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OZET : Bu caligmada, yerli Dogu Anadolu Kirmizis1 melezi sigirlarinda Prolaktin genine ait polimorfik bolgeler PCR-RFLP yontemiyle
incelenmis ve bolgelere ait gen ve genotip frekanslart belirlenmistir. Analizde 5’UTR bolgesi i¢in Haelll, 4.ekzon bolgelesi igin Rsal
restriksiyon enzimleri kullanilmistir. PCR-RFLP analizi sonucunda PRL geni 5’UTR bolgesinde populasyon monomorfik bulunmustur. PRL
geni 4.ekzon bolgesinde AA, AB ve BB genotip frekanslar1 melez populasyonda sirasiyla 0.49, 0.44. ve 0.07 olarak tespit edilmistir.
Prolaktin geni 4. ekzon Rsal polimorfizm bolgesinde populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde (p>0.05) oldugu gériilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Prolaktin, Polimorfizm, DAK melezi, PCR-RFLP.

Polymorphism of Prolactin Gene in the East Anatolian Red Crosbreds

ABSTRACT : In this study, in the native East Anatolian Red Crosbreds, different polymorphic site of Prolactin gene was examined by PCR-
RFLP method and the gene and genotype frequencies were determined. In the analysis of 5’UTR, we used Haelll while Rsal restriction
enzyme for exon 4. PCR-RFLP analysis was resulted with monomorphic genotype for 5’UTR in the population. AA, AB and BB genotype
frequencies in exon 4 were 0.49, 0.44 and 0.07 for crosbreeds EAR. In Rsal polymorphic site of the prolactin exon 4 the population was in

the H-W equilibrium (p>0.05).

Keywords: Prolactin, Polymorphism, EAR Crosbred, PCR-RFLP.

GIRIS

Molekiiler genetik teknolojilerindeki
gelismelerle birlikte ¢iftlik hayvanlarinda verimi
etkileyen genetik yapiyr tanimlamada &zellikle
genetik kaynak olarak kullanilabilen populasyonlarin
belirlenebilmesi ve tanimlanmasinda kullanilan,
koruma programlarinda kolaylik saglayan molekiiler
diizeyde markir olarak adlandirdigimiz genetik
belirteglerin ~ tamimlanmasiyla ~Markir  Destekli
Seleksiyon (MAS = Marker Assisted Selection)
programlarinda kullanilmak iizere farkli molekiiler
belirtegler ve her bir belirtecin molekiiler diizeyde
tanimlanmasini saglayan ¢esitli molekiiler genetik
yontemler gelistirilmistir (Oner vd. 2011).

Stit verimi iizerinde etkili oldugu bilinen
Prolaktin  (PRL) hormonu beynin 6n pitiutari bezi
(hipofizin 6n lobu) tarafindan salgilanan ¢ok
fonksiyonlu bir polipeptitdir. PRL geni 23.
kromozom iizerinde (Hallerman vd., 1987) 10 kb
uzunlugunda 5 ekzon ve 4 intron bolgesi igerir
(Camper vd., 1984). 30’u sinyal amino asiti 199 aktif
amino asit olmak {iizere toplam 229 amino asit
sentezler (Cao vd., 2002; Bachelot and Binart 2008).

Prolaktin, hipofiz bezinin 6n lobu tarafindan
salgilanan i¢ salgi hormonu olmasinin yani sira
bagisiklik hiicreleri tarafindan da iretilir (Orbach ve
Shoenfeld, 2007). Prolaktin i¢in hedef organ meme
bezidir, burada gelisimi ve diferansisyonu uyarir
(Schradin  ve Pillay, 2004). Kandaki yiiksek

diizeyleri, overlerde steroid sentezini ve hipofizer
gonadotropinlerin sentez ve sekresyonlarmi inhibe
eder. Siit salgisim1 uyarmasinin yani sira biiylime,
iireme, ozmoregiilasyon, immiinoloji, cinsel bezlerin
gonadotropin salgilamasini, bobreklerden su, sodyum
ve potasyum atilmasi, laktasyonun baglamasi ve
devamliligi ayn1 zamanda, meme bezi biiyiimesi ve
laktogenezisten sorumludur (Horseman vd., 1997;
Semprini vd., 2012). Erkeklerde fizyolojik dozlarda
normal testesteron iiretiminin devamliligina katkida
bulunur, sperm motilitesini ve fertiliteyi etkileme gibi
300'den fazla etkiye sahiptir (Horseman vd., 1997).

