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OZET

Bu calismada, Tirkiye’de yetistirilen 7 yerli koyun irkinda kalpastatin (CAST) gen polimorfizmi PCR-RFLP metodu
kullamilarak arastirilmistir. CAST geninin M ve N allelleri frekanslari; Kangal (n= 31), Tvesi (n= 26), Giiney Karaman
(n=23), Akkaraman (n=21), Morkaraman (n= 34), Karayaka (n= 33) ve Karakas (n=22) koyun irklarinda sirasiyla 0.92-
0.08, 0.59-0.41, 0.67-0.33, 0.69-0.31, 0.87-0.13, 0.86-0.14, 0.89-0.11 olarak tespit edilmistir. Ki-kare testi CAST geni
bakimindan Morkaraman, ivesi ve Karayaka populasyonlarinin Hardy-Weinberg dengesinden énemli diizeyde (P<0.05)

saptigini, diger populasyonlarin ise Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu gostermistir.
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ABSTRACT

In this study, calpastatin (CAST) gene polimorphism was investigated in 7 native sheep breeds reared in Turkey by
using PCR-RFLP method. The frequencies of M and N alleles of CAST gene in Kangal (n=31), Awassi (n= 26), Giiney
Karaman (n= 23), Akkaraman (n=21), Morkaraman (n= 34), Karayaka (n= 33), and Karakas (n=22) sheep breeds were
determined as 0.92-0.08, 0.59-0.41, 0.67-0.33, 0.69-0.31, 0.87-0.13, 0.86-0.14, 0.89-0.11 respectively. According to
chi-square test, all the other populations were consistent with Hardy-Weinberg equilibrium, whereas Morkaraman, Ivesi
and Karayaka populations showed significant (P<0.05) deviation from Hardy-Weinberg equilibrium for the CAST gene.
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1. Giris

Gegtigimiz son yirmi yilda molekiiler genetik
alaninda yaganan gelismeler ciftlik hayvanlar
yetistirme ve 1slah programlarinda degisikliklere yol
acmustir. Molekiiler markerler ¢iftlik hayvanlarinda
DNA seviyesinde genetik varyasyonun ortaya
cikarilmasinda, gen bdlgeleri ile ekonomik 6nemi
olan karakterlerin iliskilendirilmesinde (QTL) ya da
herhangi bir 6zelligi etkileyen tek bir genin (major gen)
ortaya ¢ikarilmasinda yogun olarak kullanilmaktadir.
Molekiiler markerler ile elde edilen bilgiler ise Marker
Destekli Seleksiyon (Marker Assisted Selection-
MAS) c¢alismalarinda kullamlmaktadir. Ozellikle
sigir, koyun kegi gibi generasyonlar arasi silirenin
uzun oldugu tiirlerde MAS tek basina ya da klasik
1slah yontemleriyle birlikte kullanilabilmektedir.

Son yillarda ¢iftlik hayvanlarinda degisik
ekonomik ozellikler ile iligkili MAS ¢aligmalarinda
kullanilabilecek ¢ok sayida aday gen tespit edilmistir.
Koyunculukta MAS c¢aligmalarinda kullanilabilecek
baslica genler arasinda; dol verimi ile iligkili olan
BMPR-IB, BMP-15, GDF-9 (Karsli & Balcioglu
2010; Karsli et al 2012; Chu et al 2011), Prolaktin (Chu
et al 2007), Melatonin (Hernandez et al 2005) genleri,
et verimi ile iliskili olan Myostatin (Tellam et al 2012),
Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-I) (He et al 2012),
IGF baglayici protein (IGF-BP) (Kumar et al 2006),
biiytime hormonu (GH) genleri (Adams & Briegel
2005) ve siit kalitesi ile iliskili olan - Lactoglobulin
geni (Sahin et al 2011) gosterilebilir. Son zamanlarda
ciftlik hayvanlarinda, bu genlere et verim ve kalitesi ile
ilgili oldugu bildirilen kalpain (CAPNT1) ve kalpastatin
(CAST) genleri de eklemistir (Gao et al 2007; Dagong
et al 2012; Kania 2012; Sahin et al 2013).

