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Özet: Bu çalışmanın amacı Türkiye’de yetiştirilen saf ve melez Şarole ırkı sığırlar ile Türkiye yerli sığır ırklarında 
miyofosforilaz eksikliği allelinin bulunup bulunmadığının araştırılmasıdır. Araştırmada, on baş Şarole, 15 baş Şarole-
Simmnetal melezi, 20 baş Yerli Kara, 20 baş Boz Irk, 20 baş Güney Anadolu Kırmızısı, 20 baş Doğu Anadolu Kırmızısı 
ve kontrol grubu olarak da 20 baş Simmental sığırı toplam 125 sığır kullanılmıştır. PCR ürünleri StyI restriksiyon enzimi 
ile kesilmiştir. Elde edilen parçacıklarda StyI restriksiyon bölgesinin varlığı veya yokluğu % 3’lük NuSieve agaroz jel 
elektroforezi ile bakılmıştır. İncelenen Şarole, Şarole melezi ve yerli sığırlarda miyofosforilaz eksikliği alleline rastlanıl-
mamıştır. 

Anahtar Kelimeler: Kalıtsal hastalık, miyofosforilaz, RFLP, Şarole 
 

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 StyI restriction enzyme. The resulting 
fragments were analyzed on 3 % NuSieve agarose gel for the presence or absence of a StyI restriction site. There 
were no positive results indicating the presence of myophosphorylase deficiency allele in Charolais, Charolais          
crossbreed and Turkish native cattle breeds. 

Key Words: Charolais, hereditary disease, Myophosphorylase, RFLP  

Giriş  

Glikojen depo hastalığının tip II ve tip V olarak iki 
tipi bulunmaktadır ve dokularda patolojik olarak 
glikojen birikmesi ile karakterize kalıtsal bir hasta-
lıktır (14). Glikojen depo hastalığı tip V, glikojen 
metobolizmasını bozarak hücre içinde glikojen 
birikmesine neden olan otozomal resesif kalıtsal 
bir hastalıktır (7,8). Kas glikojen fosforilaz veya 
miyofosforilaz yetmezliği olarak da adlandırılan 
hastalık birkaç aylığa kadar olan buzağılarda gö-
rülmektedir (7,13). Hastalık kaslarda egzersiz 
intolerans, kas ağrısı, tekrarlayan miyolglobinüri, 
kahve renkli idrar ve plazma kreatin kinaz seviye-
sinde artış ile kendini göstermektedir (14,21). Ben-
zer kalıtsal hastalık insanlarda McArdle’s hastalığı 
olarak adlandırılmakta ve hastalık kaslarda glikoje-
nin glikoz–1–fosfat’a çevrilmesini sağlayan miyo- 
fosforilaz enziminin eksikliğine neden olmaktadır 
(7,13,14,21). Hastalık sığırlardaki formuna benzer 
şekilde, egzersiz intolerans, kas krampları ve 

miyoglobilüri ile kendini göstermektedir (13). Sığır-
larda glikojen depo hastalığı tip V, ilk olarak Kuzey 
Amerika’da yetiştirilen Şarole ırkı sığırlarda bildiril-
miştir (6,13). Şarole sığırlarında glikojen depo has-
talığı tip V’in klinik belirtileri genellikle birkaç aylık 
buzağılarda eksersize bağlı olarak ortaya çıkmak-
tadır (13). 

Glikojen depo hastalığı tip V, sığır miyofosforilaz 
geninin 489. kodonun 12. ekzonunda meydana 
gelen bir nokta mutasyonundan (C→T yer değişi-
mi) kaynaklanmaktadır. Bu mutasyon, genin 489. 
kodonunun kodladığı arjinin amino asitinin (CGG), 
triptofan animo asitine (TGG) dönüştürmesine ne-
den olmaktadır (10,13,19,21). Bu mutasyon sonu-
cunda miyofosforilaz geninde daha önce bulunma-
yan bir StyI restriksiyon enzim tanıma bölgesi oluş-
makta ve bu değişim polimeraz zincir reaksiyonu-
restriksiyon parçacık büyüklük polimorfizmi (PCR-
RFLP) yardımıyla belirlenebilmektedir (13,19).  

