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OZET

Molekiiler genetikteki son gelismelerle birlikte, tim ciftliklerde ve oOzellikle besi
hayvan ciftliklerinde, giderek artan bir sekilde iireme performansi yiiksek hayvanlarin se¢imi,
stiriniin hizl bitylimesi tizerinde biiyiik bir etki yaratmistir. Bu konuda hayvanlarin tiretkenligi
en onemli faktdrlerden biridir. Koyunlarda farkli veya aymi irklar arasinda dogumda kuzu
sayisinda (¢coguz dogurganlik) biiyiik farkliliklar gozlemlenebilmektedir. Booroola geni, diger
adiyla, BMPR-1B, tek bir niikleotid degisimi ile olusan bir mutasyondur. Koyunlarda dol
verimini etkileyen FecB mutasyonu yumurtlama orani igin eklemeli, bir dogumdaki kuzu orani
icin kismi dominant etkilidir. FecB geninin, tek bir gen kopyasiyla yumurtlama oranini ve

dogumdaki kuzu sayisini arttirdig belirlenmistir.

Bu calisma, Eskisehir Ilinde yetistirilen Orta Anadolu Merinosu’nun elit siiriilerinde ikiz
veya li¢iiz kuzulamig koyunlarin BMPR1-B geninin 7. ekzonu iizerindeki polimorfizmleri DNA
dizi analizi yontemi ile arastirarak islahina yardimci olmak amaglanmistir. Yapilan arastirma

sonucunda incelenen koyunlarin FecB mutasyonuna sahip olmadiklar1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Coguz kuzulama, DNA dizi analizi, FecB, Koyun.
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SUMMARY

With recent advances in molecular genetics, the selection of animals with high
reproductive performance on all farms, and especially livestock farms, has gained a great
influence on the rapid growth of the herd. The productivity of animals is one of the most
important factors in this regard. In sheep, large differences can be observed in the number of
lambs at birth (multiple fertility) between different or same breeds. The Booroola gene, also
known as BMPR-1B, is a mutation that occurs with a single nucleotide change. It is additive for
ovulation rate and partially dominant for lamb rate per birth, with the FecB mutation affecting
fertility in sheep. It has been determined that the FecB gene increases the ovulation rate and the

number of lambs at birth with a single gene copy.

In this study, it was aimed to help the breeding of twin or triple lamb ewes in the elite
herds of Central Anatolian Merino bred in Eskisehir province by investigating polymorphisms
on the 7th exon of the BMPR- 1B gene by DNA sequence analysis method. As a result of the

research, it was determined that the examined sheep did not have the FecB mutation.

Keywords: DNA sequence analysis, fecondity gene, FecB, sheep.
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya genelinde, ozellikle gelismekte olan iilkelerde; niifusun artmasi nedeniyle
hayvansal tiriinlere olan talep artmakta ve artan talebi karsilamak i¢in hayvanlarin verimlerinin
artirilmasina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir. 2020 istatistiklerine gore Tiirkiye'de kisi basina
giinliik alinan protein miktart son 30 yilda 6nemli bir degisiklik gostermemis ve 2016-2018
yillart arasinda 110 gr civarinda olmustur. Bu deger (82,73 g) diinya ortalamasina yakin olup
gelismis iilkeler ortalamasi ile ayn seviyededir. Ancak gelismis iilkelerden farkli olarak
Tiirkiye'de tiiketilen proteinin biiyiik bir kismi (%65,29) bitkisel kokenlidir. Gelismis tilkelerde
ise kisinin giinliik tiikettigi proteinin yarisindan fazlasini hayvansal proteinler olusturmaktadir

(Bettil, 2021).

Tiirkiye’de ve diinya genelinde koyun yetistiriciligi onemli bir sektordiir. Tirkiye
hayvansal tretim istatistikleri 2021 yili verilerine gore iilkede 45.177.690 bas koyun
bulunmaktadir (TUIK, 2022). Tiirkiye koyun mevcuduna gore diinya siralamasinda 7. sirada ve
Avrupa'da ise ilk sirada yer almaktadir (Cizelge 1.1) ( Hiilya, 2020). Verilere gore Tiirkiye,
hayvan sayis1 agisindan 6n siralarda yer almasina ragmen, yerli irk sayisinin fazla olmasi ve bu
rklarin verimlerinin diisiik olmasi nedeniyle hayvansal {iriin iiretimi agisindan daha geride

kalmistir.

Hayvancilik ekonomik bir siiregtir ve temel amaci verimliligi ve karlilig1 artirmaktir.
Ancak artan hayvan yem fiyatlari ve bakimlari g6z 6niine alindiginda, ulusal koyun stiriisiindeki
keskin artis, yetistiricilerin ekonomik durumunu etkilemektedir. Bu sorunu asmak i¢in yiiksek
performansli hayvanlarin secgilmesi gerekmektedir. Yetistiriciler koyun siiriilerinde seleksiyon
yaparken ovulasyon orani, bir dogumda kuzu sayisi, siit verimi ve kuzulama araligi gibi

Ozelliklere 6nem vermektedir.

Koyunlarda yumurtlama orani ve dogum basina diisen kuzu sayisi, dogurganlik 6zelligi

icin biiyiikk 6neme sahiptir (Yuqing vd., 2019). Ovulasyon oran1 ve dogumda kuzu sayisi
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tizerinde onemli etkileri olan fekondite (¢coguz gebelik) genlerinin veya mutasyonlarinin
tanimlanmas1 ve kullanilmasi, koyun yetistiricileri ve bilim adamlar1 arasinda biiyiik ilgi
uyandirmigtir. Major ¢oguz gebelik genlerinin siiriiye entegre edilmesinin amaci, verim
ozelliklerini olumlu yonde etkileyen gen bolgelerinin yeni siiriilere aktarip daha performansh

wrklar-hatlar elde etmektir.

Cizelge 1.1.Diinya koyun popiilasyonunun yiiksek oldugu iilkeler (VGraphs, 2022)

Sira Ulke Koyun popiilasyonu
1. Cin 173,095,300
2. Hindistan 68,099,760
3. Avusturalya 63,529,370
4. Nijerya 47,743,810
o. Iran 46,587,010
6. Etiyopya 42,914,860
1. Tiirkiye 42,126,780
8. Sudan 40,946,060
9. Cad 38,705,280

10. ingiltere 32,697,000
11. Pakistan 31,225,000
12. Cezayir 30,905,560
13. Mogolistan 30,049,430
14. Yeni Zelanda 26,028,940
15. Kenya 25,325,930
16. Fas 22,088,800
17. Giiney Afrika 21,604,710
18. Rusya 20,654,960
19. Brezilya 20,628,700
20. Mali 20,142,680

genler tespit edilmistir. Bu genler arasinda Kemik Morfogenetik Protein Reseptorii Tip-1B

Baz1 koyun irklarinda ovulasyon oranini ve dogum basina Kuzu sayisini artiran bazi
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(Bone Morphogenetic Protein Receptor Type-1B, BMPR-1B), Biiyiime Farklilasma Faktorti 9
(Growth Differentiation Factor 9, GDF9), Kemik Morfogenetik Protein 15 (Bone
Morphogenetic Protein 15, BMP15) ve Beta-1,4-N-Acetylgalactosaminyl Transferase 2
(BAGALNT2) bulunur (Pokharel, 2020). 1980°1i yillarda FecB, koyunlarda ovulasyon oranini
artirmak i¢in tanimlanan ilk major gendir (Davis vd., 1982). Tiirkiye’de major genlerin tizerinde
yapilan ¢alismalar vardir; ancak bu ¢alismalarda mutasyon saptanmamistir (Ozen, 2006; Karsl
vd., 2011; Feraye vd., 2011; Deniz vd., 2015; Celikeloglu vd., 2018).

Tiirkiye'de yetistirilen yerel irklarin 1slahi, performans: yiiksek irklarla melezlenerek
verimlerinin artirilmasi yoniindedir ve boylece daha yiiksek verime sahip melez irk-hatlar elde
edilmigtir. Yapilan tez ¢aligmasinda arastirilan Orta Anadolu Merinosu, Alman Et Merinos 1rk1
ile Akkaraman melezlemesi sonucunda elde edilmistir. Orta Anadolu Merinosu yaklasik %80
Alman Et Merinosu ve %20’si Akkaraman genotipine sahip bir irktir. Viicut rengi genelde
beyaz olup uzun, ince ve yagsiz kuyrukludur. Genis viicut yapili, yiiziin yanlar1 ve bacaklarin
ici yapagi kapl degildir. Koyun ve koglar genelde boynuzsuzdur. Orta Anadolu Merinosu,
Akkaraman irkindan daha iridir ve verim 6zellikleri sunlardir: Dogumda kuzu sayisi: 1,5, kuzu
dogum agirligi: 4,4 kg, ergin canli agirligi: 55-90 kg, laktasyon déneminde siit verimi: 60-70
kg ve laktasyon donemi 150 giin siirmektedir. Akkaraman irkina gore daha biiyiik ve her yonde

daha verimli bir irktir (Akgapinar ve Unal, 2001).

