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Ozet

Bu ¢alismada toplam 28 Saanen kecisinde -laktoglobulin geninin 7.ekzonu ile 3' flanking bdlgesi arasindaki polimorfizm PCR-

RFLP yontemi kullanilarak arastirtlmistir. PCR iirlinlerinin Sacll restriksiyon enzimleri ile kesimi S1 ve S2 olarak tanimlanan iki

allel ile ii¢ genotipin (S1S1, S1S2, and S2S2) varligini ortaya koymustur. -lg lokusundaki allel frekanslar1 S1 ve S2 allelleri igin

0.64 ve 0.36 olarak hesaplanmstir. Calisilan populasyonda Hardy-Weinberg dengesinden sapma gézlenmemistir.

Anahtar kelimeler: B-laktoglobulin, ke¢i, polimorfizm.

Determination of pB-lactoglobulin Genotype Using by PCR - RFLP in Saanen Goats

Abstract

With the present work the polymorphism in exon 7 to the 3' flanking region of -lactoglobulin gene in a 28 Saanen goats were

investigated using by PCR-RFLP. Digestion of PCR product with Sacll restriction enzyme revealed two alleles namely S1 and

S2 and three genotypes (S1S1, S1S2, and S2S2) in investigated populations. The allele frequencies of S1 and S2 at B-lg locus

were 0.64 and 0.36. Deviation from Hardy-Weinberg equilibrium was not detected in studied populations.
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Giris

Aschaffenburg ve Drewry (1955)’nin sigirlarda -
laktoglobulin ~ (B-lg) polimorfizmine yonelik ilk
calismasindan sonra siit proteinleri polimorfizmine
yonelik ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bunun sonucu
olarak da hayvan yetistiriciliginde ve siit endiistrisinde
bu konu giderek onem kazanmig ve Ozellikle de siit
proteinleri polimorfizmi ile verim &zellikleri, siit
kompozisyonu ve kalitesi arasindaki iliskileri ortaya
cikarmaya yonelik cesitli arastirmalar
yapilmistir(Marziali ve Ng-Kwai-Hang, 1986; Pagnacco
ve Caroli, 1987; Ng-Kwai-Hang ve ark., 1990; Baranyi
ve ark., 1993).

B-lg ruminant siitlerinde bulunan en 6nemli siit serum
proteinidir. Bugiine kadar sigirlarda ve koyunlarda
gerek  protein  gerekse DNA  diizeyinde f-lg
polimorfizmine yonelik bir ¢ok calisma yapilmig ve bu
lokusun  polimorfik oldugu belirlenerek  ¢esitli
allellerinin varhigir saptanmistir (Eigel ve ark., 1984;
Gaye ve ark., 1986; Erhardt, 1989; Oner ve Elmaci,
2006; Elmaci ve ark., 2006). Bu galigmalara paralel
olarak  kecilerle  protein  diizeyinde  yapilan
arastirmalarda B-lIg lokusunda A ve B olmak iizere iki
allelin varligi belirlenmigtir (Moioli ve ark., 1998).
Bununla birlikte DNA diizeyinde, amino  asit
degisimiyle sonuglanan bir varyant tanimlanmamustir.

Son yillarda, Ispanyol ve Fransiz kegi irklartyla DNA
diizeyinde yapilan ¢alismalarda B-Ig  geninin
7.ekzonunun ve proksimal promotor bolgesinin
polimorfik oldugu gosterilmistir(Pena ve ark., 2000;
Yahyaoui ve ark., 2000)

Tirkiye’de kecilerde [-lg polimorfizmine yonelik
caligmalar  yapilmig, ancak bu  c¢aligmalarda
polimorfizmin varlig1 protein diizeyinde arastirilmistir.
Ozdil ve Asal (2002), Tiirkyilmaz (2003) ve Giircan
(2005) c¢esitli  kegi  populasyonlariyla  yaptiklar
calismalarinda B-lg lokusunda protein diizeyinde p-Ig"
ve PB-lg® olmak iizere iki allel bulundugunu
bildirmislerdir. Tiirkiye c¢esitli keci populasyonlarinda
DNA diizeyinde polimorfizmi saptamaya yonelik bir
calismaya ise rastlanmamistir. Bu nedenle sunulan bu
calismada kecilerde B-lg geninin 7.ekzonu ile 3'
flanking bolgesi arasindaki olasi polimorfizmi PCR-
RFLP yontemiyle belirlemek tizere yiiriitillen bir
projenin elde edilen ilk verilerinin degerlendirilmesi
amaglanmustir.