PRL geni tizerinde yapilan polimorfizm
calismalar1  Rsal  kesim  bolgesi  {izerinde
yogunlagirken, incelenen varyantlarin  frekans
dagilimi ¢aligmalar arasinda farklilik gostermektedir
(Miceikiene vd., 2006; Akyiiz vd. 2012). Cesitli sigir
wklart  ve  Bufalolar  lizerinde PRL  gen
polimorfizminin incelendigi c¢aligmalarin bazilar
Cizelge 1’ de verilmistir.

Yaptigimiz bu c¢aligmada Tiirkiye’de Dogu
Anadolu Bolgesinde yaygin sekilde yetistiriciligi
yapilan Dogu Anadolu Kirmizisi (DAK) Melezi
sigirlarinda PRL gen lokusunun PCR-RFLP yontemi
kullanilarak Prolaktin genine ait polimorfik gen
bolgeleri incelenmis ve gen ve genotip frekanslar
belirlenmistir.

! Bu makale, Zeynep SONMEZ tarafindan hazirlanan “Dogu Anadolu Kirmizis1 ve Melezi Sigirlarda Prolaktin Geni

Polimorfizmi” baglikli yiiksek lisans tezinden tiretilmistir.
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Cizelge 1. Cesitli Irklara ait Prl geni polimorfizmi

PRL 5’UTR Bolgesi
Kaynak Irk A B N Sonu¢
Ladani vd. (2003) Jaffarabad - 1.0 94 -
Mehsani Surti Bufalolari
Madnalwar vd. (2010) | Pandharpuri Bufalolari - 1.0 50 -
Sharifi vd. (2010) Najdi sigiri 0.57 0.43 84 |-
Tabar vd. (2010) Iran Bufalolar1 1.0 - 85 -
PRL/Rsal Polimorfizmi 4. ekzon Bolgesi
Kaynak Irk A B N Sonu¢
Dybus (2002) Siyah-Alaca 0.86 0.14 1086 | AA genotipi lehine Siit
verimiyle iligki.
Dybus vd. (2005) Siyah-Alaca 0.85 0.15 427 | Yag verimi ile iligki
Jersey 0.31 0.69
Miceikiene vd. (2006) | Litvanya siit irk1 sigirlar 0.87 0.13 396 | Siitte yag orani ile
iliski.
Alipanah vd. (2008) Rusya Siyahi 0.71 0.29 170 | Siit verimi ve siit yag1
Rusya Kirmizisi 0.70 0.30 ile iliski.
Kepenek (2007) GAK 0.76 0.24
DAK 0.66 0.34 191 | Siit verimi ile iligki.
Yerli Kara 0.56 0.44
Bozirk 0.70 0.30
Holstein 0.86 0.14
Wojdak vd. (2008) Holstein-Friesian 0.58 0.42 720 | Siit verimi ve siit yagi
ile iligki.
Oztabak vd. (2008) DAK 0.56 0.44 Siit verimi ile iligki.
GAK 0.74 0.26
Kumari vd. (2008) Ekzotik irklar (Holstein Friesian | 0.77 0.23 501 | -
Jersey), Zebu irklar 0.67 0.33
Ghasemi vd. (2009) Montebeliard inekleri 0.63 0.37 120 | Siit verimi ile iligki.
Kaplan ve Boztepe | Isvigre Esmeri 0.82 0.18 75 |-
(2010) Anadolu Mandasi 1.0 - -
Sodhi vd. (2011) Hindistan yerli irklar 0.52 0.48 936 | -
Vikas vd. (2012) Frieswal siit inekleri 0.63 0.370 | 54 | Laktasyon siiresi ile
iligki
Verma vd. (2012) Hindistan Murrah bufalolar1 0.93 0.07 150 | -
Alfonso vd. (2012) Amerikan Swiss 1rki siit sigirt 0.88 0.12 417 | Siit verimi ile iliski.
Akyiiz vd., (2012) Boz irk 0.76 0.24
DAK 0.70 0.30
Yerli Kara 0.58 0.42 259 | -
GAK 0.76 0.24
Esmer Isvicre 0.73 0.27
Holstein 0.86 0.14