Bu tez ¢alismasinda, Eskisehir ilinde Orta Anadolu Merinosu Koyun Irkinin Halk
Elinde Islah1 Alt Projesinde yetistirilen Orta Anadolu Merinosu irkinin 1slah ¢aligmalarina yeni
bir yon vermek i¢in, molekiiler genetik metotlar1 kullanarak fertilite, dogumda kuzu sayisini

artiran yiiksek genetik degerli FecB genotipine sahip koyunlarin belirlenmesi amaglanmigtir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Koyun (Ovis), kegilerle birlikte Caprinae alt familyasindaki bir memeli
cinsidir. Yerli koyunlar cografi ve popililasyon agisindan en yaygin tiirdlir, ancak
bir¢ok yabani tiir de Ovis cinsine aittir. Koyun (Ovis aries), bir gevis getiren hayvan
tirtidiir. Ruminantia alt takiminda Bovidae familyasina ait olan Ovis cinsinin en
yaygm tiriidiir. Ik evcillestirilen hayvanlardan biri olan koyun, yapagi, siit ve et igin
yetistirilir. Koyun yapagi, yiinlii giysiler yapmak i¢in kullanilir. Erkek evcil koyuna
kog, yavrusuna kuzu denir. Bilimsel smiflandirmada yeri su sekildedir (Fournier,
2006; Ensminger vd., 1986).

Alem: Animalia Familya: Bovidae
Sube: Chordata Alt familya: Caprinae
Sinif: Mammalia Cins: Ovis
Takim: Artiodactyla Tiir: Ovis aries

Gida ve Tarmm Orgiitii'niin (FAO) 31.12.2020 tarihinde yaptig: bir istatistikte en yiiksek
koyun sayisina sahip 20 iilke sayilmistir. Bu listenin basinda Cin yer alirken, Tiirkiye Cin,
Hindistan, Avustralya, Nijerya, Iran ve Etiyopya'nin ardindan yedinci sirada yer almistir
(VGraphs, 2022). Koyun popiilasyonun en yiiksek oldugu iilkeler Cizelge 1.1 (Bkz)’de

verilmistir.

2.1. Tiirkiye yerli koyun irklari

TUIK Hayvansal {iretim istatistikleri 2021 yili verilerine gore, Tiirkiye
45.177.690 bas koyun sayisina sahiptir. Tirkiye’deki 45.177.690 bas koyundan
3.994.791 basinin  merinos 1rkina ait oldugu  bildirilmistir  (TUIK, 2022).
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Eskisehir’de ise 1.156.522 bas koyunla 81 il arasinda 15. sirada yer almaktadir.
380.648 bas koyun varligiyla Eskisehir’in Sivrihisar ilgesinin en fazla koyun
yetistirilen ilge oldugu bildirilmistir (Cizelge 2.1) (Eskigsehir Tarim ve Orman
Midirlagi, 2021).

Bugiin diinyada birgok koyun irki neslinin tilkenme tehlikesiyle karsi karsiyadir.
Tiirkiye’de bazi yerli irklar tam olarak tanimlanmadan ortadan kaybolmustur. Bazilar1 da yok
olma tehlikesiyle koruma altina alinmistir (Mehmet vd., 2009). Tiirkiye’de yetistirilen koyun
irklar1 sunlardir: Akkaraman, Morkaraman, Kangal Akkaraman, Ivesi, Daglig, Kivircik, Sakiz,
Anadolu Merinosu, Karacabey Merinosu, Karayaka, Ramli¢, Pirlak, Pirit, Karya, Polath
Koyunu, Bafra Koyunu, Savak Akkaraman, Tahirova, Kogeri, Zom, Karakas Koyunu, Esme
Koyunu, Norduz Koyunu, Gokgeada, Acipayam, Malya, Hemsin, Herik, Tuj, Karagiil, Giiney
Karaman, Cine Capari ve Orta Anadolu Merinosu (Anonim, 2022).

Cizelge 2.1. Eskigehir ilgelerinin koyun sayilari ( (Eskisehir Tarim ve Orman Miidiirliigii, 2021)

Tige adh Koyun varhg (bas)
Alpu 84.486
Beylikova 53.115
Cifteler 109.111
Glinytizi 58.534
Han 14.213
I[nénii 29.155
Mahmudiye 41.887
Mihalgazi 1.830
Mihaliggik 82.782
Odunpazari 69.795
Saricakaya 7.334
Seyitgazi 79.555
Sivrihisar 380.648
Tepebast 144.077
TOPLAM 1.156.522
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Arastirmamizda materyal olarak segilen Orta Anadolu Merinosu 1rki, 1952 yillarinda
Tiirkiye’ye getirilen Alman Et Merinos irki ile Akkaraman ¢evirme melezlemesi sonucunda
elde edilmistir. Yapagi yaklasik %75-80 Alman Et Merinosu ve yaklasik % 20-25 Akkaraman
genotipine sahip bir irktir (Anonim, 2018).

2.2. FecB geni ve ¢oguz kuzulamada etkisi

1940’11 yillarda, Avustralya'daki bir koyun siiriisiiniin sahipleri olan Jack ve Dick Sears
kardesler, koyunlarinin komsularininkinden daha fazla ¢oklu dogum yaptigini fark etmislerdir.
(Fahmy ve Castonguay, 1991). 1958 yilinda Common Wealth Scientific and Industrial
Research Organisation (CSIRO) tarafindan bir aragtirma projesi baslatilmistir. Proje siiriisii
liciiz veya dordiiz olarak dogan 12 koyun ve Sears kardeslerin projeye bagisladig: besli dogan
bir kogla olusturulmustur (Turner, 1978). Booroola Merinosu’ndaki yiiksek iiretkenligin
kokeninin 18. yiizyilin sonlarinda Hindistan'dan Avustralya'ya getirilen Bengal veya Cape
koyunlarindan geldigi sonucuna varilmistir (Turner, 1982).

Bilim adamlar baslangigta geni Fecundity (¢coguz gebelik) genleri olarak adlandirip,
lokus ve allele Fec sembolii atamiglardir. Daha sonra, koyunlarda fekondite {izerinde 6nemli
etkileri olan bagka gen ve alleller ortaya ¢ikinca, bulundugu Booroola popiilasyona atfen lokus
FecB olarak yeniden adlandirilmis ve sembolii FecB olarak degistirilmistir (Y1lmaz ve Wayne,
2013).

Booroola mutasyonu (FecB veya B) Activin Like Kinase 6 (ALK-6) olarak da bilinen ve
koyun kromozom 6 {izerinde yer alan BMPR-1B-geninde tek bir niikleotid degisimi sonucu
olusmustur. BMPR-IB geni, 7. ekzonda yer alan (GenBank accession No. NC_040257.1;
Ensembl ENSOART00020031365.1:¢836 A>G;) 746 konumundaki Adenin niikleotidinin
Guanin (A>G) ile degismesidir. Yabanil koyunlarda (FecB++) bu noktadan kodlanan Glutamin
amino asidi Booroola geni tastyan koyunlarda (FecB®B) Arginin'e doniismiistiir. Yumurtlama
orani heterozigotluk durumunda 1,3-1,72 artarken, homozigot mutasyon durumunda 2,7-3,0
artmistir. Dogumu gerceklesen kuzu sayisinda ise heterozigot mutasyon durumunda 0,9-1,32

artarken, homozigotluk durumunda 1,1-1,7 kat artirdig1 belirlenmistir (Koray vd., 2018).
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Goodwine (2020) ¢alismasinda, FecB genin 7. ekzonunda 199T ve 250T olmak iizere,
iki farkli mutasyon, ayrica 8. ekzonda T250K ile 9. eksonda 288Y aminoasit pozisyonlarinda
baska mutasyonlarin tespit edildigini bildirmistir (Cizelge 2.3). BMPR1B geninde ekson 8 igin
fran’da Mehraban (Abdoli vd., 2013), ekson 9 i¢in ise Cin’de Dorset, Mongolian, Small-Tail
Han koyun 1rklarinda mutasyonlar belirlenmistir (Jia vd., 2019).