Etin kalitesi; gorliniis, renk, tat, koku, yag
icerigi, tekstiir ve yumusaklik (gevreklik) gibi
birkag onemli Ozellige baghdir. Kesim sonrasi
etin yumusaklig1 hayvanin 6lim 6ncesi metabolik
durumuna, hayvanin genetik alt yapisina, kas
proteinlerine ve c¢evresel faktorlere baglidir.
Kesim sonrasi etin yumusamasinda birka¢ 6nemli
etkenden birisi de 6liim sonrasi kas proteinlerindeki
proteolizin oranidir (Ciobanu et al 2004).

Kalpain sisteminin protein yikiminin
diizenlenmesi, miyoblast go¢li, normal iskelet kas

gelisimi ve biiylime gibi gesitli fizyolojik islemlerde
onemli rolii vardir. Kalpain sistemi 3 molekiilden
olusmaktadir. Bunlardan ikisi kas hiicrelerinde tespit
edilmis hiicre i¢i C**bagiml proteolitik enzimler olan
p- ve m-kalpain, iigiinciisii ise kalpain etkisini inhibe
edici 6zellikte endojen bir protein olan kalpastatindir.
Koyunlarda besinci kromozom iizerinde bulunan
CAST geni kas gelisiminde ve kesim sonrasi etin
yumusamasinda 6énemli rol oynar (Zhou et al 2007;
Djadid et al 2011; Gharahveysi et al 2012).

Kalpastatin ~ seviyesindeki  artis  kalpain
aktivitesinin diigmesine neden olur. Bu durum ise kas
protein degredasyonunu artirarak kas biiytime oranini
azaltmakta veya kesim sonrasi etin yumusamasini
hizlandirmaktadir (Goll et al 1998). Molekiiler
seviyede kalpastatin proteini 76 kDa agirligindadir
ve 5 domainden olusmaktadir (Suleman et al 2012).
Kalpastatin kalpain haricinde diger proteazlar
inhibe etmez ve kalpainler ile birlikte sitozolde ve
membranda bulunur (Kaya 2005).

Sigirlarda yapilan ¢alismalarda, CAST genindeki
varyasyon ile karkas ve et kalite 6zellikleri arasinda
iliski tespit edilmistir (Casas et al 2006; Schenkel
et al 2006). Bunun yani sira koyunlarda da CAST
geninde varyasyon oldugu bildirilmistir (Palmer et
al 1998; Sutikno et al 2011). PCR-RFLP metodu
kullanilarak yapilan o6nceki c¢aligmalarda koyun
CAST geninde 2 allel (M ve N) (Sutikno et al 2011;
Palmer et al 1998), PCR-SSCP metodu kullanilarak
yapilan ¢calismalardaise 3 allel (A, B, C) tanimlanmis
ve C alleli ile et kalite 6zellikleri arasindaki iligki
oldugu bildirilmigtir (Schenkel et al 2006).

Bu calismada Tirkiye’de yetistirilen baz1
koyun 1rklarinda CAST geni polimorfizminin
ortaya cikarilmasi, gen ve genotip frekanslarmin
belirlenmesi amaglanmistir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Materyal

Aragtirma  Tirkiye’nin  degisik  bdlgelerinde
yetistirilen Akkaraman (n= 21), Giiney Karaman
(n=23), Kangal (n=31), Karayaka (n= 33), Karakas
(n= 22), Ivesi (n= 26), Morkaraman (n= 34) yerli
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koyun 1rklarinin yetistirildigi siiriilerden rastgele
toplanan 190 oOrnek iizerinde yiiriitilmiistiir.
Akkaraman k1 6rnekleri Konya, Giiney Karaman
irk1 6rnekleri Antalya, Kangal irk1 6rnekleri Sivas,
Karayaka 1rki drnekleri Tokat, Karakasg irki 6rnekleri
Van, Ivesi ve Morkaraman rrklarmm ornekleri ise
Erzurum illerinden toplanmistir.

2.2. Kan orneklerinin alinmasi ve DNA
ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilacak kan 6rnekleri
hayvanlarin boyun toplar damarindan (vena
Jugularis) steril tek kullanimlik igneler ile 10 mL’lik
EDTA’l1 tlplere almmmistir. Alinan kan &rnekleri
DNA ekstraksiyonu yapilincaya kadar -20 “C’de
korunmustur.

