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Özet: Bu çalışmanın amacı Türkiye’de yetiştirilen Holştaynlarda ve Türkiye yerli sığır ırklarında citrullinemia allelinin 
bulunup bulunmadığının araştırılmasıdır. Çalışmanın materyalini, 176 baş Holştayn sığırı ile 10 baş Yerli Kara, 10 baş 
Boz Irk, 10 baş Güney Anadolu Kırmızısı ve 10 baş Doğu Anadolu Kırmızısı sığırı oluşturmuştur. Hedef bölge PCR ile 
çoğaltılmış ve pozitif örnekler AvaII restriksiyon enzimiyle sindirime tabi tutulmuştur. AvaII polimorfizminin varlığı % 
3’lük NuSieve agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmiştir. İncelenen Holştaynlarda ve yerli sığırlarda citrullinemia taşı-
yıcısına rastlanılmamıştır.  

Anahtar Kelimeler: Citrullinemia, kalıtsal hastalık, RFLP, sığır 
 

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 AvaII restriction endonuclease enzyme. AvaII 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. 
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Giriş 

Sığır citrullinemia hastalığı Holştayn ırkı buzağılar-
da, üre döngüsünde bozulmaya neden olan 
otozomal çekinik kalıtsal bir hastalıktır (11). Hasta-
lık, üre döngüsünde sitrulinin arginosuccinat’a çev-
rilmesinin sağlayan argininosuksinat senteaz 
(ASS) enzim yetmezliği sonucu ortaya çıkar (11). 
Bu enzimim yokluğu amonyağın üreye çevrilmesi 
aşamasında vücutta amonyaktan daha toksik bir 
ürün olan sitrullinin birikmesine neden olur (4, 11). 
Hasta buzağıların kanlarında, serebrospinal sıvıla-
rında, göz sıvılarında ve beyin dokularında sitrulin 
konsantrasyonu yüksektir (9). Devamlı kötüleşen 
nörolojik bulgular görülür ve hasta buzağılar doğu-
mu takiben bir hafta içinde ölürler (3, 11). Bu kalıt-
sal bozukluktan etkilenmiş buzağılar normal görü-
nüşlü olarak doğarlar. Doğumdan sonraki ikinci 
günde buzağılarda depresyon, dil çıkarma ve az 
beslenme gibi belirtiler görünür. Üçüncü günde, bu 
buzağıların amaçsız hareket ile önlerindeki her-
hangi bir engele veya duvara başlarını dayayarak 
durdukları görülür. Etkilenmiş buzağılarda bulgular 
3-5 gün arasında hızla kötüleşir ve buzağılarda 

körlük gelişir, hasta buzağılar kollapsa girerek 12 
saat içinde ölürler. Dennis ve arkadaşları (8) tara-
fından ASS enzimini kodlayan genin 5. ekzonunda 
gözlenen C86T transisyon mutasyonunun sığırlar-
da citrullinemiaya neden olduğu belirlenmiştir (3, 9, 
11). Hastalık, Avustralya’ya yüksek süt yağı oranı-
na sahip olduğu için bu ülkede yaygın olarak kulla-
nılmış olan ABD kökenli Linmack Kriss King isimli 
boğaya ait spermalar ile bulaşmıştır. Avustralya’da 
1980’li yılarda tüm kullanılan suni tohumlama bo-
ğalarının %75’inin bu boğa ile akrabası oldukları 
ve bu boğaların %13’ününse citrullinemia taşıyıcısı 
oldukları bildirilmiştir (5). Daha sonra bu kalıtsal 
hastalığın ABD, Kanada, İngiltere, Almanya, Hin-
distan ve Yeni Zelanda’da yetiştirilen 
Holştaynlarda görüldüğü bildirilmiştir (9, 11). 

