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Kayseri Bolgesinde Yetistirilen Sarole Irki Sigirlarda ve Turkiye Yerli Sigir
Irklarinda Miyofosforilaz Eksikligi (Glikojen Depo Hastalig: Tip V)
Allelinin PCR-RFLP ile Belirlenmesi
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Ozet: Bu galismanin amaci Tiirkiye'de yetistirilen saf ve melez Sarole irki sigirlar ile Tirkiye yerli sigir irklarinda
miyofosforilaz eksikligi allelinin bulunup bulunmadiginin arastirilmasidir. Arastirmada, on bas Sarole, 15 bas Sarole-
Simmnetal melezi, 20 bas Yerli Kara, 20 bas Boz Irk, 20 bas Glney Anadolu Kirmizisi, 20 bas Dogu Anadolu Kirmizisi
ve kontrol grubu olarak da 20 bas Simmental sidiri toplam 125 sigir kullaniimistir. PCR rtnleri Styl restriksiyon enzimi
ile kesilmistir. Elde edilen parcaciklarda Styl restriksiyon bdlgesinin varlii veya yoklugu % 3'lik NuSieve agaroz jel
elektroforezi ile bakilmistir. incelenen Sarole, Sarole melezi ve yerli sigirlarda miyofosforilaz eksikligi alleline rastlanil-
mamistir.

Anahtar Kelimeler: Kalitsal hastalik, miyofosforilaz, RFLP, Sarole

Detection of Myophosphorylase Deficiency (Glycogen Storage Disease Type V) with PCR-RFLP
in Charolais Cattle in Kayseri Region and in Turkey Native Cattle Breeds

Summary: The aim of this study was to investigate whether or not the myophosphorylase deficiency allele exists in
Charolais and in Turkish native cattle breeds in Turkey. Ten Charolais, 15 Charolais-Simmental crossbreds, 20 Native
Black, 20 Gray Steppe, 20 South Anatolian Red, 20 East Anatolian Red and 20 Simmental breed for the control group
comprised the 125 cattle used in this study. The PCR products were digested by Styl restriction enzyme. The resulting
fragments were analyzed on 3 % NuSieve agarose gel for the presence or absence of a Styl restriction site. There
were no positive results indicating the presence of myophosphorylase deficiency allele in Charolais, Charolais

crossbreed and Turkish native cattle breeds.
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Giris

Glikojen depo hastaliginin tip Il ve tip V olarak iki
tipi bulunmaktadir ve dokularda patolojik olarak
glikojen birikmesi ile karakterize kalitsal bir hasta-
hktir (14). Glikojen depo hastaligi tip V, glikojen
metobolizmasini bozarak hicre iginde glikojen
birikmesine neden olan otozomal resesif kalitsal
bir hastalktir (7,8). Kas glikojen fosforilaz veya
miyofosforilaz yetmezligi olarak da adlandirlan
hastalik birka¢ ayliga kadar olan buzagilarda goé-
rilmektedir (7,13). Hastallk kaslarda egzersiz
intolerans, kas agrisi, tekrarlayan miyolglobindri,
kahve renkli idrar ve plazma kreatin kinaz seviye-
sinde artis ile kendini g6stermektedir (14,21). Ben-
zer kalitsal hastalik insanlarda McArdle’s hastaligi
olarak adlandiriimakta ve hastalik kaslarda glikoje-
nin glikoz—1—fosfat'a ¢evrilmesini saglayan miyo-
fosforilaz enziminin eksikligine neden olmaktadir
(7,13,14,21). Hastalik sigirlardaki formuna benzer
sekilde, egzersiz intolerans, kas kramplari ve

Gelis Tarihi/Submission Date :11.11.2008
Kabul Tarihi/Accepted Date  : 09.03.2009

* Bu aragtirma EUBAP- VA-07-04 no'llu proje ile Erciyes
Universitesi  Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmigtir.

miyoglobiliiri ile kendini géstermektedir (13). Sigir-
larda glikojen depo hastaligi tip V, ilk olarak Kuzey
Amerika’'da yetistirilen Sarole irki sigirlarda bildiril-
mistir (6,13). Sarole sigirlarinda glikojen depo has-
tahg! tip V’in Klinik belirtileri genellikle birkag aylk
buzagilarda eksersize bagl olarak ortaya gikmak-
tadir (13).

