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SUMMARY

The study was conducted to determine the phenotypes and allel frequ-
encies of Hb, Tf, Pa, Aml, AmII and Cp in blood and to check their value in
parentage tests. The material of the study consisted of 365 Turkish Brown and
165 Holstein cattle wihch constituted 174 family groups.

Protein variants were determined by the methods of starch - gel and pol-
yacrylamide - gel electrophoresis. The phenotype and allel frequencies were cal-
culated. The distribution of Aml, Amll and Hb genotypes in Holsteins and Aml
genotypes in Browns deviated significantly from the expected frequencies
(P<0.01). No polymorphism was identified in the ceruloplasmin iocus in both
breeds.

Using the ploymorphic systems individually, 2.8 to 12 % pedigree errors
were detected. When th systems combined, the rate of false pedigrees were increa-
sed to 18.4 %. According to the combined system, the exclusion probability
was 65.7 percent.

(*) : C. Ozbeyaz tarafindan hazirlanan doktora tezinden dzetlenmistir. Arastirma kismen
Ankara - Hannover isbirligi proje no. 14, kismen A. U. Arastirma Fonu Proje No.
87 -10 -00 -03 tarafindan desteklenmistir.

(**) : A.U. Veteriner Fakiiltesi, Zootekni Anabilim Dali, ANKARA.

(***) : Tierarztliche Hochschule, Hannover, GERMANY.
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It was concluded that the effectiveness of parentage tests could be rnaxi-
mised by using combined polymorphic system instead of individual systems.
It may also be suggested that all the related personnel should be trained to mini-
mise the possibility of pedigree errors.

OZET

Bu arastirma Tiirkiye' de yetistirilen bazi Esmer ve Holstayn siiriilerinde
Hb, Tf, Pa, AmI, AmII ve Cp fenotiplerini, bu fenotiplerin dagilimlarini ve allel
frekanslarin1 tespit etmek ve protein polimorfizminin ebeveyn kontroliindeki
Onemini ortaya koymak amaciyla yapilmistir. Arastirmada 365 Esmer ve 165
Holstayn olmak tizere toplam 530 bas sigir ve bunlarin igerisinde yer alan 174
aile kullanilmustir.

Protein fenotipleri nisasta - jel ve poliakrilamid - jel elektroforez yontem-
leriyle tespit edilmistir. Irklara ait fenotipler ve allel genler belirlenmis ve bunlara
ait frekanslar hesaplanmistir. Yapilan Khi -kare analizleri ile Holstaynlarda Aml,
AmlII ve Hb lokuslarinin, Esmerlerde ise sadece AmlI lokusunun Hardy-Weinberg
kuralina uygunluk gésterrnedigi saptanmstir. Ceruloplasmin lokusunda polimor-
fizm bulunamamustir.

Ebeveyn testleri sonucunda, sistemler bagimsiz olarak ele alindiginda
% 2.8 ile % 12 arasinda hatali kayit bulunmustur. Kombine sistem uygulandiginda
hatali kayit oram1 % 18.4 olmustur. Hatali kayitlarin ortaya ¢ikarilabilme ihtimali
ise kombine sistem i¢in % 65.7 olarak hesaplanmustir.

Ebeveyn kontrollerinde polimorfik protein sistemlerinin onemli bir arag
oldugu anlagilmistir. Kombine sistemin kullanilmasi testin etkinligini artirmigtir.
Hata oraninin azaltilmasinda ilgili tiim personelin egitilmesinin dnemli rolii olacag:
sonucuna varilmustir.

GIRIS

Son yillarda, evcil hayvanlarda kan grubu ve biyokimyasal polimorfizm
lizerine yapilan caligmalar hizlhi bir sekilde geligmistir. Tk kez 1955' te Smithies
(19) nisasta jel elektroforesis yontemi ile hayvanlarda biyokimyasal polimorf
karakterlerin belirlenebilecegini ortaya koymustur. Polimorf karakterlerle kanti-
tatif karakterler arasinda var olabilecek muhtemel korelasyonlar, biyokimyasal
genetik alanindaki caligmalart kamgilamistir. Eger boyle iliskiler bulunursa
damzlik olarak segilecek hayvanlar1 erken yasta tamimak miimkiin olabilecektir.