Jia vd. (2019) yiirittiikleri ¢alismada, (BMPR-1B) geninin (C864T) ekson-9'unda bir
polimorfizm iligkisini ortaya koymay1 amaclamistir. PCR-SSCP yontemi kullanarak inceleme
yapilmistir. Cin’in Huajia ¢iftliginde yetistirilen irklardan Dorset 240 bas, Mongolian irkindan
232 bas ve kisa kuyruklu Han koyundan irkindan 124 bas, toplam 596 bas koyundan kan 6rnegi
alinmigtir. BMPR-1B geninin C864T mutasyonu, tekiz, ikiz ve ¢oklu dogumlari 6nemli dl¢iide
etkiledigi goriilmiistiir. Sonu¢ olarak ¢alismada, BMPR-1B geninin ekson-9'undaki
heterozigotluk, incelenen tiim koyunlar i¢in yavru sayisinin artmasina neden oldugu tespit

edilmisgtir.

Abdoli vd. (2013) ¢alismalarinda Iran’da Mehraban koyun rkindan BMPR-1B ekson 8
ve GDF9 ekson 1 genlerinde mutasyon olup olmadigini aragtirtlmigtir. Materyal olarak 100 bas
Mehraban koyunlarindan kan 6rnegi alinmistir ve PCR-SSCP yontemi kullanarak BMPR-1B
ekson 8 ve GDF9 ekson 1 polimorfizmleri aragtirillmistir. BMPR-1B geninden (CC ve CA
genotipleri) tek bir aminoasit degisimini ortaya ¢ikaran iki tek niikleotid polimorfizmi (SNP)
tanimlanmistir. BMPR-1B ekson 8 i¢in iki farkl: ikincil protein yapisi goriilmiistiir. Sonuglar
BMPR-1B ekson 8 genotiplerinin bazi tireme 6zellikleri {izerinde 6nemli etkileri oldugunu
gostermistir. BMPR-1B ekson 8'in CA genotipi, lireme performansi tizerinde 6nemli bir pozitif

etkiye sahiptir ve yeni bir mutasyon olarak kabul edilmistir.

Hindistan’daki FecB kaynagi olarak bilinen Garole irkindan, Javanese (Endonezya) ve
Booroola (Avustralya), Bonpala, Deccani, Kendrapada, Nellore Nilagiri, Shadabadi,
(Hindistan) koyunlarina yayilmistir. Cin’de ise FecB kaynagi Hu irkindan Small-Tail Han,
Duolang, Zeller black, Vadi, Mongolian, Cele black, Altay, Bayanbulak irklarina yayildigi
distintilmektedir (Davis, 2009).
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Cizelge 2.2. BMPR1B genindeki ovulasyon ve kuzu sayisini etkileyen mutasyonlar (Pokharel,

2020).
Gen Allel Ekzon Mutasyon | Bulundugu 1rk
-Booroola Merinosu (Avusturalya).
-Small-Tail Han, Hu, Duolang, Zeller
black, Vadi, Mongolian, Cele black, Altay,
Bayanbulak (Cin).
BMPR-1B | FecB 7.Ekzon -Javanese (Endonezya).
Booroola Q249R - Garole, Bonpala, Kendrapada, Nilagiri,
Shadabadi, Deccani, Nellore (Hindistan).
- Kalehkoohi, Mehraban (iran)
199T - Kalehkoohi (iran)
250T -Mehraban (iran)
8. Ekzon | T250K -Mehraban (Iran)
9.Ekzon | 288Y -Dorset, Mongolian, Small-Tail Han (Cin)

Booroola Merinos cinsi koyunlar ve dolayisiyla FecB, Avustralya ve Yeni Zelanda'dan

Fransa, Kanada, Israil, Giiney Afrika, Uruguay, ABD, Ingiltere, Almanya, Macaristan,

Polonya, Cekoslovakya ve Ispanya'ya canli hayvanlar, embriyolar veya sperma olarak ihrag

edilmistir (Davis, 2009). Booroola Merinos’larda tiretkenlik i¢in 6nemli bir gen olduguna dair

kanitlara dayanarak, bu koyunlarin melezleme programlarinda kullanilmasina yonelik biiytik

bir uluslararas1 ilgi vardir. FecB'nin halen 19 iilkede en az 48 koyun irkinda oldugu
bilinmektedir (Cizelge 2.4).

TGF Beta ailesinin ii¢ ana geni olan GDF9, BMP15 ve BMPR1B'deki ve daha yakin
zamanlarda bulunan B4GALNT2'deki c¢esitli mutasyonlar ve diger polimorfizmlerin, farkli

koyun irklarinda yumurtlama oranimi ve dogumdaki kuzu sayisini etkiledigi bilinmektedir

(Cizelge 2.5).



Cizelge 2.3. Diinyada FecB allelinin bulundugu koyun irklar1 (Davis, 2009)

No Koyun Irki Bulundugu iilke
1 Merino lAvustralya, Yeni Zelanda, Sili, Uruguay
2 |Romanov Fransa, Kanada
3 |South Australian Merino IAvustralya
4 Border Leicester IAvustralya, Yeni Zelanda
5 |BLM (Border Leicester—Merino) IAvustralya
6 Romney 'Yeni Zelanda, Birlesik Krallik, Brezilya
7  [Columbia IABD, Kanada
8  [German Mutton Merino |Almanya, Belgika
9  [Scottish Blackface Birlesik Krallik
10 [Merinos d’Arles Fransa
11 |DLS (Dorset-Leicester—Suffolk) Kanada
12 [Finn Kanada, ABD
13 |Dorset Horn IAvustralya, Kanada, Birlesik Krallik
14 |lle de France Birlesik Krallik
15 [Columbia IABD, Kanada
16  |German Mountain IAlmanya
17 Hyfer (Dorset—Merino) IAvustralya
18  |Suffolk Birlesik Krallik, ABD, Sili, kanada
19  |Polypay Kanada
20  [Small Tail Han Cin
21 |Assaf Israil
22 Borderdale IAvustralya
23 [Merinoland IAlmanya
24 (Corriedale 'Yeni Zelanda, Polonya, Uruguay
25  [Olkuska Polonya
26  |Western Whiteface IABD
27  Czechish Merino Cekoslovakya
28  |[Dohne Merino Giiney Afrika
29  |Polwarth Uruguay
30 ([Targhee IABD
31 |Rambouillet IABD, Kanada
32 |Awassi Israil
33 |Perendale 'Yeni Zelanda
34 |Welsh Mountain Birlesik Krallik
35 |Cheviot Birlesik Krallik
36 [Texel Hollanda, Belgika, Birlesik Krallik
37  |Poll Dorset 'Yeni Zelanda
38  |German Blackhead Mutton Almanya
39  [Hungarian Merino Macaristan
40  |Polish Merino Polonya
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2.3. BMP15 Geni

BMP15 olarak da bilinen GDF9 (FecX) geni koyunlarda folikiil gelisimi i¢in 6nemli ve
biiyiik bir gendir. TGFJ siiper ailesinin bir tiyesidir. Koyunlarda folikiiler gelisimi destekleyen
ve ovaryum kokenli biiyiime faktorii olan bone morphogenetic protein 15’1 (BMP15) kodlayan
bir gendir. FecX koyunlarda X kromozomu {izerinde yer alir ve yaklasik 5400 niikleotit olan
bir intron ile ayrilmis iki eksondan olusur. BMP15, folikiillerin biiyiimesini destekledigi i¢in
koyunlarda yumurtlama ve gebelik sayisinin belirlenmesinde onemli rol oynar, ancak
yumurtlama oncesi asamadaki gelisimini engeller. X kromozomu iizerinde bulundugu igin

erkekler bu genin bir kopyasini tasiyabilir (Koray vd., 2018).

Yapilan ¢aligmalarda BMP15 geninde sekiz farkli mutasyon tespit edilmistir. Bunlar
bulunduklar1 popiilasyona gére adlandirilmistir: Rasa Aragonesa koyunlarinda FecXR, Galway
koyunlarinda FecX®, Lacaune koyunlarinda FecXt, Romney koyunlarinda FecX!, Fecx",
Grivette koyunlarinda FecX®", Olkuska koyunlarinda FecX® ve Belclare koyunlarinda FecXB
(Giirsel, 2009).

BMP15 geni icin, FecX" FecXM FecX®, FecX® FecX' ve FecXR mutasyonlarini
heterozigot olarak tasiyan koyunlarin yumurtlama oraninin artacagi ve kuzu sayisinin artacagi
homozigot durumunda ise kisirlik sorunlarina neden olacag: bildirilmistir. FecX®" ve FecX®

mutasyonlarin1 homozigot olarak tasiyan koyunlarin dogum oranlarinin arttigi belirtilmistir
(Kaczor, 2017).

