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Eskisehir yoresi Tiirk Arap atlarinda lavanta
renkli tay sendromunun arastirilmasi
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Ozet: Lavanta Renkli Tay Sendromu (Lavender Foal Syndrome-LFS) otozomal resesif kalitim modeli gésteren bir
genetik kusur olup, Arap atlarinda nérolojik anormalliklere ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Yiritilen aras-
tirmada, Eskisehir yoresindeki dokuz 6zel isletmeden alinan toplam 115 bas Arap ati materyalinde LFS mutant allellin
varligi arastirimisti. Genomik DNA kandan elde edilmis ve LFS'den sorumlu mutasyonu iceren MYO5A gen bdlge-
si Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi ile cogaltilmistir. PCR rtnleri Faul restriksiyon enzimi ile muamele
edildikten sonra agaroz jel elektroforezde analiz edilmistir. Heterozigot genotipte olanlar dizi analizi yontemiyle
teyit edilmistir. Arastirmada, incelenen 115 bas Turk Arap atinin LFS genetik kusuru bakimindan mutant allele sahip
olmadigi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Genetik kusurlar, LFS, PCR-RFLP, Tirk Arap Ati

Investigation of lavender foal syndrome in Turkish
Arabian horses in Eskisehir region

Abstract: Levander Foal Syndrome (LFS) is autosomal recessive hereditary disorder causing serious economic losses
in Arabian horse breeding throughout the world. In this study, the presence of LFS genotypes was investigated in
115 Turkish Arabian horse reared at nine different private farms in Eskisehir. Genomic DNA was obtained from blood
and the MYO5A gene fragment which includes the mutation responsible for LFS were obtained by using Polymerase
Chain Reaction (PCR). PCR products were analyzed by agarose gel electrophoresis after treatment with Faul restric-
tion enzyme. Heterozygous genotypes were confirmed by sequence analysis. In the study, it was detected that 115
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head Turkish Arabian horses examined did not have mutant alleles with respect to LFS genetic defect.
Key words: Genetic disorder, LFS, PCR-RFLP, Turkish Arabian horse

Giris

Hayvan popilasyonlarin da gorilen kalitsal kusurlar
arastirmacilar ve yetistiriciler icin énemli konulardan
birisidir. Hayvan yetistiriciliginde suni tohumlamanin
yayginlasmasi ile birlikte bazi kalitsal kusurlarin po-
pllasyonlardaki frekanslari artmistir. Sigirlarda BLAD
(Bovine leukocyte adhesion deficiency) tasiyicis
oldugu sonradan belirlenen Osborndale Ivanhoe,
Penstate Ivanhoe Star ve Carlin-M Ivanhoe Bell
gibi damizlik bogalarin suni tohumlamada kullanil-
masityla BLAD'In Holstein sigir irki ve melezlerinde
yayllmasinda etkili oldugu bildirilmektedir [17]. Bu
nedenle, hayvan yetistiriciliginde kaltsal kusurlarin
molekuler temellerinin belirlenmesi ¢cok dnemlidir.
Atlarda 232 genetik bozukluk ile 6zellik tanimlanmis
ve bunlardan 44'lUne neden olan mutasyonlar tespit
edilerek kalitim modelleri belirlenmistir [18]. Bu ka-
htsal kusurlardan bazilari sadece belli irk ve melez-
lerinde goziikmektedir. Kalitsal kusurlara sebep olan
mutasyonlarin molekiler tani ydntemleri Uzerinde
cahismalar ylritilmektedir.

