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viii

ONSOZ

Genetik ve cevresel faktorlerin yavru verimi (zerine etkisi bilinen bir gercektir.
Cevresel faktorlerin 6zellikle beslemenin yavru verimi Uzerine etkisinin arastirilmasi
uzun yillardir yapilirken yavru verimi iizerine hangi genlerin etkili olduguna dair
arastirmalar ancak DNA teknolojisindeki gelismelerle baglayabilmistir. Bunun igin
RFLP, dizi analizi, mikroarray, yeni nesil sekansi gibi teknikler siklikla
kullanilmaktadir. Yavru verimi ile iliskilendirilen genler icinde tek niikleotid
polimorfizmlerinin varhig siklikla bildirilmistir. Bunun sonucunda bazi koyun
irklarinda yavru verimi ile iligkili bazi polimorfizmler tespit edilmistir. Yerli koyun
irklarinda bu konudaki ¢aligmalar devam etmektedir. Yavru verimi ile iliskilendirilen
bazi polimorfizmlerin aminoasit degisimine yol ac¢ti§i ve bazi hormonlarin serum
diizeyinde degisiklige sebep oldugu bildirilmistir. Bu ylizden, yavru verimi iizerine
etkili hormonlar1 sentezleyen genlerin genetik yapisini incelemenin ayri bir 6nemi
bulunmaktadir. Bu ¢alismada yavru verimine etkili iki 6nemli hormon FSH’nin
yapisina katilan bir alt {initenin ve Inhibin’in yapisma katilan bir alt Gnitenin gen
bolgeleri incelenmistir ve tespit edilen polimorfizmlerin yavru verimi ile iligkisi
ortaya konulmaya calisilmistir.

Calismam sirasinda yasadigim tiim zorluklari agmama yardimci olan, beni yetistiren
ve manevi destegini esirgemeyen saygideger danisman hocam Prof. Dr. Okan
ERTUGRUL’a sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Kendi caligma saatinden ayirip sorularimi sabirla cevaplayan, tezime biiytlik katkisi
bulunan Yard. Do¢ Dr. Ozge OZMEN’e ve c¢alismalarim sirasinda da yardimini
esirgemeyen Yard. Do¢. Dr. Bengi CINAR KUL’a ve tez tecriibelerini benimle
paylasan Yard. Do¢ Dr. Ozgecan KORMAZ AGAOGLU’na tesekkiirlerimi
sunuyorum.

Laboratuvar c¢aligmalarim sirasindaki yardimlarindan dolayr doktora Ogrencileri
Niiket BILGEN, Cevat TEMIZKAN ve Yenal AKKURT a tesekkiir ediyorum.

Hayvan materyali bulmam icin ¢abalayan, destek olan hocalarim Prof. Dr. Halil
AKCAPINAR’a ve Dog. Dr. Bilal AKYUZ’e, sadece tez ile degil diger projelerdeki
sorularimi da sikilmadan yamitlayan Prof. Dr. Necmettin UNAL’a tesekkiirlerimi
sunuyorum.

Bioinformatik degerlendirmeler igin bana laboratuvarmin kapilarin1 agan farkli
teknikler hakkinda bilgi sahibi olmami saglayan Trinity Collage Dublin 6gretim
tiyelerinden Prof. Dr. Daniel BRADLEY ve doktora 6grencisi lan RICHARDSON’a
cok tesekkiir ediyorum.

Istatistik degerlendirmelerde biiyiik yardimi dokunan Prof. Dr. Sefa GUREJAN’a,
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Doktora 0Ogrenimime gosterdikleri kolayliklardan o6tiirii  Hayvanciik Merkez
Arastirma Enstitiisii idari personeline, iginden ¢ikamadigim kimyasal formiillerde
yardimer olan Kimya Miihendisi Vedat KARAKAS’a, kan almama yardimct olan
Yard. Dog. Dr. Tahir KARASAHIN’e, ve kayit tutmama yardimci olan Ziraat
Miuhendisi Engin UNAYa, , tezimdeki yazim hatalarimin kontroliinde blyik emek
harcayan Biyolog Senem Esin SELCUK ’a biitiin kalbimle tesekkiir ediyorum.

Laboratuvar problemlerine hizli ¢dziim iireten, isimin aksamamasi i¢in ¢aba sarf
eden firma calisanlarindan Samet ECE’ye ve Hasan SAHIN’e, PZR ve sekans
analizlerinin optimizasyonunda ¢ok emegi gecen Yorik DIVANOGLU’na
tesekkiirlerimi sunuyorum.

Projeye sagladiklar1 desteklerden otiiri TAGEM ve TUBITAK’a ¢ok tesekkiir
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1.GIRIS

Koyun yetistiriciliginin Tlrkiye ekonomisinde dnemli bir yeri vardir. Turkiye’nin
dogal yapisi, ekonomik kosullari ve gelenekleri koyun vyetigtiriciliginin yaygin
olarak yapilmasina uygun bir ortam olusturmaktadir (Akgapinar, 2000; Atasoy ve
ark.,2003; Isik, 2010). Koyun verimsiz meralari, anizi ve bitkisel tretime uygun
olmayan alanlari tiketebilmekte ve bunlari et, sit, yapagi ve deri gibi Urlinlere
donusturulebilmektedir (Atasoy ve ark., 2003; Kaymakgi ve ark., 2009). Yani
kurak iklim kosullarinda yapilan koyun yetistiricigi ile ekonomiye ve insan
beslenmesine katki saglanabilmektedir (Akcapinar, 2000). Ayrica koyun
yetigtiriciliginin zararh ve yabanci ot micadelesine fayda sagladigi da
bildirilmigtir (Demiral, 2011).

Turkiye'deki koyun yetistiriciliginin buylk kismi ekstansif olarak yapiimakta ve
genelde verimleri dusuk vyerli koyun irklari kullanilmaktadir. Artan besin
ihtiyacinin kargilanmasi igin yetistiricilikte verimlerin arttirnlmasi kaginiimazdir.
Bunun icin modern yetistirme tekniklerinin uygulanmasi gerekmektedir. Bu
nedenle koyun yetigtiriciliginde verimleri yuksek genotiplerin geligtiriimesi, buyuk
onem tasimaktadir (Atasoy ve ark.,2003; Unal ve ark., 2003; Unal ve ark.,
2004).

Basarili bir koyuncuk icin ilk sart, yetigtiricilik yapilacak bdlgenin cografi ve
ekonomik gartlarinin iyi tespit edilmesi ve amaca uygun koyun irkinin dogru bir
sekilde secilmesidir (Akgapinar, 2000). Sonrasinda ise, koyunlara olabildigince
iyi bakim besleme kosullari saglamak ve koyunlari genotipik olarak islah etmek

gerekmektedir (S6nmez ve ark., 2009).



Turkiye’'de yapilan koyun islah galigmalari ilk olarak Cumhuriyetin ilk yillarinda,
yunlid dokuma endustrisinin nitelikli yapagi gereksinimini kargilamak amaciyla
Merinoslastirma uygulamalari ile baslatiimigtir. Daha sonralari ise yerli koyun
irklari Uzerinde et, sit ve kuzu verimi agisindan yapilan islah c¢alismalari

devreye sokulmustur (S6nmez ve ark., 2009).

Sat, et, ve yapagi verimi uzerine olumlu etkilerinden 6tura yerli irklarin i1slahinda
ele alinmasi gereken en 6nemli 6zelligin dol verim 6zellikleri oldugu bildirilmistir
(Demiral, 2011). Surtde verimliligin saglanmasinin yaninda, strt bayukliginin
devam ettirilmesi, surude ayiklama ve seleksiyon iglemlerinin etkili sekilde
yapilmasi igin dol verim o6zellikleri gerekli ve 6nemlidir (Akgapinar, 2000).

Hayvan 1slahi, uygulanmasi zaman ve yogun calisma isteyen c¢ok pahal
calismalardir (Karisiyan ve ark., 2009). D6l verim 6zelliklerinin kantitatif nitelikli
olmasi, bu 0Ozelliklerde seleksiyonla genetik ilerlemenin sinirli kalmasina sebep
olmaktadir (Akgapinar, 2000). Molekuler genetik yontemler kullanilarak yapilan
Islah galismalarinda ise daha kisa zamanda basari saglandigi ve molekiler
belirtecler temel alinarak yapilan seleksiyon ile islahta basari oraninin arttigi

bildiriimigtir (Karisiyan ve ark., 2009).