Çiftlik hayvanlarının kalıtsal hastalıkları ya verim 
düşüklüğüne ya da embriyonik ölümlere neden 
olarak ekonomik kayıplara neden olmaktadır 
(7,14). Bu nedenle erkek ve dişi damızlıkların ırka 
özgü kalıtsal hastalıklar yönünden taranarak taşı-
yıcıların belirlenmesi ve yetiştirmeden çıkarılması 
gerekmektedir. Geçen elli yıldan fazla bir süredir 
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genetik iyileştirme programları süt ve et üretiminde 
büyük katkılar sağlamıştır. Gelişmiş ülkelerde da-
mızlık olarak seçilen hayvanlarda seçim kıstasları 
süt verimi, ırk özellikleri, ağırlık artışı ve karkas 
özellikleri olmuştur. Fakat son 10–20 yılda bu kıs-
taslara ilaveten döl verimi, uzun ömürlülük ve has-
talıklara direnç de eklenmiştir (8). Et ve süt sığırı 
yetiştiriciliğinde yaygın olarak kullanılan suni to-
humlama yöntemi bu özellikler yönünden en iyi 
birkaç hayvanın seçilerek damızlık olarak kullanıl-
masına olanak vermektedir. Suni tohumlama yön-
teminin yaygın olarak kullanılması genetik ilerle-
mede hızlı bir artış sağlamaktadır. Ancak az sayı-
daki erkek damızlıkların tüm dünyada yaygın ola-
rak kullanılması ırk içindeki genetik havuzun daral-
masına neden olmaktadır. Bunun sonucunda, ırk 
içindeki akrabalık derecesi artmakta, kalıtsal has-
talıkların frekansı yükselmekte ve tüm dünyaya 
yayılabilmektedir (2,3,11). Sığırlarda belirlenen 
kalıtsal hastalıkların % 87’ si çekinik kalıtım şekli 
gösterir ve bu kalıtsal bozuklukların birçoğu ırka 
özeldir (11). Dolayısıyla, kalıtsal kusurların kontrol 
edilmesi ve popülâsyondan temizlenmesi için taşı-
yıcı bireylerin belirlenerek sürüden ayıklanması 
gerekmektedir. Bu da ancak moleküler genetik 
yöntemlerle belirlenmektedir (2). Özellikle, suni 
tohumlama ve embriyo nakli amacıyla kullanılan 
damızlık ve damızlık adaylarının kalıtsal hastalıklar 
yönünden kontrol edilmesi ve kalıtsal hastalıkları 
taşımadıklarının kesin olarak belirlenmesi zorunlu-
luğunu doğurmuştur (11). Benzer şekilde ekono-
mik verimlilik açısından öncelikle Türkiye’de yetişti-
rilen damızlık ve damızlık adaylarının verimi olum-
suz yönde etkileyen kalıtsal kusurlar yönünden 
genetik yapılarının belirlenmesi gerekmektedir. 
Daha sonra Türkiye yerli sığır ırklarının da bu kalıt-
sal kusurlar yönünden genetik yapılarının belirlen-
mesinin faydalı olacağı düşünülmektedir. Çünkü 
ırka özgü olduğu düşünülen birçok kalıtsal bozuk-
luk yönünden Türkiye yerli gen kaynakları incelen-
memiştir.  

Daha önce Holştanlarda, önemli verim kayıplarına 
neden olan kalıtsal hastalıklardan sığır lökosit bağ-
lanma yetmezliği (BLAD) ve üridin monofosfat 
senteaz yetmezliği (DUMPS) yönünden Türkiye’de 
yetiştirilen dişi ve erkek damızlıklar incelenmiştir. 
Bu hastalıklardan sadece BLAD’a neden olan 
mutant allelin Türkiye Holştayn populasyonunda 
varlığı tespit edilmiştir (2,3,15). Daha önce Türki-
ye’de yetiştirilen Şaroleler ve yerli sığır ırkları gliko-
jen depo hastalığı tip V yönünden incelenmemiştir. 
Bu çalışma ile Kayseri ve civarında yetiştirilen saf 
Şarole ve Şarole melezleri ile Türkiye yerli sığır 
ırklarında glikojen depo hastalığı tip V hastalığına 
neden olan mutant allelin varlığı araştırılmıştır.  