Lavanta Renkli Tay Sendromu (LFS) Arap atlari
ve melezlerinde gorilen kalitsal bir hastalktir [4].
LFS, Arap atlarinda gorilen agik deri rengi ile ilis-
kili nérolojik bir durumdur. Taylar acik deri rengi ile
dogmaktadir ve deri rengi giimus, kalay, lavanta ya
da pembe goriinebilir. Hastalikli taylarda dogumdan
sonra gorilen norolojik anomaliliklerde ¢esitlilik,
kesikli ya da slrekli opisthotonus da dahil olmak
Uzere, bacaklarda aralikh kiirek cekme hareketi, ba-
caklarda ekstansor kas sertligi, gozlerde sasilik go-
rilmektedir. Taylar yanal yatar pozisyondan kendi-
lerini dizeltemezler. Klinik bulgularin siddeti ve ka-
hcihgr goéz 6nune alindiginda bu durumun tedavisi
olmadigindan dolayi taylar dogumdan kisa bir siire
sonra Otenazi edilmektedir [19, 10]. LFS, ilk olarak
Misir Arap atlarinda teshis edilmistir [4]. LFS'li tay-
larda Miyosin 5A (MYOS5A) geninin 30.-ekzonun 148.
nukleotidi olan sitozin (C) bazi delesyonunun has-
taliga sebep oldugu belirlenmistir. LFS otozomal re-
sesif kalitim modeline sahiptir. MYO5A geni vesikdl
trafiginden sorumlu olan miyosin-5a protein Ureti-
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minden sorumludur [6]. Vesikul trafigi melanosit ve
noronlarda, dolayisiyla agik deri rengi ve norolojik
anormalliklerde &nemlidir. MYO5A genindeki mu-
tasyonlarin insanlarda Griscelli Sendromuna sebep
oldugu rapor edilmistir; bu hastalik hipopigmentas-
yon, norolojik anormallikler ve immun eksikligi ile
ozdeslesmistir [6, 20].

Molekuler tani teknikleri, kalitsal hastaliktan
sorumlu mutasyonun belirlenmesi esasina dayali
yontemlerdir. LFS kalitsal kusuruna sebep olan mu-
tasyonun tespit edilmesinden sonra molekiler test
gelistirilmistir [6]. Yapilan genetik analizler sonucu
mutant allelere sahip atlar yetistiricilik programin-
dan cikartilarak bu genetik kusurlarin yeni nesillere
tasinmasi engellenebilir. Misir kdkenli Arap atlarinda
bulundugu tespit edilen LFS kalitsal kusuruna Misir
[1], Glney Afrika [21], ABD [6] ve Hirvatistan'da [8]
yetistirilen Arap atlarinda farkh frekanslarda hete-
rozigot genotipli atlar belirlenmis ancak Ortadogu
[12] ve Tlrkiye'de [5] yuritilen ¢alismalarda mutant
allel tasiyan atlara rastlanilmamistir.

Turkiye'de yetistirilen sigirlarda genetik hasta-
liklarin belirlenmesine yonelik calismalar fazlaca bu-
lunurken atlarda rastlanan kalitsal hastaliklar aras-
tiran sadece bir arastirma vardir ve bu calismada
kamu isletmelerinde yetistirilen Arap atlarinda LFS
mutant allelin varligina rastlanilmamistir [5]. Yapilan
arastirmada, Eskisehir ili Mahmudiye ilcesinde bu-
lunan cesitli 6zel isletmelerde yetistirilen Arap atla-
rinda LFS geni mutant alleli varliginin PCR-RFLP ve
DNA dizi analizi ydntemleri kullanilarak incelenmesi
amaclanmistir.

Materyal ve Metot

Hayvan materyali

Hayvanlar (izerinde yapilan tim islemler ESOGU
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun 06.08.2015
tarih ve 466-1 sayili karari dogrultusunda gercek-
lestirilmistir. Arastirmada, Eskisehir ili Mahmudiye
ilcesinde bulunan dokuz farkli 6zel isletmelerde ye-
tistirilen toplam 115 Arap atina ait kan drnekleri ma-
teryal olarak kullaniimistir.

Yontem

Galismada kullanilan  kan ornekleri 10  ml'lik
EDTAll tuplere, steril ve tek kullanimlik enjektor-
ler ile Arap atlarinin vena jugularislerinden alin-
mis ve laboratuvara soguk zincir iginde tasinmistir.
Eskisehir Osmangazi Universitesi Ziraat Fakdltesi
Tarimsal Biyoteknoloji Bolumi Molekuler Genetik
Laboratuvari'nda yurutilen bu calismada toplam

gDNA, Meydan [16] tarafindan bildirilen DNA izo-
lasyon protokoli kullanilarak izole edilmistir.

