UOGCAST, WSUCAST markirlart Nellore’da polimorfik
olarak degerlendirilmistir. Tespit edilen CAPN4751, Bos taurus ve Bos indicus

wrklarinda et gevrekligiyle iligkili oldugu saptanan CAPN1 genindeki ilk markirdir.

u-kalpain  (CAPN1) ve kalpastatin (CAST) genlerindeki biyobelirteglerin et
gevrekligiyle iliskili oldugu one siiriilmistiir (Allais vd. 2011). Buna ek olarak Wright
vd. (2018) Angus—Brahman ¢oklu 1rk popiilasyonunu kullanarak p-kalpainin aktivasyon
oraninin gevreklestirme stlirecinde etkili oldugunu gostermistir. Bu popiilasyondaki
Brahman 1rkiyla daha iligkili olan hayvanlarin p-kalpainin aktivasyonunun daha yavas
oldugu ve lezzetinin daha az oldugu one siiriilmiistiir. Bos indicus ve Bos taurus
wrklarinda GG genotipinin gevreklik iizerinde istenmeyen bir etkisinin oldugunu
gosteren bir¢ok c¢alisma mevcuttur. Charolais (1.60 + 0.61 N/cmz) ve Limousin (0.90 +
0.37 N/cmz) irkinda G alelinin WBSF iizerinde negatif yonde etkisinin oldugu da

vurgulanmistir.

McClure vd. (2012) tarafindan 3360 sigirda genotipleme yapilmis, ¢alismalarinda,
cesitli wrklarda farkli lezzet o6zellikleri iizerine olan etkilerinin degerlendirildigi ¢ok
sayida genetik markir tespit etmislerdir. WB kesme kuvveti ile iliskili olan 79 genomik
bolge saptanmis ve bes 1rkin tiglinde yalnizca 42 tanesi, bes 1irkin tiimiinde ise yalnizca 8

tanesi ortak markir bulunmustur.

Sun vd. (2018), yaptiklar1 ¢alismada 132 Chinese Simmental sigir irkinda CAPN1 ve
CAST genotipleri ve et kalite 6zellikleri arasindaki iliskiyi tespit etmek amaciyla bu
genlerdeki SNP’leri analiz etmis ve tamimlamislardir. Pisirilmis etin lezzet kalitesinde
onemli katkis1 olan gevreklik kriteri kesme kuvveti ile degerlendirilmistir. Daha onceki

benzer calismalarda da oldugu gibi (Allais vd. 2011, Curi vd. 2009) CAPN1

108



markirlarinin sigir etinde kesme kuvveti ilizerine Onemli etkilerinin oldugu tespit
edilmistir. Polimorfizmler DNA sekans havuzundan elde edilmis olup, ¢alismada sigir
CAPNL1 geninin ekzon 1 ile ekzon 6 arasinda oldugu ve CAST geninin de exon 9°da
olmak tizere toplam 3 SNP tanimlanmis ve bu polimorfizmlerin CAPN1 geninde ekzon
4 ve ekzon 2°de, CAST geninde ise ekzon 9’da lokalize olduklarini tespit etmislerdir.
Bulunan CAPN1 4558 A>G, CAPNI1 4684 C>T ve CAST 596 T>C igceren bu SNP’ler,
PCR-SSCP ile basarili bigcimde genotiplendirilmistir. Calismaya gore tiim SNP’lerin,
her popiilasyonda 2 alel ve 3 genotip igerdikleri bildirilmistir. Elde edilen veriler
CAPNI 4558 A>G degisiminin mozaiklesme diizeyi (BMF) ve kesme kuvveti degeri
(SFV) ile 6nemli ol¢iide iligkili oldugunu ortaya koymustur ve CAPNI1 4684 C>T
degisiminin Cin Simmental si8ir irkinin kesme kuvveti degeri {izerinde 6nemli etkisi
oldugu tespit edilmistir. Bdylece bu genetik markirlarin hayvan yetistiriciliginde
popiilasyon se¢imi agisindan kullanislt olabilecegi vurgulanmistir. Buna ek olarak
CAST geninde belirlenen SNP’lerle kesme kuvveti degerlerini de icine alan et kalite
ozellikleri arasinda Cin Simmental sigir popiilasyonunda énemli bir iliski bulunmamus,
dolayisiyla bu SNP’lerin Cin Simmental sigirindaki et kalite 6zellikleri agisindan giiclii

birer markir olmalar1 da s6z konusu edilmemistir.