Glikojen depo hastaligi tip V, sigir miyofosforilaz
geninin 489. kodonun 12. ekzonunda meydana
gelen bir nokta mutasyonundan (C—T yer degisi-
mi) kaynaklanmaktadir. Bu mutasyon, genin 489.
kodonunun kodladidi arjinin amino asitinin (CGG),
triptofan animo asitine (TGG) ddnistirmesine ne-
den olmaktadir (10,13,19,21). Bu mutasyon sonu-
cunda miyofosforilaz geninde daha énce bulunma-
yan bir Styl restriksiyon enzim tanima bélgesi olus-
makta ve bu degisim polimeraz zincir reaksiyonu-
restriksiyon pargacik blyUklik polimorfizmi (PCR-
RFLP) yardimiyla belirlenebilmektedir (13,19).

Ciftlik hayvanlarinin kaltsal hastaliklari ya verim
disUkligine ya da embriyonik 6limlere neden
olarak ekonomik kayiplara neden olmaktadir
(7,14). Bu nedenle erkek ve disi damizliklarin irka
6zgU kaltsal hastaliklar yoniinden taranarak tasi-
yicilarin belirlenmesi ve yetistirmeden ¢ikariimasi
gerekmektedir. Gegen elli yildan fazla bir siredir
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genetik iyilestirme programlari siit ve et Uretiminde
blyuk katkilar saglamistir. Gelismis Ulkelerde da-
mizlik olarak segilen hayvanlarda se¢im kistaslari
sut verimi, irk Ozellikleri, agirhk artisi ve karkas
Ozellikleri olmustur. Fakat son 10-20 yilda bu kis-
taslara ilaveten dél verimi, uzun é6murlilik ve has-
taliklara direng de eklenmistir (8). Et ve sut sigir
yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan suni to-
humlama yéntemi bu 6zellikler ydninden en iyi
birkag hayvanin segilerek damizlik olarak kullanil-
masina olanak vermektedir. Suni tohumlama yoén-
teminin yaygin olarak kullanilmasi genetik ilerle-
mede hizli bir artis saglamaktadir. Ancak az sayi-
daki erkek damizliklarin tim dinyada yaygin ola-
rak kullaniimasi irk igindeki genetik havuzun daral-
masina neden olmaktadir. Bunun sonucunda, irk
icindeki akrabalik derecesi artmakta, kalitsal has-
taliklarin frekansi ylkselmekte ve tim dinyaya
yayilabilmektedir (2,3,11). Sigirlarda belirlenen
kalitsal hastaliklarin % 87’ si ¢ekinik kalitim sekli
gOsterir ve bu kahtsal bozukluklarin birgogu irka
6zeldir (11). Dolayisiyla, kalitsal kusurlarin kontrol
edilmesi ve popllasyondan temizlenmesi igin tasi-
yicl bireylerin belirlenerek siriden ayiklanmasi
gerekmektedir. Bu da ancak molekiler genetik
yontemlerle belirlenmektedir (2). Ozellikle, suni
tohumlama ve embriyo nakli amaciyla kullanilan
damizlik ve damizlik adaylarinin kalitsal hastaliklar
yénunden kontrol edilmesi ve kalitsal hastaliklari
tasimadiklarinin kesin olarak belirlenmesi zorunlu-
lugunu dogurmustur (11). Benzer sekilde ekono-
mik verimlilik acisindan éncelikle Turkiye'de yetisti-
rilen damizlik ve damizlik adaylarinin verimi olum-
suz ydnde etkileyen kalitsal kusurlar yéninden
genetik yapilarinin  belirlenmesi gerekmektedir.
Daha sonra Turkiye yerli sigir irklarinin da bu kalit-
sal kusurlar yéniinden genetik yapilarinin belirlen-
mesinin faydali olacadi dustnlimektedir. GUnki
irka 6zgU oldugu disinilen birgok kalitsal bozuk-
luk yéninden Turkiye yerli gen kaynaklari incelen-
memistir.