1.1. Yerli Koyun Irklari ve Ozellikleri

Yerli koyun irklari genel olarak dusik verimli olmasina ragmen, kaba yemden
yararlanma, kalitesi dlisuk meralari degerlendirme, hastaliklara ve olumsuz
cevre sartlarina kargi dayanikli olma gibi 6zelliklere sahiptir (Isik, 2010). Yapilan
Islah calismalari ile koyun verimlerinde irklar arasi farklar ¢gogalmis, bir irk et
verimi yonunden gelisirken, bir baska irk sut verimi, dol verimi ya da yapagi

verimi yonunden gelismistir (Demiral, 2011). Turkiye yerli koyun irklarindan



ozellikle yagh kuyruklu yerli koyunlarin (Akkaraman, Morkaraman, Daglig, ivesi
gibi) ikizlik oranlarinin %1-10 arasinda degismektedir. ince kuyruklu yerli
koyunlarin ise yagl kuyruklara nazaran daha yuksek ikizlige sahip oldugu, hatta
Sakiz irkinin, yavru verimi yuksek kultar irklariyla yarisabilecek doél verim

Ozeliklerine sahip oldugu da bildirilmistir (S6nmez ve ark., 2009).

1.1.1. Akkaraman Koyunu

Akkaraman koyun irkinin esas yayilma alani i¢ Anadolu Bélgesi'dir. Bununla
birlikte, bu bdlgeye komsu bolgelerde de vyetistiriciligi yapilabilmektedir
(Akcapinar, 2000). Batida Eskisehir ve Kutahya’dan baglayarak, dojuda Sivas’a
kadar dahil olan i¢ Anadolu Bélgesi'nde bununla birlikte Karadeniz ve Akdeniz
Boélgesi’'nin i¢ Anadolu’ya yakin yérelerinde yetistirilebilmektedir (Akgapinar,
2000; Demiral, 2011). Akkaraman koyunu Turkiye'deki toplam koyun varhginin
%40’ Indan fazlasini olusturarak ilk sirada yer almaktadir (Akgapinar, 2000;
Ertugrul ve ark., 2009; Demiral, 2011). Bolge sartlarina adapte oldugu, acliga,
kurakliga ve kotu hava sartlarina dayandigi bildiriimigtir (Demiral, 2011).
Yetersiz bakim ve besleme kosullarinda dahi yasamini ve verimini
surdurebilmekte, ekstansif kosullarda dugsik de olsa gelir saglamaktadir
(Ertugrul ve ark., 2009).

Akkaraman koyununda vucut beyaz renkli kaba-karisik yapagi ile ortaludur
ancak bas ve ayaklarda siyah lekeler gorulebilir. Bas, boyun, bacaklar ve karin
alti ciplaktir. Vicut yapisi ve bas yapisi dar ve uzundur. Kulaklar uzun ve sarkik,
kaburgalar yassi, bacaklar uzun ve saglamdir. Kuyruk yagh olup kuyruk
omurlarinin u¢ kismi S seklinde kivrimlidir (Akgapinar, 2000).
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Sekil 1. Akkaraman koyunu (Anonim 1, 2015)

Akkaraman irkinda canli agirhk 50-60 kg, kirli yapadi verimi 2-2,5 kg, yapagi
kalitesi 36-42S, sut verimi 80-90 kg, laktasyon suresi 150-160 gun ve ikiz dogum
orani %20-30’dur (Akgapinar, 2000). Diger yerli irklarla karsilastiniidiginda,
Akkaraman irkinin uzun bir ciftlesme donemine sahip oldugu sdylenebilir
(S6nmez ve ark., 2009). Akkaraman yetigtiricilerinin gogunlugu, yetistiricilikten
elde ettigi gelirlerden hosnut olmamakla birlikte gelirlerinin artirlmasina yonelik
bircok yetistiricilik 0Onerisine sicak bakmamakta ve mevcut vyetistiricilikte
degisiklik yapmaksizin gelir artisi saglayacak g¢ozumler beklemektedirler. Bu
problemlerden dolay: yetistiricilerin bir bolumu sektoru terk ederken, bir bolumu
ise melezleme yoluyla gelirlerini artirma c¢abasi igerisindedirler. Akkaraman irki
icin su anda yok olma tehdidi olmasa da, melezleme hizinin beklendigi sekilde
artmasi halinde gelecekte cesitli risklerin olusabilecegi dusunulmektedir
(Ertugrul ve ark., 2009).



1.1.2. Bafra Koyunu

Bafra koyunu, Sakiz irki koglar ile Karayaka koyunlarinin geriye melezlemesi
sonucunda elde edilmis ve genotip olarak %75’i Sakiz, %25’i Karayaka olan bir
irktir (Unal ve ark., 2003; Akcapinar ve ark., 2005; Kaymakgi ve Tagkin, 2008).
Bafra koyununun elde edilmesinde kullanilan Karayaka irki, Karadeniz
Bolgesinde yetistirilir ve Turkiye'deki koyun varliginin %6'sini tegkil eder.
Karadeniz sahil seridinde 6zellikle Samsun, Sinop, Ordu, Giresun’da bununla
birlikte Tokat ili cevresinde yetistirilen ince kuyruklu, kaba ve karisik yapagili, sit
ve dol verimi dusuk yerli bir koyun irkidir (Ak¢apinar, 2000). Karayaka koyunu
kiiguk cusseli bir irktir (Demiral, 2011). Yurume ve tirmanma yetenegi bolgenin
engebeli yapisina uygun sekilde gelistigi icin yliksek ve engebeli meralardan
rahatlkla yararlanabilmektedir (Ertugrul ve ark., 2009). Canli agirhiginin 35-40
kg, sut veriminin 30-45 kg, laktasyon suresinin 100-140 gun, bir doguma kuzu
sayisinin ise 1,04-1,06 arasinda degistigi bildirilmigtir (Akcapinar, 2000).
Karayaka irkinin et verimi disuk, ancak et lezzeti bakimindan Kivircik irkina
yakindir (Akgapinar, 2000; Ertugrul ve ark., 2009).

Bafra koyununun genotipik olarak %75’ini olusturan Sakiz ise iri yapih bir irktir
ve yiiksek dél ve siit verimi ile taninmaktadir. izmir yéresi dzellikle Cesme ilgesi
basta olmak Uzere tum Ege Bolgesi kiyr kesimlerinde vyetistirilebilmektedir
(Akcapinar, 2000). Genellikle ikiz ve Uguz yavru dogururlar. Bir doguma kuzu
sayisi 1,7-2,3 arasindadir. Ancak Sakiz irkinin diger bdlgelere uyum kabiliyeti
dusuktur (Akgapinar, 2000; Isik, 2010; Demiral, 2011)

Karakdy Tarim isletmesinde yapilan melezleme calismalari sonucunda Sakiz
koclarla, Karayaka koyunlar ciftlestiriimis ve F1 ddller elde edilmistir. F1 disilere
tekrar Sakiz koglar verilerek geriye melezlenmis ve elde edilen G1'ler de kendi

aralarinda ciftlegtirilerek buglnkd Bafra koyunu elde edilmigtir (Isik, 2010). Bafra



koyununda dél veriminin yiiksek oldugu bildirilmistir (Unal ve ark., 2008). Bafra
koyunlarinin vicutlarn beyaz yapagi ile ortulidir ancak agiz, géz etrafi ve
kulaklarda siyahliklara rastlanmaktadir. Bas, karin alti ve bacaklar genellikle

ciplak, kuyruk ince ve uzundur (Isik, 2010).

Sekil 2. Bafra koyunu (Anonim 2, 2015).