Leal-Gutiérrez vd. (2018)’nin yaptig1 ¢alismada kalpastatinin biyolojik fonksiyonu ve et
gevrekligiyle iliskisi sebebiyle uygun bir aday gen oldugu one siiriilmiistiir. Ayrica
kullanilan Angus- Brahman capraz irki popiilasyonunun gevreklikle iligkili fonksiyonel
polimorfizmlerin segregasyonunu artiracagi vurgulanmistir. Angus sigir ki (Bos
taurus), Bos indicus’a kiyasla daha gevrek ve et kalitesinin yiiksek olmasi nedeniyle
tercih edilmektedir. Bu sebeple, ¢apraz irklarin iki safkan irk popiilasyonundan elde

edilen yiiksek diizeydeki gevreklikle iliskili alelleri aktarmasi1 beklenmektedir.

Leal-Gutiérrez ve Mateescu (2019), diger bir ¢alismada, G alelinin Charolais (1.60 +
0.61 N/cm?) ve Limousin (0.90 + 0.37 N/cm?)’de WBSF iizerine negatif bir etkiye sahip
oldugunun tahmin edildigini ileri siirmiislerdir. Calismada, CC genotipine sahip olan
Angus, Hereford ve Limousin melez hayvanlarindan elde edilen WBSF degerlerinin
%11 oraninda CG ve %17 oraninda GG genotiplerinden daha diisiik diizeyde oldugu
bildirilmistir. CAPN316 varyasyonunun, daha diisik WBSF degerleriyle
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iligkilendirilmis olan ve tercih edilen C aleli saptanmis Bos taurus popiilasyonlarinda

olumlu etkisi dogrulanmistir.

Iguacel vd. (2019) tarafindan saptanan SNP’lerden biri, tez ¢alismasinda bulunan
rs210072660 ile aynidir. Ensembl verilerine gore %44 MAF degerine sahip olan bu
polimorfizm, c¢aligmada degerlendirmeye alinan iki sigir wrkindan biri olan 52
Brangus’tan 16’sinda bulunmus olup, onemli diizeyde lezzet yogunlugunu azaltici
yonde etkisinin oldugu ortaya konmustur. Ayni rs numarali polimorfizm, ¢aligilan diger
grup olan 52 adet Simmental irkinin 23’iinde rastlanmasina ragmen higbirinin etinde

duyusal ve enstriimental parametrelerde 6nemli diizeyde bir fark yaratmamustir.
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5. SONUC VE ONERILER

Et endiistrisinde kalite, uzun raf 6mrii, daha yliksek lezzet ve miisteri memnuniyeti i¢in
daha 1yi sonuglar elde etmek amaciyla uygulanan klasik yontemlere alternatif olarak
modern teknolojiler ve yontemlerin kullanilmasi, beklentileri ¢ok daha olumlu yonde
etkilemektedir. Bu yontemlerin ortaya koydugu genetik biyoisaretleyicilerin (farkli
genler ve farkli varyasyonlar) kullanilmasi, istenilen diizeyde kaliteli et {iretimine en
ekonomik bi¢imde katki saglayacak unsurlardir. En 6nemli kalite unsurlarindan olan et
gevrekliginin belirlenmesi amaciyla iilkemizde yaygin olan iki siir irkina (Simmental
ve Brangus) ait duyusal ve tekstiirel karsilastirmalarin yani sira, et gevrekligi iizerine
onemli etkilere sahip oldugu bilinen polimorfizmleri bulundurmasi nedeniyle CAST

geninde genetik biyoisaretleyici analizleriyle degerlendirmeler yapilmistir.

