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Ozet

Yazicitung G, Nizamlioglu M. Tiirkiye’de bulunan bazi sigir irk-
larinin OLR1 gen polimorfizminin arastirilmasi. Eurasian ] Vet
Sci, 2013,29,1,1-4

Amag: Sunulan ¢alismada farkli sigir irklari arasindaki OLR1
gen polimorfizmi arastirilmistir.

Gereg¢ ve Yontem: Tiirkiye'nin degisik bolgelerinden rastgele
secilmis Boz Irk (BI), Yerli Kara (YK) ve Giiney Anadolu Kirmizisi
(GAK) irklarindan alinan 147 kan 6rnegi kullanildi. Kan érnekle-
rinden standart fenol /kloroform yontemiyle DNA izolasyonu ya-
pildi. Elde edilen DNAlarin OLR1 gen bolgesinin 270 baz gift (bg)
lik fragmenti PZR yontemi ile yiikseltendi. PZR isleminden sonra
orneklere Pstl restriksiyon enzimi ilave edildi ve kesim islemin-
den sonra jelde bant uzunluklar: gériintiilendi.

Bulgular: Genotiplemesi yapilan verilerin allel ve genotip fre-
kanslar ki-kare (x2) testi ile degerlendirildi. Anlamlilik seviye-
si 0.05 alindi. HardyWeinberg dengesine gore, BI sigir populas-
yonunun HW dengesinden saptigi gozlendi. GAK ve YK sigir irk-
larinin ise HW dengesinde oldugu ve irklarin birbirine benzerlik
gosterdigi tespit edildi.

Oneri: Siit yag1 verimi ve siit yag oran {izerine etkisi olan OLR1
genindeki polimorfik bélgenin; diger sigir irklar1 da kullanila-
rak ve siitiin benzer 6zelliklerine etki ettigi diisiiniilen farkl po-
limorfik bolgelerle birlikte ¢alisilarak daha yarar saglayabilece-
gi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Sigir, OLR1 geni, polimorfizm.

Abstract

Yazicitunc G, Nizamlioglu M. Investigation of OLR1 gene
polymorphism of various cattle breeds in Turkey. Eurasian ] Vet
Sci, 2013,29,1, 1-4

Aim: The objective of this study was investigation of OLR1 gen
polymorphism among different cattle breeds in Turkey.

Materials and Methods: A total of 147 blood samples were
collected from Anatolian Grey (AG), Anatolian Black (AB) and
South Anatolian Red (SAR) cattle breeds and DNAs were isolated.
PCR-RFLP method was used to determine allele types. Genotype
and allele frequencies were calculated after genotyping.

Results: Results are evaluated by square test (x2). The
significance level was taken as 0.05. While AG cattle breed
deviated from HW equilibrium, SAR and AB cattle breeds were
on the HW equilibrium and they are similar to each other.

Conclusion: It is thought that the effect of polymorphic region
in OLR1 gene on milk fat and the ratio of milk fat will be more
efficient by studying with various polymorphic areas, and
by using other cattle races that they have effects on similar
characteristics of milk.
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Giris

Siitlin bilesiminde bulunan enzim, hormon, vitamin, protein ve
peptit yapili 6geler ve yag asitleri yasam dongiist icinde 6nem-
li yere sahiptir. Siitte bulunan siit yagy; yagda eriyen vitaminler
ve viicudun enerji ihtiyaci i¢in kaynak olusturmaktadir. Stit yagi
% 5 oraninda doymus yag icermesine ragmen kronik hastaliklar
icin olumlu etkinlikleri olan linoleik asit, sfingomyelin, biitirik
asit, miristik asit gibi 6zel bilesenler icerdiginden 6nem tasimak-
tadir. Insan beslenmesinde 6nemli yere sahip olan siit iiriinleri
biiyiik 6l¢iide sigirlardan elde edilmektedir. Bu bakimdan hem
Diinya’da hem de Tiirkiye'de sigir yetistiriciligi hayvancihigin
énemli bir kolunu olusturmaktadir (Unal ve Besler 2006). Sigir,
diinya siit Giretiminin neredeyse tamaminy, et liretiminin de yak-
lasik %25’ini tek basina saglamaktadir. Besin maddesi yoniinden
biiyiik bir paya sahip olan sig1r, sigir yetistiriciligini 6nemli hale
getirmektedir (Akman ve ark 2011).

