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Tirkiye’de Yetistirilen Anadolu Mandalarinda Butirofilin (BTN1A1) Gen Polimorfizminin Haelll
Restriksiyon Enzimi ile Arastiriimasi

Bilal Akyliz, Korhan Arslan, Esma Gamze ilgar
Erciyes Universitesi, Veteriner Fakdiltesi, Genetik ABD, Kayseri-TURKiYE

Ozet: Butirofilin siit yaginin salgilanmasinda énemli rolii olan bir transmembran glikoproteinidir. Bu arastirmada, Tirki-
ye’'de yetistirilen Anadolu mandalarinda butirofilin (BTN1A1) geninin genotip ve allel frekanslarinin belirlenmesi amag-
lanmistir. Bu galismada toplam olarak 120 manda polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon pargacik uzunluk polimorfiz-
mi (PCR-RFLP) metodu ile genotiplendirilmistir. Calismada yapilan PCR islemi sonunda elde edilen 501 bg¢’lik ampli-
konlar elde edilmistir. Elde edilen PCR Urinlerinin Haelll restiriksiyon enzimi ile kesilmeleri sonucunda incelenen or-
neklerde sadece A alleli ve AA genotipinin bulundugu goérilmustir. Bu ¢alisma Anadolu mandalarinda BTN1A1 gen
polimorfizminin arastinldigi ilk ¢ahigsmadir. Calisma sonunda, Anadolu mandalarinda BTN1A1 geninde polimorfizm
bulunamamisgtir.

Anahtar kelimeler: Anadolu mandasi, butirofilin geni, genetik polimorfizm, RFLP

Investigation of Butyrophilin (BTN1A1) Gene Polymorphism by Using Haelll Restriction Enzyme in Anatolian
Buffaloes Reared in Turkey

Summary: Butyrophilin is a transmembrane glycoprotein and plays a critical role in secretion of milk lipid. The aim of
this study was to identify genotype and allele frequencies of butyrophilin (BTN1A1) gene in Anatolian buffaloes in Tur-
key. A total of 120 buffalos were genotyped by the polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLP) method in this study. As a result of PCR process, 501 bp amplicons were obtained from the Anatolian
buffaloes examined in this study. After digestion of the PCR products with Haelll restriction enzyme, only A allele and
AA genotype were found. This study provided first information on the polymorphism on BTN1A1 gene in Anatolian

buffaloes. In conclusion, there was no polymorphism found in the BTN1A1 gene in Anatolian buffaloes.
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Girig

Blylk bas hayvan yetistiriciliginde ekonomik
acidan Onemli verim Ozelliklerinden birisi st
uretimidir. Diinya Gida ve Tarim Orgiti (FAO),
tim Dunya’da elde edilen sitin buyik bir kismi-
nin farkh sigir irklarindan kargilanirken, %9dan
fazlasinin ise farkli manda irklarindan elde edil-
digini rapor etmigstir (8). Tum Dinya’daki manda
varliginin %97.1’i Asya kitasinda yetistiriimekte-
dir (8). Bovidae familyasinda yer alan manda
(Bubalus bubalis), Asya mandasi (Bubalina) ve
Afrika mandasi (Synserina) olarak iki ana gruba
ayrilmaktadir (11). Asya kitasinda bulunan man-
dalarin yaklasik %57’si Hindistan’da yetistirilir-
ken, geri kalani ise Cin, Pakistan ve Nepal bas-
ta olmak Uzere diger Asya Ulkelerinde yetigtiril-
mektedir (8). Asya mandasi da kendi iginde
“bataklik” ve “nehir” mandasi olarak iki ana gru-
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ba ayrilmaktadir. Cin ve Glneydogu Asya'da
Ozellikle piring tarlalarini sirmek igin tarimda is
gliclinden yararlanilan bataklik mandalarinin sit
verimleri dusuktir. Ancak Hindistan orijinli nehir
mandalari sit ve et verimleri igin yetistiriimekte-
dir (2). Turkiye'de yetistirilen tek manda irki olan
“Anadolu mandas!” nehir mandalarinin Akdeniz
mandasi alt grubunda yer almaktadir (23).