Daha énce Holstanlarda, 6nemli verim kayiplarina
neden olan kaltsal hastaliklardan sigir I16kosit bag-
lanma yetmezligi (BLAD) ve duridin monofosfat
senteaz yetmezligi (DUMPS) yénlinden Tirkiye'de
yetigtirilen disi ve erkek damizliklar incelenmistir.
Bu hastaliklardan sadece BLAD’a neden olan
mutant allelin TUrkiye Holstayn populasyonunda
varligi tespit edilmistir (2,3,15). Daha énce Turki-
ye’de yetistirilen Saroleler ve yerli sigir irklar gliko-
jen depo hastalig tip V yéniinden incelenmemistir.
Bu calisma ile Kayseri ve civarinda yetistirilen saf
Sarole ve Sarole melezleri ile Turkiye yerli sigir
irklarinda glikojen depo hastaligi tip V hastalgina
neden olan mutant allelin varligi arastiriimistir.
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Gerecg ve Yontem

Arastirmanin hayvan materyalini toplam 125 bas
sigir olusturmaktadir. Bunlardan 10 bas Sarole ve
15 bas Sarole-Simmental melezi Kayseri ve civa-
rindan temin edilmigtir. Arastirma materyali yerli
irklar 20 bas Yerli Kara (YK, Hayvancilik Merkez
Arastirma Enstitiist Lalahan/Ankara), 20 bas Gu-
ney Anadolu Kirmizisi (GAK, Gukurova Tarimsal
Arastirma Enstitist Karatas/Adana), 20 bas Dogu
Anadolu Kirmizisi (DAK, Dogu Anadolu Tarimsal
Arastirma Enstitisi Gezkdy/Erzurum) ve 20 bas
Boz Irk (Bl, Marmara Hayvancilik Arastirma Ensti-
tist Bandirma/Balikesir) sigirindan olusmustur.
Kontrol grubu olarak da daha 6nce glikojen depo
hastaldi tip V’ in kalitsal varliginin saptanmadigi
(7) ve Damizlik Sigir Yetistiriciler Merkez Birligin-
den temin edilen 20 bas Simmental sigiri kullanil-
mistir. DNA izolasyonu i¢in Sarole ve Sarole me-
lezleri ile Simmental irki hayvanlardan antikoa-
gulanh tiplerle vena jugularisten kan alinmistir.
Yerli irklarda ise daha 6nce yapilan bir galismadan
kalan DNA 6rneklerinden yararlaniimistir (2). DNA
izolasyonu icin fenol-kloroform ekstraksiyon yénte-
mi kullaniimistir (1). Glikojen depo hastaligi tip V'e
neden olan alleli belirlemek igin yapilan PCR’de
primer olarak, forward: 5-CCA GGA AGA CCC
TCA TTC CA-3’; reverse: 5-AGG GAA ACA CAC
ACA CTC-3’ olacak sekilde bir primer seti kullanil-
mistir (21). PCR karisimi Soethout ve arkadaslari
(21) tarafindan bildirildigi sekilde, her primerden 40
pmol, 1 X PCR tampon sollsyonu (KCI'li), 100 uM
dNTP (Fermentas) ve 2 U Taq DNA polimeraz
(Fermentas) konularak hazirlanan karigim steril
ddH.0 ile toplam hacim 25 ul'ye tamamlanmistir.
Bu karisimin Gzerine 200 ng genomik DNA’dan 3
ul ilave edilerek PCR karisimi hazirlanmistir. PCR
reaksiyonu, hazirlanan karigim i1s1 diizenleme ale-
tinde 95 °C’de 10 dk tutulduktan sonra bir dongusti
94 °C’de 15 sn, 34 °C’de 30 sn, 72 °C’'de 30 sn
olacak sekilde 35 doéngl, son donglyl takiben
tlpler 72 °C’'de 5 dakika tutularak yapilmigtir. Elde
edilen UrUnler 45 dakika 80 volt elektrik gerilimi
uygulanarak % 2 lik agaroz jel elektroforezi ile ay-
rilmistir. Elektroforezde 252 baz cifti (b¢) uzunlu-
dunda bantlarin géraldigd PCR Grinleri, RFLP
icin Styl restriksiyon enzimi (Fermentas) ile kesil-
mistir. Bu islem her bir 6rnek i¢in toplam hacmi 25
pl olacak sekilde (Styl 20 U, 10 x Buffer 3 pl,
ddH,O 16 pl, 5 pyl PCR drind) hazirlanan karisi-
min 1s1 diizenleme aletinde 37 ~C de 4 saat tutula-
rak yapilmistir. Bu sirenin sonunda enzimi
inaktive etmek icin karisim 65 °C de 20 dk bekletil-
mistir. Elde edilen RFLP Grlnleri % 3’lik NuSieve
agaroz jel elektroforezi ile gdzlenmistir. Elektro-
forez sonunda homozigot normal bireylerde 252
b¢'lik tek bant, homozigot hasta bireylerde 133 ve
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119 be'lik iki bant, tasiyicilarda ise 252 bg, 103 bg
ve 82 b¢ olmak Uzere ¢ bandin gérilmesi beklen-
mistir (21).