Once Karakéy Tarim isletmesinde baslatilan melezleme ¢alismalari sonrasinda
Amasya Gokhoyiik Tarim isletmesinde devam ettiriimistir (Atasoy ve ark., 2003;
Unal ve ark. 2003). Daha sonrasinda Bafra koyunu lizerinde Lalahan Arastirma
Enstitiistinde (Unal ve ark. 2006), Gékhdyiik isletmesinde (Unal ve ark. 2003) ve
Kazim Karabekir Tarim isletmesinde (Isik, 2010) calismalar yapiimistir. Bafra
koyununun Orta ve Bati Karadeniz Bélgesi basta olmak (izere, i¢ Anadolu, Dogu
Anadolu, Ege ve Akdeniz Bolgesinde de yetistiriciliginin yapilabilecegi belirtiimis
ve cesitli bolge kosullarina uyum kabiliyetinin iyi oldugu bildirilmistir (Unal ve
ark., 2003; Unal ve ark., 2008).



Karayaka ve Bafra koyunlarda yapilan bir calismada (Akgapinar ve ark., 2005),
sirasiyla dogum orani % 92,3 ve 93,7, bir doguma kuzu sayisi ise 1,08 ve 1,78
olarak bulunmustur. Arastirma sonucunda Bafra irkinda 6énemli bir dol verimi
kriteri olan bir doguma kuzu sayisi ile buyime kabiliyetinin Karayaka irkina gore
daha iyi oldugu tespit edilmigtir (Akgapinar ve ark., 2005). Baska bir ¢calismada
ise Bafra koyununun bir doguma kuzu sayisi 1,78 — 2,2 arasinda oldugu
bildirilmistir (Unal ve ark., 2003; Unal ve ark., 2008).

1.2. Koyunlarda Ureme Mekanizmasi

Koyun irklarinin birgogu mevsimsel olarak polidstrus gosteren hayvanlardir
(Horoz ve ark., 2003; Ataman ve ark., 2009). Gebe kalma yilin belli bir
doneminde gergeklesir (Foster ve Jackson, 2006). Ortalama 17 gunluk bir dstrus
siklusuna sahip oldugu bildirilmigtir (Akgapinar, 2000). Bu donem ciftlesme
sezonu olarak adlandirlir (Foster ve Jackson, 2006). Ostrus sezonu, gunlerin
uzunlugu, gun 1s1Iginin miktari ve yogunlugu ile dogrudan iliskilidir (Ataman ve
ark., 2009). Gun 1s1ginin azaldigi, sicakligin dustigu sonbahar aylarinda baslar
(Horoz ve ark., 2003; Ataman ve ark., 2009). Turkiye yerli koyun irklarinin
genelde kisa bir ¢iftlesme donemine sahip oldugu bildirilmigtir (Sonmez ve ark.,
2009). Bazi bodlgelerde Agustos-Aralik aylari arasinda, bazi bdlgelerde ise
Haziran-Ocak aylari arasinda 6strus sezonu degisebilmektedir (Horoz ve ark.,
2003).

Diger mevsimsel Ureyen hayvanlar gibi koyunlar da Ureme faaliyetlerini belli
dénemlerde gergeklestirir (Foster ve Jackson, 2006). Gunlerin kisalmasi ile
dreme siklusunu etkileyen hormonlarin aktivitesi artar. Bu aktivite degisikliklerine
melatonin hormonu aracilik eder (Horoz ve ark., 2003). Koyunlarin ortalama
gebelik suresi 5 ay oldugundan dogumlar genelde ilkbahar mevsiminde toplu



halde olur. Bu Ureme stratejisi yuksek kalitedeki otlaklara erisimi olanakh kilar
(Foster ve Jackson, 2006).

Koyunlar ilk dstrusunu irklara gore degdismek lGzere 6-9 aylikken gdsterirler ve
dogumda genellikle 1’'den 3’e kadar yavru verirler. D6érdiz kuzulamanin ise
yuksek yavru verimine sahip (prolifik) irklarda dahi nadir gozlendigi bildirilmigtir
(Mikesel ve Baker, 2011). Anostrusta kaldigr donem boyunca ise koyunlar 6strus

davranisi gostermezler (Foster ve Jackson, 2006).

Folikller aktivite ve ovllasyon oranlari dstrus sezonu sonuna dogru azalir. Irk
Ozellikleri, beslenme ve hayvanlarin yasi 6strus siklusunun baslamasi ve siklus
suresi uzerinde etkili olmaktadir. Yerli irklarda ve bunlarin melezlerinde bu

faktorlerin etkileri yeterince bilinmemektedir (Ataman ve ark. 2009).

1.3. Folikullerin Gelisim Mekanizmasi

1.3.1. Embriyonik Donemdeki Geligimi

Birgok memeli tarinde folikilogenezin baslamasi primordial folikGlin
indUklenmesi ile sekillenir ve bu isleyise etki eden faktorler, yavru verimi
Uzerinde de etkin rol oynarlar. insanda ve sigirda oldugu gibi koyunlarda da
primordial hucre havuzu embriyonik gelisim sirasinda sekillenir (Parrott ve
Skinner, 1998).

Yavrunun vitellus kesesinin epitelyumundan olusan Primordial Kok Hucre
(PKH)’ler, genital kabartiyi kolonize ederler. PKH’lerin, sitokinler, Kit Ligand (KL)
ve buyume faktorleri tarafindan kontrol edildigi bildirilmistir (Molyneaux ve Wylie,
2004). Genital kabarti olusurken PKH gog¢u iceriye dogru ilerlemekte ve

hareketliligini kaybettigi yerde cinsiyet kordonlarini sekillendirmektedirler. Sonug



olarak disilerde oogoniaya donugsmektedirler. Somatik htcreler ise gonadlarin
medullasindan kortekse dogru gelerek, oogonial yuvalari gevrelemektedirler
(McLaughlin ve Mclver, 2009). Gonadlarin periferinde bulunan oogonial
yuvalarin en son olustugu, i¢ kisimlarda bulunan ve daha 6nce olusan oogonial
yuvalarin ise mayoza girecek olan ilk oositler olarak gozlemlendigi bildirilmistir
(VanWezel ve Rodgers, 1996).

Ovaryumunda gelisen ilk primordial folikilin insanda anne karninda iken,
kemirgenlerde ise dodduktan 2-3 gln sonra belirlendigi bildirilmistir (Hirshfield,
1991). Bu asamadan sonra Ureme c¢agina gelip folikil havuzundan segilinceye
kadar primordial foliktller iginde tutulur ve uzun bir sire istirahatte beklerler
(Reynaud ve Driancourt, 2000). Ureme ¢agina gelindiginde ise hem ovaryum
folikillerinden salinan buylme faktérleri hem de hipofizden salinan
gonadotropinlerin beraber calismasi sonucu ureme fonksiyonlari olugsmaya
baglar (Webb ve ark., 2003). Folikuler somatik hicrelerin mayozun tekrar
bagslamasina ve bunun metafaz 2’'ye kadar ilerlemesine yardimci oldugu
bildirilmis ve bu durum ¢ekirdek olgunlasmasi olarak nitelendirilmigtir (Pincus ve
Enzman 1935). Folikller somatik hlcreler ayrica yeterli oositin fertilizasyon
olusturmasina ve embriyonun implante olmasina katkida bulunmaktadir
(Buccione ve ark., 1990).

Gelismeye baslayan bir folikil ya ovile oluncaya kadar durmaksizin gelisimine
devam eder ya da atretik folikil haline doénusur. Bir folikiliin graft folikdl
asamasina ulagmasi birkag¢ ay1 almaktadir (Webb ve ark., 2003).

Foliktlogenezis, foliklllerden salinan steroidler, buytime faktorleri, ekstraovarian
faktorler ve hipotalamo-pituary-ovarian geri izleme mekanizmasinin karmasik
iligkisi ile kontrol edilmektedir. Koyunlarda ve ineklerde bir folikiiliin ovillasyona

kadar gegirdigi gelisim sureci yaklagik 180 gun kadardir ve bu sire sonunda
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folikil capi koyunlarda 5mm’den buyuk, ineklerde 10mm’den buyuk boyuta
ulagmaktadir (Cahill ve Mauleon, 1981).
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Sekil 3. Folikiilogenezis ve folikl gelisiminin asamalari (Anonim 3, 2015’den
alinarak dizenlenmistir).