Materyal ve Yontem
DNA izolasyonu ve [-lg geninin ¢ogaltilmasi
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edilen DNA molekiilleri aragtirma materyali olarak
kullanilmistir. DNA izolasyonu ticari olarak satilan
DNA izolasyon kitleri(Fermentas, K0512) kullanilarak
yapilmistir. Elde edilen DNA’larin miktar ve safliklari
% 0.8’lik agaroz jel elektroforezi ve Biofotometre
(BioPhotometer, Eppendorf) ile belirlenmistir.

B-lg geninin ¢ogaltilmasinda iginde 50-100 ng genomik
DNA, 12.5 pl 2X PCR Master Mix (Fermentas, K0171)
ve her primerden 0.5 uM olan toplam 25 ul reaksiyon
karigimi kullanilmigtir. PCR uygulamasiyla ilgili gen
bolgesinin  ¢ogaltilmasinda Pena ve ark. (2000)
tarafindan onerilen ve niikleotid dizilisi asagida verilen
primerlerden yararlanilmustir;

Forward 5'-CGGGAGCCTTGGCCCTCTGG-3'
Reverse 5'-CCTTTGTCGAGTTTGGGTGT-3'

PCR uygulamasinda kullanilan dongii asagidaki sekilde
programlanmustir;

95°C 5 dakika
95°C 30 saniye

65°C 1 dakika 35 kez

72°C 90 saniye
72°C 5 dakika

Elde edilen PCR iiriinlerine etidyum bromiir igeren %
2’lik agaroz jel elektroforezi uygulanarak ilgili bélgenin
cogalip cogalmadigi kontrol edilmistir.

Restriksiyon enzimi ile kesim

Elde edilen PCR iiriinleri 37°C’de 2 saat siireyle 10 U
Sacll restriksiyon enzimi (RE) ile kesilmistir. Kesim
sonucu olusan fragmentler % 3’liik agaroz jelde analiz
edilmis ve UV 15181 altinda gozlemlenmistir. Bireylerin
B-lg lokusu bakimindan genotipleri de jel iizerinde
ortaya ¢ikan band modellerine gore saptanmustir.

Istatistik analiz

B-lg lokusunda bulunan allel genlerin frekanslarinin
tahmin edilmesinde gen sayma ydntemi kullanilmistir.
Populasyonun Hardy-Weinberg denge kontrolii ve tiim
hesaplamalar PopGene32 paket programinda yapilmistir
(Yeh ve ark., 2000).

Sonuclar ve Tartisma

Tiirkiye’de  ¢esitli  kegi  populasyonlarinda  B-lg
polimorfizmine yonelik smirli sayida ve protein
diizeyinde yapilan arastirmalarda  B-lg lokusunun
polimorfik oldugu ve bu lokusta iki allel bulundugu
saptanmis  (Cizelge 1), Saanen kegilerinde B-lg*
allelinin diger keci populasyonlarinda ise p-Ig® allelinin

predominant oldugu gozlenmistir.

B-lg lokusundaki polimorfizmin DNA diizeyinde
arastirildigi bu caligmada B-lg geninin 7.ekzonu ile 3’
flanking bolgesinden 426 bg’lik bolge basarili bir
sekilde cogaltilmis ve tek niikleotid polimorfizminden
kaynaklanan ve PCR-RFLP yontemi ile belirlenebilen
iki allel (S1 ve S2) ve bu durumda olast 3 genotip
(S1S1, S1S2 ve S2S2 ) saptanmustir. Bu iki allel +4601.
pozisyondaki  tek  niikkleotid  polimorfizminden
kaynaklanan ve RE ile kesim sonucu belirlenebilen
allellerdir. RE ile kesim sonucu jel iizerinde gozlenen
fragment biiyiikliikleri birbirlerinden farkli olmus ve
bireyler B-lg lokusu bakimindan bu farklilik temelinde
genotiplendirilmistir (Cizelge 2).