Kalıtsal hastalıklar tüm evcil hayvanlarda, hayva-
nın sağlığını ve verimini olumsuz etkiler ya da 
embriyonik ve fötal ölüme sebep olarak fertiliteyi 
düşürebilirler (3, 6). Bu nedenle kalıtsal hastalıklar 
belirlenerek populasyondan eradike edilmesi ve 
populasyonun genetik sağlığının korunması gerek-
lidir. Genetik temeli bilinen bir kalıtsal bozukluk 
yönünden taşıyıcılar damızlık olarak seçim aşama-
sında, doğumdan hemen sonra ya da embriyolar-
da bile yüksek bir doğrulukta belirlenebilir (3). Bu 
sayede özellikle Holştayn sığır ırkında çekinik kalı-
tım şekli gösteren bir çok kalıtsal hastalık belirlen-
miştir (10).  
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Süt sığırı yetiştiriciliğinde suni tohumlama yöntemi 
çok yaygın olarak kullanılmaktadır. Bu yöntem, en 
iyi verim özelliklerine sahip oldukları belirlenmiş az 
sayıda boğanın damızlık olarak kullanılmasına 
olanak vermektedir. Fakat bu yöntem ırk içince 
genetik havuzun daralmasına neden olmaktadır. 
Bunun sonucunda da damızlık olarak en yaygın 
kullanılan hayvanlar arasında ki akrabalık derecesi 
artarak, üretimi olumsuz yönde etkileyen sığır lö-
kosit bağlanma yetmezliği (BLAD), üridin monofos- 
fat senteaz yetmezliği (DUMPS), citrullinemia ve 
kongenital vertabral malformasyon (CVM) gibi ka-
lıtsal hastalıklar tüm dünyaya yayılmıştır (1, 2, 5).  

Yetiştirme programlarında kalıtsal çekinik kusurla-
rın kontrol edilmesi ve popülasyondan eradike 
edilmesi için fenotipik olarak normal görünen taşı-
yıcı bireylerin belirlenerek sürüden uzaklaştırılması 
çok önemlidir. Bu durum özellikle suni tohumlama 
ve embriyo nakli gibi üstün verimli bir veya birkaç 
damızlığın yoğun olarak kullanıldığı entansif yetiş-
tiricilikte çok daha önemlidir. Holştayn yetiştiricili-
ğinde önemli verim kayıplarına neden olan BLAD, 
DUMPS ve CVM gibi kalıtsal bozukluklar tüm dün-
yada kızlarının üstün verimlerinden dolayı suni 
tohumlamada en yaygın kullanılan bir boğadan 
yayılmıştır. Bu nedenle ekonomik verimlilik açısın-
dan öncelikle Türkiye’de yetiştirilen kültür ırkı sığır-
ların verimi olumsuz etkileyen kalıtsal kusurlar 
yönünden genetik yapılarının belirlenmesi gerek-
mektedir. Daha sonra Türkiye’de yetiştirilen ve 
ülkenin genetik zenginliğini oluşturan yerli sığır 
ırklarının da bu kalıtsal kusurlar yönünden genetik 
yapılarının belirlenmesinin faydalı olacağı düşünül-
mektedir. Çükü ırka özgü olduğu düşünülen bir çok 
kalıtsal bozukluk için yerli gen kaynakları incelen-
memiştir.  

Daha önce yine Türkiye’de yetiştirilen Holştanlar- 
da, bu ırk için önemli verim kayıplarına neden olan 
kalıtsal hastalıklardan BLAD ve DUMPS aranmış 
ve bu hastalıklardan sadece BLAD’a neden olan 
mutant allelin varlığı tespit edilmiştir (2, 7). Ancak 
Türkiye’de yetiştirilen Holştayn’larda citrullinemia 
hakkında bir araştırma yoktur. Bu çalışma ile Tür-
kiye’de yetiştirilen Holştayn ırkı sığırlar ve Türkiye 
yerli sığır ırklarında  kalıtsal citrullinemia hastalığı-
na neden olan mutant allelin varlığı araştırılmıştır.  
 