Onceki ¢aligmalardan farkli olarak, bu ¢alismada genis DNA (Deoksiriboniikleik Asit)
bolgelerini ayn1 anda analiz edebilme, ucuz maliyet ve gilivenilir sonu¢ verme gibi
tstiinliikleri bulunan NGS (Yeni Nesil Dizileme-Next Genration Sequencing) yontemi
kullanilmis olup, bdylece ¢ok sayida varyasyon es zamanl olarak degerlendirilmistir.
Calismada NGS ile 52’ser Brangus ve Simmental irklarina ait CAST geninde tim gen
analizi yapilmis olup, toplam 104 hayvanda 13 varyasyon (V1 -V13) tespit edilmistir.
20 Brangus ve 9 Simmental irkinda olmak iizere tiim hayvanlarin 29’unda hig¢ bir
varyasyon tespit edilmemistir. Toplamda her iki 1rka ait 75 hayvanda rastgele dagilim
gostermis olan bu 13 varyasyondan 5’i sadece Brangus’ta, 3’ii sadece Simmental’de,
diger 5 tanesi ise her iki irka ait et 6rneklerinde tespit edilmistir. Sadece 2 Brangus’ta
saptanmis olan V6 (EKZON 8 ¢.439C>G/p.L147LV) ve 14 Simmental’de belirlenmis
olan V13 (INTRON 18 c.1335+6G>A) varyasyonlari Onceden rapor edilmemis
oldugundan bu iki varyasyonun olas1 yeni varyantlar olarak literatiire kazandirilmasi
degerlendirilebilir. 17 Brangus ve 42 Simmental sigir irkinda saptanan, yliksek MAF
degerine sahip olmasi nedeniyle polimorfik &zellik gosteren V2 kodlu (EKZON 22
€.1632A>G/p.E544E splice) varyasyonunun splice bolgede bulunmasi nedeniyle olasi
patojenik nitelikte oldugu goézlenmistir. Bu varyasyonun Brangus irkinda lezzet

yogunlugu ve enstriimental sertlik lizerine onemli diizeyde kabul edilen olumsuz
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etkilerine ragmen Simmental hayvan irkinda enstriimental ve duyusal kalite 6zellikleri

tizerine 6nemli bir etkisinin bulunmadig: belirlenmistir.

Et sertligi lizerine etkili olan kalpastatin (CAST) geninde saptanmis olan rs210072660
veri giris numarali V4 kodlu EKZON 9 ¢.583A>G/p.T195A varyasyonu, 52
Brangus’tan 16’sinda tespit edilmis olup “lezzet yogunlugunu azaltic1” yondeki etki ile

korele oldugu diistiniilmiistiir.

Simmental sigir wrkinda tespit edilen 13 varyasyondan higbirinde diisiik frekans
varyasyon (mindr alel frekansi) degerleri elde edilmemistir. Fakat Brangus 6rneklerine
ait 3 varyasyondan ¢alismada V6 olarak kodlanmis olan EKZON 8 ¢.439C>G/p.L147LV
varyasyonu sadece 2 Brangus’ta, V11 olarak kodlanmis EKZON 20 ¢.1510C>T/p.P504S
ve V12 olarak kodlanmis INTRON 6 ¢.373-3C>T varyasyonlar: ise her iki irka ait birer
hayvanda saptanmis olan ve diisiik siklikla goriilen aleli refere eden MAF (Minor Allel
Frequency- Minor alel frekansi) degerine sahip varyasyonlar olarak degerlendirilmistir.
Fakat MAF degerleri %1’in altinda olan bu ii¢ varyasyonda istatistiki degerlendirme
sonunda 6nemli derecede farklilik goriilmemistir. Bu nedenle bu iki 1rka ait hayvanlarda
saptanan varyasyonlar, mutajenik frekans araliginda olmalarina ragmen benzer
sonuglarin elde edilebilecegi cok sayida bilimsel c¢alismaya ihtiyag duyulan
degerlendirmelerdir. Her iki irkta da saptanan ve istatistiki olarak énemli bulunan V7
varyasyonunun (INTRON 22 ¢.1714-3C>T ) Brangus irkinda enstriimental sertlikte artisa
ve lezzet yogunlugunda azalmaya neden oldugu bulunmustur. Simmental 1rkinda ise
duyusal sertligi artiric1 etki gosterdigi tespit edilmistir. NGS analizi ile belirlenen
varyasyonlarin varligi ve grup iligkisi incelenmis ve buna gore V1, V2, V5, V8, V10 ve
V13 varyasyonlar1 ve caligma gruplar1 arasinda istatistiki olarak 6nemli diizeyde bir
iliski tespit edilmistir. Bu varyasyonlardan Brangus irkinda bulunmayan fakat 11
Simmental hayvan irkinda bulunan V8 varyasyonu (EKZON 26 ¢.1985G>C/p.S662T),
diger tespit edilen 13 varyasyondan farkli olarak, enstriimental ve duyusal gevrekligi

tyilestirici etkisi ile biyobelirteg olarak degerlendirilebilir.

Genetik c¢alismadan bagimsiz olarak Brangus ve Simmental irkina ait et ornekleri

duyusal analiz kriterlerinden olan sertlik, sululuk ve lezzet yogunlugu agisindan
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degerlendirildiginde ise; Simmental irki 6rneklerinin Brangus orneklerine gore dnemli
Olciide daha gevrek, daha sulu ve daha giiclii lezzet yogunluguna sahip oldugu

saptanmustir.