Cizelge 2’nin incelenmesi ile de goriilebilecegi gibi
calisilan populasyonda heterozigot genotipli (S1S2)
bireyler ile S1S1 homozigot genotipli bireyler esit
miktarlarda  bulunurken, S2 alleli frekansmin
disiikliigiine bagli olarak en az S2S2 homozigot
genotipli bireyler saptanmistir. Ele alinan populasyonda
gozlenen ve beklenen degerler arasindaki farklilik
onemli olmadigindan populasyonun Hardy-Weinberg
dengesinde oldugu gozlenmistir.

Cizelge 1. Tiirkiye’de ¢esitli kegi populasyonlarinda yapilan ¢alismalar ve B-1g allel frekanslar

Irk/Populasyon n B-1g* B-1g® Kaynak

Kil ke¢isi/Ermenek 140 0.029 0.971 Ozdil ve Asal, 2002
Saanen 78 0.994 0.006 Tiirkyilmaz, 2003
Ankara kegisi/Kazan 48 0.083 0.917 Giircan, 2005
Ankara kegisi/Eldivan 55 0.036 0.964 Gircan, 2005

Kil kecisi/Antalya 69 0.116 0.884 Giircan, 2005
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Cizelge 2. 426 b¢ uzunlugundaki fragmentin Sacll restriksiyon enzimi ile kesimi sonucu elde edilen genotipler, fragment

biiytikliikleri ve allel gen frekanslart

Genotip Fragment n Genotip Allel frekansi $
Biiyiikliigii(bg) frekansi
PCR firiinii (kesilmemis) 426
S1S1 349 ve 77 12 (11.46)" 0.43 (0.41)° S1=0.64 i
. . 0.203°°
S1S2 426,349 ve 77 12 (13.09) 0.43 (0.46) S52=0.36
S282 426 4 (3.45) 0.14 (0.13)°

* Parantez i¢indeki rakamlar Hardy-Weinberg dengesine gore beklenen degerleri gostermektedir. OD= énemli degil

Kecilerde B-lg geninin bu c¢alismada ele alinan
bolgesiyle yapilan diger calisma sonucglart da bu
arastirmada bulunanlarla benzerlik gostermektedir.
Fransiz ve Ispanyol kecileriyle yapilan bir arastirmada
S1 ve S2 olmak iizere iki allel tespit edilmis ve S1
allelinin frekansi bu ¢alismada oldugu gibi S2 allelinden
yliksek bulunmugtur (Pena ve ark., 2000). Kumar ve
ark.  (2006) cesitli  keci wklartyla  yaptiklar
arastirmalarinda, B-lg geninin bu ¢aligmada ele alinan
gen bolgesinde, yine iki allel saptamislar ancak S2 alleli
frekansinin S1°den daha fazla oldugunu ve S2 alleli
frekansmin %  47-100  arasinda  degistigini
gostermislerdir. Bu ¢aligmalarin diginda kegilerde B-lg
geninin bagka bdlgelerinde de cesitli polimorfik bolgeler
oldugu bildirilmistir. Graziano ve ark. (2003) ve
Ballester ve ark. (2005) cesitli keci populasyonlarinda
B-lg geninin proximal promotor bdlgesinde ve 1., 2., 3.
ve 6. exonlarinda da polimorfik noktalarin bulundugunu
tespit etmislerdir.

Bu calismayla iizerinde durulan kegi populasyonunda f3-
lg lokusunda genetik polimorfizm oldugu anlasilmustir.
Siit proteinleri ile 6zellikle de B-Ig tipleri ile siit Giretimi,
siit kompozisyonu ve ¢esitli verim 6zellikleri arasinda
bazi iligkilerin bulunmasi bu gibi polimorfizmlerden
seleksiyonda yararlanma olanagmi glindeme
getirmektedir. Ornegin Hindistan yerli kegilerinden olan
Jamunapari ve Barbari kegilerinde B-lg genotiplerinin
90.glin  siit dretimi  {izerine etkileri  oldugu
bildirilmektedir (Kumar ve ark., 2006). Dolayisiyla da
ozellikle yerli kec¢i populasyonlarimizin cesitli siit
proteinleri bakimindan genotiplerinin belirlenmesi ve bu
tiplerin ¢esitli verimler iizerine olan etkilerinin de
arastirilmasi gerekmektedir. Ayni zamanda B-lg geninin
proksimal promotor bolgesi gibi diger bolgelerindeki
polimorfizmler iizerinde de durulmali ve bu bdlgelerin
karakterizasyonlar1 da yapilmalidir.
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