1.3.2. Primordial Folikul Geligimi

Primordial folikil gelisim prosesini Kok Hucre Faktori’'nun (Kit Ligand :KL)
baglattigi bildirilmistir (Parrott ve Skinner, 1998). Oositin mayozun uzatiimig
diploten asamasina girisinden hemen sonra (dictyate asamasi), folikiiler somatik
hicrelerin 6n maddeleri, tekli dairesel katman icinde oositi ¢evrelemekte ve
primordial folikilleri olusturmaktadirlar. Bu primordial folikiller gelecekte

oositlerin kaynagi olacak ve disilerin Greme fizyolojisine hizmet edeceklerdir
(Handel ve Eppig, 1997).
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Primordial folikillerin ortalama 24 duz ve kubik graniloza hicresinden olustugu
bildirilmistir (Webb ve ark., 2003). Primordial folikil aktivasyonu oosit-grantloza
hicrelerinin etkilesimi ile olusur (Webb ve ark., 2003). Bunun sonucunda
primordial foliklllerden bazilari segilerek preantral faza gecerler (Handel ve
Eppig, 1997).

Primordial » Primer

bazal lamina

granuloza hicreleri
(S

GDF-9(+)
BMP-15(+)

cevredeki

folikaller /
@ teka hicreleri

Sekil 4. Primordial folikil aktivasyonu. Primer folikil kendinden, bunu
cevreleyen mezensimal hucrelerden, gevre folikullerden ve endokrin faktorlerden
etkilenerek aktive olur (Anonim 3, 2015’den alinarak dizenlenmistir).

1.3.3. Preantral Folikiil Geligimi

Preantral folikiil gelisimde folikiil blylimesi 2 farkli faza ayrilabilir. ilk faz oositi
saran ve yer yer duz sekilli olan granuloza hucrelerinin degisimini kapsar ve
bunun sonucunda hiicreler kiibik bir hal alir (primer folikil). ikinci faz ise
graniloza hicrelerinin gogalmasi ile karakterizedir (Webb ve ark., 2003).
Folikili cevreleyen kubik htcreler proliferatif bir hal aldiktan sonra graniloza

hicresi olarak anilmaya baslarlar. Blytyen oosit, bir siradan fazla granuloza
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hacresi ile ¢evrelendiginde folikil artik sekonder folikil olarak adlandirilir
(Handel ve Eppig, 1997).

Primer ve sekonder foliklllerin gelisimi gonadotropinler olmaksizin baglasa da
ancak gonadotropinlerin varhgi ile gelisimini strdurebilirler. Bu nedenle preantral
folikullerin gelisimine devam edebilmesi i¢in bu hormonlara gereksinim duyulur
(Fortune ve Eppig 1979; Cortvrindt ve ark., 1997).

1.3.4. Antral Folikul Geligimi

Bazen tersiyer folikll olarak da anilirlar. Folikiler antrum gelisirken 6nce bazi
noktalarda bosluklarin sekillendigi ve folikiler boslugun olusmasi ile grantloza
hiicrelerinin iki gruba ayrilirdigi bildirimigtir (Eppig, 2001). Bu hicrelerin, folikuler
duvara dogru uzananlari granuloza hucreleri, digerleri ise kumulus hucreleri
olarak adlandirirlar (Eppig, 2001). Preantral folikilden antral folikile gegis
sirasinda oosit icindeki kritik bir dedisimin sekillendigi goézlenmistir. Antrum
sekillenmeden 6nce oositler, gerekli dlizenleyici molekullerin yoksun olmasindan
dolayl mayoz 1’'in diploten asamasina gegiste yetersiz kalmaktadirlar. Fakat
antral folikdl icindeki bircok oositin mayotik olarak yeterli oldugu tespit edilmis ve
bu asamada c¢ikarilan oositlerin invitro olarak uygun medyumda kiltire edilecek
olursa mayoza devam edebilecegi bildiriimistir (Handel ve Eppig, 1997). Her
seye ragmen oositler mayozu surdurmede yeterli olsalar bile metafaz 2’ye
gecebilmek icin yeterli degildirler. Kuguk antral folikillerden izole edilen
oositlerde vezikil ¢dkmesi olusur ve metafaz 1'e kadar ilerlese bile gelisimi
genellikle bu asamada tutulur. Bu sebeple metafaz 2’ye ilerlemesi igin bir oositin
erken antral asamadan daha ileri asamalara dogru gelisim gostermesi
gerekmektedir (Eppig, 2001).
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Erken antral donem asildiktan sonraki gelisimde gonadotropinlerin rola oldugu
anlasilmigtir. Antral folikullerin iyi gelismis olmasi gogu zaman graff folikullerini
isaret ederler. Gonadotropin artisinin ardindan folikuller preovulator folikll olarak
adlandirilirlar (Eppig, 2001).

1.3.5. Preovulator Folikul Geligimi

Gonadotropinlerin artigi ile hem folikilin hem de oositin kumulus hucrelerinde
bazi degisiklikler baslamakta ve oositler ovulasyondan hemen 6nce metafaz
2'ye gecermektedirler (Eppig, 1979). Oositler, gonadotropin artisina bagli olarak
olgunlasirken kumulus hucrelerinin hiyaluronik asit salgiladigi ve sulfatlanmamis
glikoaminoglikan baglayici proteinlerin kumulus hucrelerine baglandigi tespit
edilmistir (Eppig, 1979; Chen ve ark., 1996). Hiyaluronik asit su ile bilesik
olusturarak kumulus hucreleri arasindaki alani genisletir ve hicreler yapiskana
gomula bir hal alir. Bu sebeple bu asama kumulus geniglemesi olarak
bilinmektedir. Kumulus geniglemesi baskilanirsa ovulasyon oraninin buyuk
olgtide azaldig bildirilmistir (Chen ve ark., 1993). Ozetle preovulator bir folikiil,
ovulasyona yeterli olabilmesi icin kumulus geniglemesi meydana getirmek

zorundadir (Handel ve Eppig, 1997).

1.4. Buyume Faktorlerinin Yavru Verimi Uzerine Etkisi

Blyume faktorleri icerisinde bulunan Transforming Growth Factor Beta (TGF-B)
yavru verimi Uzerinde 6nemli etkisi bulunan ve omurgalilarda en az 35 alt gruba
sahip c¢ok cesitli bir protein ailesidir. Bu protein ailesi hem post hem de prenatal
yasamda birgok fizyolojik isleve katilir (Massague ve Wotton, 2000). Tum
dyelerinin olgun biyoaktif formlari homo ya da heterodimer seklindedir ve bu

yapilar birgogunda disulfit baglariyla baglanirlar. Bu aileye ait BMP (Bone
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Morphogenic Protein: Kemik Morfojenik Proteinleri) alt ailesi yaklasik 20 Uyeye,
GDF (Growth Differentiation Factor: Buyume Farklilasma Faktoru) alt ailesi ise

en az 9 lyeye sahiptir (Knight ve Glister, 2006).

BMP’ler ¢cok fonksiyonlu buyime faktorleridir (Chen ve ark., 2004; Dean 2002).
BMP’lerin, embriyonik donemde folikillerin olusumu Uzerine, postnatal dbnemde
ise folikul fonksiyonlari Uzerine etkileri bulunmaktadir (Chen ve ark., 2004).
Ovaryumdaki TGF sinyal yolaklari ovaryum fonsiyonlari, ovulasyon orani ve
fertilite Gzerinde kritik bir 6neme sahiptir. Kromozom 5 tzerinde bulunan GDF-9
ve X kromozomu Uzerinde bulunan BMP-15 bu yolaktaki 6nemli iki gendir (Zhao
ve ark., 2008).

BMP-15, primordial foliktl geligimi ile iligkili ilk bUytme faktért olarak bildirilmistir
(Dean, 2002). GDF-9B olarak da adlandilir (Nilsson ve Skinner, 2002). BMP-15
oositler tarafindan uretilmekte ve folikul gelisimini etkilemektedir (Dube ve ark.,
1998). Boylelikle graniloza ve teka hucrelerinin artiginda rol oynamaktadir
(Ulker ve Bas, 2009). Koyunlarda BMP-15'in folikiillogenezisin erken déneminde
folikilin gelisimini desteklerken bunun aksine preovulasyon asamasinda

folikallerin gelisimini engelledigi tespit edilmistir (Galloway ve ark., 2000).

