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Özet: Asetil koenzim A dehidrogenaz (ACADVL) uzun zincirli yağ asitlerinin oksidasyonunda ve enerji salınımında 
önemli rol oynayan bir proteindir. Sığırlarda 19. kromozom üzerinde bulunan ACADVL geni üzerindeki bir SNP’in 
(g.2885C>A; Pro236Thr) bazı büyüme özellikleri (göğüs genişliği, göğüs derinliği ve sağrı genişliği) ile ilişkili olduğu 
belirlenmiştir. Bu gen için AA genotipli bireyler AC ve CC genotiplilere göre daha üstün büyüme özelliklerine sahiptir. 
Bu çalışmada Türkiye’ de yetiştirilen Siyah Alaca (SA), Yerli Kara (YK), Boz (BI) ve Doğu Anadolu Kırmızısı (DAK) 
sığır ırklarında ACADVL (g.2885C>A) geni üzerinde bulunan polimorfizmin ARMS-PCR yöntemiyle belirlenmesi he-
deflenmiştir. Çalışmada SA (64 örnek), YK (54 örnek), BI (48 örnek) ve DAK (44 örnek) sığır ırklarına ait toplam 210 
örnek incelenmiştir. ARMS-PCR analizleri sonucunda ACADVL (g.2885C>A) geni için Siyah Alaca ırkı monomorfik 
(CC-307-152 bç) bulunurken BI, DAK ve YK sığır ırkları polimorfik (AC: 307-211-152 bç ve CC: 307-152 bç) bulun-
muştur. AC genotipinin frekansı BI, DAK ve YK sığır ırklarında sırasıyla 0.063, 0.045, 0.093 olarak hesaplanırken, CC 
genotipinin frekansı sırasıyla 0.937, 0.955 ve 0.907 olarak hesaplanmıştır. Yapılan bu çalışma ile SA, BI, DAK ve YK 
sığır ırklarında ACADVL genindeki polimorfizmler ilk defa gösterilmiştir. Çalışılan sığır ırklarında AA genotipi tespit 
edilememiştir. 
Anahtar kelimeler:  ACADVL geni, ARMS-PCR, polimorfizm, sığır

Determination of Polymorphism in Acyl-coenzyme A Dehydrongenase Gene (g.2885C>A) 
by ARMS-PCR Methods in Some Cattle Breeds Raised in Turkey

Abstract: Acetyl coenzyme A dehydrogenase (ACADVL) is a protein that plays an important role in oxidation of long 
chain fatty and releasing energy. SNP (g.2885C>A; Pro236Thr) on the ACADVL dehydrogenase gene located on chro-
mosome 19 in cattle is associated with some growth traits (chest width, chest depth and hip width). Individuals with AA 
genotype have superior growth traits than individuals with AC and CC genotypes. In this study was aimed to determine 
polymorphism on ACADVL gene (g.2885C>A) in Holstein (SA), Anatolian Black (YK) Turkish Grey Steppe (BI), and 
East Anatolian Red (DAK) cattle breeds raised in Turkey by ARMS-PCR method. In this study was used totally 210 
samples obtained from SA (64 samples), YK (54 samples), BI (48 samples) and DAK (44 samples) cattle breeds. As a 
result of ARMRS-PCR analyzes for ACADVL (g.2885C>A) gene SA breed was found to be monomorphic (CC-307-
152 bp) while BI, DAK and YK cattle breeds were found to be polymorphic (AC: 307-211-152 bp and CC: 307-152 bp). 
Frequency of AC genotype were calculated as 0.063, 0.045 and 0.093 while frequency of CC genotype were calculated 
as 0.937, 0.955 and 0.907 in BI, DAK and YK cattle breeds, respectively. The polymorphism was shown for the first 
time on ACADVL (2885C>A) gene in SA, YK, BI and DAK cattle breeds. AA genotype could not be detected in studied 
cattle breeds.
Key words: ACADVL gene, ARMS-PCR, polymorphism, cattle

Giriş

Çiftlik hayvanlarında genetik iyileştirme binlerce 
yıl önce çiftlik hayvanı türlerinin evcilleştirilmesi, 
değişik iklim ve üretim sistemlerine adaptasyonu 
ile başlamıştır. 1700’lü yılların sonunda başlayan 
ırkların geliştirilmesi, 20. yüzyılda hayvan ıslahı 
ve genetiği biliminin ortaya çıkması ile daha da 
artmıştır [10]. Hayvan ıslahı ve genetiğinde ortaya 
çıkan gelişmeler yetiştirici tercihlerine göre yüksek 

verimli ırkların geliştirilmesine olanak sağlamıştır. 
Geçtiğimiz 30 yılda ise moleküler biyoloji, molekü-
ler genetik ve biyoteknoloji alanında yaşanan hızlı 
gelişim hayvan ıslahçıları için yeni fırsatlar sun-
muştur. 