Bulgular

Yapilan PCR sonunda, incelenen tim érneklere ait
DNA’lar elde edilmesi beklenen 252 bg’lik PCR
Urtnleri elde edilmigti. PCR sonunda elde edilen
Urtnlerin belirlendigi % 2’lik agaroz jel elektroforezi
sekil 1 de gérilmektedir.

B. AKYUZ, D. BAYRAM, O. ERTUGRUL, K. M. ISCAN

Elde edilen PCR drinlerinin Styl enzim kesimi ile
yapilan RFLP islemi sonunda, incelenen irklara ve
kontrol grubuna ait tim &érneklerde enzim kesimi-
nin olmadig gérilmistir. RFLP sonun da kesim
islemi uygulanan tim bireylerde 252 bg’lik tek bant
elde edilmigtir. incelenen 25 Sarole ve Sarole me-
lezi ile 20 bas YK, 20 bas GAK, 20 bas DAK ve 20
bas BI' ait 6rneklerden hig birisinin glikojen depo
hastaligi tip V tasiyicisi olmadigr goéralmastar.
PCR Urlnlerinin Styl restriksiyon enzim kesimi
sonunda yapilan % 3’l0k NuSieve agaroz jel
elektroforezi ile Sekil 2'deki gérintl elde edilmistir.

Sekil 1. PCR drinlerinin % 2’lik agaroz jel elektroforezi. Kuyu 1: YK10, Kuyu 2: YK4, Kuyu 3: DAK10, Kuyu 4:
GAK14, Kuyu 5: 100 bp plus DNA markér (Fermentas), Kuyu 6: BI2, Kuyu 7: Sarole-Simmental melezi, Kuyu 8:

Sarole14, Kuyu 9: Sarole10, Kuyu 10: Sarole1.

1 2 3 4

5

b K 8 9

Sekil 2. Styl Endoniikleaz enzimi ile elde edilen Urinlerinin % 3’lik NuSieve agaroz jel elektroforezi. Kuyu 1:
Kuyu 2: YK4, Kuyu 3: DAK10, Kuyu 4: GAK14, Kuyu 5: BI2, Kuyu 6: Sarole-Simmental melezi, Kuyu 7:
Sarole14, Kuyu 8: Sarole10, Kuyu 9: Sarolet.
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Tartigsma ve Sonu¢

Glikojen depo hastahgi tip V sigirlarda ginimize
kadar sadece Sarole sigir irkinda belirlenmesine
ragmen (7,21), hastalik insanlarda farkh irklarda
bildirilmistir (21). Bu nedenden dolay! galismada
yerli sigir irklarinda da glikojen depo hastahlgi tip V
alleli yéninden incelenmesi dustndlmustir. An-
cak, incelenen Turkiye yerli sigir irklarinda bu ka-
litsal hastaliga neden olan mutant allelin belirlene-
memesi hastaligin Sarole irkina 6zgl bir kalitsal
hastalik oldugu bilgisini desteklemektedir. Cek
Cumbhuriyeti'nde Sarole disinda dider etgi irklarda
glikojen depo hastaligi tip V’in aranmasini amagla-
yan bir ¢calismada da benzer sonuca ulasiimistir.
Ayrica bu Ulkede yetistirilen Sarole irki sigirlarda
da tasiyicilara rastlaniimamistir (6,7). Glikojen
depo hastaligi tip V’e neden olan mutant allel ilk
kez ABD’de yetistirilen Sarole irki sigirlarda belir-
lenmesine ragmen, Avrupa, Avustralya ve Yeni
Zelanda’da taslyici ve hasta bireylere rastlaniimig-
tir (13). Bu galismada, incelenen Sarole ve Sarole
melezlerinde glikojen depo hastalgi tip V'e sebep
olan mutant alleli tagiyan bireylere rastlanilimamis-
tir. Ornek sayisini artirmanin Turkiye’'de yetistirilen
Sarolelerin glikojen depo hastaligi tip V yéniinden
genetik yapilari daha kesin olarak belirlenebilecegi
disUnUImastir. Galismanin yapildigi bélgede ye-
tistirilen Sarolelerde bu hastaliga ait mutant allele
rastlanilmamis olmasi hastaligin Turkiye Sarole
populasyonunda olmadidi veya sonraki yillarda bu
mutant allelin Tlrkiye'ye gelemeyecegi anlamina
gelmez. Dolayisiyla, bu kalitsal hastaligin géraldu-
gl Ulkelerden ithal edilecek canl hayvan ve sper-
malarda bu kalitsal hastaligin bulunmadiginin bel-
gesinin aranmasi gereklidir.

