
Tarım Bilimleri Dergisi
Tar. Bil. Der.

Dergi web sayfası:
www.agri.ankara.edu.tr/dergi

Journal of Agricultural Sciences

Journal homepage:
www.agri.ankara.edu.tr/journal

TA
RI

M
 B

İL
İM

LE
Rİ

 D
ER

G
İS

İ —
 JO

U
RN

A
L 

O
F 

A
G

RI
CU

LT
U

RA
L 

SC
IE

N
CE

S 
 2

0 
(2

01
4)

 4
27

-4
33

Türkiye’de Yetiştirilen Bazı Yerli Koyun Irklarında Kalpastatin 
(CAST) Geni Polimorfizminin PCR-RFLP Yöntemiyle Belirlenmesi
Murat Soner BALCIOĞLUa, Taki KARSLIa, Emine ŞAHİNb, Zafer ULUTAŞc, Yüksel AKSOYd 

aAkdeniz Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, Zootekni Bölümü, Kampüs, Antalya, TÜRKİYE
bAkdeniz Üniversitesi, Korkuteli Meslek Yüksekokulu, Antalya, TÜRKİYE
cNiğde Üniversitesi, Tarım Bilimleri ve Teknolojileri Fakültesi, Niğde, TÜRKİYE
dGaziosmanpaşa Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, Zootekni Bölümü, Tokat, TÜRKİYE

ESER BİLGİSİ
Araştırma Makalesi                          DOI: 10.1501/Tarimbil_0000001301
Sorumlu Yazar: Murat Soner BALCIOĞLU, E-posta: msoner@akdeniz.edu.tr, Tel: +90 (242) 310 24 46
Geliş Tarihi: 27 Aralık 2013, Düzeltmelerin Gelişi: 01 Mart 2014, Kabul: 15 Mart 2014

ÖZET

Bu çalışmada, Türkiye’de yetiştirilen 7 yerli koyun ırkında kalpastatin (CAST) gen polimorfizmi PCR-RFLP metodu 
kullanılarak araştırılmıştır. CAST geninin M ve N allelleri frekansları; Kangal (n= 31), İvesi (n= 26), Güney Karaman 
(n= 23), Akkaraman (n= 21), Morkaraman (n= 34), Karayaka (n= 33) ve Karakaş (n= 22) koyun ırklarında sırasıyla 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 edilmiştir. Ki-kare testi CAST geni 
bakımından Morkaraman, İvesi ve Karayaka populasyonlarının Hardy-Weinberg dengesinden önemli düzeyde (P<0.05) 
saptığını, diğer populasyonların ise Hardy-Weinberg dengesinde olduğunu göstermiştir.
Anahtar Kelimeler: Kalpastatin geni; Polimorfzim; PCR-RFLP; Koyun
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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), Güney 
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, İvesi 
and Karayaka populations showed significant (P<0.05) deviation from Hardy-Weinberg equilibrium for the CAST gene.
Keywords: Calpastatin gene; Polymorphism; PCR-RFLP; Sheep
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1. Giriş
Geçtiğimiz son yirmi yılda moleküler genetik 
alanında yaşanan gelişmeler çiftlik hayvanları 
yetiştirme ve ıslah programlarında değişikliklere yol 
açmıştır. Moleküler markerler çiftlik hayvanlarında 
DNA seviyesinde genetik varyasyonun ortaya 
çıkarılmasında, gen bölgeleri ile ekonomik önemi 
olan karakterlerin ilişkilendirilmesinde (QTL) ya da 
herhangi bir özelliği etkileyen tek bir genin (majör gen) 
ortaya çıkarılmasında yoğun olarak kullanılmaktadır. 
Moleküler markerler ile elde edilen bilgiler ise Marker 
Destekli Seleksiyon (Marker Assisted Selection-
MAS) çalışmalarında kullanılmaktadır. Özellikle 
sığır, koyun keçi gibi generasyonlar arası sürenin 
uzun olduğu türlerde MAS tek başına ya da klasik 
ıslah yöntemleriyle birlikte kullanılabilmektedir.