Hayvan yetiştiriciliğinde bireylerin fenotipik 
verilerine dayalı olarak yapılan klasik ıslah çalış-
maları zaman alan, zor ve pahalı işlemlerdir. Kla-
sik ıslah çalışmalarına ek olarak ekonomik önemi 
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olan özellikler ile ilişkili aday genlerin belirlenerek 
Marker Destekli Seleksiyonda (Marker Assisted 
Selection-MAS) kullanılması seleksiyonda başarı-
yı ve genetik ilerleme hızını artırma potansiyeline 
sahiptir [1,5]. Çiftlik hayvanlarında geçtiğimiz 20 
yılda MAS çalışmalarında kullanılabilecek çeşitli 
verim özellikleri ile ilişkili çok sayıda aday gen be-
lirlenmiştir. Verim özellikleri ile ilişkili aday genler 
dışında çeşitli hastalıklara dirençli bireylerin belir-
lenmesinde kullanılabilecek çok sayıda aday gen 
tanımlanmıştır.

Süt sığırcılığında MAS çalışmalarında kul-
lanılabilecek aday genlere örnek olarak Prolaktin 
(PRL), Kazein, β-laktoglobulin genleri, et sığırcı-
lığında ise Leptin, İnsülin Benzeri Büyüme Faktö-
rü-I (IGF-I), Büyüme Hormonu Reseptör (GHR) ve 
Asetil Koenzim Dehidrogenaz (ACADVL) genleri 
gösterilebilir [1, 11, 16]. Sığırlarda bazı hastalıklara 
dirençli bireylerin belirlenmesinde kullanılabilecek 
aday genlere örnek olarak Mannoz Bağlayan Lektin 
(MBL) ya da Integrin beta 6 genleri gösterilebilir 
[11, 14]. 

ACADVL proteinini kodlayan Asetil koenzim 
A (Acyl-CoA) dehidrogenaz (ACADVL) çok uzun 
bir zincirdir, mitokondriyal membranın iç taba-
kasında, mitokondriyal yağ asidi beta-oksidasyon 
yolunun birinci basamağını katalize ederek vücut 
metabolizmasında, uzun zincirli yağ asitlerinin 
oksidasyonunda ve enerji salınımında önemli rol 
oynamaktadır. Sığırlarda 19. kromozom üzerinde 
bulunan Acyl-CoA dehidrogenaz (ACADVL, VL-
CAD, LCACD, ACAD6) stres, egzersiz, açlık ve 
benzer olumsuz koşullarda enerji sağlamak için ka-
raciğerde keton cisimleri oluşturmaktadır [9, 16]. 

ACADVL geninin çeşitli büyüme özellikle-
ri ile ilişkili olduğu bildirilmiştir [16]. Zhang ve 
ark. [16] Çin yerli sığır ırklarından Qinchuan ve 
Jinnan sığırlarında yaptıkları çalışmada ACADVL 
geni üzerinde 2885. posizyondaki C>A nokta mu-
tasyonunu (Pro236Thr) ARMS-PCR (Tetra-primer 
amplification refractory mutation system–polyme-
rase chain reaction) yöntemiyle belirlemişlerdir. 
Araştırmacılar ARMS-PCR işlemi sonrasında AA 
genotipi için 307-211 bç uzunluğunda iki bant, 
AC genotipi için 307-211-152 bç uzunluğunda üç 
bant ve CC genotipi için 307-152 bç uzunluğunda 
iki bant elde etmişlerdir. Araştırmacılar yaptıkla-
rı istatistik analizler sonucunda Qinchuan ırkında 

ACADVL ile göğüs genişliği (P<0.05), göğüs de-
rinliği (P<0.05) ve sağrı genişliği (P<0.05) arasında 
ilişki olduğunu bildirmiştir. AA genotipli sığırların 
AC ve CC genotipili sığırlara göre daha iyi büyüme 
özelliklerine sahip olduğunu belirlemişlerdir.