1984 yilinda Insan Genom Projesi (Brown 2002) ve 1990’h y1l-
larda Sigir Genom Haritalama ¢alismalar1 baslatilmistir. Son yil-
larda da ciftlik hayvanlarinda ekonomik olarak énemli 6zellikle-
ri belirleyen genlerin taninmasina yonelik olarak pek ¢ok ¢alis-
ma yapildig1 gériilmiistiir. Gerek sigirlarda gerekse koyun, keci
gibi diger ciftlik hayvanlarinda, ekonomik olarak 6nemli oldugu
tespit edilmis lokuslarin belirlenmesine ve hayvanlarin bu 6zel-
likleri bakimindan genotiplerinin analizine olanak saglayacak
6zgiin molekiiler yontemlerin gelistirilmesine arastiricilar tara-
findan fazlaca yer verilmistir (Elmaci ve ark 2007). Farkli mar-
kor sistemlerinin kullanilmasi ile s181r, koyun, kegi gibi evcil ¢ift-
lik hayvanlarinda yapilan genetik haritalama ve kodlayan kro-
mozom bélgelerinin tespiti (QTL) haritalama ¢alismalar: kolay-
lik kazanmistir (Kiraz ve ark 2007).

QTL belirleme ¢alismalarinin temeli, 6zel genetik markorler ile
fenotipler arasindaki iligkinin belirlenmesidir. Ciftlik hayvanla-
rinda, markor-QTL baglant1 ¢alismalari genellikle populasyonlar
icinde ytritilir ve polimorfik olan markér bélgelerinin varligi-
n1 gerektirir (Primrose 2006, Weller 2009). QTL belirleme ¢alis-
malar1 Georges ve ark (1995) tarafindan siit¢ii sigirlarda yapilan
calismalar ile baslamis ve yayginlagmistir.

Sigir aort endotel hiicrelerinde tanimlanan OLR1, diisiik dansi-
teli lipoproteini baglayan ve indirgeyen bir major protein ola-
rak bilinmektedir. OLR1’in genomik DNA dizisine bakildiginda,
4. ekzonda (kodlayici bolge) 2 SNP (single nucleotide polymorp-
hism), 4. intronda (kodlayic1 olmayan bélge) 5 SNP ve 3’'UTR
(untranslated region) bolgesinde de 1 SNP belirlenmistir. Hap-
lotip analizlerinde 3’UTR bélgesindeki C (sitozin) allelinin; siit
yag1 verimi ve yiizdesini 6nemli dlciide etkiledigi gosterilmis-
tir. Ancak 4. ekzondaki SNP’lerin bu degerlere etkisinin olmadi-
g1 gozlenmistir (Khatib ve ark 2006). Sigirlardaki OLR1 geni, siit
bilesim 6zellikleriyle iligkisinin oldugu diistiniilerek aday gen
olarak se¢ilmistir (Khatib ve ark 2007).

Bu ¢alismada; Tiirkiye’de bulunan ve yerli genetik kaynaklari-
mizdan olan Giiney Anadolu Kirmizisi, Yerli Kara, Boz Irk sigir
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irklarinda, stit yag1 miktari ve siit yagi verimi lizerinde etkili olan
OLR1 geni 3'UTR bolgesinde 10141 - 10680 niikleotidleri ara-
sindaki polimorfik yapinin PZR-RFLP yontemi kullanilarak orta-
ya konulmasi amaglanmigtir.