2.4. GDF9 Geni

GDF9 geni de koyunlarda yumurtlama ve dogum oranini etkilemektedir. Koyunlarin 5.
kromozomunda 2,5 kb biiyiikliigiinde bir intron ve iki ekzondan ve bunlarin kodladig1 453
amino asitten olustugu bildirilmistir. GDF9 geninde ¢esitli mutasyonlar (Cizelge 2.5)
tanimlanmstir; FecG" (G8, Ser1184Phe) mutasyonunun homozigot koyunlarda kisirliga neden
oldugu belirlenmistir. G1 (G260A, R87H), G2 (C471T), G3 (G477A), G4 (G721A, E241K),
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G5 (A978G), G6 (G994A, V332l) ve G7 (G1111A, V371M) mutasyonlarmin koyunlarin
dogurganlig1 tizerindeki etkisi oldugu baslangigta belirlenemezken, sonralar1 G1, G4 ve G7
mutasyonlarmin homozigotluk durumunda koyunlarda fertiliteye sebep oldugu bulunmustur.
FecG"™ mutasyonunun etkileri, proteinin aktif bir formunun olmamasidan kaynaklanir ve bu

da gelisimin erken asamalarinda folikiil biiyiimesinin durmasina neden olur (Kaczor, 2017).

Farkli koyun 1rklari ile yapilan ¢alismalarda aminoasit diizeyinde FecG (G1) arginin-
histidin (G>A); FecG (G2) mutasyonu valine-valine (C>T), FecG (G3) Leu-Leu ( G>A) FecG
(G4) Glutamine-Losin (G>A), FecG (G5) Glitamin-Gliitamin (A>G), FecG (G6) valin-
izolosin (G>A); FecG (G7) Valin-Metionin (G>A), FecGH (G8) serinin fenilalanin'e (C>T),
FecGE (S1) fenilalanin'den sistein'e (T>G); ve FecG' serinin-arginine (A>C) doniismesine

neden oldugu sdylenmistir (Hanrahan vd., 2004).

2009 yilinda yapilan ¢alismada GDF9 gen mutasyonunun, BMP15 mutasyonuna gore
yumurtlama orani {izerinde daha fazla etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Giirsel, 2009).
Heterozigotlukta BMP15 ve GDF9 mutasyonlarini bir arada tagiyanlarda yumurtlama oraninin
bu mutasyonlardan sadece birini tasiyanlara gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Celikeloglu

vd., 2018).

Fransiz Lacaune koyunlarinda yumurtlama oranim etkileyen FecL" alleli kromozom
11'de bulunur ve BAGALNT?2 (beta-1,4-N-asetilgalaktozaminiltransferaz 2) genine yakin veya
icinde yer alan iki olas1t SNP'ye neden olan mutasyonu igerir (Martin ve digerleri, 2014). FecL-
mutasyonunu tasiyan homozigot koyunlar oldukga iiretkendir ve yetistiricilerin ihtiyaglarina

uygundur (Ben Jemaa vd., 2019).

TGFB siiper ailesi disindaki genlerde de dogurganlik ozellikleriyle iligkili
polimorfizmler gézlenmistir. Cesitli ¢aligmalar gostermistir ki coilin (COIL), Folikiil Uyarict
Hormon Reseptorii (FSHR), Coziiniir Guanilat Siklaz Alfa 1 Alt Birimi 1 (GUCY1A1), Histon
Hiicre Déngiisii Diizenleyici (HIRA), Inhibin Beta B Alt Birimi (INHBB ); genler 1, SLC5A1,
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Smadl, prolaktin (PRL) ve prolaktin reseptérii (PRLR) iizerinde yer alan mutasyonlar

yumurtlama hizini etkilemektedir (Martin vd., 2014).

Cizelge 2.4. GDF9, BMP15, ve BAGALNT2'nin farkli koyun irklarinda goriilen mutasyonlar

(Pokharel, 2020, Kaczor, 2017)

Gen Mutasyon Allel Bulundugu irk Referans
S39F FecGM | Belclare, Cambridge Hanrahan vd., 2004,
S109R FecT' | Icelandic Nicol vd., (2009)
F345C FecGE | Santa Ines Silva vd., 2011.
V371M FecGF | Finnsheep, Mullen ve Hanrahan,
GDF-9 Norwegian White, 2014, Vage vd., 2013
Belclare Mullen vd., 2013
R315C FecGY | Vacaria Souza vd., 2014.
R87H FecG’! | Baluchi Moradband vd., 2011
V299D FecX! | Romney, Inverdale Galloway vd., 2000
Q291Ter FecxX" | Romney Galloway vd., 2000
S3671 FecX® | Belclare Hanrahan vd., 2004
T400I FecXR” | Rasa Aragonesa Calvo vd., 2020
BMP15 FecXN | Noire du Velay Chantepie vd., 2020
Belclare Hanrahan vd., 2004
Cambridge Hanrahan vd., 2004
Small-Tail Han Wang vd., 2015
Q239R FecX® | Hu Wang vd., 2015
Moghani Ghezel Barzegari vd., 2010
Afshari, Baluchi, Makui, Javanmard vd., 2011
Mehraban
FecXR | Rasa Aragonesa Monteagudo vd.,
2009
C321Y FecXt | Lacaune Bodin vd., 2007
N337H FecX® | Olkuska Demar vd., 2013
Grivette Galloway vd., 2000.
. Mouton Vendeen Demar vd., 2013
31 Fecx®! Romanov, Dorper, Ovella Veravd., 2018
Galega
Lori Bakhtiari Abdoli vd., 2018
G301T, ¢.302- EecxBar Mehreban-Lori Nadri vd., 2016
304delCTA Barbarine Lassoued vd., 2017
Barbarine Vacca vd., 2010
B4GALNT2 FecL' | Lacaune Drouilhet vd., 2009
FecL: | D’man Ben Jemaa vd., 2019
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2.4.1. Diinyada yapilan FecB polimorfizm ¢alismalar:

Koyunlarda yumurtlama orani1 ve dogum basina diisen kuzu sayisi, dogurganlik 6zelligi
icin biiylik dneme sahiptir. Booroola Merinosu, ovulasyon orani ve dogumda kuzu sayisi

tizerinde varligi belirlenen ilk major gendir (Yuqing vd., 2019).

Booroola (FecB) mutasyonunun kaynaginin Hindistan'daki Garole 1rk1 oldugu tahmin
edilmektedir (Fogarty, 2009). Bengal koyunlar1 18. yiizyilin sonlarinda Avustralya'ya ithal
edilmis ve agiklamalara gore, ithal edilen koyunlarin verimli olduklar1 ve Garole'ye benzer

ozellikleri gosterdikleri soylenmistir (Turner, 1982).

FecB genini tastyan koyunlarin kullanilmasi, bir nesilde dogurganlikta 6nemli bir artig
sagladigindan, FecB'nin diger irklara yayilmasi i¢in birka¢ iilkede melezleme deneyleri
yapilmistir (Fogarty, 2009). FecB mutasyonu, Hindistan'daki Kendrapada irkinda (S. Kumar
vd., 2008), Cin'in Hu ve Han wrklarinda (Mei-Yu vd., 2020), Javanese irkinda (Davis, 2005)
(Pan vd., 2015) ve Iran’in Kalehkoohi irkinda (Morteza vd., 2014) bulundugu bildirilmistir.
FecB kaynag olarak bilinen Garole irk1 melezleme yoluyla fertiliteleri iyilestirmek i¢in FecB
mutasyonu Hindistan‘daki Deccani irkina (Kothapalli vd., 2017) ve Malpura irklarina da

(Gopal vd., 2011) aktarilmstir.

2.4.2. Tiirkiye’de yapilan FecB calismalar:

BMPR-1B genindeki FecB mutasyonu Tiirkiye’de yapilan bir¢ok ¢aligmada PCR-RFLP

yontemiyle aragtirllmistir ancak FecB alleli tespit edilememistir.

Ozen (2006) ¢alismasinda, Tiirkiye'de Sakiz koyun irkinda BMPR-IB geninde FecB
allelinin olup olmadigini arastirmak igin farkli Sakiz koyun popiilasyonlarindan (Bandirma,
Izmir-Cesme ve Urla, Canakkale-Ayvacik) 388 ve Sakiz-Kivircik melezinden 18 bas olmak
tizere toplam 406 bas koyundan kan 6rnegi almistir. PCR-RFLP yontemi kullanilarak BMPR-
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1B genindeki FecB mutasyonu arastirilmistir. Sonug olarak, 406 koyunun hi¢biri BMPR-IB

geninin FecB allelini tasimadigi belirlenmistir.