ARMS–PCR yöntemi bilinen tek nükleotid 
polimorfizmlerinin belirlenmesi için basit, eko-
nomik ve etkili bir metottur. Yöntemde dört farklı 
primer aynı anda kullanılarak yapılan PCR işle-
mini jel ektroforezi takip etmektedir. İki iç ile iki 
dış primerin kullanıldığı yöntemde dış primerler 
ile SNP’in de bulunduğu tüm bölge çoğaltılmakta-
dır. Her iç primer ve bir adet dış primer ile mutant 
ve normal alleller belirlenmektedir. Ko-dominant 
marker yöntemi olan ARMS-PCR’ın Allel Spesifik 
PCR (AS-PCR)’dan farkı tüm işlemlerin aynı PCR 
tüpü içerisinde ve tek seferde gerçekleştirilmesidir 
[2]. AS-PCR işleminde de hem mutant alleli hem de 
normal alleli tanıyan primerler kullanılmakta ancak 
bu primerler aynı revers primer ile ayrı ayrı çoğal-
tılmaktadır [3].  ARMS-PCR tekniğinde nokta mu-
tasyonlarını belirlemede en sık kullanılan yöntem 
olan PCR-RFLP tekniğinde olduğu gibi enzim ge-
reksinimi ve dolayısıyla kesim işlemi için ayrıca bir 
süreye ihtiyaç yoktur. Bu nedenle PCR-RFLP tek-
niğine göre oldukça ekonomik ve hızlıdır. AS-PCR 
işlemine göre ise maliyetler benzer olmakla birlikte 
daha az iş gücü ve zaman gereksinimi vardır. Bu 
üstünlükleri yanı sıra ARMS-PCR işleminde opti-
mizasyon daha zor ve zaman alıcıdır. ARMS PCR 
işleminde özellikle bağlanma sıcaklıkları ile MgCl2 
yoğunluğuna dikkat edilmelidir. Özgün olmayan 
PCR ürünlerinin engellenmesi için bağlanma sıcak-
lıkları mümkün olduğunca yükseltilmeli ve ilk 10-
15 döngüde kademeli olarak düşürülmelidir [6]. 

Bu çalışmada Türkiye’de yetiştiriciliği en çok 
yapılan Siyah Alaca (SA) sığır ırkı ile yerli ırklar 
olan Yerli Kara (YK), Boz (BI) ve Doğu Anadolu 
Kırmızısı (DAK) ırklarında ARMS-PCR yöntemi 
kullanarak ACADVL genindeki polimorfizmin (g.
2885C>A; Pro236Thr) belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Materyal ve Metot
Materyal
Çalışmanın materyalini Akdeniz Üniversitesi Ziraat 
Fakültesi Zootekni Bölümü Genetik Laboratuva-
rı’nda bulunan SA (n=64), YK (n=54), BI (n=48) 
ve DAK (n=44) ırklarına ait kanlardan izole edilen 
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toplam 210 adet DNA oluşturmuştur. Araştırmada 
kullanılan kan örnekleri Akdeniz Üniversitesi Hay-
van Deneyleri Etik Kurulu’nun 2017.01.01 protokol 
numaralı izni ile toplanmıştır.

Metot
DNA İzolasyonu
Araştırmada genomik DNA molekülünün izolasyo-
nunda Miller ve ark. [7] tarafından bildirilen pro-
tokolü kullanılmış ve DNA bütünlükleri  %1’lik 
agaroz jel kullanılarak kontrol edilmiştir. DNA izo-
lasyon işlemi sonunda DNA’ların miktar ve kalitesi 
spektrofotometre (NanoDrop ND 100) kullanılarak 
belirlenmiş ve ARMS-PCR işlemi için 50 ng/μl 
miktarına ayarlanmıştır.

ARMS-PCR İşlemi
ARMS-PCR işleminde ACADVL geninin 2885. 
posizyondaki C>A nokta mutasyonunu belirlemek 
üzere kullanılan primerler Tablo 1’de, kullanılan 
PCR programı ve PCR reaksiyon karışımı Tablo 
2’de gösterilmiştir. 

ARMS-PCR işleminde özgün olmayan PCR 
ürünlerinin engellenmesi için bağlanma sıcaklığı 
başlangıçta mümkün olduğunca yüksek (68°C) tu-
tulmuştur. Daha sonra her döngüde 1 °C azaltılarak 
18. döngü sonunda 50 °C sıcaklığına kadar düşül-
müştür. 50 °C bağlanma sıcaklığında ise 23 döngü 
daha uygulanarak ARMS-PCR işlemi tamamlan-
mıştır.