Gereç ve Yöntem 

Çalışmanın materyalini, Damızlık Sığır Yetiştiriciler 
Merkez Birliğinden ve Kayseri ve yöresinden temin 
edilen 176 baş Holştayn ırkı sığır, 10 baş Yerli 
Kara (YK), 10 baş Güney Anadolu Kırmızısı 
(GAK), 10 baş Doğu Anadolu Kırmızısı (DAK) ve 
10 baş Boz Irk (BI), kontrol grubu olarak da daha 
önce citrullinemia hastalığının kalıtsal varlığının 

saptanmadığı (6), Damızlık Sığır Yetiştiriciler Mer-
kez Birliğinden temin edilen Simmental ırkı sığırlar-
dan 20 baş olmak üzere toplam 236 baş hayvan 
oluşturmuştur. Çalışmada kullanılan Holştayn ve 
Simmental ırkı hayvanlardan DNA izole etmek için 
EDTA’lı tüplerle Vena jugularis’ten alınan kan kul-
lanılmıştır. Yerli ırklarda ise daha önce yapılan bir 
çalışmadan kalan DNA örnekleri kullanılmıştır. 
Çalışmada DNA izolasyonu için fenol-kloroform 
ekstraksiyon yöntemi kullanılmıştır. Citrullinemiaya 
neden olan sığır karyotipinin 11. kromozomunda 
bulunan ASS geninin beşinci eksonundaki mutant 
alleli belirlemek için yapılacak 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’ kullanılmıştır. PCR karışımı, 
her primerden 0,4 pM, 1 X PCR tampon solüsyo-
nu, 25 µM MgCl2, 200 µM dNTP ve 1 U Taq DNA 
polimeraz konularak hazırlanan karışım siteril 
ddH2O ile 25 µl’ye tamamlanmış ve karışım üzeri-
ne 100 ng genomik DNA’dan 1 µl ilave edilerek 
toplam hacim 28 µl olacak şekilde hazırlanmıştır. 
PCR reaksiyonu, hazırlanan karışım ısı düzenleme 
aletinde 94 oC’de 3 dk tutulduktan sonra bir döngü-
sü 94 oC’de 30 sn, 55 oC’de 30 sn, 72 oC’de 30 sn 
olacak şekilde 40 döngü, son döngüyü takiben 
tüpler 72 oC’de 10 dk tutularak yapılmıştır. Elde 
edilen ürünler 45 dk. 80 volt elektrik gerilimi uygu-
lanarak % 2 lik agaroz jel, elektroforezi ile ayrılmış-
tır. Elektroforezde 185 baz çifti (bp) uzunluğunda 
bantların görüldüğü PCR ürünleri, AvaII 
restriksiyon enzimi (Fermentas®) ile kesilerek 
restriksiyon parçacık uzunluk polimorfizmi (RFLP) 
için kullanılmıştır. Bu işlem, her bir örnek için top-
lam hacmi 25 µl olarak (AvaII 1 µl, 1 X Bufer R 3 
µl, ddH2O 16 µl, 5 µl PCR ürünü) hazırlanan karı-
şım ısı düzenleme aletinde 37 OC de 2 saat tutul-
muştur. AvaII restriksiyon enzimini inaktive etmek 
için karışım 65 OC de 20 dk tutulmuştur. İşlemin 
sonunda RFLP ürünlerini belirlemek için % 3’lük 
NuSieve agaroz jelde elektroforez işlemi yapılmış-
tır. Elektroforez sonunda homozigot normal birey-
lerde 103 bp ve 82 bp’lik iki bant, homozigot hasta 
bireylerde 185 bp’lik tek bant, heterozigot taşıyıcı-
larda ise 185 bp, 103 bp ve 82 bp olmak üzere üç 
bandın görülmesi beklenmiştir. 
 

Bulgular 

Kullanılan primerlerle yapılan PCR sonunda ince-
lenen tüm örneklerden ve kontrol için kullanılan 
örneklere ait DNA’lardan citrullinemia tanısı için 
elde edilmesi beklenen 185 bp’lik bantlar gözlen-
miştir. PCR sonunda elde edilen ürünlerin belirlen-
diği % 2’lik agaroz jel elektroforezi Şekil 1 de gö-
rülmektedir.  
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PCR sonunda yapılan enzim kesimi sonunda tüm 
örneklerde 103 ve 82 bp’lik iki bant elde edilmiştir. 
İncelenen 176 Holştayn sığırı ve 10 baş YK, 10 
baş GAK, 10 baş DAK ve 10 baş BI’ ait örnekler-
den hiç birisinin citrullinemia taşıtıcısı olmadığı 
görülmüştür. PCR ürünlerinin AvaII restriksiyon 
enzim kesimi sonunda yapılan % 3’lük NuSieve 
agaroz jel elektroforezi ile Şekil 2’deki görüntü elde 
edilmiştir.  
 

