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Tiirkiye’de Yetistirilen Baz1 Sigir Irklarinda Asetil Koenzim A Dehidrogenaz
Geni (g.2885C>A) Polimorfizminin ARMS-PCR Yontemiyle Belirlenmesi
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Ozet: Asetil koenzim A dehidrogenaz (ACADVL) uzun zincirli yag asitlerinin oksidasyonunda ve enerji saliniminda
onemli rol oynayan bir proteindir. Sigirlarda 19. kromozom iizerinde bulunan ACADVL geni iizerindeki bir SNP’in
(g.2885C>A; Pro236Thr) bazi biiyiime 6zellikleri (gogiis genisligi, gdgiis derinligi ve sagr1 genisligi) ile iligkili oldugu
belirlenmistir. Bu gen i¢in AA genotipli bireyler AC ve CC genotiplilere gore daha iistiin biiyiime dzelliklerine sahiptir.
Bu ¢aligmada Tiirkiye’ de yetistirilen Siyah Alaca (SA), Yerli Kara (YK), Boz (BI) ve Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK)
sigir irklarinda ACADVL (g.2885C>A) geni iizerinde bulunan polimorfizmin ARMS-PCR yontemiyle belirlenmesi he-
deflenmistir. Caligmada SA (64 6rnek), YK (54 6rnek), BI (48 6rnek) ve DAK (44 6rnek) sigir irklarina ait toplam 210
ornek incelenmistir. ARMS-PCR analizleri sonucunda ACADVL (g.2885C>A) geni i¢in Siyah Alaca irk1 monomorfik
(CC-307-152 bg) bulunurken BI, DAK ve YK sigir irklari polimorfik (AC: 307-211-152 bg ve CC: 307-152 bg) bulun-
mustur. AC genotipinin frekansi BI, DAK ve YK sigir irklarinda sirasiyla 0.063, 0.045, 0.093 olarak hesaplanirken, CC
genotipinin frekansi sirastyla 0.937, 0.955 ve 0.907 olarak hesaplanmistir. Yapilan bu ¢alisma ile SA, BI, DAK ve YK
sigir irklarinda ACADVL genindeki polimorfizmler ilk defa gosterilmistir. Calisilan sigir irklarinda AA genotipi tespit
edilememistir.

Anahtar kelimeler: ACADVL geni, ARMS-PCR, polimorfizm, sigir

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, Bl and DAK cattle breeds. AA genotype could not be detected in studied
cattle breeds.
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Giris

Ciftlik hayvanlarinda genetik iyilestirme binlerce
yil once ¢iftlik hayvan tiirlerinin evcillestirilmesi,
degisik iklim ve tretim sistemlerine adaptasyonu
ile baglamistir. 1700’14 yillarin sonunda baglayan
wklarin gelistirilmesi, 20. yiizyilda hayvan 1slahi
ve genetigi biliminin ortaya ¢ikmasi ile daha da
artmistir [10]. Hayvan 1slah1 ve genetiginde ortaya
¢ikan gelismeler yetistirici tercihlerine gore yiiksek

verimli 1rklarin gelistirilmesine olanak saglamistir.
Gectigimiz 30 yilda ise molekiiler biyoloji, molekii-
ler genetik ve biyoteknoloji alaninda yasanan hizl
gelisim hayvan 1slahgilar i¢in yeni firsatlar sun-
mustur.

Hayvan yetistiriciliginde bireylerin fenotipik
verilerine dayali olarak yapilan klasik 1slah galig-
malar1 zaman alan, zor ve pahali igslemlerdir. Kla-
sik 1slah calismalaria ek olarak ekonomik 6nemi
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olan 6zellikler ile iliskili aday genlerin belirlenerek
Marker Destekli Seleksiyonda (Marker Assisted
Selection-MAS) kullanilmas1 seleksiyonda basari-
y1 ve genetik ilerleme hizini artirma potansiyeline
sahiptir [1,5]. Ciftlik hayvanlarinda gectigimiz 20
yilda MAS c¢alismalarinda kullanilabilecek cesitli
verim Ozellikleri ile iligkili cok sayida aday gen be-
lirlenmistir. Verim 6zellikleri ile iliskili aday genler
disinda ¢esitli hastaliklara direngli bireylerin belir-
lenmesinde kullanilabilecek ¢ok sayida aday gen
tanimlanmustir.