Tablo 1. ARMS-PCR işleminde kullanılan primerler

Primer dizisi (5’-3’) Kaynak

F (Outer) CCATCAGAACCCAGAGTAAAGGAGCGCT

Zhang ve ark. [16]
R (Outer) GGTGTCTTGGCAAAGACCGTGAAGATGT

F (Inner A) CATCCGATCCTCAGCTGTGCCCAACA

R (Inner C) TCCGTTGAGGGTATAGTATTTTCCACAAGG

Tablo 2. PCR içeriği ve programı 

PCR Bileşeni (Marka) Miktar (µl) PCR Programı

H2O 33.8 İlk Den. 95°C de 5 dk

Her döngüde 1 °C azalacak şekilde 
toplam 18 döngü uygulanmıştır

MgCl2 4 Denatürasyon 94°C de 30 s

10X ((NH4)2SO4 4 Bağlanma 68°C de 30 s

dNTPs(GeneAll) 3 (2,5 mM/μl) Uzama 72 °C de 30 s

FO 0.5 (10 pmol/μl) Denatürasyon 94°C de 30 s

50 °C sabit olacak şekilde toplam 23 
döngü uygulanmıştır

RO 0.5 (10 pmol/μl) Bağlanma 50°C de 30 s

FI 0.5 (10 pmol/μl) Uzama 72 °C de 30 s

RI 0.5 (10 pmol/μl) Son Uzama 72 °C de 5 dk

Taq (Fermantase) #EP0402 0.2 (1 U)

DNA 3

İstatistik Analizler
Çalışılan populasyonlarda ACADVL (g.2885C>A) 
geni için allel ve genotip frekansları Nei’nin [8] gen 
sayma yöntemine göre Popgen32 [15] istatistik prog-
ramı kullanılarak hesaplanmıştır. Populasyonlarda 
ACADVL (g.2885C>A) geni için Hardy Weinberg 
dengesinden sapma ki-kare (χ2 ) istatistiği kullanı-
larak test edilmiştir [4].

Bulgular

Çalışmada DNA izolasyonundan sonra gerçek-
leştirilen ARMS-PCR işlemi sonunda SA ırkının 
ACADVL geni için monomorf olduğu (CC: 307-
152 bç) anlaşılmıştır. YK, BI ve DAK sığır ırkla-
rında ise ACADVL geni için AA genotipine rastlan-
mazken AC (307-211-152 bç) ve CC (307-152 bç) 
genotipleri tespit edilmiştir (Şekil 1). 
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Şekil 1. ACADVL geni için ARMS-PCR agaroz görüntüsü
(Marker: Thermo 50 bp; Kat. No: SM0371; % 2’lik agoroz jel, PCR büyüklükleri AC:307-211-152 bç; CC: 307-152 bç)

Araştırmada SA, YK, BI ve DAK sığır ırkla-
rında elde edilen allel ve genotip frekansları Tablo 
3’de gösterilmiştir. Tüm ırklarda AA genotipi tes-
pit edilemezken AC genotipinin frekansı YK, BI 
ve DAK sığır ırklarında sırasıyla 0.093, 0.063 ve 
0.045 olarak hesaplanmıştır. CC genotip frekansı 
en yüksek SA ırkında (1.000) hesaplanırken en dü-
şük YK ırkında (0.907) tespit edilmiştir. Çalışmada 
ACADVL geni (g.2885C>A) için polimorfik oldu-
ğu tespit edilen YK, BI ve DAK populasyonlarının 
Hardy-Weinberg dengesinde olduğu görülmüştür. 