Son yıllarda çiftlik hayvanlarında değişik 
ekonomik özellikler ile ilişkili MAS çalışmalarında 
kullanılabilecek çok sayıda aday gen tespit edilmiştir. 
Koyunculukta MAS çalışmalarında kullanılabilecek 
başlıca genler arasında; döl verimi ile ilişkili olan 
BMPR-IB, BMP-15, GDF-9 (Karslı & Balcıoğlu 
2010; Karslı et al 2012; Chu et al 2011), Prolaktin (Chu 
et al 2007), Melatonin (Hernandez et al 2005) genleri, 
et verimi ile ilişkili olan Myostatin (Tellam et al 2012), 
İnsülin benzeri büyüme faktörü (IGF-I) (He et al 2012), 
IGF bağlayıcı protein (IGF-BP) (Kumar et al 2006), 
büyüme hormonu (GH) genleri (Adams & Briegel 
2005) ve süt kalitesi ile ilişkili olan β- Lactoglobulin 
geni (Şahin et al 2011) gösterilebilir. Son zamanlarda 
çiftlik hayvanlarında, bu genlere et verim ve kalitesi ile 
ilgili olduğu bildirilen kalpain (CAPN1) ve kalpastatin 
(CAST) genleri de eklemiştir (Gao et al 2007; Dagong 
et al 2012; Kania 2012; Şahin et al 2013).

Etin kalitesi; görünüş, renk, tat, koku, yağ 
içeriği, tekstür ve yumuşaklık (gevreklik) gibi 
birkaç önemli özelliğe bağlıdır. Kesim sonrası 
etin yumuşaklığı hayvanın ölüm öncesi metabolik 
durumuna, hayvanın genetik alt yapısına, kas 
proteinlerine ve çevresel faktörlere bağlıdır. 
Kesim sonrası etin yumuşamasında birkaç önemli 
etkenden birisi de ölüm sonrası kas proteinlerindeki 
proteolizin oranıdır (Ciobanu et al 2004).

Kalpain sisteminin protein yıkımının 
düzenlenmesi, miyoblast göçü, normal iskelet kas 

gelişimi ve büyüme gibi çeşitli fizyolojik işlemlerde 
önemli rolü vardır. Kalpain sistemi 3 molekülden 
oluşmaktadır. Bunlardan ikisi kas hücrelerinde tespit 
edilmiş hücre içi C2+ bağımlı proteolitik enzimler olan 
µ- ve m-kalpain, üçüncüsü ise kalpain etkisini inhibe 
edici özellikte endojen bir protein olan kalpastatindir. 
Koyunlarda beşinci kromozom üzerinde bulunan 
CAST geni kas gelişiminde ve kesim sonrası etin 
yumuşamasında önemli rol oynar (Zhou et al 2007; 
Djadid et al 2011; Gharahveysi et al 2012).

Kalpastatin seviyesindeki artış kalpain 
aktivitesinin düşmesine neden olur. Bu durum ise kas 
protein degredasyonunu artırarak kas büyüme oranını 
azaltmakta veya kesim sonrası etin yumuşamasını 
hızlandırmaktadır (Goll et al 1998). Moleküler 
seviyede kalpastatin proteini 76 kDa ağırlığındadır 
ve 5 domainden oluşmaktadır (Suleman et al 2012). 
Kalpastatin kalpain haricinde diğer proteazları 
inhibe etmez ve kalpainler ile birlikte sitozolde ve 
membranda bulunur (Kaya 2005).

Sığırlarda yapılan çalışmalarda, CAST genindeki 
varyasyon ile karkas ve et kalite özellikleri arasında 
ilişki tespit edilmiştir (Casas et al 2006; Schenkel 
et al 2006). Bunun yanı sıra koyunlarda da CAST 
geninde varyasyon olduğu bildirilmiştir (Palmer et 
al 1998; Sutikno et al 2011). PCR-RFLP metodu 
kullanılarak yapılan önceki çalışmalarda koyun 
CAST geninde 2 allel (M ve N) (Sutikno et al 2011; 
Palmer et al 1998), PCR-SSCP metodu kullanılarak 
yapılan çalışmalarda ise 3 allel (A, B, C) tanımlanmış 
ve C alleli ile et kalite özellikleri arasındaki ilişki 
olduğu bildirilmiştir (Schenkel et al 2006).

Bu çalışmada Türkiye’de yetiştirilen bazı 
koyun ırklarında CAST geni polimorfizminin 
ortaya çıkarılması, gen ve genotip frekanslarının 
belirlenmesi amaçlanmıştır.

2. Materyal ve Yöntem

2.1. Materyal
Araştırma Türkiye’nin değişik bölgelerinde 
yetiştirilen Akkaraman (n= 21), Güney Karaman  
(n= 23), Kangal (n= 31), Karayaka (n= 33), Karakaş 
(n= 22), İvesi (n= 26), Morkaraman (n= 34) yerli 
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koyun ırklarının yetiştirildiği sürülerden rastgele 
toplanan 190 örnek üzerinde yürütülmüştür. 
Akkaraman ırkı örnekleri Konya, Güney Karaman 
ırkı örnekleri Antalya, Kangal ırkı örnekleri Sivas, 
Karayaka ırkı örnekleri Tokat, Karakaş ırkı örnekleri 
Van, İvesi ve Morkaraman ırklarının örnekleri ise 
Erzurum illerinden toplanmıştır.