Taki ve Murat (2010) calismalarinda, Tirkiye'de yetistirilen alt1 yerli koyun irkinda
FecB allelinin varligini PCR-RFLP yo6ntemi ile incelemistir. Tiirkiye'nin farkli bolgelerinde
yetistirilen yerli irklardan Akkaraman (19 bas), Morkaraman (19 bas), Dagli¢ (18 bas), Ivesi
(18 bas), Tuj (18 bas) ve Karakas (19 bas) koyunlarindan alinan toplam 111 6rnekte FecB alleli
tespit edilememistir. 2011 yilinda yapilan ayni arastirmacilarin baska bir ¢alismasinda,
Tiirkiye'de yetistirilen Kangal ve Giiney Karaman koyunlarinda FecB, FecX® ve FecX"
allellerinin varlig1 incelenmistir. Bu allelleri tespit etmek i¢in Kangal rkindan 42 ve Giiney
Karaman irkindan 29 bas toplam 71 bas koyun oOrnegi PCR-RFLP yontemi kullanarak
incelenmistir. Incelenen 71 numunenin FecB, FecX® veya FecX" alellerinden herhangi birini

tasimadig tespit edilmistir.

Esen vd. (2011) calismalarinda Tiirkiye’deki yerli koyun irklarinda BMP-15, BMPR-IB
ve GDF-9 genlerindeki mutasyonlar1 belirleme ¢alismasinda, Kivireik (50 bas), Sakiz (50 bas),
Ivesi (50 bas) ve Imroz (50 bas) yerli koyun 1rklarindan toplam 200 bas koyundan kan 6rnegi
toplamislar ve PCR-RFLP metoduyla arastirma yapmuslardir. Sonug, BMP15 genindeki FecX©®
(AB) mutasyonun ve GDF-9 geninde yer alan FecG" (AB) mutasyonlarindaki genotipler
heterozigot bulunmustur. Bunlarin disinda kalan 6rneklerin arastirilan mutasyonlara sahip

olmadiklarimi belirlemislerdir.

Deniz vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismalarinda Sakiz koyunlarinda FecB, FecX®, FecX' ve
CAST genlerindeki DNA polimorfizmini PCR-RFLP yontemi kullanarak arastirmistir. Calisma
sonucunda drneklenen 71 bas Sakiz koyunlarmin FecB, FecX® veya FecX' mutasyonlarini

tasimadiklarini belirlemislerdir.

Koray vd. (2018) Pirlak koyunlarinda BMPR-1B, BMP-15 ve GDF-9 genlerindeki olasi
polimorfizmleri 2018 yilinda arastirmak i¢in 2016-2017 yillar1 arasinda Afyon’da sekiz tekli

dogum ve sekiz coklu dogum yapan koyunlar iizerinde ¢alisma gerceklestirmistir. ilgili genler
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temelinde yapilan PCR ve DNA dizileme analizleri, Pirlak koyunlarinin incelenen genlerdeki

mutasyonlara sahip olmadiklari belirlenmistir.

2.5. DNA dizi analizi

DNA dizi analizleri veya dizileme islemi, DNA'nin birincil (temel) yapilarini, yani
DNA'nin niikleotid dizilerinin belirlenmesi i¢in kullanilan bir yontemdir. DNA dizi analizi, gen
yapist ve genetik kontrol mekanizmalari, bir¢ok canli tliriiniin genomunun yani sira birgok
organizmadaki genlerin yapisi ve organizasyonu hakkinda c¢ok sey 6grenmeyi saglamistir.
Genomdaki mutasyonlarin tespitinde DNA dizileme analizi yaygin olarak kullanilir (Aydemir
ve Ozdemir, 2022).

1977'de arastirmacilar ilk DNA dizilerini, Iki-boyutlu kromatografiye dayali 6zenli
yontemlerle elde etmistir. Otomatik yontemler ise daha sonra gelistirilmistir. Floresan boya-
tabanli yontemler gibi DNA dizilemesi ¢ok daha kolay hale gelmis ve siire¢ insan genom
haritalama projesi ile hizlanmigtir (Sanger, 1978). Sanger yontemi, enzimatik DNA sentezine
dayanmaktadir. Dizisi sekanslanacak olan DNA ipligi, sentezlenecek yeni dizi i¢in bir sablon
olarak kullanilir. Bu yontemin ana rolii, DNA polimerazin substrat olarak dNTP'lerin yani sira

ddNTP'leri kullanabilmesidir (D6nmez vd., 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji

Boliimiiniin laboratuvarinda yiirtitilmistir.

Arastirmada, koyunlardan toplanan kan 6rneklerinden genomik DNA’nin izolasyonu,
BMPR-1B geni 7. eksonunun PCR ile amplifikasyonu ve PCR o&rneklerinin dizi analiz

yontemleri ile mutasyonlarin belirlenmesi agamalar1 yer almaktadir.

3.1. Materyal

3.1.1. Hayvan materyali

Tarim ve Orman Bakanhi@ tarafindan desteklenen Eskisehir ilinde Orta Anadolu
Merinosu Koyun Irkinin Halk Elinde Islah1 Alt Projesi (II) (20110AM26-02) Eskisehir'in
Sivrihisar ilgesine bagh ¢esitli ¢iftliklerde yetistirilen 175 Anadolu Merinosu koyunlarindan

alinan kanlar materyal olarak kullanilmistir.

3.1.2. Arac ve gerecler

Eskisehir Osmangazi Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji
laboratuvarinda bulunan ara¢ ve geregler kullanilmistir. Laboratuvarda bulunan ve c¢alismada

kullanilan ara¢ ve geregler Cizelge 3.1'de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Laboratuvarda bulunan ve projede kullanilan arag¢ ve gereg listesi.

Ad1 /Modeli

Cahsmada Kullanim Amaci

Termal Yazici1 /Sony Dijital Graphic printer

DNA ile PCR iiriinlerinin goriintiillenmesi

Gli¢ Kaynaklari / Thermofisher Scientific
EC300XL

Elektroforez sistemlerinin elektrik

ortamlarinin Saglanmasi

Santrifiij/ Thermofisher Scientific 14.600

mm

DNA izolasyonu ve PCR asamalarinda
orneklerin kisa stireli santrifiij edilerek

¢oktiirtilmesi

Isiticili Manyetik Karistirict/MS-300 HS

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmast

Jel Elekroforez Takimlar1 / Cleaver
Scientific Max. 250 mA Jel Elekroforez
Takimlar1 / Owl Seprations Systems 7303
A2 Class Il

DNA ve PCR iiriinlerinin tespiti

Jel Gortntileme ve Analiz Sistemi

DNA ve PCR diiriinlerinin jelde goriintiilenerek

bilgisayar ortamina aktarilmasi

Mikro Dalga Firini / Argelik MD 5653

Agaroz jellerin hazirlanmasi

Derin Dondurucu -20 °C Derin Donduruculu
Buzdolabi/ +4 °C

Ornek ve cesitli sarf malzemelerinin

muhafazasi

Saf Su Cihazi/ Ultra Saf Su Cihazi

DNA Izolasyonu ve PCR reaksiyonlar i¢in

kullanilan tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Ceker Ocak /Hedlab Class 11

Cesitli tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

pH metre /HI 2211

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi igin gerekli

pH’nin ayarlanmasi

Calkalayic1 (Vortex)/ Fisher Scientific
FB1502

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi ve DNA

izolasyonu

Hassas Terazi/ Radwag AS220/C/2

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda sarf

malzemelerin tartilmasi

Calkalayic1 Sicak Su Banyosu/Thermomixer

Comfort

DNA izolasyonu
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3.2.Yontem

3.2.1. Kan orneklerinin alinmasi

Genetik calismalarda kullanilmak i¢in almman kan ornekleri steril enjektorlerle vena

jugularisten 5 ml EDTA vakumlu tiiplere alinmistir. Kan ornekleri soguk zincir yoluyla

laboratuvara getirilerek DNA izolasyon asamasina gelene kadar -20°C‘de saklanmustir.

3.2.2. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA molekiiliiniin izolasyonunda fenol-kloroform ekstrasyon ydntemi

kullanilmistir (Sambrook vd., 1989). DNA izolasyon protokolii laboratuvar ortaminda optimize

edilerek asagidaki gibi uygulanmustir.

K3 EDTA'l tiiplere alinan kan ornekleri (=10 ml) kullanma asamasina gelene kadar -
20°C'de saklanmustir.

500 ul kan 6rnegi alinarak 2 ml'lik ependorf tiipler icerisine konulmus 1,5 ml (2X) Lysis
cozeltisi eklenmistir. Ara sira karistirilarak buz igerisinde bir gece inkiibe edilmistir.

Ertesi giin tiipler ters diiz ¢evrilerek 10 dakika hafif¢e karistirip ve ardindan tiipler 7500
rpm'de 10 dakika +4°C'de santrifiij edilmistir.