Arastirmada, LFS genetik kusuruna neden olan
mutasyonun meydana geldigi gen bdlgesinin ¢o-
galtilmasi amaciyla Brooks ve ark. [6]'un gelistirdi-
gi PCR-RFLP ydntemi icin dizayn ettigi primerler (F:
5" CAG GGC CTT TGA GAA CTT TG 3’ ve R: 5' CAG
CCA TGA AAG ATG GGT TT 3) kullanilmistir. 25 ul
PCR reaksiyonu 50-100 ng gDNA, 10 X Taqg polime-
raz tamponu, 1.5 mM MgCl,, 2.5 mM dNTP karisi-
mi, 0.5 U Taq DNA polimeraz (Promega, Madison,
Wisconsin, USA) ve 5 pmol her bir primeri icer-
mektedir. PCR reaksiyonu 94°C'de 3 dak, 33 déngu
(94°C-30 sn, 60°C-30 sn, 72°C-30 sn) ve son uzama
olarak 72 °C- 5 dak yapilarak tamamlanmistir. PCR
drlnlerinin %2'lik agaroz jelde kontroliinden sonra
Fau | (New England Biolabs, MA, ABD) kesim enzi-
mi ile 55°C'de 1 saat inklibasyona tabi tutulmustur.
inkiibasyon sonrasi kesim Uriinlerinin kontrolii ya-
pilirken %2'lik agaroz jeli kullaniimisti. PCR-RFLP
analizi sonucu heterozigot olarak belirlenen tiim &r-
nekler ile normal olan (n=5; rasgele secilen) drnekler
ayni primerler kullanarak DNA dizi analizi yapilmistir.
PCR drlnlerinin temizligi ve DNA dizileme uygula-
malari hizmet alimi seklinde yapilmistir. Bu islemler
yurdtilirken PCR Grind temizleme PCR clean-up
(Macherey-Nagel, Almanya) adl kit ve DNA dizi
analiz BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit adli ticari kitle ABI 310 Genetik Analiz Cihazinda
(Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD) uygu-
lanmistir. DNA sekanslari MEGA X programi [13] ile
analiz edilmistir.

Bulgular

Eskisehir yoresi Arap ati popllasyonlarinda LFS
hastaligina sebep olan MYO5A genindeki mutant
allelin varligini arastirmak icin PCR-RFLP ve dizi
analizi yontemleri kullaniimistir. Bu amacla Eskisehir
Mahmudiye yoresinde bulunan 6zel isletmelerinde
yetistirilen 115 kisrak ve aygirdan alinan kan 6rnek-
leri kullanilmistir. Brooks ve ark. [6] tarafindan gelis-
tirilen ydnteme uygun olarak elde edilen 765 b¢ bi-
yukligundeki PCR Uriinleri Faul kesim enzimi ile mu-
amele edilmistir. PCR Grlnlerinin restriksiyon enzimi
ile muamele edildikten sonra meydana gelen geno-
tiplerin %2'lik agaroz jel tzerindeki gorintisi Sekil
1'de verilmistir. PCR GrUnlerinin Faul kesim enzimi ile
muamelesi sonucunda; LFS mutant alleli tasimayan
normal genotipteki (+/+) atlar 386 bg, 289 b¢ ve 90
b¢'lik bant modeline, LFS mutant alleli bakimindan
homozigot genotipe (-/-) sahip olan hasta atlar 476
b¢ ve 289 be'lik bant modeline sahipken LFS mutant
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alleli bakimindan heterozigot genotipe (+/-) sahip
olan taslyici atlar ise 476 bg, 386 bg, 289 ve 90 b¢'lik
bant modeline sahiptirler [6]. Bant modellerinde tes-
pit edilen bu farklliklara dayanarak normal ve LFS
taslyici atlarin genotipleri belirlenmistir. PCR-RFLP
analizinde kullanilan Faul kesim enzimi star aktivite
gosterme ihtimalinin yiksek olmasindan dolayi [5]
analiz sonuglarinin dogrulugu dizi analizi ydntemi ile

teyit edilmistir (Sekil 2). Yirtttulen PCR-RFLP analizi
sonucunda 115 Arap ati arasinda 38 Arap atinin LFS
kalitsal kusuru bakimindan heterozigot genotip ol-
dugu gorilmistir. PCR-RFLP sonucunda belirlenen
heterozigot genotipler ile rastgele secilen normal
genotipli 6rnekler dizi analizi yapilmis hicbir 6rnegin
mutant alleli tasimadigi belirlenmistir.