2.2. Kan örneklerinin alınması ve DNA 
ekstraksiyonu
DNA ekstraksiyonu için kullanılacak kan örnekleri 
hayvanların boyun toplar damarından (vena 
jugularis) steril tek kullanımlık iğneler ile 10 mL’lik 
EDTA’lı tüplere alınmıştır. Alınan kan örnekleri 
DNA ekstraksiyonu yapılıncaya kadar -20 ˚C’de 
korunmuştur.

Genomik DNA ekstraksiyonu, ticari bir 
DNA ekstraksiyon kiti (Sigma Aldrich, USA, 
NA 2020-1KT) kullanılarak yapılmıştır. DNA 
ekstraksiyonunun başarılı olup olmadığının kontrolü 
için % 1’lik agaroz jel kullanılmıştır. Daha sonra 
elde edilen DNA’ların miktarı spektrofotometre ile 
belirlenmiş ve DNA’lar PCR uygulaması için 50 
ngxμl-1 olacak şekilde ayarlanmıştır.

2.3. PCR-RFLP işlemi
PCR işlemi 96 kuyucuklu Eppendorf marka Thermal 
Cycler cihazında gerçekleştirilmiştir. PCR işlemi 
için daha önce yapılan benzer çalışmalar (Sutikno 
et al 2011; Palmer et al 1998; Mohammadi et al 
2008) incelenmiş ve aşağıdaki PCR programı ve 
içeriği laboratvuar koşullarında optimize edilmiştir. 
PCR programı; ilk denatürasyon 95 ºC’de 5 dakika, 
denatürasyon 95 ºC’de 1 dakika, bağlanma 60ºC’de 
1 dakika, uzama 72 ºC’de 2 dakika, son uzama ise 
72ºC’de 10 dakika olacak şekilde ayarlanmış ve 
30 döngü uygulanmıştır. PCR reaksiyon karışımı; 
5 μL 10X buffer (pH: 8.5), 3 μL MgCl2 (25 μM), 
4 μL dNTPs (2.5 μM), 1U Taq DNA polimeraz 
(MBI Fermentas), forward primer 0.5 μL (0.2 μM), 
reverse primer 0.5 μL (0.2 μM) ve 3 μL genomik 
DNA (~50 ngxμL-1) olmak üzere toplam 50 μl 
hacminde ayarlanmıştır. PCR işleminde koyun 
CAST geninin ekzon 1C/1D bölgesinde bulunan 
ve daha önce tanımlanan (Palmer et al 1998) 

primerlerle çalışılmıştır. PCR işlemi sonunda 622 
bç büyüklüğündeki 1C ve 1D ekzon bölgeleri 
ile bunların arasındaki intron bölgeler F primer:  
5’ TGGGGCCCAAT-GACGCCATCGATG 3’ ve R 
primer: 5’ GGTGGAGCAGCACTTCTGATCACC 3’ 
çifti kullanılarak çoğaltılmıştır.  

622 bç büyüklüğündeki PCR ürünleri 5’C/
CGG3’-3’GGC/C 5’ tanıma bölgesine sahip 
MspI (Fermentas - Kat.No: ER0541) restriksiyon 
enzimi (RE) ile kesime (aktivasyon 37 ºC’de 3 s, 
inaktivasyon 65 ºC’de 15 dk) bırakılmıştır. RFLP 
işlemi için reaksiyon karışımı 10μL PCR ürünü, 
4 μL bidistile su (bdH2O), 2.9 μL enzim buffer 
(1XTango) ve 0.1 μL enzim (MspI- 3000U) olacak 
şekilde toplam 17 μL hazırlanmıştır. Kesim ürünleri 
% 2’lik agaroz jele (peqGOLD Universal Agarose) 
13.5 μL kesim ürünü, 1.5 μL boya (Loading Buffer) 
yüklenmiş ve 100 V’da 90 dak yürütülüp ethidium 
bromide ile muamele edildikten sonra bantlar UV 
ile görüntülenebilir hale getirilmiştir. Elektroforez 
işlemi sonunda görüntülenecek olan bantların 
büyüklüklerini saptamak için 100 bç aralıklarla bant 
veren 1.5 kb büyüklüğünde DNA marker (BIORON-
Kat. No:306005) kullanılmıştır. Kesim işleminden 
sonra koyun CAST geninde 3 genotip oluşmaktadır. 
MM alleli için 336 ve 286 bç’lik 2 bant, MN alleli 
için 622, 336 ve 286 bç’lik 3 bant NN alleli için ise 
622 bç’lik tek bant elde edilmiştir.