Zira, hayvanlarin polimorfik yapisi kesin olarak kolay ve erken yaslarda tanina-
bilmektedir.
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Projeni test yontemi ile erkek damizligin seciminde basari, biiyiik ol¢iide
erkek damizligin gercekten kendisine ait olan yavrularinin degerlendirilmesine
baghdir. Biyokimyasal karakterlerin basit Mendel kanunlarina gore intikal ettikleri
ortaya konduktan sonra, pedigrilerin gercekligi ispatlanabilir olmustur (16).
Hayvancilig1 gelismis iilkelerde bile, gosterilen dikkate ragmen hatali kayit orani-
nin % 4 -23 arasinda degistigi bildirilmektedir (3, 14). Bu bakimdan hatalilik
oraninin artmasina bagli olarak bogalarin damuzlik degerleri gercek degerleri
yansitmayacaktir. Nitekim Geldermann et al (8) damuzlik degeri 11. sirada yer
alan bir boganin, ebeveyn kontroliinden sonra, yani gercek kizlariyla degerlen-
dirildiklerinde 4. siraya yiikseldigini belirlemislerdir.

Cesitli tilkelerde serum protein polimorfizmi araciliiyla yapilan ebeveyn
kontrollerinde % 8.2 -26.5 arasinda hatali kayit tespit edilmistir (3, 12, 22 ).
Protein polimorfizmi kullanarak hatali kayitlar1 ortaya ¢ikarabilme ihtimalleri
ise % 30.5 -62.2 diizeylerinde bildirilmistir (5, 12, 20).

Kan elementlerindeki genetik polimorfizmden heterozigotluk indeksinin
hesaplanmasinda, irklar arasi genetik mesafelerin tespit edilmesinde ve hastaliklara
direncli genotipler yetistirilmesinde de yararlamilmaktadir (13).

Bu aragtirma, Tiirkiye' deki Esmer ve Holstayn populasyonlarinda poli-
morfik protein fenotiplerinin ve bunlarin gen frekanslarinin tespit edilmesi,
ilgili gruplarda ebeveyn kontrolii yapilmasi ve siipheli durumlarin aydinlatilmasina
imkan saglayacak metotlarin gelistirilmesi amaciyla diizenlenmistir.

MATERYAL VE METOT

t Bu aragtirmada, Tarim igletmelerinde yetistirilen 365 Esmer ve 165 Hols-
tayn olmak iizere toplam 530 sigir kullanilmigtir. Ebeveyn kontrolleri igin irk
farki gz Oniine alinmaksizin 174 tam aile incelenmistir. Projeni teste dahil her
bir sigirdan, birinde antikoagiilant bulunan 10 cc'lik iki ayr tiipe kan numuneleri
alinmistir. Antikoagiilanth tiipte bulunan numunelerden saf eritrositler ayrilmus,
diger tiipteki numunelerden ise serumlar ¢ikartilarak elektroforez islemine dek
—20 °C de saklanmistir. Hemoglobin fenotiplendirilmesi Efremov (2), amilaz
I ve Ceruloplasmin fenotiplendirilmesi Thinnes'in (21 ) kullandig1 metoda gore
nisasta -jel elektroforesis teknigi ile yapilmigtir.

Transferrin ve postalbumin Thinnes'e (21 ) gore, amilaz II fenotipleri ise
Siepmann ve Stegemann'a (18) gore poliakrilamidjelinde tespit edilmistir. Feno-
tiplerin uluslararasi standartlara gore tiplendirilmesi amaciyla Hannover Veteriner
Yiiksek Okulundan temin edilen referans serumlar kullanilmstir.
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Pedigri kayitlariin kontrolii ise her sistemde bagimsiz olarak boga -inek -
yavru ligliisiiniin eritrosit veya serum numuneleri iizerinde yanyana konarak
yapilmistir.

Lokuslardaki gen frekanslarinin hesaplanmasi maksimum benzerlik meto-
duna gore yapilmistir. Buna gore ilgili genin frekansi homozigot genotip sayi-
smin iki kati ile heterozigot genotip sayilarinin toplaminin, toplam genotip sayi-
sinin iki katina boliinmesi ile elde edilir (16).

2 Homozigot sayis1 + Heterozigot sayis

X 2 Toplam genotip sayisi (2N)

Gen Frekansinin standard hatasi, Sp= ‘/ P (1—p)/2N formiiliiyle hesap-

lanmustir (13). Burada; p: gen frekansini, N: toplam fert sayisini belirtmektedir.

