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Hereford irki sigirlarda stearoyl-CoA desaturase (SCD) gen polimorfizmi

Polymorphism of stearoyl-CoA desaturase (SCD) gene in Hereford cattle breed
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Stearoyl-CoA Desaturase (SCD) proteini lipit
metabolizmasinda o6nemli
enzimi (EC 1.14.19.1) yag asidi metabolizmasinda
anahtar bir enzimdir ve 6zellikle, doymus yag asidi

0z

Bu calismada, Hereford irki sigir populasyonunda Stearoyl CoA Desaturase (SCD) gen
polimorfizmi belirlenmistir. SCD geni ekson V bolgesi gen dizi bilgilerine gore A702G, T762C ve
C878T tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) tespit edilmistir. A702G bolgesinde AA, AG ve GG
genotiplerinin frekanslari sirasiyla; %20.69, 44.83 ve 34.45, T762C bolgesinde TT, TC ve CC
genotiplerinin frekanslari sirasiyla; %13.79, 62.07 ve 24.14, C878T bolgesinde CC, CT ve TT
genotiplerinin frekanslari sirasiyla; %44.83, 31.03 ve 24.14 olarak hesaplanmistir. Bununla
beraber, A702G bdlgesinde A ve G allel frekanslari 0.431 ve 0.569, T762C bolgesinde T ve C
allel frekanslari 0.448 ve 0.552, C878T bolgesinde C ve T allel frekanslari 0.603 ve 0.397'dir.
Ayrica ilgili SNP’ler bakimindan populasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olmadigi
belirlenmistir (P>0.05).

Anahtar Kelimeler: Hereford, Stearoyl CoA Desaturase geni, Polimorfizm

ABSTRACT

In this study, Stearoyl CoA Desaturase (SCD) gene polymorphism was determined in Hereford
cattle breed. A702G, T762C and C878T single nikleotid polymorfphisms (SNPs) have been
identified based on DNA sequence information of exon V region in SCD gene. AA, AG and GG
genotype frequencies were 20.69%, 44.83% and 34.45% in A702G region, and TT, TC and CC
genotype frequencies were 13.79%, 62.07% and 24.14% T762C region, and CC, CT and TT
genotype frequencies were %44.83, 31.03 and 24.14 in C878T region, respectively. In addition,
A and G allele frequencies were 0.431 and 0.569 in A702G region, T and C allele frequencies
were 0.448 and 0.552 in T762C region, and C and T allele frequencies were 0.603 and 0.397 in
C878T region, respectively. In addition, it was found that the population was not at Hardy-
Weinberg equilibrium in terms of related SNP genotypes.

Key Words: Hereford, Stearoyl CoA Desaturase gene, Polymorphisms

26. kromozom Ulizerinde bulunmaktadir. Sigir SCD
geni 10.373 baz cifti (b¢) uzunlugunda olup 4

icermektedir (Gen ID: 280924,
21137945-21148317). SCD
meydana gelen

ekzon bolge

role sahiptir. SCD Lokasyon: gen

polimorfizmi sonucu enzim

aktivitesindeki  degisikliklerin  sttin icindeki

stearik asitten doymamis yag asidi oleik asidi
sentezler. Sigirlarda SCD proteini (NP_776384)
359 amino asitten olusmaktadir ve SCD proteini
SCD geni tarafindan kodlanir. SCD geni sigirlarda
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diyetten bagimsiz Konjuge Linoleik Asit (KLA)

iceriginin farklihgina sebep oldugu

belirtiimektedir. Ayrica SCD gen polimorfizminin
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et, siit, yag asit bilesimine etki ettigi one
surdlmastir (Milanesi ve ark., 2007). KLA; 18
karbon atomu ile gift bag ihtiva eden ve esansiyel
bir omega-6 yag asidini alan, baglanmis hale gelen
linoleik asidin fazla sayidaki geometrik ve
pozisyonel izomerlerin karisimi olarak ifade edilen
ortak bir terimdir. KLA igindeki birlesmis olan gift
bag, karbon zincirlerinde, 9 ve 10, 11 ve 12, 12 ve
12 veya 11 ve 13. pozisyonda ve birbirinden farkli
cis-trans konfiglirasyonlarinda degisik izomerler
seklinde bulunabilir (Bolikbasi ve ark., 2005;
2007). Satte KLA igerigi

degisiklikleri tarafindan guglu bir sekilde etkilenir:

