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Ozet

Bu calismada Bursa bolgesinde yetistirilen isvicre Esmeri ve Siyah Alaca sigirlarda B-Ig ve bGH gen polimorfizmleri Haelll ve Mspl
restriksiyon enzimleri kullanilarak incelenmistir. isvicre Esmer’lerinde B-Ig A ve B allellerinin frekanslari sirasiyla 0.3430 ve 0.6570 olarak
bulunurken, Siyah Alaca irkina ait érneklerde sirasiyla 0.5480 ve 0.4520 olarak saptanmistir. Hem isvicre Esmeri hem de Siyah Alaca
irklarina ait érneklerde bGH'nun Mspl (+) allellinin predominat oldugu belirlenmistir. isvicre Esmerlerinde Mspl (+) allellinin frekansi
0.9623, Siyah Alacalarda ise 0.8158 olarak hesaplanmistir. Her iki populasyon, her iki lokus bakimdan Hardy-Weinberg dengesinde
bulunmustur.

Anahtar sézciikler: Siyah Alaca, isvicre Esmeri, Beta laktoglobulin, Sigir biiyiime hormonu, Polimorfizm

Investigation of Beta-lactoglobulin (3-lg) and Bovine Growth
Hormone (bGH) Genes Polymorphisms By Using Haelll and Mspl
Restriction Enzymes in Brown Swiss and Holstein Breeds
Reared in Bursa Region

Summary

In this study polymorphism on -lg and bGH genes in Holstein and Brown Swiss cattle reared in Bursa region were investigated by
using Haelll and Mspl restriction enzymes. While frequencies of A and B allelles of 3-Ig were found 0.3430 and 0.6570 in Brown Swiss
population, they were found as 0.5480 and 0.4520 in Holstein population, respectively. Mspl (+) allelle of bGH was predominat in both
Brown Swiss and Holstein populations with frequency of 0.9623 and 0.8158, respectively. Both of two populations were found in
Hardy- Weinberg equilibrium for both of the two loci investigated.

Keywords: Holstein, Brown Swiss, Beta Lactoglobulin, Bovine growth hormone, Polymorphism

GiRiS

Molekiiler genetik teknolojilerindeki gelismeler, eko-
nomik o6zelliklerin fenotipik varyasyon gostermelerinde
onemli etkileri olan farkli gen bolgelerinin ve major gen-
lerin belirlenebilmesine olanak saglamistir. Seleksiyonla
saglanacak genetik ilerlemenin daha fazla olmasina ola-
nak tantyan Markir Destekli Seleksiyon (MAS = Marker
Assisted Selection)’nun uygulanabilmesi icin her bir mar-

kirin populasyonlardaki frekansinin bilinmesi gerekmek-
tedir. Diinyada ve Tirkiye'de hem ekonomik ozellikler
Uzerinde etkili olabilecegi duslnilen cesitli gen bolge-
lerindeki polimorfik allellerin populasyonlardaki frekans
degerini hem de bunlarin s6z konusu verimlerle olasi ilis-
kilerini inceleyen pek ¢ok arastirma yapilmistir . Sigirlar-
da beta-laktoglobulin (B-lg) ve blyime hormonu (bGH)
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genleri, bu genlerde bulunan polimorfizmler ile cesitli
verimler arasindaki pek cok arastirici tarafindan ortaya
konulan iliskiler nedeniyle sigirlarda uygulanan MAS prog-
ramlarinda kullanilmak tizere en c¢ok (zerinde durulan
aday genlerden ikisidir.

Sigir biyiime hormonu (bGH) geni, prolaktin ve pla-
sental laktogenlerin bulundugu bir gen ailesine dahildir.
Blyume hormonu (bGH) sigir genomunun 19. kromozo-
muna yerlesmistir ve dort intron ile ayrilan bes ekzondan
meydana gelen 2800 bg¢ uzunlugunda bir gendir “¢. Bu
genin Urind olan blyime hormonu (GH), dogum son-
rasi gelisim ve metabolik faaliyetlerin diizenlenmesinde te-
mel rol oynar ve ¢ok sayida fizyolojik isleve sahiptir. Blyiime
hormonunun, biytime hizi, viicut kompozisyonu, saglik ve
verim Ozellikleri tizerinde etkili oldugu bilinmektedir.