Sekil 1. LFS PCR drlnlerinin Faul enzimi ile kesimi sonucunun % 2'lik agaroz jelindeki gériinima (M, 100 bg

Fermentas® GeneRuler DNA marker).

B30

N

Al

GAACCTGCAGCTGCCCCCAGAGGCC@GCATCGAGGCCAGCCTGCAGCATGAGAT CACCCGg
340 350 360 370 380 3

A

Sekil 2. LFS kusuruna neden olan delesyonun (C isaretli) yer aldigi DNA dizi sekansi.

Tartisma ve Sonug

Eskisehir yoresi 6zel isletmelerinde yetistirilen Arap
atlarinda LFS kalitsal kusuruna neden olan MYOS5A
geni mutant alleli PCR-RFLP ve dizi analizi yontem-
leri kullanarak incelenmistir. Ttrk Arap ati yetistiricili-
gi icin dnemli bir yer olan Eskisehir ilinde bazi 6zel at
isletmelerinde yetistirilen Arap atlarinin LFS kalitsal
kusuru bakimindan ari populasyonlar oldugu orta-
ya konmustur. Turkiye'de 2019 yili verilerine gore
136.209 at yetistirildigi ancak bunlarin ne kadarinin
Arap ati irkina ait oldugu bilinmemektedir [25]. Tarim
ve Orman Bakanligi verilerine gére Bursa ilinde 1.967

[7], Malatya ilinde 1.279 [15] bas at bulunurken,
Eskisehir ilinde 1.698 [9] bas Arap ati bulunmaktadir.
Tirkiye Tarim isletmeleri Genel Miidiirligu (TIGEM)'e
ait isletmelerde (Mahmudiye'de 281, Karacabey'de
389 ve Sultansuyu’nda 279 olmak tzere) toplam 949
bas damizlik Arap ati yetistirilmektedir [23]. 2013 yi-
linda yapilan at yarislari incelendiginde TIGEM'lerde
yetismis at orani %29 iken, daha dnceki yillara gore
karsilastinldiginda bu oranin azaldigi bildirilmekte-
dir. Bu durum 06zel isletmelerde yetistirilen at sayi-
sinin artarak strdirildigini gostermektedir [23].
TIGEM'e bagl cesitli kamu isletmelerde yetistirilen
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239 Arap ati ile yapilan calismada PCR-RFLP ana-
lizinde heterozigot bulunan bireylerin dizi analizi
sonucunda normal genotipte olduklari belirlenerek
benzer sonuc¢ alinmistir [5]. Ydrttalen arastirma ile
Eskisehir yoresindeki 6zel isletmelerde, Bilgen ve ar-
kadaslarinin [5] yaptigi arastirmada ise Turkiye kamu
kurumlarinda (Eskisehir, Bursa ve Malatya) yetistiri-
len Arap atlarini incelenmis ve arastirilan Tirk Arap
atlarinda LFS mutant allelinin olmadigi tespit edil-
mistir.

Turkiye'de yetistirilen atlarin genetik hasta-
liklarinin taranmasi ve kontroli hakkindaki veriler
yetersizdir. Tirk Arap atlarin kaltsal hastaliklarini
arastiran bu calisma disinda sadece bir arastirma
[5] bulunmaktadir. Amerika, Avustralya, ingiltere vb.
gelismis Ulkelerde oldukga kisa slirede glvenilir so-
nuglar veren rutin DNA testleri profesyonel at ye-
tistiriciliginde kalitsal hastaliklarin tanimlanmasi icin
kullanilmaktadir [14, 2, 22]. Yapilan genetik analizler
sonucu kalitsal hastaliklara sahip atlar yetistiricilik
programindan c¢ikarilmaktadir. Boylelikle, bu genetik
kusurlarin yeni nesillere aktariimasi engellenmekte-
dir.

