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Turkiye’ de Yetistirilen Holstayn ve Bazi Yerli Sigir Irklarinda
Citrullinemia Allelinin Belirlenmesi
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Ozet: Bu calismanin amaci Tirkiye'de yetistirilen Holstaynlarda ve Tirkiye yerli sigir irklarinda citrullinemia allelinin
bulunup bulunmadiginin arastiriimasidir. Galismanin materyalini, 176 bas Holstayn sigiri ile 10 bas Yerli Kara, 10 bas
Boz Irk, 10 bas Giiney Anadolu Kirmizisi ve 10 bas Dodu Anadolu Kirmizisi sidir olusturmustur. Hedef bélge PCR ile
cogaltilmis ve pozitif drnekler Avall restriksiyon enzimiyle sindirime tabi tutulmustur. Avall polimorfizminin varligr %
3'lik NuSieve agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. incelenen Holstaynlarda ve yerli sigirlarda citrullinemia tasi-
yicisina rastlaniimamistir.
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The Detection of Citrullinemia Allele in Holstein and Some Native Turkish Cattle Breeds

Summary: The aim of this study was to investigate whether the citrullinemia allele exists in Holsteins and in Turkish
native cattle breeds in Turkey. The material of the study consisted of 176 Holstein cattle and 10 Native Black, 10 Gray
Steppe, 10 South Anatolian Red and 10 East Anatolian Red breeds of cattle. The target site was amplified by PCR and
positive samples were digested by Avall restriction endonuclease enzyme. Avall polymorphisms were controlled in 3%
NuSieve agarose gel electrophoresis. There were no positive results indicating the presence of citrullinemia allele in
Holsteins and Turkish native cattle breeds.

Key Words: Cattle, citrullinemia, hereditary disease, RFLP

Girig

Sigir citrullinemia hastaligi Holstayn irki buzagilar-
da, Ure dongusiinde bozulmaya neden olan
otozomal gekinik kalitsal bir hastaliktir (11). Hasta-
lik, Gre ddngUstnde sitrulinin arginosuccinat’a gev-
riimesinin  saglayan argininosuksinat senteaz
(ASS) enzim yetmezligi sonucu ortaya ¢ikar (11).
Bu enzimim yoklugu amonyagin Ureye gevrilmesi
asamasinda vlcutta amonyaktan daha toksik bir
ardin olan sitrullinin birikmesine neden olur (4, 11).
Hasta buzagilarin kanlarinda, serebrospinal sivila-
rinda, géz sivilarinda ve beyin dokularinda sitrulin
konsantrasyonu yUksektir (9). Devamli kétllesen
ndérolojik bulgular gérilur ve hasta buzagilar dogu-
mu takiben bir hafta icinde o6lirler (3, 11). Bu kalit-
sal bozukluktan etkilenmis buzagilar normal géri-
nisll olarak dogarlar. Dogumdan sonraki ikinci
ginde buzag@ilarda depresyon, dil ¢ikarma ve az
beslenme gibi belirtiler gérindr. Uglinct giinde, bu
buzagilarin amacsiz hareket ile dnlerindeki her-
hangi bir engele veya duvara baslarini dayayarak
durduklari gérulir. Etkilenmis buzagilarda bulgular
3-5 gln arasinda hizla kétilesir ve buzagilarda
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korlik gelisir, hasta buzagilar kollapsa girerek 12
saat icinde o6llrler. Dennis ve arkadaslar (8) tara-
findan ASS enzimini kodlayan genin 5. ekzonunda
g6zlenen C86T transisyon mutasyonunun sigirlar-
da citrullinemiaya neden oldugu belirlenmistir (3, 9,
11). Hastalik, Avustralya’ya yiksek sUt yagi orani-
na sahip oldugu igin bu tlkede yaygin olarak kulla-
nilmis olan ABD kdkenli Linmack Kriss King isimli
bogaya ait spermalar ile bulasmistir. Avustralya’da
1980’li yilarda tim kullanilan suni tohumlama bo-
galarinin %75’inin bu bogda ile akrabasi olduklar
ve bu bogalarin %13’Uninse citrullinemia tasiyicisi
olduklari bildirilmistir (5). Daha sonra bu kahtsal
hastaligin ABD, Kanada, ingiltere, Almanya, Hin-
distan ve  Yeni Zelanda'da  yetistirilen
Holstaynlarda géruldigu bildirilmistir (9, 11).