Gere¢ ve Yontem

Sigir irklarindan, EDTAl1 tiiplere kan drnekleri alindi. Kan or-
neklerinden standart fenol/kloroform yontemiyle DNA izolasyo-
nu yapild1 (Sambrook ve ark 1989). Ardindan Touchdown PZR
yontemi (Don 1991) kullanilarak, izolasyonu yapilmis érnekler-
den PZR iriinleri elde edildi. Kullanilan primerler; AAGGCGA-
ATCTATTGAGAGC (forward) ve ACTTCTCTGAAGTCCTGCA (re-
verse) dizilimindedir (Khatib ve ark 2006). PZR isleminden son-
ra elde edilen PZR tiriinlerini degerlendirmek amaciyla % 2’lik
agaroz jel kullanilmistir. Yiiritme sonunda jelin UV 151k altinda
fotografi ¢ekilerek degerlendirilmistir. Jel goriintiilerinden son-
ra PZR triinlerinde restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizm
analizi i¢in restriksiyon kesimi yapildi. Enzim-buffer-su kari-
simlar1 hazirlanip PZR 6rneklerinin tizerine eklendi ve 37 °C’de
bir gece (yaklasik 17-18 saat) bekletildi. Bu siirenin bitiminden
sonra yine %2’lik agaroz jele elde edilen enzim kesim iirtinleri
yliklendi. Her bir 6rnegin yanina enzimle kesilmemis PZR iirii-
niinden ayni jelde, ayni 6rnegin yanina farki daha iyi gézlemle-
yebilmek i¢in yiiklendi. Yiiriitme sonunda UV 15181 altinda fotog-
rafi ¢ekilip degerlendirildi. Verilerin istatistiksel analizi TFPGA,
version 1.3.8 programi ile (Miller 1997) yapildi. Hardy-Weinberg
dengesi tam olasilik testi ile degerlendirildi.

Bulgular

Tablo 1. Giiney Anadolu Kirmuzi, Yerli Kara ve Boz Irk sigir irklarinda
gozlenen genotipler

Gozlenen Genotipler

cC CA AA
GAK 46 0
YK 42 6 0
BI 27 2
Toplam 115 12 2

OLR1 geni 3’'UTR C8232A polimorfizminin belirlenmesi amaciy-
la ytikseltgenmis PZR iiriinii, Pstl (Providencia stuartii-I) rest-
riksiyon enzimiyle kesilmis ve agaroz jel elektroforezinde parc¢a
biiytikliklerine gore ayristirilmistir. Agaroz jel elektroforezinde
ayristirilan ve UV 151k altinda gekilen jel fotograflarinda iig fark-
I1 bant profili gdzlenmistir. Bunlardan ilki, kesme isleminin ger-
ceklesmedigi 270 b¢ uzunlugundaki bant, ikincisi kesme islemi-
nin gergeklestigi 250 b¢ uzunlugundaki bant, tigiinciisii ise 250
bg ve 270 bg uzunlugunda iki ayr1 bantin gézlenmesidir.

Degerlendirme sonucunda, OLR1 geni i¢in 270 bg ve 250 bg bii-
yukliiglinde bantlar gézlenmistir. Genotipleme yapilirken sadece
270 bg biiyiikligiinde bant goriildiigiinde AA homozigot; 250 bg
biiytkligiindeki bantla, 270 bg biiytkligiindeki bantlar birlikte
gorildigiinde CA heterozigot ve sadece 250 bg biiytikligiindeki
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bant gorildiigiinde ise CC homozigot seklinde genotiplendiril-
mesi degerlendirilmistir. On sekiz 6rnegin (2 GAK, 1 YK, 15 BI),
farkli PZR kondisyon ve profillerinde bantlar gézlemlenememis-
tir. Bu ytizden bu 18 6rnek istatistiki degerlendirmeye alinma-
mis ve geriye kalan 129 érnekle istatistiksel analizler yapilmistir.