Turkiye'de yapilan iki arastirma sonucu diger Ul-
kelerde yapilan calismalarla karsilastinldiginda Turk
Arap atlarinda LFS kalitsal kusuruna hentiz rastlanil-
mamistir. Diger Ulkelerde yapilan farkh calismalarda
[6, 21, 8, 11, 3] heterozigot bireyler tespit edilmistir.
Brooks ve ark. [6] yaptiklari arastirmada alti LFS has-
tasi taylarda Miyosin 5A (MYO5A) genin 30. ekzonu
148. nikleotidinde sitozin (C) bazinin delesyonun
taylarda LFS hastaligina sebep oldugunu belirlemis
ve bu delesyonu tespit edecek PCR-RFLP testini ge-
listirmistir. 114 bas Arap atinin incelendigi calismada
58 bas Misir Arap atindan altisinin (%10.3) ve 56 bas
Misir kokenli olmayan Arap ati arasindan da bir atin
heterozigot genotipte oldugu (%1.8) tespit edilmis-
tir [6]. Avrupa’da yapilan ve birbiri ile akraba olma-
yan 215 Arap atinin yaninda 78 Thoroughbred ve 30
Standardbred irki atin da kullanildigi baska bir calis-
mada PCR-RFLP teknigi kullanilarak yedi Arap atinin
MYOS5A delesyonu icin heterozigot ve LFS tasiyicisi
oldugu (0.016) belirlenmistir. Diger irklarda LFS mu-
tant alleline rastlanilmamistir [11]. Giiney Afrika'da
yapilan bir calismada Arap atlari icin 2004 sezonun-
da LFS tastyici atlarin prevelansi %13.3 iken 2009 yili
sezonunda %11.7 tespit edilmistir [21]. Yapilan tica-
ri test sonuclarinda Misir Arap ati poptlasyonunda
%10 civarinda heterozigot at oldugu bildirilmektedir
[3]. Hirvatistan'da toplam 618 Arap ati bulundugu-
nun bildirildigi ve 3 farkli Arap ati popllasyonunda
100 6rnekle yapilan baska bir calismada sadece bir

popiilasyonda 5 heterozigot at (%5) tespit edilmistir
[8].

LFS kalitsal kusuru molekiler yapisinin belir-
lenmesinden sonra yapilan calismalarda LFS mu-
tant alleli Misir [1], Gliney Afrika [21], ABD [6, 24]
ve Hirvatistan'da [8] yetistirilen Arap atlarinda go-
rilmus ancak Turkiye [5] ve Ortadogu'da [12] ye-
tistirilen Arap atlarinda tespit edilmemistir. LFS gibi
kalitsal kusurlarin populasyonlarda olmadigini gos-
teren calismalar Tirk Arap atlarinin degerini artira-
caktir. Bu durumun korunmasi ve sirdirilmesi icin
Tarkiye'ye ithal edilecek aygir spermalarinin genetik
hastaliklardan ari olmasi ilgili talimatlarda belirtil-
mektedir [24].

Sonug olarak, LFS kalitsal kusurunun Tirkiye'de
yetistirilen Arap atlarinda bulunmadigi, yetistirilen
tim damizlik Arap atlarinda ve ithal edilen sperma-
larin genetik hastaliklar bakimindan taranmasinda
yarar vardir. Kalitsal kusurlarin belirlenmesinde DNA
tabanli molekdler tani yontemlerinden yararlanma
orani arttikca genetik kusurlardan ari populasyon-
larin korunmasindaki basari da o oranda artacaktir.

Tesekkiir: Bu calismanin bir kismi TUBITAK 2209-
A Universite Ogrencileri Yurtici Ars. Destekleme
Programi (Proje No: 1919B011502601 - TY) tarafin-
dan desteklenmistir.
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