Gozlenen genotiplerin Hardy -Weinberg kanununa uygunlugu genel Khi -
Kare R x C tablolar kullanilarak kontrol edilmistir (16).

Polimorfik protein ve enzim sistemleri kullanilarak hatali pedigrilerin

ortaya cikarilabilme ihtimalleri, "n" sayida kodominant allel i¢in Jamieson'un
(10) bildirdigi asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmigtir.

Pn=zp (1-p)2 = Jpy Pilz Et—3 (p; —pi)]

Sistemlerin kombine edilmesiyle ortaya ¢ikarilabilecek hatali pedigrilerin
toplam ihtimalleri;

P=1-(1-P) (A =Py cccereen..... (1 — P n) formiiliine gore elde edil-
mistir (16).
BULGULAR

Incelenen Esmer ve Holstayn populasyonlarinda hemoglobin transferrin,
postalbumin, amilaz I ve amilaz II sistemlerine ait fenogruplar ve beklenen fenotip
frekanslar1 Tablo 1'de gosterilmistir. Ceruloplasmin lokusunda polimorfizm
gozlenememistir.

Khi -kare analizleri sonucunda Esmerlerde yalniz Aml lokusunda, Hols-
taynlarda ise Hb, AmI ve AmlI lokuslarinda genetik dengenin bulunmadig tespit
edilmistir (P<0.01).
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Anilan sistemlerde belirlenen alleller, bu allellerin frekanslar1 ve standart
hatalar1 irklarda ayr1 ayn ve her iki irkin birlikte ele alindig1 genel frekans deger-
leri olarak Tablo 2' de verilmistir.

Irklara gore ve genel olarak, her sistemde bagimsiz ve kombine edilmis
hatal1 pedigrileri ortaya ¢ikarabilme ihtimalleri Tablo 3' de gosterilmistir.

Ebeveyn kontrollerinde aile sayisinin az olmasi nedeniyle 1rk farki gozet-
meksizin ana -baba -yavru tigliisiinden olusan 174 tam aile kullanilmigtir. Sistem-
lerde ayr1 ayri ve kombine olarak gozlenen hatali kayit sayilari, gozlenen hatalarin
beklenen oranlar1 ve beklenen (olasi) toplam hatali kayit sayilar1 Tablo 4' de veril-
migtir. Tespit edilen hatali kayit sayilari farkli sistemlerde farkli diizeylerde
olmugtur. Kombine sistem kullanildiginda 174 ailenin % 18.4 iiniin kayitlarinda
hata oldugu tespit edilmistir.

23



CEYHAN OZBEYAZ, ORHAN ALPAN, HERMANN GELDERMANN, STEPHAN NEANDER

Tablo 1. Esmer ve Holstaynlarda Bes Polimorfik Sisteme Ait Fenotip

Frekanslari.
Esmer Holstayn
Sistem Genotip Goz. Bek. Goz. Bek.
Hb AA 212 208.50 164 163.02
AB 124 131.70 - 1.97
BB 25 20.80 1 0.01
Toplam 361 361.00 165™ 165.00
Tf AA 11 12.63 19 18.63
DD, 88 90.16 33 30.51
D,D, 26 19.89 9 6.05
EE 5 3.29 1 1.10
AB 2 0.95 - 0.66
AD, 82 71.75 49 47.68
AD, 16 24.19 12 14.18
AE 14 12.90 12 9.10
BD, 3 2.54 1 0.85
DD, 73 77.52 16 20.71
D.E 29 34.25 11 11.63
D,E 16 14.92 2 3.90
Toplam 365 365.00 165 165.00
Pa AA 4 5.43 2 0.86
AB 82 78.19 21 22.05
BB 279 281.38 142 142.09
Toplam 365 365.00 165 165.00
Aml BB 257 248.43 70 57.63
BC 88 105.40 55 79.77
CC 20 11.17 40 27.60
Toplam 365%* 365.00 165 165.00%**
Amll AA - 0.02 6 1.03
AB 6 5.77 14 22.34
BB 352 351.98 128 121.18
BC 7 7.18 13 18.10
CC - 0.05 4 0.68
Toplam 365 365.00 165%* 165.00
** P<0.01.
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Tablo 2. Bes Polimorfik Sistemde Allel Frekanslari ve Standart