MATERYAL VE METOD

Erzurum ve Artvin illerine ait bazi ¢evre
koylerde yetistirilen birbiriyle iliskisiz 57 bas DAK
Melezi sigir materyal olarak kullanilmistir. Genomik
DNA, ticari DNA izolasyon kiti (Purgene DNA Kiti
(Gentra Systems, Minnesota, USA)) ile elde
edilmistir. Elde edilen DNA’larin ¢ogaltilmast
amacityla PCR wuygulamalarina gegmeden Once,
DNA’nin kalitatif ve kantitatif kontrolleri %2’lik
agaroz jel elektroforezi ile yapilmustir.
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Analizde  5’UTR  bolgesi  PRL/Haelll
Forward: 5°-CCC TAG GGG AGA CCT TTG ATC
ACC-3. Revers:5’-GGA AGT GGA GAG CTG CCA
AGC A-3’, 4.ekzon bolgesi PRL/Rsal Forward:5'-
TTC ATG AAG CTG CTC ACC TG-3’,Revers:5'-
TTG ATT CTT GGG TTG CTG CG-3’ primerleri,
Primer3 programi (Rozen and Skaletsky 2000) ile
tarafimizdan dizayn edilmis (NCBI GenBank dizilimi
giris no: AB098480 ve AF426315) ve kullanilmistir.
PCR amflifikasyonu i¢in toplam hacim 20 ul’ye
tamamlanacak sekilde yaklasik 50-100 ng genomik




DNA, Buffer (pH:8.5) 5.0ul (10X), F Primer; 10
pmol/ul, R Primer; 10 pmol/pl, MgCl,.1.2 pl, Tag;
0.5-1.0 tinite, ANTP; 2.5ul alinarak ddH,O ile birlikte
toplam hacim 20 ul’e tamamlanmustir. Incelenen
PRL geni bdlgelerine iliskin PCR dongii kosullar
denatiirasyonun ilk adiminda 94°C’de 5 dak. 1
dongti, 2.denatiirasyon 30 dongii olmak iizere 5’UTR
ve 4. ekzon bolgelerinde sirasi ile 94°C’de 45 sn, 30
sn, annealing sicakliklar1 58°C’de 45 sn, 61°C’de 48
sn; ilk uzama sicakliklar1 72°C’de 45 sn, ve 40 sn;
son uzama sicakliklar1 72°C’de 5 dak ve 1 dongii
olarak programlanmustir.

Amplifikasyonu ger¢eklesen her bir drnekten
yaklagik 8-10 ul’lik kisim 0,2 ml’lik steril ependorf
tiiplere konularak, iizerine 2-5 U ilgili bdlge igin
restriksiyon enzimi, 2-5 ul RE tamponu, 5 pul ddH,0
ilave edilmis ve sonra iizeri 10-15 pl mineral oil ile
kapatilmigtir. Daha sonra etiive yerlestirilerek
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37°C’de 12 saat
gerceklestirilmistir.

Incelenen DAK Melez sigirlarin PRL lokusu
allel gen ve genotip frekanslar1i ile genotip
frekanslarina ait H-W genetik denge testi igin
GenAlEx 6.5 (Peakall and Smouse, 2012) programi
kullanilmastir.

siireyle inkiibasyon islemi

BULGULAR VE TARTISMA

PRL geninin 5°UTR bolgesine ait 432 bp’lik
PCR iiriiniin Haelll enzimi ile kesilmesi sonucu tiim
populasyon monomorfik bulunmustur. 4. ekzon
bolgesi 210 bp’lik PCR iiriiniiniin Rsal enzimi ile
kesime ugratilmasi sonucu 210,120, 90 bp (AA, AB,
BB) olmak {lizere 1{i¢ bant elde edilmistir.
Restriiksiyon enzimlerinin tanima ve kesim bolgeleri
ile bant biiyiikliikleri Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 2. Prolaktin geni polimorfik bolgelerinde kullanilan restriiksiyon enzimleri ve bant biiyiikliikleri

Bolge RE PCR iiriinii Tanima Bolgesi  Beklenen Genotip ve Bant
(bo) (5'23) Biiyiikliigii (b¢)
AA=432
5’UTR Haelll 432 GG~CC BB=243,189
AB=432, 243, 189
AA=210
Ekzon 4 Rsal 210 GT"MAC BB=120, 90

AB=210, 120, 90

PCR-RFLP analizi sonucunda PRL geni
5’UTR bolgesinde 57 Ornegin tamami monomorfik
bulunmustur. PRL geni Rsal kesim bolgesinde AA,
AB ve BB genotip frekanslar1 populasyonda sirastyla
0.49, 0.44. ve 0.07 olarak tespit edilmistir. incelenen
melez populasyonda 4.ekzon bolgesi A alleli gen
frekansi 0.71 olarak hesaplanmustir (Cizelge 3).