Kalitsal hastaliklar tim evcil hayvanlarda, hayva-
nin sagligini ve verimini olumsuz etkiler ya da
embriyonik ve fétal 6lime sebep olarak fertiliteyi
dusUrebilirler (3, 6). Bu nedenle kahtsal hastaliklar
belirlenerek populasyondan eradike edilmesi ve
populasyonun genetik saghginin korunmasi gerek-
lidir. Genetik temeli bilinen bir kaltsal bozukluk
yénlnden tasiyicilar damizlik olarak se¢im agsama-
sinda, dogumdan hemen sonra ya da embriyolar-
da bile yiksek bir dogrulukta belirlenebilir (3). Bu
sayede 6zellikle Holstayn sigir irkinda gekinik kali-
tim sekli gésteren bir ¢ok kalitsal hastalik belirlen-
migtir (10).
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Sit sigiri yetistiriciliginde suni tohumlama yéntemi
¢ok yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu y6ntem, en
iyi verim 6zelliklerine sahip olduklari belirlenmis az
sayida boganin damizhk olarak kullaniimasina
olanak vermektedir. Fakat bu ydéntem irk igince
genetik havuzun daralmasina neden olmaktadir.
Bunun sonucunda da damizlik olarak en yaygin
kullanilan hayvanlar arasinda ki akrabalik derecesi
artarak, Uretimi olumsuz ydnde etkileyen sigir 16-
kosit baglanma yetmezlIigi (BLAD), Gridin monofos-
fat senteaz yetmezligi (DUMPS), citrullinemia ve
kongenital vertabral malformasyon (CVM) gibi ka-
litsal hastaliklar tim dlinyaya yayilmistir (1, 2, 5).

Yetistirme programlarinda kalitsal ¢ekinik kusurla-
rin kontrol edilmesi ve popllasyondan eradike
edilmesi igin fenotipik olarak normal gérinen tasi-
yici bireylerin belirlenerek sirliden uzaklastiriimasi
¢ok dnemlidir. Bu durum &zellikle suni tohumlama
ve embriyo nakli gibi Ustiin verimli bir veya birkac
damizhigin yogun olarak kullanildigi entansif yetis-
tiricilikte cok daha dnemlidir. Holstayn yetistiricili-
ginde dnemli verim kayiplarina neden olan BLAD,
DUMPS ve CVM gibi kalitsal bozukluklar tim diin-
yada kizlarinin Ustiin verimlerinden dolayi suni
tohumlamada en yaygin kullanilan bir bogadan
yayllmistir. Bu nedenle ekonomik verimlilik agisin-
dan 6ncelikle Tirkiye’de yetistirilen kultdr irki sigir-
larin verimi olumsuz etkileyen kalitsal kusurlar
yonunden genetik yapilarinin belirlenmesi gerek-
mektedir. Daha sonra Tulrkiye'de yetistirilen ve
Ulkenin genetik zenginligini olusturan yerli sigir
irklarinin da bu kahtsal kusurlar yéninden genetik
yapilarinin belirlenmesinin faydali olacagi dusdnul-
mektedir. CUku irka 6zgl oldugu disindlen bir gok
kalitsal bozukluk igin yerli gen kaynaklari incelen-
memistir.

Daha dnce yine Tirkiye'de yetistirilen Holstanlar-
da, bu irk icin énemli verim kayiplarina neden olan
kaltsal hastaliklardan BLAD ve DUMPS aranmisg
ve bu hastaliklardan sadece BLAD’a neden olan
mutant allelin varligi tespit edilmistir (2, 7). Ancak
Tarkiye’'de yetigtirilen Holstayn’larda citrullinemia
hakkinda bir arastirma yoktur. Bu calisma ile Tar-
kiye’de yetistirilen Holstayn irki sigirlar ve Turkiye
yerli sigir irklarinda kalitsal citrullinemia hastaligi-
na neden olan mutant allelin varligi arastinimistir.

