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Bu ¢alismada kalitsal bir hastalik olan kompleks vertebral malformasyonun (CVM) Antalya
ilinde yetistiriciligi yapilan Siyah Alaca sigirlarinda varhg: allele 6zgii polimeraz zincir
reaksiyonu (AS-PCR) kullanilarak aragtirlmistir. Antalya Damuzlik Sigir Yetistiricileri
Birligine iiye isletmelerden ve aymi birlige iiye olan Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi siit
sigirciligl isletmesine ait toplam 200 bireyde CVM kalitsal hastaliginin varligi aragtirilmstir.
Holstein sigirlarindan elde edilen kan 6rneklerinden total genomik DNA izole edilmistir. Sigir
genomunun 3. kromozomu iizerinde bulunan SLC35A3 geninin 395 b¢ uzunlugundaki
bolgesinde normal ve mutant allellerin belirlenmesinde farkli primerler kullanilmistir. AS-
PCR isleminden sonra uygulanan agaroz jel elektroforezi sonuglarma gore bireyler
genotiplendirilmistir. Bu ¢aligmada; incelenen 200 bireyden 7 tanesinin CVM tastyicist oldugu
belirlenmistir.
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This study aimed to analyze complex vertebral malformation (CVM) genetic defect in Holstein
raised in Antalya province using allele specific PCR (AS-PCR). The presence of CVM mutant
allele was investigated in 200 Holstein cows raised by member breeders of Antalya Cattle
Breeders Association and raised in Akdeniz University, Faculty of Agriculture. Total genomic
DNA was extracted from blood samples obtained from Holstein cows. In the 395 bp length of
SLC35A3 gene region of bovine chromosome 3, different primers were used to identify the
normal and mutant allele. By using agarose gel electrophoresis, individuals were genotyped
after AS-PCR. In this study, 7 of 200 individuals were found as CVM carriers.

1. Giris

2019 y1l1 itibariyle 7.5 milyar olan diinya niifusunun gelecek

yapilabilmesi;  basta  saglikli  damizlik  hayvanlarin

yillarda artacagi tahmin edilmektedir (UNITED NATIONS
2019). Niifus artiginin, dogrudan tarimsal iirlinlere olan talebin
de artmasina neden olacagi bir gercektir. Talebi karsilamak i¢in
tarimsal drilinlerde 1slah c¢alismalari hiz kazanmustir. Islah
caligmalart sayesinde birim hayvandan daha fazla verim
saglanmigtir. Tarimsal iirlinler igerisinde hayvansal iiriinlerin
6nemi biiyiik olup; sigirlardan elde edilen siit ve et, toplumun
beslenmesi i¢in gereklidir. Sigirlar, insanlar tarafindan dogrudan
yenilmeyen kaba yemleri degerlendirip hayvansal proteine
donistiirebilirler. Birim alanda sigirlardan elde edilen siit ve et
miktar1 diger ¢iftlik hayvanlarindan daha yiiksektir. Sigir
yetistiriciliginde amag karlt bir iiretim yapmaktir. Karli iiretimin

kullanilmasina baghdir. Hastaliklarin bulundugu isletmelerde
tretim sekteye ugramakta ve yapilan TUretim karliligim
kaybetmektedir. Sigirlarda gorillen BLAD (Bovine leukocyte
adhesion deficiency; Sigir lokosit baglanma yetmezligi),
DUMPS (Deficiency of uridine monophoshate synthase; Uridin
monofosfat sentetaz eksikligi), FXID (Factor XI deficiency;
Faktor XI eksikligi) ve CVM gibi hastaliklar dogrudan genetik
yapiyla iliskilidir (Kociba ve ark. 1969; Robinson ve ark. 1984;
Shuster ve ark. 1992; Agerholm ve ark. 2001). Kalitsal
hastaliklar sigirlarda fiziksel veya fonksiyonel bozukluklara
neden olmakta ve verim Ozelliklerini olumsuz yo6nde
etkilemektedir.
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CVM; Siyah Alaca sigirlarinda goriilen otozomal resesif
olan kalitsal bir hastaliktir. SLC35A3 geninin 559. niikleotitinde
guaninin timine doniismesine neden olan nokta mutasyonu
sonucunda hastalik goriilmektedir (Gabor ve ark. 2012;
Thomsen ve ark. 2006). Ik kez Danimarka’da varhig1 bildirilen
(Agerholm ve ark. 2001) CVM 6lii dogumlara ve yavru atimina
neden olmaktadir. Erken dogan buzagilarda; gelismemis
bacaklar, kaburga sayisinin eksikligi, boyun kisaligi, diisiik
vicut agirhigt ve omurlarda yapigma gibi anomalilerin
goriildigi bildirilmigtir (Duncan ve ark. 2001; Agerholm ve
ark. 2004; Thomsen ve ark. 2006). CVM Kkalitsal hastaligi
resesif etkiye sahip oldugundan hasta bireyler rahatlikla
fenotipinden taninip siiriiden ¢ikarilabilmektedir. Ancak tasiyici
bireyler herhangi bir hastalik belirtisi gostermemektedir.
Dolayisiyla hastaliga neden olan mutant allel, heterozigot
bireylerin varlig1 nedeniyle siiriide varligini koruyabilmektedir.
Tastyict bireylerin belirlenip siiriiden ¢ikarilmasiyla ekonomik
kayiplarin Oniine gegilebilmektedir.