Genomik DNA  ekstraksiyonu, ticari bir
DNA ekstraksiyon kiti (Sigma Aldrich, USA,
NA 2020-1KT) kullanilarak yapilmigti. DNA
ekstraksiyonunun basarili olup olmadiginin kontrolii
icin % 1°lik agaroz jel kullanilmistir. Daha sonra
elde edilen DNA’larin miktar1 spektrofotometre ile
belirlenmis ve DNA’lar PCR uygulamast igin 50
ngxul' olacak sekilde ayarlanmistir.

2.3. PCR-RFLP islemi

PCR islemi 96 kuyucuklu Eppendorf marka Thermal
Cycler cihazinda gergeklestirilmisti. PCR islemi
icin daha Once yapilan benzer ¢alismalar (Sutikno
et al 2011; Palmer et al 1998; Mohammadi et al
2008) incelenmis ve asagidaki PCR programi ve
icerigi laboratvuar kosullarinda optimize edilmistir.
PCR programi; ilk denatiirasyon 95 °C’de 5 dakika,
denatiirasyon 95 °C’de 1 dakika, baglanma 60°C’de
1 dakika, uzama 72 °C’de 2 dakika, son uzama ise
72°C’de 10 dakika olacak sekilde ayarlanmis ve
30 dongili uygulanmistir. PCR reaksiyon karigimi;
5 pL 10X buffer (pH: 8.5), 3 pL MgCl, (25 uM),
4 uL dNTPs (2.5 uM), 1U Taq DNA polimeraz
(MBI Fermentas), forward primer 0.5 pL (0.2 uM),
reverse primer 0.5 pL (0.2 uM) ve 3 pL genomik
DNA (~50 ngxpL') olmak iizere toplam 50 pl
hacminde ayarlanmistir. PCR isleminde koyun
CAST geninin ekzon 1C/1D bolgesinde bulunan
ve daha Once tanimlanan (Palmer et al 1998)

primerlerle ¢alisilmistir. PCR islemi sonunda 622
b¢ biyiikligindeki 1C ve 1D ekzon bolgeleri
ile bunlarin arasindaki intron bdlgeler F primer:
5’ TGGGGCCCAAT-GACGCCATCGATG 3’ ve R
primer: 5> GGTGGAGCAGCACTTCTGATCACC 3’
¢ifti kullanilarak ¢ogaltilmistir.

622 bg biyikligindeki PCR iriinleri 5°C/
CGG3’-3’GGC/C 5’ tanima bolgesine sahip
Mspl (Fermentas - Kat.No: ER0541) restriksiyon
enzimi (RE) ile kesime (aktivasyon 37 °C’de 3 s,
inaktivasyon 65 °C’de 15 dk) birakilmistir. RFLP
islemi i¢in reaksiyon karigimi 10puL PCR {iriind,
4 uL bidistile su (bdH,0), 2.9 pL enzim buffer
(1XTango) ve 0.1 puL enzim (Mspl- 3000U) olacak
sekilde toplam 17 puL hazirlanmistir. Kesim tiriinleri
% 2’lik agaroz jele (peqGOLD Universal Agarose)
13.5 uL kesim triini, 1.5 pL boya (Loading Buffer)
yuklenmis ve 100 V’da 90 dak yiiriitiiliip ethidium
bromide ile muamele edildikten sonra bantlar UV
ile goriintiilenebilir hale getirilmistir. Elektroforez
islemi sonunda goriintiilenecek olan bantlarin
biiyilikliiklerini saptamak igin 100 bg araliklarla bant
veren 1.5 kb biiyiikliigiinde DNA marker (BIORON-
Kat. No:306005) kullanilmigtir. Kesim isleminden
sonra koyun CAST geninde 3 genotip olugmaktadir.
MM alleli i¢in 336 ve 286 b¢’lik 2 bant, MN alleli
i¢cin 622, 336 ve 286 bg’lik 3 bant NN alleli i¢in ise
622 bg’lik tek bant elde edilmistir.