Siit sigirciliginda MAS  calismalarinda kul-
lanilabilecek aday genlere 6rnek olarak Prolaktin
(PRL), Kazein, B-laktoglobulin genleri, et sigirci-
liginda ise Leptin, Insiilin Benzeri Biiyiime Fakto-
ri-1 (IGF-I), Biiyiime Hormonu Reseptor (GHR) ve
Asetil Koenzim Dehidrogenaz (ACADVL) genleri
gosterilebilir [1, 11, 16]. Sigirlarda bazi hastaliklara
direngli bireylerin belirlenmesinde kullanilabilecek
aday genlere 6rnek olarak Mannoz Baglayan Lektin
(MBL) ya da Integrin beta 6 genleri gosterilebilir
[11, 14].

ACADVL proteinini kodlayan Asetil koenzim
A (Acyl-CoA) dehidrogenaz (ACADVL) ¢ok uzun
bir zincirdir, mitokondriyal membranm i¢ taba-
kasinda, mitokondriyal yag asidi beta-oksidasyon
yolunun birinci basamagimi katalize ederek viicut
metabolizmasinda, uzun zincirli yag asitlerinin
oksidasyonunda ve enerji saliniminda 6nemli rol
oynamaktadir. Sigirlarda 19. kromozom iizerinde
bulunan Acyl-CoA dehidrogenaz (ACADVL, VL-
CAD, LCACD, ACAD®b) stres, egzersiz, aglik ve
benzer olumsuz kosullarda enerji saglamak i¢in ka-
racigerde keton cisimleri olusturmaktadir [9, 16].

ACADVL geninin g¢esitli biiyiime ozellikle-
ri ile iligkili oldugu bildirilmistir [16]. Zhang ve
ark. [16] Cin yerli sigir irklarindan Qinchuan ve
Jinnan sigirlarinda yaptiklar1 ¢alismada ACADVL
geni lizerinde 2885. posizyondaki C>A nokta mu-
tasyonunu (Pro236Thr) ARMS-PCR (Tetra-primer
amplification refractory mutation system—polyme-
rase chain reaction) yontemiyle belirlemislerdir.
Arastirmacilar ARMS-PCR islemi sonrasinda AA
genotipi i¢in 307-211 bg¢ uzunlugunda iki bant,
AC genotipi i¢in 307-211-152 b¢ uzunlugunda ¢
bant ve CC genotipi i¢in 307-152 b¢ uzunlugunda
iki bant elde etmislerdir. Arastirmacilar yaptikla-
r1 istatistik analizler sonucunda Qinchuan irkinda

ACADVL ile gogiis genisligi (P<0.05), gogiis de-
rinligi (P<0.05) ve sagri genisligi (P<0.05) arasinda
iligki oldugunu bildirmistir. AA genotipli sigirlarin
AC ve CC genotipili sigirlara gére daha iyi bityiime
ozelliklerine sahip oldugunu belirlemislerdir.