Geligen molekiiler teknikler sayesinde CVM tastyicist olan
bireyler dogumdan Once veya sonra belirlenebilmektedir
(Agerholm ve ark. 2004). Tek niikleotit degisiminden
kaynaklanan mutasyonlarin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan
yontem PCR-RFLP teknigidir. Mutasyon bdlgesini taniyan
restriksiyon enzimlerinin varliginda mutant ve normal bireyler
bu yontemle birbirinden ayirt edilebilmektedir.

CVM kalitsal hastaliginin belirlenmesinde giiniimiize kadar
PCR-RFLP (Adamov ve ark. 2014; Citek ve ark. 2006), PCR-
SSCP (Chu ve ark. 2008; Rusc ve ark. 2013), CRS-PCR, PCR-
PIRA (Avanus ve Altinel 2017a), AS-PCR (Kanae ve ark.
2005), real-time PCR (Zhang ve ark. 2012), sekans analizi
(Meydan ve ark. 2010), yiiksek ¢oziintrlikli erime analizi
(Gabor ve ark. 2012) yontemi kullanilmasina ragmen en hizli
yontemin AS-PCR oldugu bildirilmistir (Avanus ve Altinel
2017a).

Bu c¢alismada; AS-PCR yontemiyle Antalya ilinde
yetistirilen Siyah Alaca sigirlarinda CVM kalitsal hastaliginin
varligi aragtirilmigtir. Hastaligin varliginin - belirlenmesinin
gerekli 6nlemlerin alinmasina yardimci olacagt
diistiniilmektedir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Hayvan materyali

Bu ¢aligmanin hayvan materyalini Antalya Damizlik Sigir
Yetistiricileri Birligine 1iiye olan yetistiriciler tarafindan
yetistirilen ve ayn1 birlige {iye olan Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Siit Sigircilign Isletmesinde yetistirilen 200 adet sigir
olusturmaktadir.

2.2. Kan érneklerinin alinmasi

Kan ornekleri hayvanlarin boyun toplardamarindan (Vena
jugularis) alinmis ve EDTA igeren tiiplere aktarilmistir. Kan
drnekleri soguk zincir altinda Akdeniz Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Zootekni Boliimili Genetik laboratuvarma ulastirilmig
ve DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza
edilmistir.

2.3. DNA izolasyonu ve miktarinin hesaplanmasi

Miller ve ark. (1988) tarafindan bildirilen DNA izolasyon
protokolii uygulanarak kan 6rneklerinden toplam genomik DNA
izole edilmistir. DNA Orneklerinin basarili bir sekilde izole

edildigini belirlemek icin agaroz jel elektroforezi kullanilmustir.
izole edilen DNA 6rneklerinin miktarmin  belirlenmesinde
spektrofotometre kullanilmigtir. Elde edilen DNA miktarlar
PCR agamasindan nce 50 ng ul? olacak sekilde ayarlanmustir.

2.4. PCR asamasi

CVM Kkalitsal hastalifi icin normal ve tastyict bireylerin
belirlenmesinde Ghanem ve ark. (2008) tarafindan bildirilen
primerler kullanilmigtir (Cizelge 1). SLC35A3 geninin 395 bg
uzunlugundaki bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan PCR
reaksiyonu ve kosullar1 Cizelge 2-3’te gosterilmistir.

Cizelge 1. Normal ve CVM allellerin belirlenmesinde kullanilan
primerler.

Table 1. Used primers to detection of normal and CVM alleles.

Primer Primer Sekansi
Normal allel 5’- CACAATTTGTAGGTCTCATGGCAG -3
primeri
CVM alleli 5’- CACAATTTGTAGGTCTCATGGCAT-3
primeri
Ortak reverse 5" GTTATACTACAGGAGTCACCTCT-3
primer

Cizelge 2. PCR reaksiyonu.
Table 2. PCR reaction.

PCR Bilesenleri Miktar
H20 29.45 ul
MgCl, 4l
10X Buffer 4 ul
dNTPS 2mM
Forward Primer 20 pmol pl?
Reverse Primer 20 pmol pl?
Taq DNA Polimeraz 5Uplt
Total DNA 50 ng ult

Cizelge 3. PCR kosullari.
Table 3. PCR conditions.