inek st ile karsilastirildiginda manda siitiinde
su oranl az, yagsiz kuru madde orani ise yuk-
sektir. Yuksek kuru madde icermesinin yaninda,
manda slti %7.85 yag oraniyla inek (%3.65),
koyun (%6.25) ve kegi (%4.1) sutline gore yuk-
sek yag oranina sahiptir (6). Mandanin, sigira
gbre olumsuz cevre sartlarina daha dayanikli,
kalitesiz meralardan ¢ok daha iyi yararlanan ve
hastaliklara direnci yliksek olan bir ciftlik hayva-
ni olmasina ragmen, Turkiye’deki manda varli-
ginda zamanla ciddi azalma yasandigi goril-
mektedir (7,25).

FAOQO verilerine gbére 1970 yilinda tim Dunya’da-
ki manda populasyonun buyukligu 107262744
bas iken, 2013 yilinda bu rakam %80’lik bir artis
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ile 193 821 181 basa c¢cikmigtir (8). Dinya man-
da varligindaki bu artisa ragmen Turkiye’deki
manda sayisi 1970 yihinda 1178000 bastan,
2013 yillina kadar c¢ok ciddi bir azalma ile
107435 basa dismustur. Yine Dinya’daki man-
da sutu Uretimi son 20 yilda 50 milyon tondan %
100’lUk bir artis gostererek 100 milyon tona ¢ik-
misken (8), Turkiye'de ki manda suti Uretimi,
yetistirilen manda sayisina paralel olarak 140
370 tondan 51 000 tona dismustir (8).

Ciftlik hayvanlari yetistiriciliginde, kantitatif kali-
tim yolu izleyen ve ekonomik énem arz eden
verim o6zellikleri yéninden dogru damizliklarin
secimi ciddi bir sorundur. Ancak, 6zellikle 80'li
yillardan itibaren molekiler genetik alaninda
elde edilen basarilarin ¢iftlik hayvanlar yetistiri-
ciliginde de kullaniimaya baslanmasi islah galis-
malarina yeni bir bakis agisi getirmistir. Bu uy-
gulamalar kantitatif 6zellik lokuslarinin belirlen-
mesine ve bu lokuslardaki varyasyonlar ile ilgili
verim Ozellikleri arasindaki iligkilerin arastiriima-
sina olanak saglamistir. Son yillarda molekuler
genetik alanindaki elde edilen teknolojik ilerle-
meler, c¢iftlik hayvanlarinda verim 0Ozellikleriyle
iliskili 6zel DNA belirteglerinin (markor) tespit
edilmesine olanak saglamigtir. Tespit edilen bu
markorlerin, iligkili oldugu kantitatif Ozellikler
yonunden ciftlik hayvanlarindaki seleksiyon ca-
lismalarinda kullanilip kullanilamayacagi disun-
cesi markdr destekli seleksiyon fikrini ortaya
cikarmigtir. Markdr destekli seleksiyon uygula-
malarinin ardindaki hedef distince fenotipin
ortaya cikisinda etkili oldugu disindlen énemli
genlerin seleksiyonda belirleyici olabilecegdi do-
layisi ile daha fazla genetik ilerleme elde edile-
bilecegidir (27).

Yakin zamanda, farkh ciftlik hayvani turinde
verimle iligkisi oldugu bu nedenle de markér
destekli seleksiyon c¢alismalarinda kullanilabile-
cegi bildirilen bircok aday genin varhigi bildiril-
mistir. Butirofilin geni de (butyrophilin, BTN1A1)
bunlardan biridir (4). Butirofilin geni sigir geno-
munun 23. kromozomunda bulunurken, manda
karyotipinin 2. kromozomun “p” kolunda bulunan
prolaktin geni ile beraber segrege oldugu bildiril-
mistir (1,6,20).

Butirofilin geninin olusturdugu protein, normalde
yag damlaciklari ylizeyinde ve plazma membra-
ni arasinda sikismis bicimdedir ve hidrofobik
Ozelligi sebebiyle non-iyonik deterjanlarda ¢6-
zinmez. Bu protein st saliniminda yag damla-
cigl olusumu boyunca sut yagi damlaciginin
zari icerisine entegre bigimdedir (9,12). Butirofi-
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lin geninin farelerde yapilan arastirmada laktas-
yon sirasinda ekspresyonu ile sut yagi kompo-
zisyonun olusumunda temel bir protein olabile-
cegi veya ksantin dehidrogenaz'a baglanarak
uyarici bir reseptdr gorevi gérdigu bildirilmistir
(19).