ARMS-PCR yontemi bilinen tek niikleotid
polimorfizmlerinin belirlenmesi i¢in basit, eko-
nomik ve etkili bir metottur. Yontemde dort farkl
primer ayni anda kullanilarak yapilan PCR igle-
mini jel ektroforezi takip etmektedir. iki i¢ ile iki
dis primerin kullanildigi yontemde dis primerler
ile SNP’in de bulundugu tiim bolge g¢ogaltilmakta-
dir. Her i¢ primer ve bir adet dis primer ile mutant
ve normal alleller belirlenmektedir. Ko-dominant
marker yontemi olan ARMS-PCR’1n Allel Spesifik
PCR (AS-PCR)’dan farki tiim islemlerin ayn1 PCR
tiipii icerisinde ve tek seferde gerceklestirilmesidir
[2]. AS-PCR isleminde de hem mutant alleli hem de
normal alleli tantyan primerler kullanilmakta ancak
bu primerler ayni revers primer ile ayri ayri ¢ogal-
tilmaktadir [3]. ARMS-PCR tekniginde nokta mu-
tasyonlarini belirlemede en sik kullanilan yontem
olan PCR-RFLP tekniginde oldugu gibi enzim ge-
reksinimi ve dolayisiyla kesim iglemi i¢in ayrica bir
siireye ihtiya¢ yoktur. Bu nedenle PCR-RFLP tek-
nigine gore oldukca ekonomik ve hizlidir. AS-PCR
islemine gore ise maliyetler benzer olmakla birlikte
daha az ig giicli ve zaman gereksinimi vardir. Bu
ustiinliikleri yan1 sira ARMS-PCR isleminde opti-
mizasyon daha zor ve zaman alicidir. ARMS PCR
isleminde ozellikle baglanma sicakliklari ile MgCl,
yogunluguna dikkat edilmelidir. Ozgiin olmayan
PCR fiirlinlerinin engellenmesi ig¢in baglanma sicak-
liklart miimkiin oldugunca yiikseltilmeli ve ilk 10-
15 dongiide kademeli olarak diisiiriilmelidir [6].

Bu calismada Tiirkiye’de yetistiriciligi en ¢ok
yapilan Siyah Alaca (SA) sigir ki ile yerli irklar
olan Yerli Kara (YK), Boz (BI) ve Dogu Anadolu
Kirmizis1 (DAK) wrklarinda ARMS-PCR yontemi
kullanarak ACADVL genindeki polimorfizmin (g.
2885C>A; Pro236Thr) belirlenmesi amaglanmuistir.

Materyal ve Metot

Materyal

Calismanin materyalini Akdeniz Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Zootekni Bolimii Genetik Laboratuva-
ri’'nda bulunan SA (n=64), YK (n=54), BI (n=48)
ve DAK (n=44) wrklarina ait kanlardan izole edilen
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toplam 210 adet DNA olusturmustur. Arastirmada
kullanilan kan &rnekleri Akdeniz Universitesi Hay-
van Deneyleri Etik Kurulu’nun 2017.01.01 protokol
numarali izni ile toplanmustir.

Metot
DNA izolasyonu

Aragtirmada genomik DNA molekiiliiniin izolasyo-
nunda Miller ve ark. [7] tarafindan bildirilen pro-
tokolii kullanilmis ve DNA biitiinliikleri  %1°lik
agaroz jel kullanilarak kontrol edilmistir. DNA izo-
lasyon islemi sonunda DNA’larin miktar ve kalitesi
spektrofotometre (NanoDrop ND 100) kullanilarak
belirlenmis ve ARMS-PCR islemi i¢in 50 ng/ul
miktarina ayarlanmustir.

Tablo 1. ARMS-PCR isleminde kullanilan primerler

ARMS-PCR Islemi

ARMS-PCR isleminde ACADVL geninin 2885.
posizyondaki C>A nokta mutasyonunu belirlemek
iizere kullanilan primerler Tablo 1°de, kullanilan
PCR programi ve PCR reaksiyon karigimi Tablo
2’de gosterilmistir.

ARMS-PCR isleminde 6zgiin olmayan PCR
iiriinlerinin engellenmesi i¢in baglanma sicaklig
baslangigta miimkiin oldugunca yiiksek (68°C) tu-
tulmustur. Daha sonra her dongiide 1 °C azaltilarak
18. dongii sonunda 50 °C sicakligina kadar diisiil-
mistiir. 50 °C baglanma sicakliginda ise 23 dongii
daha uygulanarak ARMS-PCR iglemi tamamlan-
mistir.