Asama Siire Sicakhk Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 2dk 95°C 1
Denatiirasyon 30sn 95 °C
Baglanma 30sn 62 °C 30
Uzama 30sn 72°C
Son Uzama 10 dk 72°C 1

3. Bulgular ve Tartisma

Bu ¢alismada DNA izolasyonu ve PCR asamasi basarili bir
sekilde gerceklestirilmistir. PCR iirlinlerinin goriintiilenmesinde
hem normal hem de mutant alleli ¢ogaltan primerler kullanilnus
ve ayni bireye ait her iki allelin varligi veya yoklugu ayni
agaroz jel tzerinde gosterilmistir. Normal allelleri tasiyan
bireylerde 395 baz ¢ifti uzunlugunda tek bant goriiliirken
tastyict bireylerde ayn1 uzunlukta iki bant (normal ve mutant)
goriilmiistiir. Tasiyict olan bir bireye ait ornek Sekil 1’de
yuvarlak i¢ine alinmugtir.

Antalya ilinde yetistirilen Siyah Alaca sigir rkina ait 200
bireyde CVM kalitsal hastaliginin arastirildig: calismada 7 adet
CVM tastyicisinin varlifi saptanmistir. Tastyict hayvanlarin
orani %3.5 olarak belirlenmistir.

Mevcut caligmadan elde edilen sonuglar Tiirkiye’de
yetistiriciligi yapilan Siyah Alacalarda yapilan ¢alismalarin
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Sekil 1. 395 bg uzunlugundaki CVM genotiplerinin agaroz jeldeki goriintiisii (M: 100 bg marker, N: Negatif kontrol, 1-18: AS-PCR iiriinleri; 13. Sira:

CVM tastyicist birey).

Figure 1. Image of 395 bp length CVM genotypes on agarose gel (M: 100 bp DNA ladder, N: Negative control, 1-18: AS-PCR products, Lane 13: CVM

carrier.

sonuglari ile benzer bulunmugtur. Meydan ve ark. (2010) 350
Siyah Alaca ornegi ile yaptig1 calismada tasiyici bireylerin
oraninin  %3.4, Avanus ve Altmel (2017b) ise Trakya’da
yetigtirilen 90 Siyah Alaca orneklerinde tasiyici bireylerin
oranmnin  %3.2 oldugunu Dbildirmistir. Diger ilkeler ile
kiyaslandiginda Tiirkiye’de yetistirilen Siyah Alaca sigir
popiilasyonunda CVM  hastaliginin  varligt daha disiik
bulunmustur. CVM hastaliginin Danimarka’da %31 (Agerholm
ve ark. 2004), Polonya’da %24.8 (Rusc ve Kaminski 2007),
Japonya’da %32.5 (Nagahata ve ark. 2002), Cek
Cumhuriyeti’nde %18.9 (Citek ve ark. 2006), Isveg’te ise %23
(Berglund ve ark. 2004) oraninda goriildagii bildirilmistir.

S6z konusu iilkelerde CVM hastaliginin sik goriilmesinin
nedeni yapay tohumlamada kullanilan spermalarm CVM
tastyicisi oldugu bilinen Carlin-M Ivanhoe isimli boga ile
akraba olan bogalara ait olmasindan kaynaklandig: bildirilmistir
(Agerholm ve ark. 2004).

Mevcut galigmada tespit edilen CVM tasiyict bireylerin
oran1 Makedonya’da %1.1 (Adamov ve ark. 2014), Almanya’da
%2.3 (Schiitz ve ark. 2008), Cin’de %2.9 (Wang ve ark. 2011)
yapilan ¢aligmalarda bildirilen degerlerden yiiksek bulunmustur.
Iran’da yetistirilen Siyah Alaca sigirlarinda ise CVM tastyicisi
bireylere rastlanmamustir (Rezaee ve ark. 2008; Hemati ve ark.
2015).

Bu calismada; Siyah Alaca sigirlarinda CVM hastaliginin
belirlenmesinde AS-PCR yontemi kullanilmistir. Tek PCR ve
elektroforez asamasmi igeren AS-PCR zamandan kazang
sagladigindan birim zamanda daha fazla 6rnekle ¢alisilmasina
olanak tanimaktadir.

4. Sonug

Islah c¢aligmalari sayesinde istenen oOzellikler yavrulara
aktarildigi  gibi fenotipik olarak saptanamayan kalitsal
hastaliklara neden olan mutant alleller de yavrulara
aktarilabilmektedir. Islah ¢aligmalarini hizlandirdig1 igin yapay
tohumlama siklikla kullanilan bir yontemdir. Bu yoOntem

sayesinde bir bogadan birden fazla yetistirici
yararlanabilmektedir. Yapay tohumlamada kullanilan bogalarin
CVM gibi kalitsal hastaliklarin tasiyicist olmasit durumunda
hastaligin ~ bulunmadigi  siiriilerde  bile hastalik  ortaya
¢ikabilmektedir. Kalitsal hastaliklarin Oniine gegmek ve
isletmelerde ekonomik verim seviyesini korumak i¢in aday
bogalarin bilinen biitlin kalitsal hastaliklar bakimindan test
edilmesi gereklidir. Isletmeye almacak damizhik bireylerin veya
yapay tohumlamada kullanilan spermalarin ait oldugu bireylerin
kalitsal hastaliklar1 tasiyip tasimadigimin belirlenmesi dnem arz
etmektedir.
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