Allel Esmer Holstayn Genel

Hb* 0.760+0.015 0.994+0.004 0.877+0.010
Hb® 0.240+0.015 0.006:£0.004 0.123+0.010
T 0.186:0.014 0.336+0.026 0.261+0.013
T 0.007+0.003 0.006:£0.004 0.0070.002
T 0.497+0.018 0.430+0.027 0.463+0.015
T 0.215+0.015 0.146+0.019 0.181+0.012
Tf* 0.095+0.010 0.082+0.015 0.0880.008
pat 0.122+0.012 0.072+0.014 0.097+0.009
pa® 0.878+0.012 0.928+0.014 0.903+0.009
AmI® 0.825+0.014 0.591+0.027 0.708+0.014
AmI© 0.175+0.014 0.409+0.027 0.292+0.014
AmII* 0.008+0.003 0.079+0.015 0.044+0.006
AmII® 0.982+0.005 0.857+0.019 0.919+0.008
AmII® 0.010£0.004 0.064+0.013 0.037+0.006

Tablo 3. Jamieson'a (10) gore hesaplanan, hatali kayitlarin ortaya

cikarilabilme ihtimalleri.

Lokus Esmer Holstayn Genel
Hemoglobin 0.147 0.006 0.096
Transferrin 0.305 0.460 0.455
Poetalbumin 0.110 0.078 0.096
Amilaz | 0.124 0.183 0.164
Amilaz I1 0.018 0.134 0.079
KOMBINE 0.546 0.650 0.657
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Tablo 4. Polimorfik sistemler yardimiyla gézlenen ve hesaplanan hatali
pedigrilerin dagilimu.

Gozlenen Hatalarin | Beklenen toplam
hatali kay1t beklenen | hatal kayit
Lokus n Sayist Orani (%) orant (%) | sayist
Hb 174 15 8.6 9.6 156.25
Tf 174 21 12.0 45.5 46.15
Pa 174 9 5.1 9.6 93.75
Aml 174 16 10.3 16.4 97.56
Amll 174 5 2.8 7.9 63.29
Kombine 174 30 18.4 65.7 45.66
TARTISMA VE SONUC

Incelenen Esmer populasyonunda, Hb® allel frekansi esmerler icin literatiirde
(9, 17) bildirilen degerlerden daha yiiksek bulunmugtur. Bu arastirmada incelenen
esmerlerin bir kisminin Boz irk genotipi tasimasi, muhtemelen Hb® frekansinin
farkli olmasina neden olmustur. Hb lokusunda Holstaynlar i¢in belirlenen genetik
dengesizlik Hb B fenotipinin sadece bir tek sigirda tespit edilmis olmas1 ve Hb AB
fenotipinin hi¢ bulunamamasindan kaynaklanmis olabilir.

Transferrin sisteminde daha 6énce Esmer ve Holstaynlar icin A, Dy, D, ve E
allelleri bildirilirken (4, 11, 17) T alleli ile ilgili literatiir bildirise rastlanilma-
mustir. Aym sekilde incelenen populasyonda tespit edilen Tf° alleli, anilan
sigirlarin genotipinde yer alan muhtemel yerli irk genotipinin varlig: ile izah
edilebilir. Nitekim bu allelin frekans1 Esmer ve Holstaynlarda sirasiyla 0.006
ve 0.007 diizeyinde bulunmustur. Diger alleller i¢in bildirilen (4, 9) degerler,
gerek kendi aralarinda gerekse bu arastirmada bulunan sonuclarla karsilastiril-
diginda farkliliklar gostermektedir.

Postalbumin sisteminde Pa” alleli i¢in bulunan frekanslar literatiirde bildi-
rilen (5, 9) degerlerden oldukca diisiiktiir.
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Amilaz I lokusunda ¢ogu literatiir bildirise (1, 15) benzer olarak iki kodo-
minant allel (AmIB ve AmIC) tespit edilmistir. Ancak bazi arastiricilarin (6, 7)
iictincii bir allel olarak bildirdikleri AmI* bu arastirmada belirlenememistir.
Gebicke ve Geldermann (7) bu konuyla ilgili olarak Aml sisteminde A ve B
allellerinin ayiriminin zor oldugunu ve hatali degerlendirmelerin yapilabilecegini
vurgulamislardir.