Bir sonraki adimda siipernatant bosaltilir ve ardindan 500 ul EDTA/solusyonu, 100 ul SDS
(Sodyum Dodesil Siilfat) ve 20 ul Proteinaz K (20 mg/ml) pelete eklenip ve vorteks ile iyice
karistirtlmistir.

Daha sonra 55°C'de bir gece inkiibasyona birakilmstir.

Inkiibasyondan alinan 6rneklere 500 pul Fenol konulmus, tiipler alt {ist edilerek 10 dakika
yavase¢a nazikge karistirilmistir. Karigtirildiktan sonra 10000 rpm’de +4 °C'de 10 dakika
santrifiij edilmistir.

Daha sonra iist faz alinip bagka bir 2 ml’lik tiip igerisinde konulmus ve tizerine 500 pl fenol-

kloroform-isoamil alkol eklenmistir.
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e Tekrar tiipler ters ¢evrilerek yavasea karistirildiktan sonra +4°C'de 10.000 rpm'de 10 dakika
santrifiijlenmistir.

e Ust faz ucu kesik pipet ucu ile aliarak yeni 1,5 mlI’lik cam tiipiin igerisinde konulmustur.

e Uzerine 50 pl 3M Na Asetat ve 2 kat1 hacim kadar ethanol (% 96'lik) eklenmis, tiipler
nazikge karistirilmustir.

e 5000 rpm’de 3 dak. santrifiij yapilarak siipernatant dokiilmiistiir.

e Pelet % 70’lik alkolde yikanarak, tekrar 5000 rpm’de 2 dakika santrifuj edilmistir.

e Siipernatant dokiilerek tiip ters ¢evirilerek kurutma kagidi tizerine yerlestirilerek, DNA nin
kurumasi saglanmistir.

e Elde edilen DNA 100 pl bd su ile ¢ozdiirtiliip -20 °C'de muhafaza edilmistir.

3.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu

PCR (Polimeraz Chain Reaction- Polimeraz Zincir Reaksiyonu) "in vitro"
kosullarda spesifik bir DNA ya da RNA pargasinin enzimatik olarak ¢ogaltilmasidir.
Bu yontem ayrica, DNA'nin tek bir bolgesini enzimatik olarak amplifiye etmek igin
uygulanan reaksiyonlarin genel adidir. PCR islemi DNA replikasyonunun siirekli

yinelemeleri olarak kisaca ifade edilebilir.

Calismada, BMPR-1B geninde tespit edilen mutasyonun meydana geldigi bolgeyi
amplifiye etmek i¢in Cizelge 3.2'de verilen primerler, Cizelge 3.3'de PCR karisimi ve Cizelge

3.4'te verilen PCR dongiisii kullanilmastir.

Cizelge 3.2. Kullanilan primer cifti (Dutta vd., 2014).
F: 5>-GTCGCTATGGGGAAGTTTGGATG-3’

BMPR-1B R: 5-CAAGATGTTTTCATGCCTCATCAACACGGTC-3’

Calismada PCR reaksiyon soliisyonunda bir numune igin toplam (Cizelge
3.3) 50 pl hacim olacak sekilde hazirlanmistir. PCR igleminin tamamlanmasindan

sonra, mutasyonun meydana geldigi gen bdlgesinin amplifiye olup olmadigim
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kontrol etmek i¢in %?2'lik agaroz jeller kullanilmistir. PCR sonuglarinin  kontroli

yapildiktan sonra, hizmet alim1 ile DNA dizi sekans analizleri yapilmistir.

Cizelge 3.3. PCR ¢alismasinda kullanilan ¢ozelti icerigi

1X’lik PCR Reaksiyon Karisim Miktar
Genomik DNA (50 ng) 1,5ul
10X PCR Tamponu (100 mM Tris-HCI, 500 mM KClI, pH. 8.8) 2,5ul
10 x ANTP (0,2 mM) 2,0 ul
MgCI2 (1,5 mM) 2,0 ul
Ileri Primer (10 pmol/pl) 0,5 ul
Ters Primer (10 pmol/pul) 0,5 ul
Taq DNA polimeraz(1 U) 0,25 ul
Deiyonize bdH20 40,75 ul
Toplam 50 pl

Cizelge 3.4. PCR dongiileri

Baslangi¢ denatiirasyonu 94 °C de 3 dak
Denatiirasyon 94 °C de 30 sn
Primerlerin baglanmasi (Annealing) 35 Dongii 61 °C de 40 sn
Uzama (extention) 72 °C de 40 sn
Son uzama (Final Extension) 72 °C de 05 dak

3.2.4. DNA dizi analizi

PCR oOrneklerinin temizlenmesi ve DNA dizi analizi islemleri hizmet alimi

yoluyla yapilmistir.
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3.2.5. Genotiplerin belirlenmesi ve gen frekanslarinin hesaplanmasi

Calismada elde edilen PCR friinleri sekanslanarak BMPR-1B geninin 7.
eksonundaki  mutasyonlar incelenmistir. DNA  Ornekleri  kullanilarak  amplifiye
edilmis PCR drlinleri agaroz jelde tespit edilmis ve DNA dizileme sonucunda
orneklerin  genotipleri  belirlenmistir.  Dizilerin  analiz  edilmesi ve genotiplerin
belirlenmesi Codon Code Aligner (CodonCode Corporation., 2019) ve MEGAX

(Kumar vd., 2018) uygulamalarinin kullanilmasiyla yapilmastir.

Koyunlarda FecB geninin frekans1 ve standart hatasini hesaplamak igin gen
sayma yontemi (counting the number of genes) (Nei, 1987) kullanilmistir. Gen

frekanslar1 hesaplanirken PopGene (Yeh vd., 1997) programi kullanilmustir.

pi= Bfitf2) (3.1)
2N
Pyip
Spe = "on " (3.2)

Pi: i’inci alelin siklig1.

f1 : i’inci alel igin homozigot genotipli drneklerin sayisi.
2 : 1’inci allel i¢in heterozigot genotipli 6rneklerin sayisi.
N : 1’inci lokus bakimindan toplam 6rnek sayisi.

Sp : 1’inci alel frekansinin standart bozuklugu.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Genomik DNA izolasyonu

Eskisehir Ilinde Orta Anadolu Merinosu elit siiriilerinde yetistirilen ve ¢oguz
kuzulayan koyunlarda FecB genini arastirmak igin ¢oguz ve tek kuzulayan toplam
175 bas koyundan kan o&rnegi alinarak fenol-kloroform yontemi kullanarak DNA
izole edilmistir. Saflagtirllan gDNAlarin miktar ve kalitesi tespit etmek ig¢in
spektrofotometre yoluyla 260/280 nm dalga boyunda kontrolii yapilmis ve elde
edilen miktar ve Kkaliteleri Cizelge 4.1°de verilmistir. izole edilen toplam 175 DNA
ornegi, %?2’lik agaroz jelde kontrolii edilmistir. Agaroz jel elektroforez kontroliinden

sonra bazt DNA 6rneklerin jel goriintiisii Sekil 4.1 *de verilmistir.

10 11 12 13'14 15 16 17 18 19 20

Sekil 4.1. Saflastirilan DNA 6rneklerinin %2’lik agaroz jelde kontrolleri.