2.4. Istatistiksel analizler

Incelenen &rneklerde CAST genine ait allel
frekanslarinin  tahmin edilmesinde gen sayma
yontemi kullanilmistir (Nei 1987). Populasyonlarda
CAST geni i¢in Hardy Weinberg dengesinden sapma
ki-kare (y?) istatistigi kullanilarak test edilmistir
(Hartl & Clark 1989).

3. Bulgular ve Tartisma

PCR islemi sonucunda 622 bg¢’lik bantlar basari ile
¢ogaltilmis ve bu PCR driinleri Mspl restriksiyon
enzimi ile kesime birakilmistir. Kesim islemi
sonucunda MM genotipli bireylerde 336 ve 286
b¢’lik 2 bant, MN genotipli bireylerde 622, 336
ve 286 be’lik 3 bant NN genotipli bireylerde
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ise 622 be¢’lik tek bant elde edilmistir (Sekil 1).
Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinde yetistirilen degisik
koyun irklarindan 190 oOrnekte yapilan galigsma
sonucunda elde edilen sonucglara gore genotip
ve allel frekanslar1 Cizelge 1’de, gozlenen ve
beklenen heterozigotluk ile ki-kare testi sonuglari
Cizelge 2’de sunulmustur.

Sekil 1- CAST genotiplerinin % 2’lik agaroz jelde
goriintiisii. MM (336 ve 286 b¢), MN (622, 336 ve
286 bg), NN (622 bg)

Figure 1- The illustration of CAST genotypes on 2.5%

agarose gel. MM (336 and 286 bp), MN (622, 336 and
286 bp), NN (622 bp)

Elde edilen sonuglar Tiirkiye’nin degisik
bolgelerinde yetistiriciligi yapilan 7 koyun irkinin
CAST geni bakimindan polimorfik oldugunu
gOstermistir. Arastirma materyali 7 koyun irkinda
CAST geninin M ve N allelleri degigen frekanslarda
mevcuttur. M allelinin frekansinin en yiiksek oldugu
ik Kangal (0.92), en diisiik oldugu irk (0.59) ise
Ivesi’dir. Tiim koyun irklarinda homozigot MM ve
heterozigot MN genotipleri degisen frekanslarda
mevcutken homozigot NN genotipi yalnizca Kangal
irkinda tespit edilememistir.

Kangal ve Karakas irklarinda gozlenen M ve N
allel frekanslar1 Gabor et al (2009) tarafindan Tsigai
(0.91-0.09) ve Tsigai x Lacaune melezlerinde (0.90-
0.10) ve Suleman et al (2012) tarafindan Thalli (0.90-
0.10)ve Lohi (0.87-0.13) koyunlarinda elde edilen allel
frekanslartyla uyumlu bulunmustur. Gliney Karaman
ve Akkaraman irklarinin allel frekanslari Gharahveysi
et al (2012)’1n tarafindan iran’in Zel koyunlarinda
saptadiklart ~ frekanslarla (0.75-0.25) benzerdir.
Morkaraman ve Karayaka koyunlarinda saptanan M
ve N alleli frekanslar1 Khederzadeh (2011)’in Dalagh
koyunlarinda (0.80-0.20), Kowalczyk et al (2011)’1n
Blackheaded Mutton irkinda (0.82-0.18), Mohammadi

Cizelge 1- Tiirkiye’de yetistirilen bazi yerli koyun irklarinda CAST geninin allel ve genotip frekanslari

Table 1- Allele and genotype frequencies of CAST gene in some native sheep breeds raised in Turkey

Ik " Genotip frekanslart Allel frekanslart
MM MN NN M N
Kangal 31 26 > 0 0.92 0.08
0.84 0.16 0
[vesi 26 13 > 8 0.59 0.41
0.50 0.19 0.31
Gliney Karaman 23 12 ! 4 0.67 0.33
0.52 0.30 0.18
Akkaraman 21 1 ! 3 0.69 0.31
0.52 0.34 0.14
2 2
Morkaraman 34 ’ > 0.87 0.13
0.79 0.15 0.06
28 1 4
Karayaka 33 0.86 0.14
0.85 0.03 0.12
Karakasg 22 18 3 ! 0.89 0.11
0.82 0.14 0.04
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Cizelge 2- Gozlenen ve beklenen heterozigotluklar ve Hardy Weinberg dengesi icin ki-kare testi