Gerec ve Yontem

Calismanin materyalini, Damizlik Sigir Yetistiriciler
Merkez Birliginden ve Kayseri ve y6resinden temin
edilen 176 bas Holstayn irki sigir, 10 bas Yerli
Kara (YK), 10 bas Glney Anadolu Kirmizisi
(GAK), 10 bas Dogu Anadolu Kirmizisi (DAK) ve
10 bas Boz Irk (Bl), kontrol grubu olarak da daha
6nce citrullinemia hastaliginin kalitsal varliginin
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saptanmadigi (6), Damizlik Sigir Yetistiriciler Mer-
kez Birliginden temin edilen Simmental irki sigirlar-
dan 20 bas olmak (zere toplam 236 bas hayvan
olusturmustur. Calismada kullanilan Holstayn ve
Simmental irki hayvanlardan DNA izole etmek igin
EDTA’l tiplerle Vena jugularisten alinan kan kul-
laniimigtir. Yerli irklarda ise daha énce yapilan bir
calismadan kalan DNA o&rnekleri kullaniimistir.
Calismada DNA izolasyonu igin fenol-kloroform
ekstraksiyon yéntemi kullanilmigtir. Citrullinemiaya
neden olan sigir karyotipinin 11. kromozomunda
bulunan ASS geninin besinci eksonundaki mutant
alleli belirlemek icin yapilacak polimeraz zincir
reaksiyonunda (PCR) primer olarak forward: 5
GGC CAG GGA CCG TGT TCA TTG AGG ACA
TC 3’; reverse: 5 TTC CTG GGA CCC CGT GAG
ACA CAT ACT TG 3’ kullanilmistir. PCR karisimi,
her primerden 0,4 pM, 1 X PCR tampon sollsyo-
nu, 25 pM MgCl,, 200 uM dNTP ve 1 U Tag DNA
polimeraz konularak hazirlanan karisim siteril
ddH.0 ile 25 pl'ye tamamlanmis ve karisim (zeri-
ne 100 ng genomik DNA'dan 1 pl ilave edilerek
toplam hacim 28 pul olacak sekilde hazirlanmistir.
PCR reaksiyonu, hazirlanan karisim 1s1 diizenleme
aletinde 94 °C’de 3 dk tutulduktan sonra bir déngu-
st 94 °C’de 30 sn, 55 °C’de 30 sn, 72 °C’de 30 sn
olacak sekilde 40 dbéngl, son donglyl takiben
thpler 72 °C’de 10 dk tutularak yapilimigtir. Elde
edilen Urtnler 45 dk. 80 volt elektrik gerilimi uygu-
lanarak % 2 lik agaroz jel, elektroforezi ile ayrilimig-
tir. Elektroforezde 185 baz cifti (bp) uzunlugunda
bantlarin  géraldigdt. PCR  d{rdnleri, Avall
restriksiyon enzimi (Fermentas®) ile kesilerek
restriksiyon pargacik uzunluk polimorfizmi (RFLP)
icin kullaniimistir. Bu islem, her bir érnek igin top-
lam hacmi 25 pl olarak (Avall 1 ul, 1 X Bufer R 3
pl, ddH,O 16 pl, 5 pyl PCR 0riind) hazirlanan kari-
sim 1si diizenleme aletinde 37 °C de 2 saat tutul-
mustur. Avall restriksiyon enzimini inaktive etmek
icin karisim 65 OC de 20 dk tutulmustur. islemin
sonunda RFLP drinlerini belirlemek igin % 3’lik
NuSieve agaroz jelde elektroforez iglemi yapilimis-
tir. Elektroforez sonunda homozigot normal birey-
lerde 103 bp ve 82 bp’lik iki bant, homozigot hasta
bireylerde 185 bp’lik tek bant, heterozigot tasiyici-
larda ise 185 bp, 103 bp ve 82 bp olmak Uzere g
bandin gérilmesi beklenmistir.

Bulgular

Kullanilan primerlerle yapilan PCR sonunda ince-
lenen tim o&rneklerden ve kontrol igin kullanilan
Orneklere ait DNA’lardan citrullinemia tanisi igin
elde edilmesi beklenen 185 bp’lik bantlar gézlen-
mistir. PCR sonunda elde edilen Grlinlerin belirlen-
digi % 2’lik agaroz jel elektroforezi Sekil 1 de g6-
riimektedir.
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PCR sonunda yapilan enzim kesimi sonunda tim
Orneklerde 103 ve 82 bp’lik iki bant elde edilmigtir.
incelenen 176 Holstayn sigir ve 10 bas YK, 10
bas GAK, 10 bas DAK ve 10 bas BI’ ait 6rnekler-
den hi¢ birisinin citrullinemia tasiticisi olmadigi
goralmastar. PCR Grdnlerinin Avall restriksiyon
enzim kesimi sonunda yapilan % 3'lik NuSieve
agaroz jel elektroforezi ile Sekil 2'deki gérintu elde
edilmigtir.