Cizelge 4.1 Orneklerin DNA miktar ve kalite degerleri
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ID ng/ul 260/280 260/230 ID ng/ul 260/280 260/230 1D ng/ul 260/280 260/230
1 53,02 2,2 1,97 64 68,97 1,92 1,75 136 50,08 1,78 2,11
2 42,61 2,05 2,3 65 42,33 19 1,94 137 55,57 1,92 2,26
3 51,14 2,02 2,1 66 57,86 1,89 1,81 138 40,61 1,88 2,01
4 54,13 2,02 1,94 67 53,73 1,9 1,68 139 48,79 1,92 2,11
6 63,98 2 2,07 68 51,07 1,92 2,08 140 43,39 1,84 1,77
7 46,64 2,08 2 69 58,35 1,9 1,76 142 54,27 1,62 2,02
8 75,21 1,97 2,09 70 29,05 1,97 1,66 146 51,61 1,35 1,7
9 49,84 2,04 2,22 71 38,09 1,96 2,1 150 36,12 1,81 2,01
10 46,97 2,03 2,11 72 45,47 1,93 2,32 151 21,39 1,58 1,58
11 51,96 2,03 2,07 73 34,28 1,94 2,44 152 49,19 1,82 2,14
12 47,38 2 2,22 74 102,94 | 195 2,14 153 5,32 1,15 1,33
13 53,52 1,95 2,23 74 54,66 1,92 2,1 155 9,95 1,38 1,54
14 48,13 2,04 2,48 75 65,83 1,94 1,69 157 57,42 1,72 2,04
15 61,11 1,98 2,13 76 37,8 1,9 1,56 158 8,67 1,75 1,63
16 46,58 2,05 1,77 77 52,61 1,82 1,84 159 20,52 1,67 1,7
17 44,75 2,05 2,04 78 50,69 1,86 1,51 161 29,34 1,7 2
18 41,55 2,1 2,42 79 36,5 1,86 1,27 164 18,17 1,66 1,96
19 53,05 2,04 2,1 80 59,94 1,88 1,38 164 20,24 1,62 2,08
20 55,78 1,95 1,77 81 51,29 1,87 1,95 165 28,92 1,68 2
21 56,68 2,01 1,7 82 56,07 1,83 1,75 166 69,86 1,76 2,09
22 58,23 1,99 2,21 83 54,11 1,91 1,96 166 30,2 1,67 1,94
23 47,85 2,05 2,08 84 57,1 1,83 1,71 166 55,85 1,69 2
24 47,76 2,01 2,32 85 55,72 1,84 1,96 167 27,06 1,71 1,98
25 54,02 2,07 2,05 86 48,4 1,89 1,76 168 14,98 1,56 19
26 35,54 2,22 1,28 88 52,64 1,87 1,79 169 21,98 1,7 1,78
27 41,96 1,96 1,86 89 65,77 1,86 1,76 171 20,55 1,66 1,62
28 46,25 2,06 2,09 90 44,41 1,88 1,45 171 11,96 1,91 2,1
29 35,52 2,1 1,6 101 44,39 1,75 1,56 172 47,36 1,87 1,85
30 50,36 1,96 2,26 102 31,05 1,62 1,07 173 54,89 1,94 2,32
31 35,77 2,12 1,72 103 44,39 1,87 0,47 174 59,35 1,89 2,25
32 53,86 2,03 2,13 104 49 1,85 1,91 175 52,61 1,91 2,32
34 42,16 2,17 1,92 105 52,1 1,83 1,72 176 49,73 1,9 2,18
35 41,9 2,11 2,02 106 65,96 1,7 1,96 177 55,4 1,86 2,31
36 45,54 1,96 1,33 107 51,3 1,63 1,7 178 54,83 1,79 2,24
37 46,77 2,01 1,88 108 52,64 1,82 1,98 179 54,13 1,85 2,22
38 40,56 1,91 1,65 109 53,61 1,77 2,01 180 61,17 1,84 2,44
39 31,92 2,03 1,84 110 48,14 1,67 1,92 181 64,09 1,83 2,65
40 27,3 1,91 1,24 111 53,63 1,72 1,79 182 1,7 0,98 0,35
41 66,27 19 1,57 112 42,72 1,66 1,55 183 46,37 1,82 1,88
42 48,58 2 1,88 113 49,99 1,71 1,78 184 61,22 18 1,97
43 18,95 1,87 0,78 114 46,74 1,77 1,56 185 55,66 1,87 2
44 56,34 1,92 1,92 115 51,03 1,53 1,15 186 52,88 1,84 2,2
45 46,5 1,87 2,07 116 39,48 1,77 1,72 187 53,1 1,97 2,35
46 24,99 1,87 1,27 117 39,76 1,78 1,83 188 55,64 1,82 2,09
47 61,66 1,9 1,98 118 43,96 1,83 1,48 189 53,74 1,84 2,07
48 60,11 1,89 1,87 119 46,27 1,77 1,72 191 49,61 1,78 1,73
49 68,75 1,87 1,87 120 46,71 1,79 1,67 192 57,47 1,82 1,96
50 54,46 1,83 1,34 121 46,76 1,79 1,85 193 58,74 1,71 1,79
51 70,08 1,94 1,98 122 44,84 1,72 0,56 194 80,43 1,59 1,6
52 58,69 1,85 2,03 123 36,23 1,87 1,44 194 45,05 1,84 1,82
53 42,74 1,78 2,14 124 48,29 1,73 1,71 196 56,48 1,84 1,97
54 60,51 1,88 2,05 125 51,53 1,84 2,16 197 14,02 1,49 0,94
55 53,03 1,87 2,11 126 46,45 18 1,94 197 13,51 1,76 1,04
56 15,55 1,78 0,82 127 46,44 1,77 1,98 198 54,29 1,85 1,71
57 21,05 1,87 1,24 128 62,64 1,81 1,12 199 39,02 1,84 1,82
58 46,19 1,94 2,11 129 60,4 1,86 2,12 201 33,44 1,81 1,22
59 53,75 1,95 1,84 130 33,12 1,78 1,73 202 52,57 1,91 1,77
60 58,83 1,93 1,75 131 48,82 1,91 1,96 203 44,99 1,81 1,67
61 25,13 1,89 1,64 132 54,31 1,84 1,99 204 50,22 1,78 1,67
62 52,09 1,94 2,08 134 18,15 2,07 1,87 209 32,24 18 1,63
63 13,61 1,65 1,22 135 62,08 1,94 2,3 209 40,73 1,87 1,7
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4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR uygulandiktan sonra 300 bp biyiikligindeki PCR 6rneklerinin  jel
goriintiisi  Sekil 4.2°de  verilmistir. Calisma materyalinden ¢ogaltilan tim PCR

ornekleri agaroz jelde bakildiktan sonra dizi analizi islemi i¢in gonderilmistir.

1O T2 1314 15 16 17 18 19

Sekil 4.2. 300 b¢ uzunlugundaki PCR driinlerin agaroz jelde (%2’lik) kontrolii (M,
50 b¢ Fermentas® GeneRuler SMO241 DNA Marker).

4.3. DNA Dizi Analizi Sonug¢lari

Numunelerin DNA dizi analizi yapildiktan sonra alinan veriler Codon Code Aligner
(CodonCode Corporation) ve MEGA X (Kumar vd., 2018) uygulamalariyla 175 Orta Anadolu

Merinos 1rki 6rneklerinde FecB geninin 7. eksonundaki polimorfizimler incelenmistir.

Ensemble genbankasindaki verilere gore BMPR-1B geni 7. Ekson {izerinde dort SNP
(6:34011011, 6:34011008, 6:34010859, 6:34010855) bulunmaktadir (Sekil 4.3.)



No. Exon / Intron Start End

Exons/Introns Translated sequence Flanking sequence Intron sequence UTR

Variants _ Missense _

Variation: rs408447622

Markup loaded Class SNP
!&wrce dbSNP
Location 6:34011011
Intron 3-4 34,029,900 34,029,389 Alleles C/T (Forward strand)
4  ENSOAREO00020169058 34,029,388 34,029,286 0 SDNAposition 684
Protein 228
position
Intron 4-5 34,029,285 34,019,017 Amino acids  R/R
5  ENSOARE00020169086 34,019016 34,018,920 1 ¢°dons SoG/agA

Explore this variant

Intron 5-6 34,018,919 34,017,590 . i
Gene/Transcript Locations

6 ENSOARE00020169166 34,017,589 34,017,451 2

Intron 6-7 34,017,450 34,011,020 6,431
7 ENSOARE00020169220 34,011,019 34,010,827 0 1 193

Intron 7-8 34,010,826 34,009,818 1,009
8 ENSOARE00020169286 34,009,817

SNP

Source dbSNP
Location 6:34010859
Alleles T/C (Forward
Intron 8-9 34,009,51¢ strand) 11,327
9  ENSOARE00020169361 33,998,19; SPNA position 836 176
Protein 279
position
Amino acids QR
Intron 9-10 33,998,01€ Codons cAg/cGg 3,745
10  ENSOARE00020169446 33,994,271 Oonseauences |missense variant 131
Explore this variant

Gene/Transcript Locations

Sekil 4.3. FecB geni 7. ekson tizerinde belirlenen dért SNP noktasi

Start Phase

End Phase uence

CHAAAU L LLULLGALAALALGUL 1L LGLGAAGL L LLAGGAARA L LAAG LG LGLLLALLAAGA
AAGAGGATGGTGAGAGTACAGCCCCCACCCCTCGTCCARAGATCTTGCGATGTARATGCC
ACCACCATTGTCCAGAAGACTCIGTCAACAATA’I‘TTGCAG

& Variation: 15427897187 i
ACAGATGGATATTGTTTCAC! Class SNP
TCTGGATGTCTAGGACTAGA. Source dbSNP

Laaggaa taccttggt ‘A‘:»Loc‘“on 6:34011008 ttcaatttca
Alleles T/C (Forward strand)
SGACACTCCCATTCCTCATCAG, cDNA position 687 CGGAATGAATGT
AATAAAGATCTGCACCCCACA! protein 229
_ position