Butirofilin, gebeligin son déneminde ve laktas-
yon sirasinda meme epitel hlcrelerinde ekspre-
se olan ve sit yadi olusumunda goérevli immun
globulin sUper ailesine bagl bir transmembran
glikoproteinidir (9,17). Sigir BTN1A1 geninin
hem ekzon hem de intron bdlgelerinde birgok
polimorfizm belirlenmistir (10, 24, 28).

Major histokompatibility kompleks (MHC) pro-
tein geni ve verim o6zellikleriyle iliskili birka¢ po-
tansiyel markir gen ile yakin komsulugu (1) ne-
deniyle, BTN1A1 geni aday kantitatif 6zellik lo-
kusu (QTL) olarak siniflandiriimistir (18). Bu
nedenle sidirlarda, sit komponentleri (14) ve
somatik hlcre sayisi (15) gibi bazi verim 6zellik-
leri GUzerine BTN1A1 genindeki polimorfizmlerin
etkilerinin karakterize edilmesi amaciyla calis-
malar yapilmigtir.

Bu calismada Anadolu mandalarinda, st veri-
mi, sutteki toplam kuru madde, yagsiz kuru
madde ve % yag orani igin potansiyel aday gen
oldugu bildirilen BTN1A1 geninin 8. ekzonunda
bulunan polimorfizm ydninden genotiplendiril-
mesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Materyal

Calismada 120 bas Anadolu mandasi kullanil-
mistir. incelenen mandalara ait kan érnekleri
Kayseri, Afyon, Amasya ve Corum illerindeki
manda kesimi yapilan mezbahalardan temin
edilmistir. Mezbahalardan alinan kan érneklerin-
den fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile
DNA’lar izole edilmigtir.

PCR-RFLP islemi

incelenen 120 bas Anadolu mandasinin
BTN1A1 geninin 8. ekzonunda bulunan SNP
yonunden genotiplendiriimesi icin yapilan PCR
isleminde Taylor, (1996) tarafindan bildirilen
forward: 5'- TGG AGC TCT ATG GAA ATG GG-
3' ve reverse: 5'- TAC CCA ACA GGA AGA
AAC AG-3' (GenBank accesion number:
AY491471.1) primer seti kullaniimistir (24). PCR
islemi, 2.5 mM MgCl, 50 pM dNTP mix, 0.2 yM
forward ve reverse primer, 1.25 U Taq DNA po-
limeraz ve 50 ng/ul DNA ilave edilerek final ha-
cim 25 pl olacak sekilde hazirlanan karisimla
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yapiimistir. Yapilan PCR iglemi: 95°C’de 4 daki-
ka denatirasyon asamasindan sonra her bir
dongusl; 94°C’de 30 saniye, 65°C’de 1 dakika,
72°C’de 30 saniye olacak sekilde 39 dongu ya-
pilmis ve son dénglindn bitiminden sonra tupler
72°C’de 5 dakika bekletilerek reaksiyona son
verilmistir. Elde edilen PCR Urinleri Haelll rest-
riksiyon enzimi kesilerek bireylerin genotipleri
belirlenmistir.

B. AKYUZ

Bulgular

PCR islemi sonucunda, BTN1A1 geni i¢in 501
b¢ uzunlugunda (Sekil 1) tek bir bant gérilmus-
tur. Haelll restriksiyon enzim kesim sonucu in-
celenen d6rneklerde U¢ genotip ve A ve B olarak
adlandirilan iki allel gézlenmesi beklenmistir. AA
genotipi icin 316 ve 162 bg¢ buyukliginde iki
bant (Sekil 2), BB genotipi icin 283 ve 162 bg
blyukliglnde iki bant ve AB genotipi i¢in 316,
283 ve 162 bg’de U¢ bandin goériimesi beklen-
mistir. Elde edilen sonugclara goére farkl yoreler-

Sekil 1. PCR gérintusu. 501 bg, buyukligunde PCR uridnleri. M: 100 bg DNA cetveli

Sekil 2. Haelll enzim kesimi. a: 162 bg, b:316 b¢. M: 100 b¢ DNA cetveli
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den toplanan 120 bas manda 6rneginin hepsinin
AA genotipinde olduklari belirlenmistir.