Tartışma ve Sonuç 

Holştaynlarda citrullinemia tanısı için PCR’yi taki-
ben yapılan-RFLP testinin tarama amaçlı olarak 

kullanılmaya başlanmasından sonra, Avustralya’da 
doğan her 250 Holştayn buzağıdan birinin 
cirtullinemia hastası olduğu ve yine bu ülkedeki 
citrullinemia taşıyıcılarının oranının da %10’dan 
fazla oldukları bildirilmiştir (11). Ancak ABD, İngil-
tere ve Almanya’da taşıyıcıların oranının Avustral-
ya’daki orandan çok düşük olduğu bildirilmiştir (9, 
11). Hindistan’da ise sadece bir taşıyıcı boğa belir-
lenmiş ve bu boğanında Avustralya’dan ithal edildi-
ği belirlenmiştir (9). Diğer Avrupa ülkelerinden Çek 
Cumhuriyetinde yetiştirilen Holştayn’larda bu has-
talık yönünden taşıyıcı bireylere rastlanılmadığı 
bildirilmiştir (3). Bu çalışmada, Türkiye’de yetiştiri-

Şekil 1. PCR ürünlerinin % 2’lik agaroz jel elektroforezindeki görüntüleri  

Şekil 2. AvaII Endonükleaz enzimi ile kesilen PCR ürünlerinin % 3 NuSieve agaroz jel elektroforezi sonucu 
citrullinemia açısından genetik yapılarının belirlenmesi. Kuyu 1: 100 bp plus DNA markör (Fermentas),  
Kuyu 2: DAK, Kuyu 3: BI, Kuyu 4: GAK, Kuyu 5: YK, Kuyu 6: Simmental, Kuyu 7: Holştayn 1♀, Kuyu 8: 
Holştayn 2♂, Kuyu 9: Holştayn 3♀. 10: Holştayn 4♂. 
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len Holştayn’larda citrullinemia taşıyıcısı bireylere 
rastlanılmamıştır. Bu durum bir kalıtsal bozukluk 
olan citrullinemianın yine Holştayn’larda görülen ve 
süt sığırcılığında önemli ekonomik kayıplara neden 
olan BLAD, CVM gibi kalıtsal hastalıklar kadar 
yaygın olmadığının bir göstergesi olarak kabul 
edilebilir. Çalışma sonunda elde edilen bulgunun 
olumlu sonuçlanmasının bir diğer yorumu da dışa-
rıdan ithalat yoluyla gelen ve Türkiye’de kullanılan 
materyaller ile (sperm ve canlı sığır) bu hastalığın 
taşınmadığıdır. Ancak bu çalışma ile Türkiye’de 
yetiştirilen Holştayn’larda citrullinemia alleline rast-
lanılmamış olması bu kalıtsal hastalığın Türkiye’de 
yetiştirilen Holştaynlara bulaşamayacağı anlamına 
gelmez. 

Sonuç olarak Türkiye de yetiştirilen Holştayn 
populasyonunda citrullinemia alleli bulunamamış-
tır. Ancak bu durum bu kalıtsal hastalığın Türkiye’-
de yetiştirilen Holştaynlara hiç bulaşmayacağı an-
lamına gelmez. Çünkü Türkiye’de yetiştirilen evcil 
hayvanlarda, gelişmiş ülkelerin daha önce kontrol 
altına aldığı bir çok kalıtsal hastalık hakkında ye-
terli bilgi yoktur. Türkiye’de yetiştirilen ve suni to-
humlamada kullanılması düşünülen damızlık aday-
larında ve annelerinde yokluğunun belgelenmesi 
zorunlu IBR, BVD, sığır lökozu ve sığır tüberkülozu 
gibi enfeksiyöz hastalıklar yanında citrullinemia, 
DUMPS, BLAD, CVM gibi üretimde problem yara-
tacak kalıtsal hastalıklar yönünden de taşıyıcı olup 
olmadıklarının belirlenmesi gerektiğini ileri sürebili-
riz. 
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