Kéknaroglu, diyet
otlatmak, ¢im yedirmek, bitki ve balik yagindan
olusan diyet eklemeleri daha yiiksek KLA icerigine
sebep olmaktadir (Stockdale ve ark., 2003; Loor
ve ark., 2003). Sutln KLA igerigindeki diyetten
bagimsiz degisikliklerin SCD aktivitelerinden ve
SCD geninin polimorfizminden kaynaklandigi
2002). Yakin

zamandaki bir calismada SCD gen polimorfizmi,

belirtilmistir (Peterson ve ark.,
SCD aktivitesi ve yagh asit bilesimleri arasinda bir
iliski oldugu gosterilmistir (Conte ve ark., 2006).

SCD’nin SCD1 ve SCD5 olmak (zere iki adet
izoformu sigirlarda belirlenmistir. SCD1 en ¢ok
MmRNA miktarinda, meme dokusu ve adipozda
rastlanmasina karsin ¢ok farkli dokularda da
ifadelenmistir. SCD5 ise en fazla beyin dokusunda
ifadelendirilmistir (Chung ve ark., 2000).

Sigir SCD1 geni 17088 bg¢ bulyuklGglindedir
(Gen Bankasi giris no:AY241932), (Tanuguchi ve
ark., 2004). SCD1 geni 5.eksonda A702G, T762C ve
C878T olmak Uzere 3 adet tek nikleotid
polimorfizmi’ne (SNP) rastlanmistir. SCD1 geni ile
sigirlarda sirt ve iskelet kasinda mermerlesme

derecesi, tekli doymamis yag asidi ve KLA
miktarlari arasinda pozitif bir iliski oldugu
bildirilmektedir (Tanuguchi ve ark., 2004;

Matsuhashi ve ark., 2011). Sigirlarda siit ve et yag
SCD
potansiyele sahip

kalitesini olarak gelistirmede
bir

oldugu aciklanmistir (Macciota ve ark., 2008).

genetik
lokusunun ¢ok Onemli

insanlar icin daha saglikh et ve siit Uriinlerinin
elde edilmesinde yag asidi iceriklerinin 6nemli
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oldugu bilinmektedir. Yapilan bilimsel
calismalarda yag asidi igeriginin insan saghg igin
olumlu olarak dizenlenmesinde, SCD geni

polimorfizminin potansiyelinin yliksek oldugu
vurgulanmaktadir. Bu c¢alismada, Hereford irki
sigilarda SCD gen polimorfizminin belirlenmesi
amaglanmigtir.

Materyal ve Metot

Arastirmanin DNA izolasyonu igin, gerekli doku

materyali  Sanliurfa-Merkez bolgede faaliyet
gosteren Ozel bir besi isletmesinde, 155 glinliik
besiye tabii tutulmus ve besi sonrasi ilgili isletme
blinyesindeki kombinede kesimleri
gerceklestirilmis 6-9 aylik yastaki Hereford irki
kastre edilmis 29 bas sigirdan alinmis ve bunlara
ait veriler arastirmanin materyalini olusturmustur.
Doku
kontaminasyonu 6nlemek igin lateks eldivenlerle
Her bir

hayvan icin toplanan érnekler posetlere konarak,

ornekleri, dogrudan temas ve

karkasin boyun kismindan alinmistir.
etiketlendirilip laboratuvara ulastirilincaya kadar

Ornek etiketi
hayvana ait bilgiler yazilmistir.

muhafaza edilmistir. Uzerine,

DNA izolasyonu

Sigirlardan doku genomik DNA izolasyon kiti
MACHEREY-NAGEL)
kullanilarak genomik DNA izole edilmistir. izole

(NucleoSpin® Tissue

edilen DNA orneklerinin  gorintilenmesinde

%1’lik agaroz jel kullaniimistir.