Sigir GH geninin besinci ekzon 7, liclincl intron & ve 3’
UTR bolgesinde ° polimorfizmler belirlenmistir ', Bun-
lar arasinda en cok incelenlerden birisi 3. intronda bulu-
nan Mspl kesim bolgesidir. Alleller Mspl geninin kesim bdol-
gesi bulunup bulunmamasina gére Mspl (+) veya Mspl (-)
olarak isimlendirilir. BUylime hormonun kandaki kon-
santrasyonu ile sit verimi arasinda dogrusal bir iligki ol-
dugu, kandaki bGH konsantrasyonunun da gen dize-
yindeki polimorfizmlerle iligkili oldugu bildirilmistir 2. Bu
yuzden bGH genetik varyantlarinin verimlerle olan iliski-
leri konusunda da gesitli arastirmalar yapilmis ve bu aras-
tirmalarin cogunda, st bilesenleri ile Mspl allelleri ara-
sinda bir iliski oldugu belirlenmistir *'>. Ayrica Mspl allel-
lerinin frekans dagilimlarinin karsilastiriimasi, bu allel-
lerin frekanslarinin farkli cografik bolgelerden koken alan
sigir irklar arasinda farkhlik gosterdigi de ortaya konul-
mustur 1617,

Ruminantlarin sttlerindeki serum proteinlerinin bi-
yuk bir kismini B-Ig olusturmaktadir 8. B-laktoglobulinin
Uglincul yapisi kanda retinol transportundan sorumlu
protein olan retinol binding protein (RBP)'ne ¢ok benzer
ve her iki protein de lipokalin protein ailesine aittir.
Lipokalinler molekdler yapilari nedeniyle retinol aktarimi,
prostaglandin D sentezlenmesi, hiicresel biiyime, doku
gelisimi, bagisiklik sistemi yaniti gibi metabolik olaylarda
gorev alirlar . B-laktoglobulin’ nin biyolojik fonksiyonu
henliz tam olarak bilinmemekle beraber yag asiti ve lipit
tasinmasinda énemli rolii olabilecegini dlistintlmastdr 2'.
B-laktoglobulin’nin sadece amino asit baglayan bir pro-
tein olabilecegi de distnilmektedir 2.

Sigir karyotipinin 11. kromozomda yer alan -lg geni
alti intron tarafindan ayrilan yedi adet kii¢iik ekzondan
meydana gelen bir gendir 2. Cesitli calismalarda sigir
B-lg genindeki polimorfizmlerle st kompozisyonu ve
peynir yapim 6zellikleri arasinda énemli iliskiler oldugu
belirlenmistir 2#?’. Hatta -lg genotiplerinin dol verim
ozelliklerine 2% ve mastitise direng lzerine etkilerini ince-
leyen calismalar da bulunmaktadir #-°.

Molekiler genetik markirlar kullanilarak yapilan selek-
siyon, bu markirlar her iki cinsiyette yasamlarinin erken
donemlerinde belirlemek mimkiin oldugundan, islah ca-
hismalarinin hiz ve etkinligini arttirabilecektir. Ancak bu se-
kilde yapilan seleksiyon, populasyondaki allel frekansina ve
bu allelerin ekonomik 6zellikler Gizerindeki etkilerine bag-
lidir. Sunulan bu ¢alismanin amaci Bursa ilinin Karacabey
ilcesinde yetistirilen isvicre Esmeri ve Siyah Alaca irki si-
girlara ait 6rneklerin 3-lg ve bGH genleri bakimindan ge-
netik kompozisyonlarini incelemektir.

MATERYAL ve METOT

Hayvan Materyali

Sigir GH geninin incelenmesi amaciyla isvicre Esmeri
(n =53) ve Siyah Alaca (n = 57) irklarina ait toplam 110 bas
disi ve erkek sigir kullanilmistir. Sigir 3-Ig geninin incelen-
mesi amaciyla Bursa-Karacabey ilcesindeki farkli isletmeler-
de yetistirilen Siyah Alaca (n = 52) ve isvicre Esmeri (n = 54)
sigir irklarina ait toplam 106 bas disi ve erkek hayvan ince-
lenmistir. Calismada, isvicre Esmeri irki icin Gg ayri islet-
meden, Siyah Alaca irki icin ise iki ayr isletmeden olmak
Uzere toplam bes farkli isletmeden elde edilen 6rnekler
kullanilmistir. Kan érnekleri, sigirlarin V. jugularisinden an-
tikoagulantl (K;EDTA), vakumlu tiiplere alinmis ve soguk
zincir altinda laboratuara getirilmistir.

DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda ticari DNA izolasyon kitinden
(Fermentas, K0512) yararlaniimistir. Elde edilen DNA'larin
¢ogaltilmasi amaciyla PZR uygulamalarina gegmeden 6n-
ce, DNA'nin kalitatif ve kantitatif kontrolleri %1'lik aga-
roz jel elektroforezi ile yapilmistir.

bGH ve B-lg Genlerine Ait Bolgelerin Cogaltiimasi
ve Restriksiyon Enzimiyle Kesilmeleri

Sigir B-lg ve bGH genlerine ait bolgelerin ¢ogdaltil-
masinda, 50 ng genomik DNA, her bir primerden (Tablo 1)
0.5 uM ve 12.5 pl 2XPCR Master Mix (Fermentas, KO171)’
den olusan 25 pl reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Ca-
lismada kullanilan enzimler ve primer dizileri Tablo 1'de
verilmistir 322,

Beta laktoglobulin genine ait PZR drtnleri 4U Haelll
restriksiyon endontikleaz (Takara Bio Inc.) ile 37°C'de g
saat reaksiyona birakilmistir. Sigir biilyime hormonu ge-
nine ait PZR Urlnleri ise 3U Mspl restriksiyon endoniik-
leaz (Takara Bio Inc.) ile 37°C'de dort saat inkliibasyona ve
bunu takiben 65°C'de 20 dak. inaktivasyona birakilmistir.
Kesim sonrasi elde edilen kesim Uriinleri %2'lik elektro-
forezi sonrasi UV 1s1d1 altinda gozlenmistir (Sekil 1).

Istatistiksel Analizler

incelenen &rneklerde B-Ig ve bGH genlerine ait allel
frekanslarinin tahmin edilmesinde gen sayma yontemi
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Tablo1. Calismada kullanilan primer ve restriksiyon enzimleri (RE)

Table 1. Primers and restriction enzymes (RE) used in the study

Gen Annealing bg Primerler (5" — 3’) RE n
Sicakhigi
. GTCCTTGTGCTGGACACCGACTACA
flo S7°C 262 CCCAGGACACCGGCTCCCGGTATAT B 106
X CCCACGGGCAAGAATGAGGC
ol s2°C 329 TGAGAACTGCAGGGGCCCA Mspl 110

kullanilmistir. incelenen populasyonlarda B-lg ve bGH
genleri bakimindan genetik denge kontrolii ve tiim he-
saplamalar PopGene32 programi 33 kullanilarak gercek-
lestirilen ki-kare (X?) testi ile yapilmistir. Populasyonlarin
B-lg ve bGH icin gen ve genotip frekanslarn Tablo 2'de ve-
rilmistir.

Irklara gore genotip frekanslarinin dagilimi ki-kare test-
lerinden olabilirlik oran yaklasimi, allel frekanslarinin dagi-
lmi ise Fisher Exact testi kullanilarak Minitab 15.0 ve SPSS
17.0 programlari ile analiz edilmistir. Ki-kare testi sonrasi
kategori karsilastirmalarinda iki oran z testi kullaniimustir.

BULGULAR

[B-laktoglobulin genine ait 262 b¢'lik PZR Grlinlerinin
Haelll ile kesilmesi sonucu 79, 109 ve 153 bg buyikligin-
de Ui¢ bant elde edilmistir. Her (¢ banta sahip ornekler
heterozigot (AB), 109 ve 153 b¢’'lik banta sahip ornekler
homozigot AA ve 79 (79 + 74) ve 109 b¢'lik ikiser bantin
gozlendigi 6rnekler ise BB olarak isimlendirilmistir. Sigir
GH'na ait 329 bg¢'lik PZR driinlerinin Mspl ile kesilmesi
sonucu 224 b¢'lik ve 105 bg'lik iki bant veren 6rnekler

16 15 14 13 12 11 10 9

a) B-Ig'e ait jel gortinim

b) bGH'e ait jel gorinimu

+/4, 329 bg, 224bg ve 105 b¢'lik parcalarin gézlendigi or-
nekler -/+ ve 329 b¢'lik tek bir parca veren érnekler -/- ola-
rak isimlendirilmistir (Sekil 1). B-lg ve bGH allellerine ait
frekanslar her iki populasyon icin Tablo 2'deki gibi bulun-
mustur. Ki-kare testi sonucu her iki populasyonun da, her
iki lokus bakimindan Hardy-Weinberg dengesinde oldu-
gu belirlenmistir (Tablo 2). Siyah Alaca irkinda AA ve AB
genotiplerinin orani Isvicre Esmerine gére daha yiiksek
bulunurken, isvicre Esmeri irkinda BB genotipinin orani-
nin daha ylksek oldugu gortlmustir. Ayni zamanda A
allelinin Siyah Alaca populasyonundaki frekansinin isvigre
Esmeri populasyona gore daha yuksek oldugu belirlen-
mistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda iki irk
arasindaki allel ve genotip frekanslarindaki farkliliklarin
onemli oldugu anlasiimistir (P<0.01).