Oositlerden ifade edilen GDF-9 geninin ise folikul gelisimi strecinde granuloza
ve teka hiicreleri artisinda rol oynadidi bildiriimistir (Ulker ve Bas, 2009). Folikiil
gelisiminin primer agamasindan ovulasyona kadar salinmaktadirlar (McGrath ve
ark., 1995; Laitinen ve ark.,1998). Ancak GDF-9 geni tagsimayan (knock-out) disi
fareler primer asamada foliktler gelisimin bloke olmasi sebebiyle infertil olarak
g6zlenmislerdir (Dong ve ark., 1996). Yani GDF-9 geninin primer folikdl
asamasinda etkin bir rol oynadigi tespit edilmistir ancak folikul geligsimin ileri
safhalarinda etkisi tespit edilememigtir (Nilsson ve Skinner, 2002).
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BMP-15 ve GDF-9 birbirlerinin homologudur ve bu iki faktor arasindaki sinerjik
etki, gelisen folikul icindeki oosit ve kumulus hucreleri arasinda bir etkilesim
olusturmaktadir. Fakat primordial folikilde bdyle bir etkilesim tespit edilmemistir
(McNatty ve ark., 2005).

BMP-7’nin erken folikul gelisimi Uzerinde bir rolu vardir ve primordial folikdl ile
stroma hucreleri arasindaki iligkiye dahil olmaktadir. BMP-4 ise primordial
folikiliin primer foliklle gegisini destekleyerek oositin hayatta kalmasinda temel
bir rol oynamaktadir (Skinner, 2005). Gelisen teka hucreleri tarafindan uretilen
BMP-4, granuloza hucreleri Uzerine etki ederler ve oositlerin yagsamini devam

ettirmesini saglarlar (Nilsson ve Skinner, 2003).

immunositokimya (ICC) teknigi kullanilarak primer folikiillerle iligkili olan teka
hicreleri icinde BMP-4’Gn varhdi bildirilmistir (Nilsson ve Skinner, 2003). Yine
ICC teknigi kullanilarak folikullerle iligkili olmayan stroma hucresi adasinda da
BMP-4 tespit edilmigtir (Nilsson ve Skinner, 2003). Sonug¢ olarak BMP-4 oosit ve
primer folikllin hayatta kalmasi i¢in gereklidir (Skinner, 2005).

Fenotipik bir 6zelligin ifade edilmesi igin tek bir genin kuvvetli etkisi s6z konusu
ise bu gen major gen olarak ifade edilmektedir (McClearn ve Vogler, 2001).
Yavru verimini etkileyen tespit edilmis major genlerin koyun sudrilerinde tGreme
performansinin arttirimasinda onemli bir role sahip oldugu bildirilmistir (Davis,
2005).
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1.5. Major Genler

1.5.1. Booroola Geni (FecB)

BMPR-1B kemik ve kikirdak gelisiminde kritik bir role sahip bir BMP
reseptoridir (Chen ve ark., 2004). BMPR-1B grantloza hucrelerinden ve her
asamadaki oositlerden ifade edilmektedir (Wilson ve ark., 2001). Bircok BMP
faktorinan baglandigi bir reseptér oldugu belirlenmigtir (ten Dijke ve ark., 2003;
Fabre ve ark., 2006).

FecB mutasyonunun 6. kromozom uzerinde bulunan BMPR-1B geni igerisinde
830. nikleotit pozisyonunda gozlenen baz degisimi sunucunda olustugu ve
Glutamin aminoasidini, Arjinin aminoasidine donustardaga belirlenmistir
(McNatty ve ark., 2005; Davis, 2008).

FecB mutasyonunda go6zlenen baz degisiminin BMP-1B reseptorinde kismi
fonksiyon kaybina neden oldugu dusundlmus, bunun sonucunda FecB
mutasyonlu bireylerde, mutasyon tasimayan bireylere gére daha kuguk capta,

ancak sayica fazla folikiilin olgunlastigi bildirilmistir (Ulker ve Bas, 2009).

Booroola genini heterozigot olarak tasiyan koyunlardan, tagimayanlara goére
yaklasik 1,5 fazla yumurta ve her kuzulamada yaklasik 1 fazla kuzu elde edildigi,
homozigot tasiyicilarindan ise tagimayanlara gére 3 fazla yumurta ve 1,5 fazla
kuzu elde edildigi belirtiimistir (Davis, 2005).

FecB mutasyonu ilk kez Avustralya kdkenli Booroola merinoslarinda belirlenmis
ve sonrasinda Hindistan’in Garole irkinda da ayni mutasyona rastlanmigtir
(Davis ve ark., 2002). Ayrica Cin’in prolifik irklari olan Han ve Hu koyunlarinda
da FecB'nin var oldugu bildirilmigtir (Mason, 1980a,b; Bose ve ark., 1999).
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Sekil 5. Booroola merinosu (Anonim 4, 2015’den alinmistir).

FecB mutasyonunun ovulasyon oranina yaptigi pozitif etkinin yani sira bir
doguma kuzu sayisi bakimindan da dominant etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(Galloway ve ark., 2000).

1.5.2. BMP-15 Geni (FecX)

Koyunlarda X kromozomu Uzerinde bulunan ve FecX olarak da adlandirilan bu
gen 5,4 kb buyukligundedir ve bir intron ile iki ekzondan olusmaktadir (Galloway
ve ark., 2000). Bu genden ifade edilen protein TGF- Ust ailesine ait bir Gyedir
ve hem oosit hem de folikul gelisimine katilirlar (Pasquale ve Brivanlou, 2009).
Oositlerde Uretilen bu genden ifade edilen proteinin bircok turde, folikiler
blylmede ve granuloza hicre artisinda rol oynadidi ortaya konmustur (Juengel
ve ark., 2002; Fabre ve ark., 2006).

Koyunlarda BMP-15’in folikillogenezisin erken dodneminde folikil geligimini

desteklemesi, preovulasyon asamasinda ise folikul gelisimini engellemesinden


http://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor_beta
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Oturd ovulasyon orani ve yavrulama sayisinin belirlenmesinde ¢ok énemli bir rol

ustlendigi bildirilmistir (Galloway ve ark., 2000).

X kromozomu uzerinde bulunmasi sebebiyle koclar bu genin sadece bir allelini
tasiyabilir ve sadece disi dollerine aktarabilirler (Galloway ve ark., 2000). BMP-
15 geninde dadl verimini etkileyen bes farkl Tek Nukleotit Polimorfizmi (Single
Nucleotide Polymorphism: SNP) tespit edilmistir (Galloway ve ark., 2000;
Hanrahan ve ark., 2004). Bu SNP'ler: Inverdale (FecX'), Hanna (FecX"), Galway
(FecX®), Belclare (FecX®) ve Lacaune (FecX") genleri olarak adlandirilirlar
(Galloway ve ark., 2000). FecX (BMP-15) geni Uzerindeki bu mutasyonlarin
farkh noktalarda olmasina ve genin ekspresyonunda farklliga yol agmasina
ragmen heterozigot bireylerdeki ovaryum morfolojisi ve ovulasyon orani Gzerine
benzer etkide bulundugu bildirilmistir (Ulker ve Basg, 2009).

1.5.2.1. Inverdale Geni (FecX

Heterozigot tagiyicilarinda ovulasyon oranini arttiran, homozigot tasiyicilarinda
ise steriliteye sebep olan bu SNP ilk kez Romney irki koyunlarda bildirilmigtir
(Davis ve ark., 2001; Davis ve ark., 2002).FecX' mutasyonunu heterozigot olarak
tasiyan koyunlarda bir doguma kuzu sayisi 2,7 olarak tespit edilmigtir (Davis ve
ark., 1993).