Gereç ve Yöntem 

Araştırmanın hayvan materyalini toplam 125 baş 
sığır oluşturmaktadır. Bunlardan 10 baş Şarole ve 
15 baş Şarole-Simmental melezi Kayseri ve civa-
rından temin edilmiştir. Araştırma materyali yerli 
ırklar 20 baş Yerli Kara (YK, Hayvancılık Merkez 
Araştırma Enstitüsü Lalahan/Ankara), 20 baş Gü-
ney Anadolu Kırmızısı (GAK, Çukurova Tarımsal 
Araştırma Enstitüsü Karataş/Adana), 20 baş Doğu 
Anadolu Kırmızısı (DAK, Doğu Anadolu Tarımsal 
Araştırma Enstitüsü Gezköy/Erzurum) ve 20 baş 
Boz Irk (BI, Marmara Hayvancılık Araştırma Ensti-
tüsü Bandırma/Balıkesir) sığırından oluşmuştur. 
Kontrol grubu olarak da daha önce glikojen depo 
hastalığı tip V’ in kalıtsal varlığının saptanmadığı 
(7) ve Damızlık Sığır Yetiştiriciler Merkez Birliğin-
den temin edilen 20 baş Simmental sığırı kullanıl-
mıştır. DNA izolasyonu için Şarole ve Şarole me-
lezleri ile Simmental ırkı hayvanlardan antikoa- 
gulanlı tüplerle vena jugularis’ten kan alınmıştır. 
Yerli ırklarda ise daha önce yapılan bir çalışmadan 
kalan DNA örneklerinden yararlanılmıştır (2). DNA 
izolasyonu için fenol-kloroform ekstraksiyon yönte-
mi kullanılmıştır (1). Glikojen depo hastalığı tip V’e 
neden olan alleli belirlemek için yapılan PCR’de 
primer olarak, forward: 5’-CCA GGA AGA CCC 
TCA TTC CA–3’; reverse: 5’-AGG GAA ACA CAC 
ACA CTC–3’ olacak şekilde bir primer seti kullanıl-
mıştır (21). PCR karışımı Soethout ve arkadaşları 
(21) tarafından bildirildiği şekilde, her primerden 40 
pmol, 1 X PCR tampon solüsyonu (KCl’lü), 100 µM 
dNTP (Fermentas) ve 2 U Taq DNA polimeraz 
(Fermentas) konularak hazırlanan karışım steril 
ddH2O ile toplam hacim 25 µl’ye tamamlanmıştır. 
Bu karışımın üzerine 200 ng genomik DNA’dan 3 
µl ilave edilerek PCR karışımı hazırlanmıştır. PCR 
reaksiyonu, hazırlanan karışım ısı düzenleme ale-
tinde 95 oC’de 10 dk tutulduktan sonra bir döngüsü 
94 oC’de 15 sn, 34 oC’de 30 sn, 72 oC’de 30 sn 
olacak şekilde 35 döngü, son döngüyü takiben 
tüpler 72 oC’de 5 dakika tutularak yapılmıştır. Elde 
edilen ürünler 45 dakika 80 volt elektrik gerilimi 
uygulanarak % 2 lik agaroz jel elektroforezi ile ay-
rılmıştır. Elektroforezde 252 baz çifti (bç) uzunlu-
ğunda bantların görüldüğü PCR ürünleri, RFLP 
için StyI restriksiyon enzimi (Fermentas) ile kesil-
miştir. Bu işlem her bir örnek için toplam hacmi 25 
µl olacak şekilde (StyI 20 U, 10 x Buffer 3 µl, 
ddH2O 16 µl, 5 µl PCR ürünü) hazırlanan karışı-
mın ısı düzenleme aletinde 37 OC de 4 saat tutula-
rak yapılmıştır. Bu sürenin sonunda enzimi 
inaktive etmek için karışım 65 OC de 20 dk bekletil-
miştir. Elde edilen RFLP ürünleri % 3’lük NuSieve 
agaroz jel elektroforezi ile gözlenmiştir. Elektro- 
forez sonunda homozigot normal bireylerde 252 
bç’lik tek bant, homozigot hasta bireylerde 133 ve 
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119 bç’lik iki bant, taşıyıcılarda ise 252 bç, 103 bç 
ve 82 bç olmak üzere üç bandın görülmesi beklen-
miştir (21). 
 

Bulgular 

Yapılan PCR sonunda, incelenen tüm örneklere ait 
DNA’lar elde edilmesi beklenen 252 bç’lik PCR 
ürünleri elde edilmiştir. PCR sonunda elde edilen 
ürünlerin belirlendiği % 2’lik agaroz jel elektroforezi 
şekil 1 de görülmektedir.  