2.4. İstatistiksel analizler
İncelenen örneklerde CAST genine ait allel 
frekanslarının tahmin edilmesinde gen sayma 
yöntemi kullanılmıştır (Nei 1987). Populasyonlarda 
CAST geni için Hardy Weinberg dengesinden sapma 
ki-kare (χ2) istatistiği kullanılarak test edilmiştir 
(Hartl & Clark 1989).

3. Bulgular ve Tartışma
PCR işlemi sonucunda 622 bç’lik bantlar başarı ile 
çoğaltılmış ve bu PCR ürünleri MspI restriksiyon 
enzimi ile kesime bırakılmıştır. Kesim işlemi 
sonucunda MM genotipli bireylerde 336 ve 286 
bç’lik 2 bant, MN genotipli bireylerde 622, 336 
ve 286 bç’lik 3 bant NN genotipli bireylerde 



Türkiye’de Yetiştirilen Bazı Yerli Koyun Irklarında Kalpastatin (CAST) Geni Polimorfizminin PCR-RFLP..., Balcıoğlu et al

Ta r ı m  B i l i m l e r i  D e r g i s i  –  J o u r n a l  o f  A g r i c u l t u r a l  S c i e n c e s        20 (2014) 427-433430

ise 622 bç’lik tek bant elde edilmiştir (Şekil 1). 
Türkiye’nin çeşitli bölgelerinde yetiştirilen değişik 
koyun ırklarından 190 örnekte yapılan çalışma 
sonucunda elde edilen sonuçlara göre genotip 
ve allel frekansları Çizelge 1’de, gözlenen ve 
beklenen heterozigotluk ile ki-kare testi sonuçları 
Çizelge 2’de sunulmuştur.

Şekil 1- CAST genotiplerinin % 2’lik agaroz jelde 
görüntüsü. MM (336 ve 286 bç), MN (622, 336 ve 
286 bç), NN (622 bç)
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 sonuçlar Türkiye’nin değişik 
bölgelerinde yetiştiriciliği yapılan 7 koyun ırkının 
CAST geni bakımından polimorfik olduğunu 
göstermiştir. Araştırma materyali 7 koyun ırkında 
CAST geninin M ve N allelleri değişen frekanslarda 
mevcuttur. M allelinin frekansının en yüksek olduğu 
ırk Kangal (0.92), en düşük olduğu ırk (0.59) ise 
İvesi’dir. Tüm koyun ırklarında homozigot MM ve 
heterozigot MN genotipleri değişen frekanslarda 
mevcutken homozigot NN genotipi yalnızca Kangal 
ırkında tespit edilememiştir.

Kangal ve Karakaş ırklarında gözlenen M ve N 
allel frekansları Gabor et al (2009) tarafından Tsigai 
(0.91-0.09) ve Tsigai x Lacaune melezlerinde (0.90-
0.10) ve Suleman et al (2012) tarafından Thalli (0.90-
0.10) ve Lohi (0.87-0.13) koyunlarında elde edilen allel 
frekanslarıyla uyumlu bulunmuştur. Güney Karaman 
ve Akkaraman ırklarının allel frekansları Gharahveysi 
et al (2012)’ın tarafından İran’ın Zel koyunlarında 
saptadıkları frekanslarla (0.75-0.25) benzerdir. 
Morkaraman ve Karayaka koyunlarında saptanan M 
ve N alleli frekansları Khederzadeh (2011)’in Dalagh 
koyunlarında (0.80-0.20), Kowalczyk et al (2011)’ın 
Blackheaded Mutton ırkında (0.82-0.18), Mohammadi 

Çizelge 1- Türkiye’de yetiştirilen bazı yerli koyun ırklarında CAST geninin allel ve genotip frekansları
Table 1- Allele and genotype frequencies of CAST gene in some native sheep breeds raised in Turkey