Bu calismada, Gebicke ve Geldermann'in (7) bildirdikleri gibi AmlII siste-
minde ii¢ allel saptanmigtir. Bulunan allel frekanslar1 ayni arastiricilarin bildirdigi
degerlerle uyum icinde olmustur.

Literatiir bildiriglerde ii¢ ayr1 fenotipi belirlenmis olan ceruloplasmin, bu
arastirmada tek tip halinde ortaya cikarlmistir. Cp acisindan referans serum
kullanilamadig icin gozlenen Cp fenotipine her hangi bir fenotip grubunun adi
verilememistir.

Hatali kayit oranlari, sistemler ayr1 ayri ele alindiginda % 2.8 ile % 12.0
arasinda degigsmistir. Bes polimorfik sistemin kombine edilmesiyle ortaya ¢ikan
hatali kayit oram1 % 18.4 diizeyinde bulunmustur. Boyle bir durum, ozellikle
kayitlt yetistiricilik yapilan siiriilerde uygulanan damizlik seciminde hatalara
neden olabilir. Hatanin ortadan kaldirilmasi ise gercek degerlerden hareket etme
imkanin1 vermesi acgisindan bilyiik 6nem tasir. Ebeveyn kontrollerinde her bir
polimorfik sistem ayr1 ayri kullanilabilir. Ancak hatalarin biiyiikk ¢ogunlugu
ortaya cikarilabildigi i¢in kombine polimorfik sistemlerin kullanilmasi daha
bagarili ve etkili olmaktadir.

Hayvanciligi gelismis iilkelerde bildirilen (12, 22) hatali kayit oranlart,
bu calismada tespit edilen oranlarin yaklasik iicte veya dortte biri diizeyindedir.
Bu durum, hayvanciligi gelismis iilkelerde de hatalarin oldugunu ancak alinan
tedbirlerle bunun en aza indirilmis oldugunu gostermektedir.

Biyokimyasal polimorfizm yardimiyla hatali kayitlarin belirlenme ihtimal-
leri wklarda ayr1 ayn ve iki 1tk birlikte ele alinarak hesaplanmigtir (Tablo 3).
Buna gore, en diisiik oran % 7.9 ile AmlI sisteminde, en yiiksek oranda % 45.5 ile
Tf sisteminde bulunmustur. Tiim sistemlerin birlikte degerlendirildigi kombine
edilmis durumda hatali kayit belirleme oran1 % 65.7 olarak hesaplanmistir. Bu
degerler allel frekanslarindan hesaplanmistir. Dolayisiyla ihtimal oranlarin, allel
sayis1 ve frekanslar1 dogrudan etkilemektedir.
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Polimorfik sistemleri kullanarak siirtideki tiim hatali kayitlar1 ortaya koya-
bilmek bugiin i¢in miimkiin degildir. Yani hatalarin ancak bir kismm agiga cikar-
tilabilmektedir. Tablo 4' de verilen beklenen (olas1) toplam hatali kayit sayilari,
bu prensipten hareketle hesaplanmistir. Gergekgi bir degerlendirme yapabilmek
icin kombine sistemin incelenmesi gerekmektedir. Kombine sistemin kullanil-
masiyla bu calismada 30 kaydin hatali oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Gozlenen
bu say1, % 65.7 ihtimalle ortaya konulmustur. Eger ihtimal oran1 % 100 olsa
idi, hatali kayit sayis1 45.66' ya ulasacaktir. Bu nedenle, populasyon iginde
bir miktar daha yanlis kimlikli ferdin, yani hatali kaydin olabilecegi beklen-
mektedir.

Arastirmada elde edilen sonuglar, kombine sisteme katilan her bir yeni
sistemin ebeveyn testinin etkinligini artirdigin1 gostermistir. Bu durum, literatiir
bildiriglere (12, 22) uygunluk gostermektedir.

Elde edilen bulgular, yetistirme degerlerinin giivenirligi agisindan, damizlik
isletmelerinin rutin pedigri kontrolleri yapmasi gerektigini gostermektedir. Hata
oranini en aza indirebilmek i¢in suni tohumlama ve kayit ile ilgilenen tiim per-
sonelin bilin¢lendirilmesi ve egitilmesinin de gerekli oldugu sonucuna varilmstir.
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