 

Elde edilen PCR ürünlerinin StyI enzim kesimi ile 
yapılan RFLP işlemi sonunda, incelenen ırklara ve 
kontrol grubuna ait tüm örneklerde enzim kesimi-
nin olmadığı görülmüştür. RFLP sonun da kesim 
işlemi uygulanan tüm bireylerde 252 bç’lik tek bant 
elde edilmiştir. İncelenen 25 Şarole ve Şarole me-
lezi ile 20 baş YK, 20 baş GAK, 20 baş DAK ve 20 
baş BI’ ait örneklerden hiç birisinin glikojen depo 
hastalığı tip V taşıyıcısı olmadığı görülmüştür. 
PCR ürünlerinin StyI restriksiyon enzim kesimi 
sonunda yapılan % 3’lük NuSieve agaroz jel 
elektroforezi ile Şekil 2’deki görüntü elde edilmiştir.  

Şekil 1. PCR ürünlerinin % 2’lik agaroz jel elektroforezi. Kuyu 1: YK10, Kuyu 2: YK4, Kuyu 3: DAK10, Kuyu 4: 
GAK14, Kuyu 5: 100 bp plus DNA markör (Fermentas), Kuyu 6: BI2, Kuyu 7: Şarole-Simmental melezi, Kuyu 8: 
Şarole14, Kuyu 9: Şarole10, Kuyu 10: Şarole1. 

Şekil 2. StyI Endonükleaz enzimi ile elde edilen ürünlerinin % 3’lük NuSieve agaroz jel elektroforezi. Kuyu 1: 
Kuyu 2: YK4, Kuyu 3: DAK10, Kuyu 4: GAK14, Kuyu 5: BI2, Kuyu 6: Şarole-Simmental melezi, Kuyu 7: 
Şarole14, Kuyu 8: Şarole10, Kuyu 9: Şarole1. 
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Tartışma ve Sonuç 

Glikojen depo hastalığı tip V sığırlarda günümüze 
kadar sadece Şarole sığır ırkında belirlenmesine 
rağmen (7,21), hastalık insanlarda farklı ırklarda 
bildirilmiştir (21). Bu nedenden dolayı çalışmada 
yerli sığır ırklarında da glikojen depo hastalığı tip V 
alleli yönünden incelenmesi düşünülmüştür. An-
cak, incelenen Türkiye yerli sığır ırklarında bu ka-
lıtsal hastalığa neden olan mutant allelin belirlene-
memesi hastalığın Şarole ırkına özgü bir kalıtsal 
hastalık olduğu bilgisini desteklemektedir. Çek 
Cumhuriyeti’nde Şarole dışında diğer etçi ırklarda 
glikojen depo hastalığı tip V’in aranmasını amaçla-
yan bir çalışmada da benzer sonuca ulaşılmıştır. 
Ayrıca bu ülkede yetiştirilen Şarole ırkı sığırlarda 
da taşıyıcılara rastlanılmamıştır (6,7). Glikojen 
depo hastalığı tip V’e neden olan mutant allel ilk 
kez ABD’de yetiştirilen Şarole ırkı sığırlarda belir-
lenmesine rağmen, Avrupa, Avustralya ve Yeni 
Zelanda’da taşıyıcı ve hasta bireylere rastlanılmış-
tır (13). Bu çalışmada, incelenen Şarole ve Şarole 
melezlerinde glikojen depo hastalığı tip V’e sebep 
olan mutant alleli taşıyan bireylere rastlanılmamış-
tır. Örnek sayısını artırmanın Türkiye’de yetiştirilen 
Şarolelerin glikojen depo hastalığı tip V yönünden 
genetik yapıları daha kesin olarak belirlenebileceği 
düşünülmüştür. Çalışmanın yapıldığı bölgede ye-
tiştirilen Şarolelerde bu hastalığa ait mutant allele 
rastlanılmamış olması hastalığın Türkiye Şarole 
populasyonunda olmadığı veya sonraki yıllarda bu 
mutant allelin Türkiye’ye gelemeyeceği anlamına 
gelmez. Dolayısıyla, bu kalıtsal hastalığın görüldü-
ğü ülkelerden ithal edilecek canlı hayvan ve sper-
malarda bu kalıtsal hastalığın bulunmadığının bel-
gesinin aranması gereklidir.  