FecX' mutasyonu, BMP-15 genindeki 896. niikleotit pozisyonundaki T/A yer
degisimi olarak tespit edilmistir. Bu mutasyon, olgunlasmamis peptidin 299.
amino asidinde bir degisiklige (V31D) sebep olmaktadir (Galloway ve ark.,
2000).
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Inverdale alleli tasiyicisi koyunlarda yapilan bir ¢alismada (Jennifer ve ark.,
2000) homozigot bireylerin gogunda kuguk serit seklinde ovaryumlar tespit
edilmis ve bu ovaryumlarda corpus luteum ve folikil gbzlenmemis, bazi
ovaryumlarin yluzeyinde ise anormal yapilar gézlenmistir. Bu anormal yapilarin
blyuk kistler, avaskuler ya da vaskuler kati kitleler seklinde olabildigi belirtiimigtir
(Jennifer ve ark., 2000).

1.5.2.2. Hanna Geni (FecX")

Mac Hanna adli bir ¢iftci sahip oldugu Romney koyunlarinda Inverdale geninin
kalitimina benzer bir olguyu bildirmistir (Davis ve ark., 2001). FecX" olarak
adlandirilan allelin Inverdale mutasyonuna benzer sekilde heterozigot digilerde
dogum basina kuzu veriminde artis sagladigi, homozigot disilerde ise kisirliga
yol actigi tespit edilmistir (Davis ve ark., 2001).

Fecx" alleli, BMP-15 geninin 871. niikleotit pozisyonunda C/T degisimi ile
olusmus bir mutasyondur. FecX" allelinin 291. aminoasit pozisyonunda bir
sonlanmaya sebep oldugu bunun sonucu olarak olgunlagsmamig proteinin 23.
aminoasidinde Q23 durdurucu kodonunun olustugu ve kodlanan proteinin tam

olarak tamamlanamadgi bildirilmistir (Galloway ve ark., 2000) .

1.5.2.3. Galway Geni (FecX®)

Galway geni, ingiltere’de prolifik bir koyun populasyonundan olusturulmus olan
Cambridge irkinda tespit edilmis bir mutasyondur. FecX® 'yi olusturan bu
mutasyonun Inverdale (FecX') ya da Hanna (FecX") mutasyonlarindan farkli bir
mutasyon oldugu bildirilmistir (Davis, 2005). FecX® mutasyonu, BMP-15 geninin

718. nikleotit pozisyonunda Sitozin’'in Timin'e yer degistirmesiyle olugsmustur



20

(Galloway ve ark., 2000). FecX® mutasyonunun gen tizerinde durdurucu (stop)
kodon olusturarak BMP-15'in normal olarak Uretilmesini engelledigi belirtiimistir
(Ulker ve Bas, 2009).

Bu mutasyonun bir allelinin mutasyon tasimayanlara gore ovulasyon oraninda
yaklagik 0,7’lik bir artis sagladigi, homozigot disilerin ise kisir oldugu ve
ovaryumlarinin homozigot Inverdale genotipinde gérilen ovaryum gorinimu ile

ayni oldugu bildirilmigstir (Davis, 2005).

1.5.2.4. Belclare Geni ( FecX®)

irlanda’nin Belclare koyun irkinda yiiksek ovulasyon orani sergileyen ve prolifik
olarak gosterilen bir aile hatti tanimlanmigtir. Ylksek ovulasyon orani ve yuksek
tekrarlanabilirligin gézlenmesi bu irkta major bir genin varhgini disundurmagtur
(Davis, 2005).

FecX®, BMP-15 geni tizerindeki 1100. niikleotit pozisyonunda Guanin’in Timin’e
degisimi sonucu olusmus bir mutasyondur. Kodlanan proteinin 367. aminoasiti
olan serin’in izolosin ile yer degistirmesine (S99I1) sebep olmaktadir. Bu alleli
heterozigot olarak tasiyan koyunlarda tagimayanlara gore 1,0 fazla ovulasyon
gozlenirken homozigot olarak tasiyanlarda ise sterilite sekillendigi belirlenmistir
(Galloway ve ark., 2000).

1.5.2.5. Lacaune Geni (FecX")

Lacaune, Fransa'da yetistirilen bir koyun irkidir ve her biri farkli amaglar igin
yetigtirilen birka¢ soyu bulunmaktadir (Bodin, 2002). Et¢i Lacaune koyunlarinda
tespit edilen bir doguma ylksek kuzu verimi, bu irkta ovulasyon oraninda majoér

etkili genlerin varligini distindirmustar (Bodin ve ark., 2007).
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Lacaune koyunlarinda uremeyi etkileyen iki major gen tespit edilmigtir.
Bunlardan ilki X kromozomunda bulunan BMP-15 geni Ulizerindeki FecX"
mutasyonudur ve bu mutasyonun heterozigot varligi 1,5 ovulasyon artis
saglarken homozigot varligi ise steriliteye sebep olmaktadir (Martin ve ark.,
2014). BMP-15 geni uzerinde 53. pozisyondaki Guanin’in Adenin’e donugmesi
sonucu ani bir aminoasit degisikligi (C53Y) go6zlenmistir. Diger BMP15
mutasyonlarinda oldugu gibi FecX" allelini homozigot olarak tasiyan disilerde
kisirlik olustugu, ovaryumlarinin ise homozigot Inverdale (FecX') ve homozigot
Hanna (FecX™) tasiyicilari gibi serit seklini aldi§i gdzlenmistir (Bodin ve
ark.,2007).

Homozigot FecX“ tasiyicilarin ovaryumlari histolojik olarak incelendiginde
sadece primordial ve primer folikillerin bulundugu bildirilmistir (Brawtal ve ark.,
1993; McNatty ve ark., 2005; Bodin ve ark., 2007). Ayrica bu folikullerin oositten
yoksun ve anormal yapida olduklari gozlenmistir. Bu anormal folikullerin ¢ogu
dizensiz granuloza hicre katmaniyla ¢evrilmis ve kalinlagsmis bir zona pellucida
iceren genis oositlerden olusmustur. Tim bunlarin 1si§inda homozigot FecX"
mutasyonu tasiyan koyunlarin folikilogenezisin primer asamasinda prematire

blokaj sebebiyle kisir olduklari bildirilmistir (Bodin ve ark., 2007).

1.5.3. GDF-9 Geni (FecG")

GDF-9 geninin ifade ettigi GDF-9 proteininin, oositlerden folikul geligiminin
primer asamasindan ovulasyona kadar salindidi bildirilmigtir (McGrath ve ark.,
1995; Laitinen ve ark.,1998). GDF-9 geninden yoksun (knock-out) disi farelerde,
foliktllerin primer asamadaki gelisiminin bloke olmasi sebebiyle infertilite
gozlenmigtir (Dong ve ark., 1996). Koyunlarda GDF-9, 5. kromozomda
bulunmaktadir (Sadighi ve ark., 2002). Bu gen vyaklasik 2,5 kilobaz (kb)

boyutunda ve 1126 bazlik tek bir intronla birbirinden ayrilmis iki ekzonlu bir
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yapidir. Olgun proteininin 135 aminoasit uzunluguda oldugu tespit edilmistir
(Bodensteiner ve ark., 1999). FecG" mutasyonunun GDF9 proteininin 77.
pozisyonundaki serin aminoasidinin yerine fenil alaninin ge¢cmesine (S77F)

sebep oldugu tespit edilmistir ( Bodin ve ark., 2007).

Bu mutasyonu heterozigot olarak tasiyan bireylerde tasimayanlara gore daha
yuksek ovulasyon orani gozlenmistir. Bunlarin yaninda GDF-9 mutasyonu,
BMP-15 mutasyonu ile etkilesim icindedir ve iki mutasyonu da heterozigot olarak
tasiyan disiler daha yiksek ovulasyon oranina sahiptirler. Yani GDF-9'un bir
alleli ve BMP-15’in bir allelini bir arada bulunduran digilerin yavru veriminde
katlamali bir etkisi oldugu bildirilmistir (Shimasaki ve ark., 2003; Davis, 2005).

1.5.4. Lacaune Geni (FecL")

Fransa’nin etgi Lacaune koyunlarinda gozlenen yiksek ovulasyon oraninin
FecL" olarak isimlendirilen otozomal majér bir genin kontrolii altinda oldugu
bildirilmigtir (Bodin ve ark., 2007). Yeri tam olarak tespit edilememis Lacaune
geninin kromozom 11 Uzerinde lokalize oldugu ve B4GALNT2 genine yakin

pozisyonda bulundugu tahmin edilmektedir (Martin ve ark., 2014).