Table 2- Observed and expected heterozigosity and chi-square test for Hardy-Weinberg equilibrium

Ik Heterozigotluk® e
MM MN NN

Kangal 26 > 0 0.254°
26.23 4.56 0.21

Ivesi 13 > 8 9.306¢
9.05 12.58 4.37

Giiney Karaman 12 / 4 1.340°
10.33 10.17 2.5

Akkaraman 1 7 3 1.011°
10.00 8.98 2.02

Morkaraman 27 > 2 4.540¢
25.73 7.69 0.58

Karayaka 28 ! 4 24.243¢
24.41 7.95 0.64

Karakas 18 3 ! 2.385%
17.42 431 0.27

%, list satir, gozlenen degerler; alt satir; beklenen degerler; x* . |

3.84; b, Hardy-Weinberg dengesinden sapma 6nemsiz; ¢, Hardy-

Weinberg dengesinden sapma dnemli; MM, homozigot genotipler (336 bg, 287 bg); MN, Heterozigot genotipler (336 bg, 336 b, 287

be); NN, Homozigot genotipler (622 bg)

et al (2008)’m Arap koyunlarinda (0.85-0.15),
Nanekarani et al (2011)’m Atabi koyunlarinda (0.81-
0.19) ve Sutikno et al (2011)’mn Endonezya koyun
irklarinda (0.86-0.14) saptadiklar1 allel frekanslar
ile benzerdir. Ivesi 1rkinda M ve N alleli frekanslari
(0.59-0.41) benzer ¢alismalardakinden farkli ¢tkmustir
(Gabor et al 2009; Sutikno et al 201; Gharahveysi et
al 2012). Bu farklilik kullanilan 6rneklerden ve ik
i¢i varyasyondan kaynaklanmis olabilir. Bu nedenle,
Ivesi kinda CAST geni polimorfizminin &rnek
sayis! artirilarak tekrar incelenmesinin faydali olacagi
distintilmektedir.

Ivesi, Morkaraman ve Karayaka koyun
populasyonlart CAST geni i¢in Hardy-Weinberg
dengesinden sapma gostermistir (P<0.05). Bu
populasyonlardan en yiiksek ki-kare degeri
Karayaka irkinda (24.243) saptanmistir. Karayaka
irkina ait kan ornekleri Tokat ili Merkez Giinevi
koytinden alinmigti. Bu irkta Hardy-Weinberg
dengesinden sapmanin nedeni yetistiricilerin
ellerindeki hayvanlar1 Gaziosmanpasa Universitesi
Ziraat Fakiiltesi’nde uzun siire seleksiyonla islah
edilmis hayvanlardan temin etmeleri olabilir.

4. Sonuclar

Tirkiye’de koyunculuk alaninda bu giline kadar
yapilan 1slah calismalari daha c¢ok ekonomik
onemi olan dzelliklerin (et, siit, yapagi) miktarinin
artirilmasina yoneliktir. Ancak giiniimiizde degisen
tilketici talepleri dogrultusunda etin miktart
yaninda kalite oOzelliklerinin de iyilestirilmesi
zorunluluk halini almistir. CAST genindeki
polimorfizm ile et kalite Ozellikleri arasindaki
iligki daha onceki c¢alismalarda (Kapelanski et
al 2004; Schenkel et al 2006) bildirilmistir. Bu
caligma ile Tirkiye’de yetistirilen yerli koyun
irklarinda CAST geni polimorfizminin PCR-RFLP
yontemiyle belirlenebilecegi gosterilmistir. PCR-
RFLP yontemi CAST genindeki polimorfizmi
belirlemedehizliveekonomikbiraragtir. Tiirkiye’de
yetistiriciligi yapilan tiim koyun irklarinda benzer
¢aligmalar artirilarak devam etmelidir. CAST geni
et kalitesinin iyilestirilmesinde Marker Destekli
Seleksiyon i¢in aday gen olmasi bakimindan
onemlidir.
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