Tartisma ve Sonug

Holstaynlarda citrullinemia tanisi igin PCR'yi taki-
ben yapilan-RFLP testinin tarama amagch olarak
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kullanilmaya baslanmasindan sonra, Avustralya’da
dogan her 250 Holstayn buzagidan birinin
cirtullinemia hastasi oldugu ve yine bu uUlkedeki
citrullinemia tasiyicilarinin oraninin da %10’dan
fazla olduklari bildirilmigtir (11). Ancak ABD, ingil-
tere ve Almanya’da tasiyicilarin oraninin Avustral-
ya’daki orandan ¢ok disik oldugu bildirilmistir (9,
11). Hindistan’da ise sadece bir tasiyici boga belir-
lenmis ve bu boganinda Avustralya’dan ithal edildi-
gi belirlenmistir (9). Diger Avrupa Ulkelerinden Cek
Cumbhuriyetinde yetistirilen Holstayn’larda bu has-
talik yénlinden tasiyici bireylere rastlaniimadigi
bildirilmistir (3). Bu ¢alismada, Turkiye'de yetistiri-

Sekil 2. Avall Endonikleaz enzimi ile kesilen PCR Grlinlerinin % 3 NuSieve agaroz jel elektroforezi sonucu
citrullinemia agisindan genetik yapilarinin belirlenmesi. Kuyu 1: 100 bp plus DNA markér (Fermentas),
Kuyu 2: DAK, Kuyu 3: Bl, Kuyu 4: GAK, Kuyu 5: YK, Kuyu 6: Simmental, Kuyu 7: Holstayn 19, Kuyu 8:
Holstayn 23, Kuyu 9: Holstayn 32. 10: Holstayn 443.
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len Holstayn’larda citrullinemia tasiyicisi bireylere
rastlaniimamistir. Bu durum bir kahtsal bozukluk
olan citrullinemianin yine Holstayn’larda gérllen ve
sut sigircihiginda énemli ekonomik kayiplara neden
olan BLAD, CVM gibi kalitsal hastaliklar kadar
yaygin olmadiginin bir géstergesi olarak kabul
edilebilir. Galisma sonunda elde edilen bulgunun
olumlu sonuglanmasinin bir diger yorumu da disa-
ridan ithalat yoluyla gelen ve Turkiye'de kullanilan
materyaller ile (sperm ve canli sidir) bu hastaligin
tasinmadigidir. Ancak bu c¢alisma ile Turkiye'de
yetistirilen Holstayn’larda citrullinemia alleline rast-
laniimamis olmasi bu kalitsal hastaligin Turkiye'de
yetistirilen Holstaynlara bulasamayacagi anlamina
gelmez.

Sonug olarak Turkiye de yetistirilen Holstayn
populasyonunda citrullinemia alleli bulunamamis-
tir. Ancak bu durum bu kahtsal hastaligin Turkiye’-
de yetistirilen Holstaynlara hi¢ bulasmayacagi an-
lamina gelmez. GUnku Turkiye'de yetistirilen evcil
hayvanlarda, gelismis Ulkelerin daha énce kontrol
altina aldigi bir gok kalitsal hastalik hakkinda ye-
terli bilgi yoktur. Tarkiye’'de yetistirilen ve suni to-
humlamada kullanilmasi disinulen damizlik aday-
larinda ve annelerinde yoklugunun belgelenmesi
zorunlu IBR, BVD, sidir I16kozu ve sigir tlberkilozu
gibi enfeksiy6z hastaliklar yaninda citrullinemia,
DUMPS, BLAD, CVM gibi Uretimde problem yara-
tacak kalitsal hastaliklar yéninden de tasiyici olup
olmadiklarinin belirlenmesi gerektigini ileri strebili-
riz.
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