Doğal tohumlama ile bir boğa senede 80–100 inek 
tohumlayabilirken, yaygınlaşan suni tohumlama 
sayesinde bu sayı yılda 20 bin ineğe çıkabilmekte-
dir (4). Bu durum sığır yetiştiriciliğinde kullanılan 
damızlık boğa sayısını azaltmaktadır. Suni tohum-
lamanın sığır yetiştiriciliğinde yaygın olarak kulla-
nılmaya başlanmasından beri birey başına alınan 
verim artmıştır. Fakat, yöntem gerek et ve gerekse 
süt sığırı yetiştiriciliğinde en yaygın kullanılan ırk-
larda genetik yakınlığı arttırmıştır (12). Ayrıca yay-
gın olarak kullanılan bir damızlıkta var olan ve teş-
hisi yapılana kadar bilinmeyen kalıtsal bir bozukluk 
kısa sürede tüm dünyaya yayılabilmektedir. Bu tür 
kalıtsal hastalıklara en güzel örnek Holştaynlarda 
görülen BLAD hastalığı verilebilir. Daha önce 
granülositopati sendromu olarak adlandırılan bu 
hastalığın, kalıtsal bir hastalık olduğu ve bu hasta-
lığa sebep olan mutant allelin ilk olarak 1952 yılın-
da doğan Osborndale Ivanhoe isimli boğada bu-
lunduğu 1989 yılında belirlenmiştir (15,16). Geçen 

37 yıllık sürede üstün verim özelliklerine sahip bu 
boğa, boğanın oğulları ve torunlarının Holştayn 
yetiştiriciliğinde çok yaygın kullanılması sonucunda 
hastalık ABD’den Japonya’ya kadar tüm dünyaya 
yayılmıştır (9,17,16). İnsanlarda genetik temeli 
bilinen 200’den fazla enzim yetmezliğine sebep 
olan kalıtsal bozukluk tanımlanmışken sığırlarda 
bu sayı yedidir (8,20). Ayrıca çiftlik hayvanlarında 
görülen kalıtsal hastalıklar çoğunlukla çekinik kalı-
tım şekli göstermektedir (11). Dolayısıyla bilinen 
ve verimi olumsuz etkileyen kalıtsal bozukluklar 
yönünden damızlık ve damızlık adaylarını kontrol 
etmeyen ülkelere kalıtsal hastalıklar kolay yayıla-
bilmektedir. Tarım Bakanlığı verilerine göre Türki-
ye’de suni tohumlamada 1999 yılında yurt içinde 
üretilen 1 570 325 doz ve yurt dışından ithal edilen 
357 987 doz, toplam 1 928 312 doz, sperma kulla-
nılmıştır (5). Türkiye’de saf Şarole ırkı sığırların 
yanında yetiştiriciler pazarın durumuna göre 
Holştayn, Simmental ve yerli ırkların dişilerini kulla-
narak Şarole melezleri de elde etmektedirler.  

Sonuç olarak Kayseri ve civarında yetiştirilen 
Şarole ve melezlerinde glikojen depo hastalığı tip 
V’ neden olan mutant allel bulunamamıştır. Ancak 
bu durum bu kalıtsal hastalığın Türkiye’de yetiştiri-
len Şarole populasyonunda da bulunmadığı anla-
mına gelmez. Çünkü Türkiye’de yetiştirilen evcil 
hayvanlarda, gelişmiş ülkelerin daha önce belirle-
diği ve kontrol altına aldığı birçok kalıtsal hastalık 
hakkında yeterli tarama yapılmamıştır. Bu nedenle 
yetiştirici birlikleri ile birlikte Türkiye’deki Şarole 
populasyonunun taranması düşünülebilir. Suni 
tohumlamada kullanılması düşünülen damızlık 
adaylarının ve annelerinin IBR, BVD, sığır lökozu 
ve sığır tüberkülozu gibi enfeksiyöz hastalıkları 
taşımadıklarının belgelenmesi zorunludur. Benzer 
şekilde damızlık adayları ve annelerinin glikojen 
depo hastalığı tip V, DUMPS, BLAD, CVM gibi 
üretimde problem yaratacak ırka özgü kalıtsal has-
talıklar yönünden de taşıyıcı olup/olmadıkları belir-
lenmesi gereklidir. 
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