Dogal tohumlama ile bir boga senede 80—100 inek
tohumlayabilirken, yayginlasan suni tohumlama
sayesinde bu sayi yilda 20 bin inege ¢ikabilmekte-
dir (4). Bu durum sigir yetistiriciliginde kullanilan
damizlik boga sayisini azaltmaktadir. Suni tohum-
lamanin sigir yetistiriciliginde yaygin olarak kulla-
nilmaya baslanmasindan beri birey basina alinan
verim artmistir. Fakat, yéntem gerek et ve gerekse
sut sigin yetigtiriciliginde en yaygin kullanilan irk-
larda genetik yakinhgr arttirmigtir (12). Ayrica yay-
gin olarak kullanilan bir damizlikta var olan ve tes-
hisi yapilana kadar bilinmeyen kalitsal bir bozukluk
kisa surede tiim dlnyaya yayilabilmektedir. Bu tir
kalitsal hastaliklara en glizel 6rnek Holstaynlarda
gorilen BLAD hastaligi verilebilir. Daha 6nce
granUlositopati sendromu olarak adlandirilan bu
hastaligin, kahtsal bir hastalik oldugu ve bu hasta-
liga sebep olan mutant allelin ilk olarak 1952 yilin-
da dogan Osborndale Ivanhoe isimli bogada bu-
lundugu 1989 yilinda belirlenmistir (15,16). Gegen
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37 yillik surede Ustiin verim &zelliklerine sahip bu
boga, boganin ogullari ve torunlarinin Holstayn
yetistiriciliginde ¢ok yaygin kullaniimasi sonucunda
hastallk ABD’den Japonya’ya kadar tim diinyaya
yayllmistir (9,17,16). insanlarda genetik temeli
bilinen 200’den fazla enzim yetmezligine sebep
olan kahtsal bozukluk tanimlanmisken sigirlarda
bu sayi yedidir (8,20). Ayrica ¢iftlik hayvanlarinda
gbrulen kalitsal hastaliklar cogunlukla gekinik kali-
tim sekli gdéstermektedir (11). Dolayisiyla bilinen
ve verimi olumsuz etkileyen kalitsal bozukluklar
yonunden damizlik ve damizlik adaylarini kontrol
etmeyen Ulkelere kalitsal hastaliklar kolay yayila-
bilmektedir. Tarim Bakanhgi verilerine gére Tarki-
ye’de suni tohumlamada 1999 yilinda yurt icinde
uretilen 1 570 325 doz ve yurt digindan ithal edilen
357 987 doz, toplam 1 928 312 doz, sperma kulla-
nilmistir (5). Tarkiye’de saf Sarole irki sigirlarin
yaninda yetistiriciler pazarin durumuna goére
Holstayn, Simmental ve yerli irklarin disilerini kulla-
narak Sarole melezleri de elde etmektedirler.

Sonug¢ olarak Kayseri ve civarinda yetigtirilen
Sarole ve melezlerinde glikojen depo hastaligi tip
V’ neden olan mutant allel bulunamamistir. Ancak
bu durum bu kalitsal hastaligin Turkiye'de yetistiri-
len Sarole populasyonunda da bulunmadigi anla-
mina gelmez. GUnk{ Tirkiye'de yetistirilen evcil
hayvanlarda, gelismis Ulkelerin daha dnce belirle-
digi ve kontrol altina aldigi birgok kalitsal hastalik
hakkinda yeterli tarama yapilmamistir. Bu nedenle
yetigtirici birlikleri ile birlikte Turkiye’deki Sarole
populasyonunun taranmasi dusUndlebilir.  Suni
tohumlamada kullaniimasi dtsindlen damizlik
adaylarinin ve annelerinin IBR, BVD, sigir |6kozu
ve sigir tlberkllozu gibi enfeksiy6z hastaliklari
tasimadiklarinin belgelenmesi zorunludur. Benzer
sekilde damizlik adaylari ve annelerinin glikojen
depo hastaligi tip V, DUMPS, BLAD, CVM gibi
Uretimde problem yaratacak irka 6zgu kalitsal has-
taliklar yéniinden de tasiyici olup/olmadiklari belir-
lenmesi gereklidir.
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