Molekiiler analizler
Sigir SCD geni ekson 5 bolgesinde 552 b¢’lik bir

fragmani amplifiye etmek icin tasarlanmis

(Milanesi ve ark., 2008) primer cifti kullaniimistir
(GenBank Erisim No. AY241932).

ileri (foward) Primer: 5-
CAGAAAATTTCCTTGCCCATT-3
Geri (reverse) Primer: 5-

TGTTGCTTAACTTTCAAGGGTTT-3
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Cizelge 1. Bos taurus stearoyl-CoA desaturase (SCD) geni, ekzon 5 sekansi
Table 1. Bos taurus stearoyl-CoA desaturase (SCD) gene, exon 5 sequence

TAAGATCCCCTTGTGCCACCTGGTGTGGCCCAAAAAAAAAATAAAAGATTGACT TAAACATAGAT TCTGCGAAGAGCACTGCTGA
AAGAGAAAGGAAGCCCAAAGGCAGAACAGAAAAACCCGGGAAGGAGAACTCAGTCTGTAATTTGGACCCTGTCTATTTCCCTGAR
GTAGTAAAAGAGAGCAATGGATTTAGAGTCAGGAGATGAAACATTCCAGTCCTTGCTCCACCACTTCCTGGTAGTGTGACCCTAG
AAAAGTCATTTAACCCCTCATTACCTCATCTCAGAAGTATGATAATAACACTGTAT TC TS C CC TC
TTGTTCTGTTGCCTGCCACACTGTGCTCTCAGTGTAGAAAGGGACAGCCCCGCCCTGTGAGAGTGGARAATCAGGTAGGTCTCAG
CGTCCCCTCTCCACTCACTGAGCCTGTGATCTCTCAATGCAGGTACTACAAACCTGGTGTCCTGTTGTTGTGCTTCATCCTGCCC
ACACTCGTGCCATGGTATCTGTGGGATGAAACGTTTCAAAACAGCCTGTTTTTTGCCACCTTATTCCGTTATGCCCTTGGGCTCA
ACGTCACCTGGCTGGTGAATAGTGCTGCCCATATGTATGGATACCGCCCTTATGACAAGACCATCAACCCCCGAGAGAATATTCT
GGTTTCCCTGGGAGCTGTGGGTAAGTCAGCAGTCCACAGCAAGACCACGTCTAGTGGTCTGCTGCTTAGGGTATTAGGTTACGTG
CCAGAAAAACTAGATTTACCTGTTTTATGACCCCTCTCCGTATGTCATTCCACTATAAAACTAAGGGACAGTATTAGA NN
GTCCTATGTAAAGAGAAAAGGGTGAAAAATGACAATGCCTTTAATTCCAGGTTTAAGAGCAAGCCACA
AATGCTATGTATGATGAACCCCTTTGGGCTGTTCTCTTCCCAGTCATCTCTGATCTGGGTGGTAGTCTTGCTTGGGGCAGGGAAT
GCATAAATAGAAGAGTAGGGTCATCTGGGTGGCCAGAAAGCCTAGTATTTTACAT TTAGTTGTGATATACAGAACAAATACTTGT
CATTTAACTCACTAAGCTTCTCTTTTATCACCTTCCTGTATTCAGAGGGGCAATATTTGAAGTGTATTACATGCCTTACTA

Sigir SCD geni ekson 5 bolgesinin polimeraz  yerlestirilmistir. Calisilan gen bdlgesinin polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) teknigi ile ¢ogaltiimasinda zincir reaksiyonu teknigi ile ¢ogaltilmasinda
kullanilacak ~ PZR  karnisimi  Cizelge  2’de kullanilacak PZR amplifikasyon sartlari Cizelge 3’te
gosterilmistir. Bu bilesenlerin  timi  belirtilen verilmistir. PZR ¢alismalari gradient 6zellige sahip
miktarlarda kuru buz Uzerindeki 0.2 ml’'lik PZR Boeco thermocycler (Germany) marka cihazda
ependorf tupleri igerisinde hazirlandiktan sonra,  yapilmistir.