Tartisma

Farkh ciftlik hayvanlari 6zellikle sidirla karsilasti-
rildiginda, manda sita sut kalite kriterlerine goé-
re diger sitlerden daha ustindir (5). Diger ta-
raftan olumsuz cgevre sartlarina dayanikli olma-
sI, kalitesiz meralardan ¢ok daha iyi yararlan-
masi ve hastaliklara direncinin sigirdan daha
yuksek olmasina ragmen Ulkemizde manda sa-
yisinda ciddi dists gorulmektedir (25).
Ekonomik 6nem arz eden verim o6zellikleri y6-
ninden damizlik adaylarinin segiminde, mole-
kuler genetik teknolojilerin kullaniimasi yetistiri-
cilerin gelecegi planlamalarinda katki saglayabi-
lecektir. Bu uygulamalar kantitatif 6zellik lokus-
larinin belirlenmesine ve bu lokuslardaki varyas-
yonlar ile ilgili verim &zellikleri arasindaki iligkile-
rin arastirimasina olanak saglayabilmektedir.
Butirofilin geninin de ¢iftlik hayvanlarinda sut
yagd! verimi ve sUt kalitesinin iyilestirilmesi calis-
malarinda kullanilabilecek bir gen olabilecegi
bildirilmistir (3). Bu amagla farkli sigir irklarinda
BTN1A1 gen polimorfizmi ve verim o6zellikleri
arastinimistir. Jersey irkinda BTN1A1 geni ile
verim Ozeliklerinin incelendigi bir calismada, AA
genotipi ile yiksek sit ve sut yagdi verimi arasin-
da iligski oldugu bildirilmistir (15). Bhattacharya
ve ark. (4) tarafindan 144 bas Holstein ve Hin-
distan’da yetistirilen bir zebu irki olan Hariana
melezlerinde sit kalite kriterleri ve BTN1A1 gen
polimorfizmi arasindaki iligkinin arastirildidi bir
calismada, AA genotipine sahip hayvanlarin
sutteki toplam kuru madde ylzdesi, yag yuzde-
si, yagsiz kuru madde yuzdesi yoninden diger
genotipli bireylerden Ustin dolayisiyla daha kali-
teli sute sahip olduklari bildirilmistir (4).

Ancak mandalarda BTN1A1 gen polimorfizmi ve
sut verim o6zelliklerinin arastirildigi ¢alisma sayi-
sI sinirhdir. Bunlardan birinde, Hindistan’da ye-
tistirilen ve Murrah olarak adlandirilan nehir
mandasi irkinda BTN1A1 gen polimorfizmi ve
sut verim 6zellikleri arasindaki iligski arastiriimis-
tir. Calisma sonunda 305 gunluk sut verimleri
karsilastinidiginda, BB genotipli bireylerin AA
genotiplilerden 683.93 kg daha fazla st verdik-
leri belirlenmistir (13). Ancak bu ¢alismada ince-
lenen Anadolu mandalarinin hepsinin AA geno-
tipinde olduklari goralmustir. Bu nedenle, Tarki-
ye’de ki manda yetistiriciliginin devami igin ge-
rekli olan karhh@in artinimasi i¢in yapilacak ¢a-
lismalarda, Anadolu mandalarinda B allel fre-
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kansinin artiriimasinin da etkili olabilecegi dusu-
nalebilir.