1 1E 15 15E 20 20E 73 TIE1211E 1221226141 MIE

Resim 1. OLR1 geninde 10141 - 10680 niikleotidleri arasindaki gen bélge-
sinin PZR triiniiniin, Pstl restriksiyon enzimi ile kesimi sonrasi, agaroz jel
fotografi. (son kuyucuk DNA markerini (50 bg) gostermektedir). 1, 20, 122,
141 nolu 6rnekler CC; 15, 73, 112 nolu 6rnekler CA genotipini gostermekte-
dir (her 6rnegin yanina negatif kontrolii konularak, bantlarin daha kolay ayirt
edilebilmesi saglanmistir).

OLR1 geni 3’'UTR C8232A polimorfizmi i¢in yapilan genotipleme-
de; 115 hayvanda (%89.15) CC genotipi, 12 hayvanda (%9.3) CA
genotipi ve 2 (%1.55) hayvanda ise AA genotipi bulundu. GAK,
YK ve BI sigir irklarinda CC genotipi sirasiyla %93.88, %87.5 ve
%84.38, CA genotipi sirasi ile %6.12, %12.5 ve %9.38, AA geno-
tipi ise sirasi ile %0, %0 ve %6.25 olarak bulundu. AA genoti-
pi referans alinarak yapilan istatistiksel hesaplamada heterozi-
got CA genotipinin GAK, YK ve BI sigir irklar1 arasindaki dagilim-
larinda istatistiki olarak anlamli bir fark tespit edildi (x2= 8.61).
Bu farkliligin sebebinin ortaya konmasi i¢in Cizelge 3.1.deki ve-
riler kullanildiginda; AA genotipinin BI'da 2 (%6.55) hayvanda,
GAK ve YK’da ise mevcut olmadig1 goriilmektedir.

Tartisma

Sunulan ¢alismada, Tiirkiye’de bulunan Giiney Anadolu Kirmizi-
s, Yerli Kara, Boz Irk sigir irklarinin siit yagi ve siit verimi tizerin-
de etkili olan OLR1 (oxidized low - density lipoprotein receptor
1) geni 3’'UTR bolgesinde 10141 - 10680 niikleotidleri arasinda-
ki polimorfik yapinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) - Rest-
riksiyon Enzimleri Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemi kul-
lanilarak ortaya konulmasi amaglanmigstir. Bu bdlgedeki C alle-
linin; siit yag1 verimi ve yilizdesini dnemli 6l¢lide etkiledigi bi-
linmektedir. OLR1 geninin 8232. pozisyonunda bir polimorfizm
varsa restriksiyon enzimi bu bolgeyi tanimamakta ve kesme isle-
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mi gerceklesmemektedir. Bagka bir deyisle OLR1 geninin 8232.
pozisyonunda, adenin (A) niikleotidi varsa enzim buraya yerle-
sememekte ve hedeflenen bolgeyi kesememektedir.