PZR sartlari 6nceden programlanmis PZR cihazina

Cizelge 2. PZR karisimi
Table 2. PCR mixture

Bilesenler Konsantrasyon Miktar
Componants Concentration Quantity
Kalip DNA 20-30 ng pl™ 1.0p
PCR Buffer 10X 4.0 pl
ileri Primer 10 pmol pl™ 1.0
Geri Primer 10 pmol pl™ 1.0l
dNTP mix 1.0nM 1.0 pl
Tag DNA polimeraz 5U ;,Ll'l 0.5 ul
dH,0 32.0 ul
Toplam 40.0 ul

Cizelge 3. PZR amplifikasyon sartlari
Table 3. PCR amplification conditions

Dongl islemi Sicaklik (°C) Dongl sayisi Sire
Cycle process Temparature Number of cycle Time
On denaturasyon 95 1 4 dakika
Denatlrasyon 94 30 saniye
Yapisma (T,,) 55 30 30 saniye
Sentez 72 1 dakika
Son uzama 72 1 10 dakika
Bekleme 4 0 0

PZR Programi

| Cycled Ttimes © 0 Cyolke? 30fmes {0 Cycle3 Vtimes i@ Cycled 1 fimes

| Segll 950C ¢ ¢ Gegl2 940C b b :
; o 0030 Segld 720C | | Segls 720C | | ;
H H H Seg03 B50C o000 H 10:00 H H

i P 00.30 P P ;

I
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Cogaltilan PZR Urlnlerinin gorintilenmesinde
%1,5’luk (15 &g
agarose/100 jellerinin

agaroz jel kullaniimistir
1XTBE). PZR

kosturulmasinda marker olarak 100 bg¢’lik ladder

ml

(Fermentas) kullanilmistir.
SCD geni PZR
amlifikasyonu gergeklesmis 6rnekler gen dizileme

Sigir ekson 5 bolgesinin
icin segcilerek ileri (F) ve geri (R) zincir olmak lzere
ornekler 50 ul olarak (25 ul PZR GrGnd + 25 pl
ddH,0) hazirlanmistir.

alimi seklinde yapilmistir.

Dizileme islemi hizmet

Gen dizilerin degerlendirilmesi
1) PZR Urlnlerinin ileri (F) ve geri (R) zincir
kromatogramlarini iceren dosyalar
(h01_F.abl ve h01_R.abl) Finch TV 1.4
paket programinda acilarak
goruntilenmistir. Burada kromatogramdaki
pikler incelenerek ve pik sinyalleri belirgin
kaliteli dizi

degerlendirilmeye alinmistir.

ve olan ornekleri

2) Gorintilenen h01_F.abl dosyasindan dizi
FASTA formatta bir not defteri
(hO1.txt)
hO1_R.abl dosyasindaki goriinti “reverse

bilgileri

dosyasina transfer edilecektir.
komplementer”e cevrilerek benzer sekilde
dizi bilgileri FASTA formatta not defteri
dosyasina aktarilmistir. hOl.txt dosyasina
referans dizi

ilgili gene ait bilgileri de

eklenerek h01 6rnegi igin veri dosyasi
olusturulmustur.
Veri dosyasi (h01.txt) kullanilarak Clustal W

programi ile ¢oklu dizi hizalama (multiple

3)

sequence alignment) yapilmistir. Burada

amac¢ hem ileri hem geri dizi uyumunu

gormek hem de referans dizi ile de
karsilastirarak konsensis saglanan dizilerin
(Clustal consensus) belirlenmesini
saglamaktir. Ayrica referans dizi temel
alinarak ileri ve geri zincirle birlikte
konsensiis  bolgelerde, tespit edilen
nikleotid yer degisimleri
(transisyon/transversiyon) veya indel
(insersiyon ve delesyon) bolgeler

isaretlenerek h01 6rnegimiz icin ilk asama
dizi bilgisi elde edilmistir.
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4)  Benzer asamalar diger tim ornekler icinde
yapilmigtir. Tim 6rnekler igin elde edilen ilk
asama dizilerde tekrar g¢oklu dizi hizalama
yapilmig ve tim diziler igin ortak konsensiis
bulunan bolgeler belirlenmistir.