Primer dizisi (5°-3”)

Kaynak

Zhang ve ark. [16]

F (Outer) CCATCAGAACCCAGAGTAAAGGAGCGCT

R (Outer) GGTGTCTTGGCAAAGACCGTGAAGATGT

F (Inner A) CATCCGATCCTCAGCTGTGCCCAACA

R (Inner C) TCCGTTGAGGGTATAGTATTTTCCACAAGG

Tablo 2. PCR igerigi ve programi

PCR Bileseni (Marka) Miktar (ul) PCR Programi

H,0 33.8 Ik Den. 95°C de 5 dk

MgCl, 4 Denatiirasyon  94°Cde 30s  Her dongiide 1 °C azalacak sekilde
10X ((NH,)2804 4 Baglanma 68°C de 30 s toplam 18 dongii uygulanmistir
dNTPs(GeneAll) 3 (2,5 mM/pl) Uzama 72°Cde30s

FO 0.5 (10 pmol/pl)  Denatiirasyon 94°C de 30 s

RO 0.5 (10 pmol/ul) Baglanma 50°Cde 30s 50 °C sabit olacak sekilde toplam 23
FI 0.5 (10 pmol/pl) Uzama 72°Cde30s dongii uygulanmugtir

RI 0.5 (10 pmol/ul) Son Uzama 72 °Cde 5 dk

Taq (Fermantase) #EP0402 0.2 (10)

DNA 3

Istatistik Analizler Bulgular

Caligilan populasyonlarda ACADVL (g.2885C>A)
geni icin allel ve genotip frekanslar1 Nei’nin [§] gen
sayma yontemine gore Popgen32 [15] istatistik prog-
rami kullanilarak hesaplanmistir. Populasyonlarda
ACADVL (g.2885C>A) geni i¢in Hardy Weinberg
dengesinden sapma ki-kare (2 ) istatistigi kullani-
larak test edilmistir [4].

Calismada DNA izolasyonundan sonra gercek-
lestirilen ARMS-PCR islemi sonunda SA irkinin
ACADVL geni i¢in monomorf oldugu (CC: 307-
152 be) anlagilmistir. YK, BI ve DAK sigir irkla-
rinda ise ACADVL geni i¢in AA genotipine rastlan-
mazken AC (307-211-152 bg) ve CC (307-152 bg)
genotipleri tespit edilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. ACADVL geni icin ARMS-PCR agaroz goriintiisii

cc ¢ € CC CC € CC CC CC € € cc cc ¢ ¢ cc

¢ CC AC
307 bg

211 bg
152 bg

(Marker: Thermo 50 bp; Kat. No: SM0371; % 2’lik agoroz jel, PCR biiyiikliikleri AC:307-211-152 bg; CC: 307-152 bg)

Arastirmada SA, YK, BI ve DAK sigir irkla-
rinda elde edilen allel ve genotip frekanslar1 Tablo
3’de gosterilmistir. Tiim 1rklarda AA genotipi tes-
pit edilemezken AC genotipinin frekans1 YK, BI
ve DAK sigir irklarinda sirastyla 0.093, 0.063 ve
0.045 olarak hesaplanmigtir. CC genotip frekansi
en yiliksek SA 1rkinda (1.000) hesaplanirken en dii-
siik YK 1rkinda (0.907) tespit edilmistir. Calismada
ACADVL geni (g.2885C>A) i¢in polimorfik oldu-
gu tespit edilen YK, BI ve DAK populasyonlarinin
Hardy-Weinberg dengesinde oldugu goriilmiistiir.

Tablo 3. ACADVL geni (g.2885C>A) icin allel ve genotip fre-
kanslar1

i Allel Frekans1  Genotip Frekansi X?
A C AA AC CC
SA 64 0.000 1.000 - - 1.000 -
YK 54 0.047 0.953 - 0.093 0907 0,127
BI 48 0.032 0968 - 0.063 0.937 0.052°
DAK 44 0.023 0977 - 0.045 0955 0.024*
X g5t 3-84; a: Hardy-Weinberg dengesinden sapma 6nemsiz