Her iki populasyonda da bGH lokusunun Mspl (+)
allelli bakimindan belirgin bicimde predominant oldugu
goézlenmistir. Homozigot Mspl (-/-) genotipi isvicre Esmeri
populasyonunda hi¢ bulunmazken, Siyah Alaca populas-
yonunda sadece iki adet hayvanda belirlenmistir. Her iki
populasyonda da Mspl (-) allellinin frekansi Mspl (+) al-
lelline gore daha disik olmasina ragmen Siyah Alaca

Sekil 1. B-lg ve bGH'ye ait PZR
Urtnlerinin Haelll and Mspl ile
kesimlerinden sonraki elektroforetik
gOriiniimd a) 1. sira 50 b¢’lik Markir,
7 ve 9. Siralar AA; 4,6,10,11,13 ve
15. siralar AB; 2,3,5,8,12,14 ve 16.
siralar BB b) 1. sira 100 b¢'lik markir,
3,4,5,6,7,8,10,11. siralar +/+; 2,9 ve
12. siralar -/+; 13. sira -/-

Fig 1. Electrophoretic pattern of PCR
producs of B-lg (a) and bGH (b)
after digestion with Haelll and Mspl
a) Line 1, 50 bp DNA ladder, line 7
and 9 AA; line 4,6,10,11,13, and 15
AB; line 2,3,5,8,12,14, and 16 BB
b) Line 1, 100 bp DNA ladder, line
3,4,56,7,8,10, and 11 +/+; line 2,9,
and 12. -/+; line 13 -/-
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Tablo 2. [svicre Esmer ve Siyah Alaca populasyonlarinda B-Ig ve bGH allel ve genotip frekanslarinin dagilimiari

Table 2. Distributions of allelle and genotype frequencies of 3-lg and bGH genes in Brown Swiss and Holstein populations

Allel Frekanslari

Lokus Irk
Mspl(+) Mspl(-) Mspl(+/+)
iE 53 0.9623 0.0377 0.9250
(49)
bGH
SA 57 0.8158 0.1842 0.6670
(38)
B-lgA B-lgB B-lgAA
IE 54 0.3430 0.6570 0.1110
B-lg (6)
SA 52 0.5480 0.4520 0.2690

(14)

Genotip Frekansi

Irklarin X2
Mspl(-/+) Mspl(-/-) Karsilastirmasi (HW)
0.0750 = 0.018%
(4) (O]
P<0.01 .
0.2980 0.0350 0.701%¢
(17) )
B-lgAB B-lgBB
0.4630 0.4260 0.060°¢
(25) (23) P<0.01
0.5580 0.1730 0.015%
(29) C)

IE: [svigre Esmeri, SA: Siyah Alaca, 6d: Onemli degil, P<0.01, HW: Hardy-Weinberg Dengesi

populasyonundaki Mspl (-) allel frekansinin daha fazla ol-
dugu ve de Siyah Alaca populasyonda Mspl (-/+) geno-
tipinin frekansinin isvicre Esmeri populasyona gére énem-
li diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0.01).

TARTISMA ve SONUC

Sigir biyiime hormonunun Uglincii ekzonunda mey-
dana gelen ve Mspl kesim bolgesini ortadan kaldiran mu-
tasyon, Uretim ozellikleri ile olan olast iligkileri, farkli cografi
bolgelerde yetistirilen irklar arasindaki genetik mesafenin
belirlenebilmesinde ve irklarin kokeninin arastirilmasin-
daki kullanilabilirligi nedeniyle ilgi gérmektedir 7.

Yapilan arastirmalarda Mspl allel frekanslarinin dagi-
himlarinin cografi kokenleri farkli sigir irklar arasinda farkh-
lik gosterdigi belirlenmistir ', Hindistan’da yetistirilen
horglcli sigirlardan (Bos inducus) koken aldig ileri stri-
len Mspl (-) allelinin daha sonra Dogu ve Kuzey Avrupa
ile Akdeniz'de bulunan horgti¢stiz sigirlara (Bos taurus)
yayilldigi ve horglicstiz sigirlar arasindaki frekansinin da
daha distik oldugu bildirilmistir 167,