5)  Dizi setlerini iceren dosyalar (*.txt), genetik
ilgili  paket
kullanilmak Gzere degisik

(FASTA, NEXUS, MEGA)

analizlerin  yapilmasi igin
programlarda
formatlara

cevrilmistir.

SCD genotiplerinin belirlenmesi
Orneklere ait gen dizileri bilgileri kullanilarak
genotiplendirme yapilmistir.  Genotiplendirme
sonras! ilgili lokus bakimindan gen ve genotip
Gen ve
birlikte,

populasyonun Hardy-Weingberg dengesinde olup

frekanslari  belirlenmistir. genotip

frekanslari  hesaplanmakla ayrica
olmadigini kontrol etmek lizere Ki-Kare (x2) testi
yaptmistir (Yeh ve ark., 1997). Gen ve genotip
frekanslarinin hesaplanmasi ile x2 analizleri igin

PopGene 3.2 paket programi kullaniimistir.
Aragtirma Bulgulari ve Tartisma

SCD Gen Polimorfizmi

Tim orneklerde SCD geni ekzon 5 bolgesini
iceren 552 bg¢ uzunlugunda PZR drinleri elde
edilmistir. SCD geninde polimorfizm DNA dizi
bilgileri kullanilarak belirlenmistir. ilgili gen
bolgesinde A702G, T762C ve C878T SNP'leri tespit
Bu SNP'lere ait allel
frekanslari Cizelge 4’te verilmistir. Bu ¢alismada,
SCD geni
uzunlugunda PZR driinleri elde edilmistir. SCD

edilmistir. ve genotip

ekzon 5 bolgesini iceren 552 bg
geninde polimorfizm DNA dizi bilgileri kullanilarak
belirlenmistir. SCD geni ekson 5 boélgesi gen dizi
bilgilerine gore A702G, T762C ve C878T SNP tespit
edilmistir. A702G bolgesinde AA, AG ve GG
genotiplerinin frekanslar sirasiyla; %20.69, 44.83
ve 34.45, T762C bolgesinde TT, TC ve CC
genotiplerinin frekanslari ise sirasiyla; %13.79,
62.07 ve 24.14, C878T bolgesinde CC, CT ve TT
genotiplerinin frekanslar sirasiyla; %44.83, 31.03
ve 24.14 olarak hesaplanmistir. Bununla beraber,
A702G bolgesinde A ve G allel frekanslari 0.431 ve



Nergis ve ark., 2019. Harran Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi, 23(2): 247-253

0.569, T762C bolgesinde T ve C allel frekanslari
0.448 ve 0.552, C878T bolgesinde de C ve T allel
frekanslari 0.603 ve 0.397 olarak hesaplanmistir.
Ayrica ilgili SNP’ler bakimindan populasyonun

Cizelge 4. SCD geni genotip ve allel frekanslari
Table 4. Genotype and allele frequencies of SCD gene

Hardy-Weinberg dengesinde olmadig

belirlenmigtir. Yapilan ¢alismada, allel ve genotip
frekanslari  bakimindan

populasyonun Hardy-

Weinberg dengesinde olmadigi gorilmustir.

SNP Genotip frekanslari Allel frekanslari HWE
Genotype frequencies allele frequencies p-degeri
% p-value
A702G Gozlenen AA AG GG
n 6 13 10
% 20.69 44.83 34.48 A G
Beklenen 0.431 0.569 0.6430
n 5.39 14.22 9.39
% 18.58 49.05 32.37
T762C Gozlenen 1T TC CcC
n 4 18 7
% 13.79 62.07 24.14 T C
Beklenen 0.448 0.552 0.1700
n 5.83 14.34 8.83
% 20.10 49.46 30.44
C878T Gozlenen cC CcT T
n 13 9 7
% 44.83 31.03 24.14 C T
Beklenen 0.603 0.397 0.0583
n 10.56 13.88 4.56
% 36.41 47.86 15.73