Lacaune et¢i koyunlari Uzerinde vyapilan seleksiyon programinda yavru
miktarinin yiiksek kalitim derecesi (h?=0,4) ve bir doguma yavru sayisinin 4 ya
da 4'den fazla olmasi bu irkta FecX- geninden farkli bir major genin varhigini

dogrulamistir (Davis, 2005).
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1.5.5. Woodlands Geni (FecXx2")

Prolifik bir irk olan Coopworth koyunlarinda ovulasyon orani Uzerine artis
saglayan olasi bir gen belirlenmistir. Woodlands (FecX2") olarak isimlendirilen
bu genin bir allelinin her kuzulamada yaklagsik 0,25 daha fazla kuzu artigi
sagladig! tespit edilmistir. Bu genin Inverdale ve Hanna gibi X kromozomu

Uzerinde yer aldigi belirlenmistir (Davis, 2005).

FecX2V genetik acidan tanimlanamamistir ancak potansiyel olarak BMP-15
icinde belirlenemeyen bir mutasyon olabilecedi ya da BMP-15 ile etkilesime
gecgerek ovulasyonun kontrol mekanizmasinda yer alan GDF-9 ile yakin iligki
icinde olabilecegi bildirilmistir (Feary ve ark., 2007). Diger bir ihtimal ise Fecx2"
nin ovidlasyon oranini duzenleyen genlerin aktive ettigi ifadelenmeleri

degistirerek etki ediyor olabilecegidir (Feary ve ark., 2007).

Genin homozigot oldugu durumlarda inverdale ve Hanna genlerinde oldugu gibi

kisirliga sebep oldugu belirtiimistir (Davis, 2005).

1.5.6. Thoka Geni (Fecl)

ikizligin oldukca az oldugu dénemlerde bile yiiksek yavru verimi kayitlarina sahip
izlanda’nin Thoka koyun irkindan gelen bir soy incelenmis ve bunlar iizerinde
majér bir genin yavru verimini etkiledigi distunilmistir (Fecl). En az bir kez
Uclz yavrulama kaydi olan ve genotipik olarak heterozigot tasiyici oldugu
varsayilan koyunlarin tasiyici olmadigi varsayilanlardan 0,64 daha fazla yavru
verimine sahip oldugu belirlenmistir. Heterozigot oldugu varsayilan koglar ile
yine heterozigot oldugu varsayilan koyunlarin giftlegtiriimesi sonucunda dogan
46 disi yavrunun 7’'sinde infertilite tespit edilmigtir (Davis, 2005). Cheviots ile
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izlanda’nin Thoka koyununun g¢aprazlanmasi ile yavru verimi tespitine calisiimis
ve her kuzulama doneminde yavru miktarinda 0,70 artis saglayan otozomal
major bir genin kuvvetli kanitlari bulunmustur (Jonmundsson ve Adalsteinsson,
1985). Fecl' geninin kromozomal bélgesi bilinmemektedir ancak otozomal
Booroola ya da X baglantili Inverdale mutasyonlarindan farkli oldugu tespit
edilmistir (Davis, 2005).

1.5.7. Olkuska Geni

Polonya’nin Olkuska koyun irkinda g6zlenen ve Booroola geni ile benzer prolifik
Ozellik gosteren olasi major bir genin varligi tespit edilmeye calisiimistir
(Martyniuk ve Radomsa, 1991). Koyunlarin olasi genotipi, ovulasyon orani
kayitlari temel alinarak belirlenmistir. Ovulasyon orani U¢ ve ugten fazla en az
bir kaydi bulunan koyunlar heterozigot, ovulasyon orani bes ve besten fazla en
az bir kaydi olan koyunlar homozigot tasiyicilar olarak gruplandiriimigtir (Kaczor
ve ark., 1998). Yavru verimi oldukc¢a yuksek Olkuska koyunlarinda ne Booroola
ne de Inverdale mutasyonlarinin varligini tespit edilebilmigtir. Olkuska koyun irki
nesli tikenenler statisinde oldugundan ve kiguk populasyonlarla
cahsildigindan yavru verim kalitimini agiklayacak veriler tam olarak elde

edilememigtir (Davis, 2005).

1.5.8. Belle-lle Geni

Fransa'nin Belle-lle koyunlarinda ylksek ovulasyon orani (2,54) ve yuksek
yavru verimi (2,23) bildirilmigtir (Malher ve Le Chere, 1998). Ovulasyon
oranindaki ve yavru verimindeki yuksek varyasyonun, yuksek tekrarlanabilirlikle
beraber, surulerde major bir genin varligi isaret edilmistir (Davis, 2005). Belle

lle’deki ovulasyon oranindaki tekrarlanabilirik 0,8 olarak bulunmustur ki bu
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durumun majér gene sahip olan Jawanes’lerde (0,6), Booroola koyunlarinda
(0,6-0,7) Cambridge koyunlarinda (0,7) ve izlanda koyunlarinda (0,6-0,8) kayit
edilenlerle hemen hemen ayni oldugu gézlenmistir (Davis, 2005). Yavru verim
kayitlarinin degerlendirildigi bir calismada yavru verimine etkili otozomal bir
genin bu irklarda var oldugu hipotezi ortaya atiimigtir (Malher ve LeChere,
1998). Olkuska gibi Belle-lle de kuguk surtlerde korunan, nesli tukenen bir irk
olarak siniflandiriimistir. Bu nedenle ovulasyon oranini 6lgmek mumkidn

olamamistir (Davis, 2005).

1.6. Folikul Sitimile Edici Hormon (FSH) ve Folikul Sitimile Edici Hormon
Beta (FSHB)

Folikll stimule edici hormon (FSH) memeli gonad fonksiyonlarini dizenleyen
baslica hormondur (Miller ve ark., 2002). FSH hipofiz tarafindan salgilanan bir
glikoproteindir (Grigorova ve ark., 2007). On hipofizdeki gonadotropik hiicrelerde
sentezlenir. Hem spermatogenezis de hem de foliktl gelisiminde énemli bir
fonksiyona sahiptir (Miller ve ark., 2002). Erkeklerde sertoli hiicrelerinde ve
testislerdeki spermanin kalitesinde rol oynarken digilerde folikil somatik
hdcrelerinin  proliferasyonundan ve yasamindan sorumludurlar (Plant ve
Marshall, 2001). FSH folikulun erken antral doneminden baglayarak ovulasyona
kadar gecgen sure icinde siklusa katilirlar. FSH’nin folikll gelisimi, folikGlUn
proliferasyonu ve hayatta kalmasi i¢in gerekli temel hormon oldugu bildirilmistir
(McGee ve Hsueh, 2000). Folikal gelisiminin antrum olusumu evresinde FSH'nin
gerekli oldugu bilinmektedir (Ulker ve Bag, 2009).



26

%
e
-—

Primordial Primer Sekonder | Preantral —>Antral

LS AN J N\ A
Y Y Y
FSH Bagimsiz FSH Duyarh

Sekil 6. FSH'nin folikll gelisimine etkisi (Craig ve ark., 2007°’den alinarak
dizenlenmigtir).

FSH tum vertebralilarda salgilanan heterodimerik bir hormondur. Ortak bir a ve
her hormona fonksiyonel spesifiklik kazandiran 3 alt Gnitesi igerirler (Fox ve ark.,
2001; Miller ve ark., 2002; Fan ve Hendrickson, 2005; Sang-oh, 2009). iki

yapida ayni reseptore baglanir (Fan ve Hendrickson, 2005; Fox ve ark., 2001).

FSH’nin etkinliginin beta alt Gnitesinin transkripsiyonuna bagl oldugu bildirilmigtir
ki bu etkinlik altidan fazla Greme hormonunun regulasyonu ile olur (Jesse,
2008). FSHnin beta alt vyapisi (FSHB) vertebralilarda hipofizin
gonadotropinlerinden ifade edilir ve FSH diuzeyinde major bir rolt vardir. FSHB,
FSH Uretim duzeyini sinirlandirir. Bu da yavru verimi ile dogrudan iligkilidir (Jia
ve ark., 2013). FSHB’nin domuzlarda yavru verimi ile yuksek oranda iligkili
oldugu bildirilmistir (Chen ve ark., 2000; Liu, 2009). FSHB ile yapilan bir
calismada tespit edilen bazi polimorfizmlerin kegilerde yavru verimi ile iligkilisi
saptanmig ve bir aday gen olabilecegdi bildiriimigtir (McGee ve Hsueh, 2000).
Kecilerde FSHB genindeki mutasyonun genin ifadelenmesinde muhtemel bir
degisiklige yol acarak FSH konsantrasyonunu etkileyebilecegi bildirilmistir ki bu
durum ovulasyon oraninda degisiklikle sonuglanabilmektedir (Zhang, 2011).