Bu calismadan elde edilen bulgular; CAST geninde bugiine kadar belirlenmis olan
polimorfizmlerin ~ dagilimlarimin  yani  sira, yeni polimorfizmlerin literatiire
kazandirilmasi ve bu polimorfizmlerin et gevrekligi ile birlikte etin sululuk ve lezzet
yogunlugu tizerindeki One siiriilen etkilerinin ortaya konulmasi agisindan katki
saglayacak ve boylece et¢i sigir yetistiriciliginde 1k 1slahi ve 1k tercihine rehber

kaynak olmas1 beklenmektedir.

Bu calisma, maliyeti yiiksek olan gen taramanin; es zamanli olarak daha yiiksek
kapasiteli, dolayisiyla daha ucuz ve daha giivenilir olan yontemlerle yapilabileceginin
ortaya konmasi bakimindan da O6nem tasimaktadir. Bu ve benzeri ¢aligmalarin
artmasiyla et endiistrisinin gelisimine ekonomik katki saglanabilecek, boylece daha ¢ok
tiketiciye saglikli ve kaliteli et ve et tirinlerinin ulasmasina imkan saglanmis olacaktir.
Boylece bu tiir caligmalarin zamanla artis gostermesi sayesinde genomik verilerin
zenginlesmesine katki saglanarak biyoinformatik analizlerin keskinligi ile yontem
valide edilmis olacaktir. Zira, diger yontemler (duyusal ve tekstiirel) kesilmis hayvan
etinde uygulanabilirken, bu yeni nesil teknoloji sayesinde ve DNA tabanli olmasi
nedeniyle hayvanin canliyken kan veya burun mukoza siiriintiisii gibi biyolojik
materyallerden de uygulanma imkani saglanmis olacaktir. Bdylece canli hayvan
tizerinde uygulanabilir olmasi, kesim Oncesi hayvan se¢imine de olanak taniyacaktir.
Duyusal analiz yontemleri, kisiye bagimli olan subjektif degerlendirmeler olup, standart

olmayan veriler 6l¢iisiinde ve degisken olabilen yontemlerdir.

NGS teknigi ile ayn1 anda ¢ok sayida gen ve gen bdlgesinin taranabilmesi ¢ok sayida
veri saglayacak ve bdylece daha ¢ok parametre se¢im kriteri olarak kullanilabilecektir.
Benzer calismalarla DNA profillemelerinin artmasi ile sonuglarin veri bankalarinda
biriktirilerek kayit altina alinmasi, in silico degerlendirmelerin ve diger fonksiyonel

testlerin yapilmasi, daha gii¢lii veri bankalarinin olugmasina yardimci olacaktir.
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Biyoinformatik degerlendirmeyle elde edilen 20 nolu Simmental 1rkina ait varyasyon
(S27- INTRON 22 ¢.1714-3C>CT Heterozigot)

(S20- INTRON 22 ¢.1714-3C>CT Heterozigot)
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Biyoinformatik degerlendirmeyle elde edilen 31 nolu Simmental irkina ait varyasyon
(S31- INTRON 22 ¢.1714-3C>CT Heterozigot)
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EK 3 Duyusal degerlendirme formu

Dana eti duyusal degerlendirme formu

DANA BIFTEK DUYUSAL DEGERLENDIRME FORMU

URUNKODU: ............

Masanmn iizerinde sunulan iiriin icin asagida belirtilen 6zellikleri skala tizerinde
degerlendiriniz.

Degerlendirmeye baslamadan énce, drnekler arasinda bir 6nceki 6rnekten agzinizda kalan
tad1 su ve krakerle gideriniz.

[Sertlik: Giday1 agzimza aldiktan sonra dil ve damakla sikigtirma igin gerekli kuvvet ve giday: az disler
ile ikiye bolmek igin gerekli kuvvet

| I I I I
Cok Orta Hafif Hafif Orta
sert sert gevrek gevrek

sert
2 3 @ (5 6)

[Sululuk: Agiza alindiginda ilk 5 ¢ineme esnasinda 6rekten agiza yayilan su miktan

| 1 1 I I I
Asin Cok Orta Hafif Hafif Orta
kuru kuru kuru kuru sulu sulu
@ 2 3 &Y 3

[Lezzet (flavor) yogunlugu: Urinde arzu edilen tat ve koku miktan

| 1 | | |
Asm Cok Orta Hafif Hafif
jpant zayif zayif zayif giicli
@ ) @ (5)

[KATILIMINIZ iCiN TESEKKURLER...
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