Tablo 3. ACADVL geni (g.2885C>A) için allel ve genotip fre-
kansları

Irk n
Allel Frekansı Genotip Frekansı X2

A C AA AC CC
SA 64 0.000 1.000 - - 1.000 -
YK 54 0.047 0.953 - 0.093 0.907 0,127a

BI 48 0.032 0.968 - 0.063 0.937 0.052a

DAK 44 0.023 0.977 - 0.045 0.955 0.024a

X2 0.05;1: 3.84; a: Hardy-Weinberg dengesinden sapma önemsiz

Tartışma ve Sonuç

Bu çalışmada Türkiye’de yetiştirilen dört sığır ır-
kında da bazı büyüme özelliklerini olumlu yönde 
etkilediği bildirilen [16] ACADVL (g.2885C>A) 
geni için AA genotipi tespit edilememiştir. Zhang 
ve ark. [16] ACADVL (g.2885C>A) geni için AA 
genotipinin frekansını Çin Qinchuan sığırlarında 
0.020, Jinnan sığırlarında ise 0.019 olarak bildir-
mişlerdir. Ayrıca bu çalışma kapsamında YK, BI 
ve DAK sığır ırklarında tespit edilen AC genotipi 
frekansı (sırasıyla 0.093, 0.063 ve 0.045) Zhang ve 
ark. [16] tarafından Qinchuan ve Jinnan sığırlarında 
bildirilen değerlerden (sırasıyla 0.233 ve 0.179) dü-
şüktür. YK, BI ve DAK sığır ırklarında tespit edilen 

A alleli frekansları (sırasıyla 0.047, 0.032 ve 0.023) 
Zhang ve ark. [16] tarafından Qinchuan ve Jinnan 
sığır ırklarında bildirilen değerlerden (sırasıyla 
0.136 ve 0.108) düşüktür.

Türkiye’de yetiştirilen dört farklı sığır ırkın-
da AA genotipin tespit edilememesi ve YK, BI ve 
DAK sığır ırklarında A allel frekansının Zhang ve 
ark. [16] tarafından Qinchuan ve Jinnan sığır ırkla-
rında bildirilen değerlerden düşük olmasının altında 
yatan birkaç neden olduğu düşünülmektedir. Allel 
frekansları arasındaki bu farkın öncelikle Qinchuan 
ve Jinnan sığır ırklarının etçi ırklar olmasından kay-
naklandığı düşünülmektedir [12, 13]. Ayrıca Zhang 
ve ark. [16] tarafından yapılan çalışmada kullanılan 
örnekler koruma altındaki ıslah edilmiş hayvanlar-
dan alınmıştır. Islah için uygulanan seleksiyon işle-
mi ilgili gen bakımından hayvanlardaki genotip ve 
allel frekanslarını etkilemiş olabilir. Bir diğer neden 
ise her iki çalışmada kullanılan hayvanların farklı 
genetik kökenlerden gelmesi olabilir. Bu çalışma-
da kullanılan dört sığır ırkının genetik kökeni Bos 
taurus (Taurine) iken Zhang ve ark. [16] tarafından 
yapılan çalışmada kullanılan iki ırkın genetik köke-
ni Bos indicus’dur (Zebu). 

Çalışmada SA ırkında ACADVL (g.2885C>A) 
geni için A allelinin tespit edilememesi ancak yerli 
sığır ırkları olan YK, BI ve DAK populasyonlarında 
düşük frekanslarda da olsa A allelinin belirlenmesi, 
hayvan gen kaynağı olarak yerli ırkların önemini 
ortaya koymaktadır. Çünkü yerli ırklar sahip olduğu 
bazı gen ya da genler bakımından genetik çeşitliliğe 
önemli katkılar yapmaktadır. 

Sonuç olarak yapılan bu çalışma ile Türkiye’de 
yetiştiriciliği en çok yapılan sığır ırkı olan SA sı-
ğırları ile Türkiye yerli sığır ırklarından YK, BI ve 
DAK sığır ırklarında ACADVL (g.2885C>A) geni 
polimorfizmi ilk defa gösterilmiştir. Büyüme özel-



Karslı T. Bazı Sığır Irklarında Asetil Koenzim A Dehidrogenaz Geni Polimorfizminin ARMS-PCR Yöntemiyle Belirlenmesi 29

Lalahan Hay. Araşt. Enst. Derg. http://arastirma.tarimorman.gov.tr/lalahanhmae Cilt 59, Sayı 1, 2019, 25-29

likleri üzerine olumlu etkileri bildirilen AA genotipi 
çalışılan ırklarda tespit edilememiştir. Bu ırklarda 
yapılacak MAS çalışmaları için et verimiyle ilişkili 
diğer aday genlerin taranmasında yarar vardır. Ay-
rıca yapılan çalışma ile çiftlik hayvanlarında nokta 
mutasyonlarının belirlenmesinde oldukça ekono-
mik ve hızlı olan ARMS-PCR tekniğinin kullanıla-
bileceği gösterilmiştir. 
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