Sigirlarda BTN1A1 gen polimorfizminin belirlen-
mesinde farkli primerler kullaniimigtir. Bu ¢alis-
malardan birinde Dogu ve Guney Anadolu Kir-
mizisi si1gir irklari incelenmis, g¢alisma sonunda
A alleli her iki irkta da yuksek bulunmus ancak
Gulney Anadolu Kirmizisi irkinda B allel frekansi
(0.48), Dogu Anadolu Kirmizisi irkindan yiksek
bulunmustur (26). Cek Cumhuriyetinde yetistiri-
len Simental irki sigirlarinin incelendigi bir calis-
mada A allel frekansinin (0.94), B allelinden
yuksek oldugu goérulmustar (21). Jersey irki si-
girlarin incelendigi bir galismada da benzer se-
kilde A alleli (0.69) en yiksek frekansta bulun-
mustur (18). Bir yerli iran sigir irki olan Najdi
irkinda yapilan ¢alismada da diger sigir irklari-
na benzer sekilde A allel frekansi (0.86) B alle-
linden yiksek bulunmustur (22). Literatir tara-
masinda, bu ¢alismada kullanilan primer setinin
sigirlarda da kullanildigr goéralmuigstar. Bhattac-
harya ve ark. (4) tarafindan Holstein ve Hindis-
tan’'da yetistirilen bir zebu irki olan Hariana me-
lezlerinde BTN1A1 gen polimorfizminin arastiril-
digi calismalarinda, A allel frekansinin (0.87), B
allel frekansindan yuksek oldugu bildirilmistir
(4). Guney Kore’de Holstein irki bogalarda yapi-
lan bir galismada A allel frekansi (0.875) B alle-
linden yuksek bulunmustur (16). Ancak manda-
larda BTN1A1 gen polimorfizminin arastirildig
¢alisma sayisinin az oldugu gérulmektedir. Bu
calismalarin birinde Misirda yetigtirilen nehir
mandalari incelenmis ve Misir nehir mandala-
rinda A allel frekansinin (0.89), B allelinden yuk-
sek oldugu bildirilmistir (20).

Tarkiye'nin farkli yorelerinden toplanan Manda
Orneklerinde yapilmis olan BTN1A1 gen poli-
morfizminin arastinldigr bu ¢alismada toplanan
120 bas manda 6rnegi incelenmis ve hepsinin
AA genotipinde oldugu goérulmustir. Yukarida
belirtildigi gibi gerek farkli sigir irklarinda gerek-
se mandalarda A allel frekansinin ylksek oldu-
gu gorlilmektedir. Bu nedenle sigir ve manda
turinde BTN1A1 geninde A allelinin predomi-
nant bir allel oldugu sonucuna varilabilir. Bu
calismada incelenen Anadolu mandalarinin
hepsinde AA genotipinin gértlmesinin, Anadolu
mandalari igin bir irk 6zelligi olabilecegi dusu-
ndlmistir. Calismada kullanilan manda 6rnek-
lerinin Turkiye’'nin farkli bdlgelerinden temin
edilmis olmasinin bu disunceyi kuvvetlendirdigi
soylenebilir. Diger taraftan Turkiye’de yetigtirilen
manda populasyonunda gbézlenen azalma nede-
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niyle tirin genetik havuzunun daralmasindan
kaynaklanmis olabilecegi. Diger taraftan bu ca-
lismada sadece Anadolu’daki manda poplilas-
yonu incelenmigtir. Tum Turkiye'deki Anadolu
mandalarinin BTN1A1 geni ydninden genetik
yapilari hakkinda daha kesin bir yargiya varmak
icin Trakya bdlgesindeki mandalarda da
BTN1A1 gen polimorfizmi incelenmesi gerektigi
dusunudlmektedir.

Ayrica yapilan literatir taramasinda farkli sigir
irklarinda BTN1A1 geni yoninden AA genotipli
bireylerin diger genotiplilere gore daha Ustin st
verim ve sut kalite 6zelliklerine sahip olduklar
bildirilmistir (4,14). Ancak mandalarda BB geno-
tipli bireylerin sut verimlerinin digerlerinden uUs-
tin oldugu bildirilmistir (13). Turkiye'de yetistiri-
len Anadolu mandasinin BTN1A1/Haelll poli-
morfizminin arastirildigi bu calismada, 120 6r-
nek incelenmis ve hepsinin AA genotipinde ol-
dugu gorulmustir. Dolayisiyla Anadolu manda-
larinda BTN1A1/Haelll polimorfizmi hakkinda
daha kesin sonuca varmak igin daha ¢ok 6rnek
incelenmelidir.
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