7% Aminoacids /T

ATTTTGTTGACGGACCTATAC! Codons acA/acG sACTGTGTGTAGTT
GC’I‘CTTGGTCCTCATIATTT' (e q I sy ymous variant
Lttccaacacatggatl Explore this variant tgtgcatcttcag

TATAAAAGACAAGAAGCCAG, Sene/Transcript Locations
ATTCCTCCTGGAGAATCCHTGAGA TAATTGAGC]

GGGGAAGTTTGGATGGGAAAGTGGCGTGGCGAAAAGGTAGCTGTGAAAGTGTTCTTCACT
ACAGAGGAGGCCAGCTGGTTCCGAGAGACAGAAATATATCBGAC!GTGTTGATGAGGCAT
GAAAACATCTTGG

gtgagtataagtctgtattagedgat..........ccctttttgtgttctttcgtttt

CPFCATTGCTGCAGATATCAAAGGGAC e RrRaRe T e
ATTATCATGAAAATGGTTCCCTCTARGA! ""°"‘
CBATGETGAAGETAGCCTATTCEGCAGT! = °°°
TTAGI:CTCAAGGCAAACCAGCAATTGC‘ Scuros SBSNE

TG TGGAACTTGCTGTATAGC! Location 6:34010855
Alleles C/T (Forward strand)

gttagtatcaaggtgaacaaatata... cDNA position 840
TGACACGAATGAAGTTGACATACCACCC) Pfotlg'n 280
TCCAGAAGTGTTGGATGAGAGCTTGAAC) Positon

CATGTACAGTTTTGGACTCATCCTTTGG Amino acids  T/T

ons acG/acA
gtaagtgacaatgatgc gag. .. Ccor q Isynonymous variant tt g

GTATAGTGGAAGAATATCAGCTCCECTA! Explore this variant
AGGACATGAGAGAGATCGTGTGTATCAA! Gene/Transcript Locations
GCAGTGACGAG

T4
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4.3.1. FecB alleli (Missensen mutasyon)

BMPR-1B geni 7 eksonu forward eksen iizerinde cDNA’nin 836. niikleotidi olarak yer
alan A>G niikletidi ve CAG>CGG kodunun degismesi ile olusan mutasyon sonucunda
kodlanan 279 aa olan Q aminoasiti yerine R aa kodlandig i¢in proteinde ¢ergeve kaymasi
olmaktadir. Calisma orneklerinin DNA dizi analiz sonucunda bu allel tespit edilememistir

(Sekil 4.4; 4.5), incelenen Orta Anadolu merinoslarinda FecB alleli olmadigi belirlenmistir.

Koyunlarda ¢oguz gebelik iizerine etkisi bilinen FecB alleli, diinyada ilk defa Booroola
koyunlarinda belirlenmis farkl {ilke yerli irklarinda da varlig: tespit edilmistir. Islah amaciyla
farkli iilke koyun popiilasyonlarina melezleme yoluyla FecB alleli aktariimistir (Davis, 2009).
Tiirkiye yerli koyun irklarinda (Sakiz 1rki1 gibi ¢oguz dogum yapan 1rklar dahil) ¢coguz doguma
etkili BMPR-1B alleli tespit edilememistir.

Eskisehir Ilinde Orta Anadolu Merinosu Koyun Irkinin Halk Elinde Islahi Alt
Projesinde yetistirilen ve Eskisehir yoresinde yetistirilen ve ¢oguz kuzulayan 175 bas orta

Anadolu Merinosu koyunlarinda FecB allelinin bulunmadig: tespit edilmistir.



% CodonCode Aligner
File Edit Go Sample Contig Tools View Window Help
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A ¢ HE+K8B+FecER-10 120 130 140 150 160 170 180

N e e

A

xfﬁ GCGTGGCOGARAAAGGTAGCTGTGAAAGTGTTCTTCACTACAG AGGAGGCCAGCTGGTTCCG&G AGACAG AAATATATCA6ACGGTGTTGATGAGGCATGAAAACATCTTGG

i

X GTGGCGTGGCGAAAAGGTAGCTOTGAAAGTOTTCTTCACTACAGAGGAGGC CAGCTGOTTCCGAGAGACAGAAATATAT CAGA COGTGTTGATGAGG CATGAAAACAT cn. C-TG-A G TANN A NN -
230

gt A ol by

NGGC GTGGCGAAAAGGTAGCTGTGAAAGTGTTCTTCACTACAGAGG AG GC CAGCTGGTTCCGAG AGAEAGAAATATAT CAGACGGTGTTG ATGAG GCATG AAAACATCTTGG

ﬁl GTGGCGTGGCGAAAAGGTAGCTGTGAAAGTGTTCTTCACTACAGAGGAGGE CAGCTGGTTC COAGAGACAGAAATATATCAGA CGGTGTTGATGAGGCATGAAAAC AT CTTGGE-TCAGTATAAGT "

Sekil 4.4. Incelen &rneklerde goriilen FecB++ alleli (6:34010859 niiklotitteki SNP)

Lc
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u}t GTG GCGAAAAGGTAGCTGTG AAAGTGTTCTTL’ACTACAGAGGAGGCCAGCTG GTTCCGAGAGACAGAAATATATCAGACGGTGTTGATGAGGCATGAAAACATCTTGG "
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A« << GAZ4+KSS-FecBR 120 130

Al

nGGCGTGGCGhAAAGGTAGCTGTEAAAGTGTTCTTCA CTACAGAGGAGGC CAGCTGGTTCCGAGAGACAGAAATATAT CAGA CGGTGTTGATGAGGCATGAAAAC'T

i e ./\MVMMW\“

ACAGAAATATATCAGACGGTGTTGATGAGGCATGAAAAC AT cr‘rcoﬁ-‘ro—usﬁﬂl- PN

mGGCGTGGCGAAAAGGTAGCTGTGAAAGTGTTCTTCACTA CAGAGGAGGC CAGCTGGTTC CGA

At e e Do o

>

v

il | H6-K90-FecBR Base 138 of 230 (188 in contig) Quality: $1 (Cons: $0)

Sekil 4.5. Baz1 drneklerin FecB ekson 7 dizi analizi sonuclari

8¢
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5. SONUC VE ONERILER

Koyunlarda major fekondite genlerinin ¢oguz kuzulama ozellikleri tizerinde biiyiik bir
etkisi oldugu bilinmektedir. Uretkenligi ile taninan Orta Anadolu Merinosu Koyun Irkinin Halk
Elinde Islah1 Alt Projesinde yetistirilen elit siiriilerde dogumdaki kuzu sayisinin artirilmasina
katk1 saglamasi amaciyla BMPR-1B geninin 7. eksonu DNA dizi analiz yontemi ile incelenerek
muhtemel mutasyonlar arastirilmistir. Yapilan caligma sonucunda FecB alleline sahip hicbir

koyun tespit edilmemistir.

Tiirkiye’de son yillarda PCR-RFLP yontemiyle FecB geninin varligi cesitli koyun
popiilasyonlarinda arastirilmis ama bulunmamustir. Yapilan tez ¢alismasinda Orta Anadolu
Merinoslar elit siiriilerinde gegmis dogumlarina (tekiz, ikiz ve li¢liz kuzulayan) bakarak 175
koyundan 6rnekleme yapilmis. FecB alleli bulunamamis ancak bu genin 7. eksonunda yer alan
3 SNP belirlenmistir. Koyunlarin evcillestirme alant olan Tiirkiye’nin cografi konumu ve
tarihteki goclerin odaginda yer almasindan dolayr FecB allelinin orijini olan Hindistan West
Bendal’de bulunan Garole koyunlarinin (Davis, 2009) ¢esitli yollarla Tiirkiye yerli irklarna
genetik katki yapabilecegi tahmin edilmektedir. Bu nedenle Tiirkiye’de genetik polimorfizm
caligmalarinda ¢ogunlukla uygulanan PCR-RFLP yerine koyunlarda ¢oguz dogumla ilgili
genlerin DNA dizi analizleri ile aragtirilarak hayvanlarin 1slahina yardimei olabilecek verilerin
elde edilebilecegi diigiiniilmektedir. Ayrica Tarim ve Orman Bakanligmin koyun
yetistiricilerine yaptigi desteklemeler nedeniyle koyunlardan alinan verilerin siipheli
olmasindan dolay1 bakanligin kendi arastirma ve yetistirme popiilasyonlarindaki coguz gebelik
ve kisir koyunlar kullanilarak ¢oguz dogumlarla ilgili gen ve allellerin incelenmesi yetistirici

ve aragtirmacilara yol gosterecektir.
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