HWE: Hardy-Weinberg dengesi

C878T

0,603 A702G

7620
0569 552

A702G -Igzjg
0,431 ! C878T

0,397

A702G T762C

C878T
0,552
0,569 0,397

C878T

0603 AT026

0.304 T762C
0,304

AT702G 1;)72:;
0431 ' C878T

0,157

p2 2pq q2

Sekil 1. SCD geni A702G, T762C ve C878T SNP allel ve
genotip frekanslari

Figure 1. Allele and Genotypefrequencies of A702G, T762C
and C878T SNPs in SCD gene
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Holstein, Jersey ve isvicre Esmeri irki sigirlarda
SCD bakimindan 8 adet tek niikleotid polimorfizmi
(SNP) belirlenmistir. Bunlardan 3 adeti 5. eksonda
ve 5 adeti ise 3’ucu kodlama yapmayan boélgede
yer almaktadir. 5. eksonda yer alan 3 SNP
siraslyla, A702G, T762C ve C878T'dir (Tanuguchi
ve ark., 2004). C878T (pozisyon 10329) da yer alan
SNP Alanin (293Ala) ve Valin varyanti (293 Val)
olmak Uzere iki adet protein varyantinin
olusmasina neden olur. Bu aminoasit degisimi
(Ala293Val) enzimin katalitik aktivitesini de
degistirmektedir (Tanuguchi ve ark., 2004).

Kanada Jersey irki sigirlarda Alanin varyanti
doymus C10, C12, C14’Gn doymamis C10:1, C12:1
ve C14:1’e dontsimi olumlu yonde etkilemesine
ragmen C16:1, C18:1, tekli doymamis yag asitleri,
KLA ve c¢oklu doymamis vyag asitleri Uzerine
etkisinin olmadigini ifade etmislerdir (Kgwatalala
ve ark., 2009). Bunun sonucunda arastirmacilar
SCD genini her ne kadar total doymamishk
indeksine etkisi olmasa da tek yag asidi indeksine
etkisinden dolayi insanlar icin saglikli Grinleri elde
edilmesi ve st vyag asidi kompozisyonunun
gelistirilmesinde c¢ok o6nemli bir etkiye sahip
oldugunu belirtmislerdir (Kgwatalala ve ark.,
2009). Ayni calismada A alleli ile sit proteini
miktari ve st verimi arasinda olumlu bir iligkinin
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oldugunu belirtmislerdir. Digertaraftan, Macciota
ve ark. (2008)'da italya Holstein sigir irkinda
yaptiklari  calismada AA genotipine sahip
hayvanlarin VV genotipli hayvanlardan daha
dislk st protein miktarina ve sit verimine sahip
olduklarini ileri siirmuslerdir. Bu g¢alismalar SCD
geninin sut Ozelliklerine etki ettigi, ama SCD geni
allellerinin etkilerinin nasil oldugu tartismali bir
duruma getirmistir. SCD geni A263V
polimorfizminin protein igerigi ve hem siit hem de
karkas yag asidi Uzerine ¢ok Onemli derecede
etkilerinin bulundugunu bu sebepledir ki et yag ve
sit asidi kompozisyonunu farklilastirarak insanlar
icin daha saghkli Urlnlerin elde edilmesinde
potansiyeli oldugu ileri strilmektedir (Tanuguchi
ve ark., 2004; Macciota ve ark., 2008; Matsuhashi
ve ark., 2011). SCD geni, sigirlarda et ve st
Ozelliklerinin molekiler islahi agisindan genetik
ilerlemenin daha hizli olmasi yaninda, marker
destekli seleksiyon (MAS = Marker Asisted
Selection) icin potansiyel olusturacagi
vurgulanmistir (Elmas ve ark., 2015).

Sonug¢

Sonug olarak, Hereford sigir irkinda SCD geni
ekson 5 bolgesi gen dizi bilgilerine gére A702G,
T762C ve C878T tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP) tespit edilmistir. SCD geni sigirlarda et ve
sut ozelliklerini etkileyen aday bir gen olarak
secilebilir. SCD geni lizerinde bircok tek niikleotid
polimorfizm  (SNP) tanimlanmistir.  Bununla
beraber, SCD genindeki SNP’ler ile et ve siit
Ozellikleri arasinda baglantinin  bulunabilme
potansiyeli  ylksektir. Bu  durum islah
programlarinda hayvansal Urinlerin daha verimli
ve ekonomik olarak elde edilmesine olanak
saglayacaktir.
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