Tartisma ve Sonug¢

Bu calismada Tiirkiye’de yetistirilen dort sigir 1r-
kinda da bazi biiyiime 6zelliklerini olumlu yonde
etkiledigi bildirilen [16] ACADVL (g.2885C>A)
geni i¢in AA genotipi tespit edilememistir. Zhang
ve ark. [16] ACADVL (g.2885C>A) geni i¢cin AA
genotipinin frekansint Cin Qinchuan sigirlarinda
0.020, Jinnan sigirlarinda ise 0.019 olarak bildir-
mislerdir. Ayrica bu ¢alisma kapsaminda YK, BI
ve DAK sigir irklarinda tespit edilen AC genotipi
frekansi (sirastyla 0.093, 0.063 ve 0.045) Zhang ve
ark. [16] tarafindan Qinchuan ve Jinnan sigirlarinda
bildirilen degerlerden (sirasiyla 0.233 ve 0.179) dii-
stiktiir. YK, BI ve DAK sigir irklarinda tespit edilen

A alleli frekanslart (sirasiyla 0.047, 0.032 ve 0.023)
Zhang ve ark. [16] tarafindan Qinchuan ve Jinnan
sigir wrklarinda bildirilen degerlerden (sirasiyla
0.136 ve 0.108) dusiiktiir.

Tiirkiye’de yetistirilen dort farkli sigir irkin-
da AA genotipin tespit edilememesi ve YK, BI ve
DAK sigir wrklarinda A allel frekansinin Zhang ve
ark. [16] tarafindan Qinchuan ve Jinnan sigir irkla-
rinda bildirilen degerlerden diisiik olmasinin altinda
yatan birka¢ neden oldugu diisiiniilmektedir. Allel
frekanslar1 arasindaki bu farkin oncelikle Qinchuan
ve Jinnan s1g1r irklarinin et¢i irklar olmasindan kay-
naklandig diistiniilmektedir [12, 13]. Ayrica Zhang
ve ark. [16] tarafindan yapilan ¢aligmada kullanilan
ornekler koruma altindaki 1slah edilmis hayvanlar-
dan alimmustir. Islah i¢in uygulanan seleksiyon isle-
mi ilgili gen bakimindan hayvanlardaki genotip ve
allel frekanslarini etkilemis olabilir. Bir diger neden
ise her iki ¢alismada kullanilan hayvanlarin farkl
genetik kokenlerden gelmesi olabilir. Bu ¢alisma-
da kullanilan dort sigir irkinin genetik kokeni Bos
taurus (Taurine) iken Zhang ve ark. [16] tarafindan
yapilan ¢aligmada kullanilan iki irkin genetik kdke-
ni Bos indicus’dur (Zebu).

Calismada SA irkinda ACADVL (g.2885C>A)
geni i¢in A allelinin tespit edilememesi ancak yerli
sigir irklar1 olan YK, BI ve DAK populasyonlarinda
disiik frekanslarda da olsa A allelinin belirlenmesi,
hayvan gen kaynagi olarak yerli irklarin 6nemini
ortaya koymaktadir. Ciinkii yerli irklar sahip oldugu
bazi gen ya da genler bakimindan genetik ¢esitlilige
onemli katkilar yapmaktadir.

Sonug olarak yapilan bu ¢alisma ile Tiirkiye’de
yetistiriciligi en ¢ok yapilan sigir irki olan SA si-
girlar ile Tirkiye yerli sigir irklarindan YK, BI ve
DAK sigir irklarinda ACADVL (g.2885C>A) geni
polimorfizmi ilk defa gdsterilmistir. Biiylime 6zel-
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likleri tizerine olumlu etkileri bildirilen AA genotipi
calisilan 1rklarda tespit edilememistir. Bu irklarda
yapilacak MAS caligmalari i¢in et verimiyle iligkili
diger aday genlerin taranmasinda yarar vardir. Ay-
rica yapilan calisma ile ¢iftlik hayvanlarinda nokta
mutasyonlarinin belirlenmesinde olduk¢a ekono-
mik ve hizli olan ARMS-PCR tekniginin kullanila-
bilecegi gosterilmistir.
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