Irk n Genotip frekansları Allel frekansları
MM MN NN M N

Kangal 31
26 5 0

0.92 0.08
0.84 0.16 0

İvesi 26
13 5 8

0.59 0.41
0.50 0.19 0.31

Güney Karaman 23
12 7 4

0.67 0.33
0.52 0.30 0.18

Akkaraman 21
11 7 3

0.69 0.31
0.52 0.34 0.14

Morkaraman 34
27 5 2

0.87 0.13
0.79 0.15 0.06

Karayaka 33
28 1 4

0.86 0.14
0.85 0.03 0.12

Karakaş 22
18 3 1

0.89 0.11
0.82 0.14 0.04
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et al (2008)’ın Arap koyunlarında (0.85-0.15), 
Nanekarani et al (2011)’ın Atabi koyunlarında (0.81-
0.19) ve Sutikno et al (2011)’ın Endonezya koyun 
ırklarında (0.86-0.14) saptadıkları allel frekansları 
ile benzerdir. İvesi ırkında M ve N alleli frekansları 
(0.59-0.41) benzer çalışmalardakinden farklı çıkmıştır 
(Gabor et al 2009; Sutikno et al 201; Gharahveysi et 
al 2012). Bu farklılık kullanılan örneklerden ve ırk 
içi varyasyondan kaynaklanmış olabilir. Bu nedenle, 
İvesi ırkında CAST geni polimorfizminin örnek 
sayısı artırılarak tekrar incelenmesinin faydalı olacağı 
düşünülmektedir.

İvesi, Morkaraman ve Karayaka koyun 
populasyonları CAST geni için Hardy-Weinberg 
dengesinden sapma göstermiştir (P<0.05). Bu 
populasyonlardan en yüksek ki-kare değeri 
Karayaka ırkında (24.243) saptanmıştır. Karayaka 
ırkına ait kan örnekleri Tokat ili Merkez Günevi 
köyünden alınmıştır. Bu ırkta Hardy-Weinberg 
dengesinden sapmanın nedeni yetiştiricilerin 
ellerindeki hayvanları Gaziosmanpaşa Üniversitesi 
Ziraat Fakültesi’nde uzun süre seleksiyonla ıslah 
edilmiş hayvanlardan temin etmeleri olabilir.

4. Sonuçlar
Türkiye’de koyunculuk alanında bu güne kadar 
yapılan ıslah çalışmaları daha çok ekonomik 
önemi olan özelliklerin (et, süt, yapağı) miktarının 
artırılmasına yöneliktir. Ancak günümüzde değişen 
tüketici talepleri doğrultusunda etin miktarı 
yanında kalite özelliklerinin de iyileştirilmesi 
zorunluluk halini almıştır. CAST genindeki 
polimorfizm ile et kalite özellikleri arasındaki 
ilişki daha önceki çalışmalarda (Kapelanski et 
al 2004; Schenkel et al 2006) bildirilmiştir. Bu 
çalışma ile Türkiye’de yetiştirilen yerli koyun 
ırklarında CAST geni polimorfizminin PCR-RFLP 
yöntemiyle belirlenebileceği gösterilmiştir. PCR-
RFLP yöntemi CAST genindeki polimorfizmi 
belirlemede hızlı ve ekonomik bir araçtır. Türkiye’de 
yetiştiriciliği yapılan tüm koyun ırklarında benzer 
çalışmalar artırılarak devam etmelidir. CAST geni 
et kalitesinin iyileştirilmesinde Marker Destekli 
Seleksiyon için aday gen olması bakımından 
önemlidir.

Çizelge 2- Gözlenen ve beklenen heterozigotluklar ve Hardy Weinberg dengesi için ki-kare testi
Table 2- Observed and expected heterozigosity and chi-square test for Hardy-Weinberg equilibrium

Irk Heterozigotluka

χ2

MM MN NN

Kangal
26 5 0

0.254b

26.23 4.56 0.21

İvesi
13 5 8

9.306c

9.05 12.58 4.37

Güney Karaman
12 7 4

1.340b

10.33 10.17 2.5

Akkaraman
11 7 3

1.011b

10.00 8.98 2.02

Morkaraman
27 5 2

4.540c

25.73 7.69 0.58

Karayaka
28 1 4

24.243c

24.41 7.95 0.64

Karakaş
18 3 1

2.385b

17.42 4.31 0.27
a, üst satır, gözlenen değerler; alt satır; beklenen değerler; χ2 0.05;1, 3.84; b, Hardy-Weinberg dengesinden sapma önemsiz; c, Hardy-
Weinberg dengesinden sapma önemli; MM, homozigot genotipler (336 bç, 287 bç); MN, Heterozigot genotipler (336 bç, 336 bç, 287 
bç); NN, Homozigot genotipler (622 bç)
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