Cizelge 3. DAK Melezi Sigirlarda PRL/Rsal
polimorfizmine ait genotip ve allel
frekanslar.

PRL/Rsal polimorfizmi
Genotip Allel Frekansi
AA AB BB A B
0.49 0.44 0.07 0.71 0.29

PRL geni Rsal polimorfizmini belirlemek i¢in
farkli 1wrklarla daha once yapilan ¢alismalarda
Alipanah vd. (2008) Rusya Siyah Alaca ve Kirmizi
st sigir wrklarinda, Wojdak vd. (2008) Holstein-
friesian siit ineklerinde, Sharifi vd. (2010) Najdi
sigirlarinda, Rorie vd. (2009) Holstein Friesian,
Jersey ve Zebu sigirlarinda, Miceikiené vd. (2006)
Lithuanian sigir irkinda,Vikas vd. (2012) Frieswal

siit ineklerinde, Verma vd. (2012) Hindistan Murrah
bufalolarinda,Sodhi vd. (2011) Hindistan yerli inek
wklarinda (Bos indicus), Alfonso vd. (2012)
American Swiss 1rkinda, Boleckova vd. (2012) Cek
Fleckvieh sigirnda, Kaplan ve Boztepe (2010),
Anadolu Mandas1 ve Isvigre Esmeri 1rklarinda,
Ghasemi vd. (2009) Montebeliard ineklerinde, Dybus
vd. (2005), Siyah-Beyaz Alaca ve Jersey irklarinda,
Dybus (2002), Holstein siit ineklerinde yapilan
calisma dahil olmak {izere PRL polimorfizmini
belirlemek igin yapilmis olan ¢alismalarin tiimiinde
A allel frekans yiiksek, B allel frekans: diisiik oranda
bulunmustur ve bulgularimiz ile uyum iginde oldugu
gorilmiistiir.

5’UTR bdlgesinde bulunan 432 bg¢’lik bolge,
populasyon genelinde monomorfik ve BB genotipi
seklinde goriilmiigtiir. PRL polimorfizmini belirleme
caligmalarinda Madnalwar vd. (2010) Pandharpuri
Buffalolarinda polimorfizme rastlamamis, Tabar vd.
(2010), iran Bufalolar1 iizerinde yaptiklari calismada
biitiin ~ 6rnekleri monomorfik AA  genotipinde
bulmuglardir. Ladani vd. (2003), Mehsani ve Surti
Bufalolarimin =~ monomorfik  yapida  oldugunu
bildirirken, Jaffarabadi bufalosunun kesim bdlgesine
sahip oldugunu ve diger Bufalo 1rklarindan
ayrildigini bildirmislerdir.
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Saf  yetistirilen DAK ki PRL/Rsal
polimorfizmi bolgesinde PRL geni polimorfizmini
belirlemek igin daha Once yapilan c¢aligmalarda
(Kepenek 2007; Oztabak vd. 2008; Akyiiz vd. 2011)

A allel frekans1 yiksek, B allel frekansi diisiik olarak
bildirilmis ve incelenen Melez popiilasyonun benzer
sonuglar verdigi gozlenmistir.

Cizelge 4. PRL bolgelerine ait Genotip Frekanslar1 ve Genetik Denge Testi

Bolge Gozlenen Beklenen H-W
N (XZ)
AA | AB | BB AA AB BB
Ekzon 4
45 |22 |20 |3 23 4 0.30

Yapilan Hardy-Weinberg genetik denge
testine gore, DAK Melez popiilasyonunun 4.ekzon
bolgesi itibariyle genetik olarak dengeye ulastigi
goriilmektedir (p>0.05).

SONUC

Calismada elde edilen sonuglar, bolgede
mevcut DAK wrkindan kan almis popiilasyonlarin
Prolaktin polimorfizminin boyutlarini ortaya koymasi
yoniinden yeterli sayilabilir. Ancak, sonraki
aragtirmalarda, daha genis sayida 6rnekleme yaparak
aragtirmanin  tekrarlanmasina ve Prolaktin geni
polimorfik yapilar1 ile hayvanlarin gesitli verim
ozellikleriyle iligkilendirmeler yaparak cesitli verim
yonlerinde  1slah  amaciyla  kullamlabilecek
¢alismalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
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