Sunulan bu calismada elde edilen Mspl allel frekanslari
diger ulkelerde yetistirilen Siyah Alaca sigirlardan elde edi-
len sonuclarla uyumlu bulunmustur 343, Turkiye'de yetis-
tirilen Siyah Alaca irki sigirlarda da sinirli sayida olsa da bu
konudayapilan calismalar bulunmaktadir 32°. Ozkan ve ark.
nin 3 gerceklestirdigi calismada Mspl(-) allellinin frekansi,
sunulan calismada elde edilen degerle uyumlu olup,
0.1700 olarak belirlenmistir. Ancak Baklaci 'nin ** Adana
bolgesinde yetistirilen Siyah Alaca sigir irkindan orneklerle
gerceklestirdigi calismasinda ise Mspl(-) allellinin frekan-
sini 0.4750 gibi orta bir degerde hesaplamis ve bu duru-
mu beklenen degerin ¢ok lizerinde heterozigot bireylerin
bulunmasina baglamistir. Yapilan kaynak arastirmasi sonu-
cunda Tiirkiye'de yetistirilen isvicre Esmeri irkinda Mspl
polimorfizmine yonelik bir calismaya rastlanmamistir. An-
cak Avrupa kokenli her iki irktaki Mspl(-) allellinin distk
frekansi, bu allellin Avrupa irklarinda distk frekansta bu-

lundugu bulgusu ile uyumludur . Turkiye'deki yerli sigir
irklariyla yapilan ¢alismalarda Mspl(-) allellinin frekans de-
geri orta diizeyde (0.2200-0.5250) belirlenmistir 38°,

Mspl kesim bolgesi transcription-binding bdlgesinde
bulundugundan #' bu bélgedeki polimorfizm ile verim
ozellikleri arasindaki iliskileri inceleyen cesitli arastirmalar
bulunmaktadir. Arastirma sonuglarinin ortaya koydugu
genel goris, Mspl(-) allellinin siit yag ve protein miktarin-
daki 3343, Mspl(+) allellinin ise sit verimindeki artis ile
iliskili oldugudur 3%,

- laktoglobulin A ve B allellerinin frekans dagilimlari
diinyanin cesitli bolgelerinde yetistirilen farkl irklarda
incelenmistir. incelenen her iki sigir populasyonunda da
AB genotipi diger iki genotipe gore daha yiiksek frekansta
olup, daha Once yapilan arastirmalardan elde edilen
sonuglarla uyumlu oldugu gozlenmistir #4244, Ancak farkli
Ulkelerde ve Tirkiye'de yetistirilen Siyah Alaca’lardan elde
edilen sonuclarla karsilastirildiklarinda, diger arastirma so-
nuglarindan farkli olarak Bursa bdlgesinde yetistirilen Siyah
Alaca irki 6rneklerde B-lg A allellinin frekansi 0.5480'lik
bir degerle daha yuksek bulunmustur. Farkli Glkelerdeki
Siyah Alaca populasyonlarinda yapilan calismalarda B-lg
A allellinin frekansi 0.2310 ila 0.4770 arasinda, Tirkiye'de
gerceklestirilen ¢alismalarda ise 0.2670 ila 0.5160 arasinda
degismektedir >*%°. Kaygisiz ve Dogan'nin *° calismasinda
B-Ig A allellinin frekans degeri 3-lg B'ye gore yiiksek bu-
lunmustur.

B-laktoglobulin A ve B allellerinin isvicre Esmeri ir-
kinda hesaplanan frekans degerleri ise, farkli tilkelerde ve
Turkiye'de gerceklestirilen calismalarla uyumludur. ince-
lenen farkli isvicre Esmeri populasyonlarda B-lg A allelline
ait frekans degerleri 0.3900 ila 0.5340 arasinda degismek-
tedir 348592, Bu degerlerden sadece Dogan ve Kaygisiz *
B-lg A allellinin frekans degeri 3-lg B'ye gore yiksek,
0.5340 olarak belirlemislerdir.

Turkiye'de verim ozelliklerini etkileyen ya da etkiledigi
distinilen genlerdeki polimorfizm calismalarinin ¢cok bi-



yik bir kismi sadece polimorfizmin varligini ve miktarini
belirlemeye yoneliktir. Bunlarin verim ozellikleri ile iligki-
lerinin incelendigi ¢alisma, yok denecek kadar azdir. Eko-
nomik anlamda o6nemli oOzellikler Uzerine etkili genler
bakimindan mevcut populasyonlarin genetik yapisinin or-
taya konmasinin gerekliligi hem Tirkiye’nin bu anlamdaki
varligini ortaya koymak hem de seleksiyon programlarinin
yapilandirilmasindaki faydasi bakimindan aciktir. incele-
necek lokus sayisinin arttirilmasi ve bunlardan elde edi-
len sonuglarin hayvanlara ait verim ve pedigri kayitlari
ile birlestirildigi daha kapsamli calismalara ihtiya¢ duyul-
maktadir.
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