Khatib ve ark (2006) OLR1 geni 3’'UTR polimorfizmini inceleme-
leri sonucunda AA genotipli bireyler; CC ve CA genotipli bireyler-
le karsilastirildiginda AA genotipli bireylerde OLR1 ekspresyo-
nunun azaldigini gérmiislerdir. Bu durumun A allelinin varhigiy-
la ilgili olabilecegi gibi, yakinlardaki fonksiyonel bir SNP’nin var-
ligiyla da baglantili olabilecegini belirtmislerdir. Holstayn irkin-
da C allelinin frekansini %54, Guernsey irkinda %87 ve Bison Bi-
son, Isvigre Holstayn ile Jersey irklarinda %100 olarak bulmus-
lardir. Sunulan ¢alismada ise C allelinin frekansi; Giiney Anado-
lu Kirmizisi irkinda %97, Yerli Kara irkinda %94 ve Boz Irk’'ta ise
%89 olarak hesaplanmistir. Yerli sigir irklarimiz i¢in bulunan C
alleli frekansi, bu ¢alismada kullanilan C alleli frekansi ile yakin-
ik gostermektedir. Khatib ve ark (2007) OLR1 C8232A polimor-
fizminde C allelinin sikligini Isvigre Holgtayn irkinda %95 olarak
saptamislardir. UW (The University of Wisconsin)’in kaynak po-
pulasyonunda ise C alleli Holstayn 1rki i¢in %64 olarak verilmis-
tir. Bu iki irktan Isvicre Holstayn irki daha yiiksek siit yag1 yiizde-
sine sahip oldugu i¢in iki irk arasindaki farkliigin sebebinin C al-
lel frekansi oldugunu ifade etmislerdir. Komisarek ve ark (2009)
OLR1 geni 3'UTR bélgesiyle ilgili benzer ¢alismada, C allelinin
frekansin1 %57 ve A allelinin frekansini %43 bulmuslardir. AA
genotipindeki bireylerde siit yagi yiizdesinin az olmasi, digiik
OLR1 gen ekspresyonu ve plazma ox-LDL konsantrasyonunun
yeterince az olmasindan kaynaklanabilecegini ifade etmisler-
dir. Sunulan ¢alismada ise Tablo 2’deki verilere bakildiginda CC
genotipinin, AA genotipinden daha yiiksek oldugu goériilmekte-
dir. Bu nedenle en yiiksek siit yagl miktarinin sirasiyla GAK, YK
ve BI seklinde olabilecegi diisiiniilmektedir. Schennink ve ark
(2009) OLR1 geni C8232A polimorfizminde C alleli frekansini
%71 bulmuslar ve Khatib ve ark (2006)'nin ¢alisma raporlari ile
uyum i¢inde oldugunu belirtmislerdir. Hardy-Weinberg denge-
sine gore degerlendirildiginde, BI sigir populasyonunun denge-
de olmadig1 goriilmektedir. Bunun nedeninin ise, Boz Irk’'in ge-
nel 6zelliklerine bakildiginda, diger iki irktan farkl olarak, dag-
lik bolgelerdeki orman iglerinde ve engebeli arazilerde yasama-
lar1 ve bu arazi yapisindan dolay1 bu bolgelerde kiigiik gruplar
halinde bulunduklari i¢in, akrabalik oraninin ytiksek olusundan
dolayl, HW dengesi i¢in gerekli sartlardan biri saglanamamak-
tadir. Bu durum da BI sigir populasyonunun HW dengesinden
sapmasina sebep olmaktadir. Sunulan ¢alisma, 6nceden yapilan
(Khatib ve ark 2006, Khatib ve ark 2007, Komisarek ve ark 2009,
Schennink ve ark 2009) OLR1 geni C223A polimorfizmi arastir-

Tablo 2. OLR1 3'UTR C8232A genotipik, allelik frekans, gézlenen, beklenen heterezigot degerleri.

Genotipik Frekans Allelik Frekans Heterozigot %
cC CA AA EP1 C A Gozlenen HO Beklenen HE
GAK 0.95 0.06 0.0009 0.83 0.97 0.03 6.12 5.94
YK 0.92 0.12 0.004 0.65 0.94 0.06 12.5 11.73
BI 0.77 0.19 0.012 0.003* 0.89 0.11 9.38 19.48

EP1: Exact probability (Haldene 1954), *p<0.05
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malarin destekler niteliktedir.
Oneriler

Siit yag1 verimi ve siit yag1 orani lizerine etkisi olan OLR1 genin-
deki polimorfik bolgenin; diger sigir irklar1 da kullanilarak ve
siitiin benzer 6zelliklerine etki ettigi diistiniilen farkli polimor-
fik bolgelerle birlikte ¢alisilarak daha yarar saglayabilecegi dii-
stntlmektedir.
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