FSHB igleyisinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in sinyal yolaklarini ve eksprese
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eden faktorleri anlamak gerekir (Sang-oh, 2009). FSH saliniminin kontroltiinde
TGF- B Ust ailesine ait Uyelerin etkinligi de bilinmektedir (Jesse, 2008).

1.7. inhibin ve inhibin Beta B (INHBB)

inhibin TGF-B st ailesine bagli bir bllylime faktidur. Disilfit bagiyla baglanmis
heterodimerik glikoproteinlerdir. Bir a alt yapisi ve muhtemel bir B alt yapisindan
olusur. a yapisina, BA alt yapisinin baglanmasi sonucunda inhibin A (a-BA), BB
alt yapisinin baglanmasi sonucunda inhibin B (a-BB) heterodimeri olusur (Evans
ve Grome, 2001; Miller ve ark., 2002; Charda ve ark., 2003). Yani beta alt
yapisl, inhibin A ve B arasindaki farki yaratir (Coward, 2013).

inhibin B ovaryum folikiillerinin graniiloza hiicreleri tarafindan iretilen bir
ovaryum glikoproteinidir. Bunlar basta FSH olmak Uzere gonadotropinlerin
suprese edilmesine sebep olurlar. Inhibinin hipofiz Griini olan FSH’nin

baskilanmasindaki rolu bilinmektedir (Mann ve ark., 1991).

Inhibin A Inhibin B
| ] O | | O

| IBA [ lBB

Sekil 7. inhibin’in yapisi (Anonim 5, 2014’den alinarak diizenlenmistir).

Koyunlarda vyapilan bir calismada INHBB geninde tespit edilen bazi
polimorfizmlerin ¢oklu dogum ile iligkili oldugu bildiriimis ve yavru verimini

etkileyen aday gen olabileceg@i yorumu yapilmistir (Chu ve ark., 2011).


http://en.wikipedia.org/wiki/Activin_and_inhibin#mediaviewer/File:Activin_inhibin.png'den
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1.8. FSH ve inhibin Etkilesimi

Primordial folikil blyumesinin baslangici ve folikilogenezisin erken evresi
gonadotropinler olmaksizin olugsmaktadir ancak gonadotropinler preantral
folikdlleri sitimuUle ederler ve folikllin ovulasyon asamasina ulagsmasi igin
gereken sureyi kisaltirlar. Antral folikil ¢capinin (koyunlarda 2 mm, sigirlarda 4
mm) gonadotropinlere baglh olarak gelistigi bildirilmistir (Webb ve ark., 2003).

FSH’nin hipofizden, inhibin’in ise gonadal sividan izole edildigi bildirilmistir (Hall,
2012). inhibin B kiiclk antral folikiillerin graniiloza hiicrelerinden sentezlenir ve
FSH’ye yanit olarak serum seviyesinde artig gosterir ve bu durum ovule olacak
oositlerin sayisinin belirlenmesinde rol oynar (Hall, 2012). Ostrus siklusu
boyunca folikll iyilesmesi FSH’nin artisina bagh olarak sekillenir (Webb ve ark.,
2003). inhibin, FSH’nin negatif etki mekanizmasinda énemli bir rol oynamaktadir
(Hall, 2012).

inhibin azliginin FSHB ekspresyonunda artis sagladigi bildirilmistir. Ostrojen
konsantrasyonu artti§ginda inhibinin negatif etki mekanizmasi devreye girer ve
FSH’nin ani artiginin éniine gegilir. FSH’nin yiikselisi inhibinin ézellikle de inhibin
B’nin azhigindan kaynaklanir (Chapman ve ark., 2004). Sonug olarak bir folikultin
gelisimine devam edip etmeyecegini belirleyen, intrafolikiler faktorler ve

ekstraovarian sinyallerin birlesimidir (Webb ve ark., 2003).
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Folikiiller Lutsum Albikans

Inhibin B

Sekil 8. inhibin ve FSH etkilesimi (Hall, 2012'den alinarak diizenlenmistir).

1.9. Dizi Analiz Yontemleri

DNA dizi analizleri (sekans), bir DNA parcasinda bulunan nikleotit sirasinin
belirlenmesi olarak tanimlanabilmektedir (Yumurtaci, 2009). Dizi analizlerinde iki
temel teknik kullaniimaktadir. Bunlar: Maxam-Gilbert ve Sanger yontemleridir
(Olive ve Bean, 1999).

1.9.1. Maxam-Gilbert Yontemi

Allan Maxam ve Walter Gilbert 1970’lerin sonunda 500 baza kadar DNA
fragmentlerinin sekansinda basari saglayan bir metodu geligtirmislerdir (Verma
ve ark., 2012; Slatter ve Fitches, 2013). Ayni zamanda kimyasal kirilma yontemi
olarak da isimlendirilen bu metot (Maxam ve Gilbert, 1977), toksik etkili kimyasal
ajanlarin kullaniimasi nedeniyle gunumuizde daha az kullaniimaktadir (Hoy,
1994; Verma ve ark., 2012). Bu yontemde, Sanger metodunda oldugu gibi
sentezlenen DNA molekilu degil orijinal DNA molekuld kullanihr. Bu ylzden
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metilasyon gibi DNA'nin sekonder modifikasyonlarini tespit etmede ya da
protein ile DNA arasindaki iliskinin incelenmesinde Maxam-Gilbert metodu

avantaj saglamaktadir (Hoy, 1994).

Bu yontemde saf DNA, restriksiyon enzimleriyle kesilerek DNA fragmentleri
olusturulur. Her DNA fragmenti §' ucundan radyoaktif 32P ile isaretlenir (Hoy,
1994). Kimyasal kirilma igslemi iki asamali katalitik enzim aracihigiyla sekillenir.
ilk asamada pirin ve pirimidin bazlarina spesifik kimyasallar riboz sekeri ile baz
arasindaki glikozid bagini kopararak ilgili bazi yerinden ayirir (Maxam ve Gilbert,
1977). Bu yuzden en az dort farkh kimyasal reaksiyon hazirlanir (Hoy, 1994).
Ornegin dimetil silfat, Guanin nikleotitinin oldugu yerden kiriima saglarken
formik asit icindeki dimetil silfat, hem Guanin hem de Adenin nikleotitlerinin
oldugu yerden zincir kirilmasini saglar. Ayni sekilde NaCl i¢indeki hidrazin
sadece Sitozin nukleotitinin ayrilmasini saglarken sadece hidrazin hem Timin’in

hem de Sitozin’in ayrilmasini saglar (Maxam ve Gilbert, 1977).

Hazirlanan dort kimyasalin igine eklenen piperidin kirilmanin ikinci agsamasini
saglar. Bazin koptugu yerde piperidin devreye girer ve fosfodiester baginin
ayrilmasini aktive eder. Bdylelikle zincir kirllmasi tamamlanir (Maxam ve Gilbert,
1977). Reaksiyona belli bir sire verilerek kontrolli kirllma saglanir (Maxam ve
Gilbert, 1977; Klug ve Clummings, 2000). Boylece isaretli zincirin sadece bir kez
kirllmasi saglanmis olur. Sonugta bir ucu isaretli bir ucu kimyasalla kiriimig
fragmentler elde edilir (Maxam ve Gilbert, 1977). Elde edilen DNA dizilerini
buyudkliklerine gore ayirmak igin ylksek yogunluktaki poliakrilamik jel
araciligiyla elektroforez uygulanir ve X ray 1s1g1 ile goruntulenerek baz
isaretlemesi yapilir (Maxam ve Gilbert, 1977; Klug ve Clummings, 2000).
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Sekil 9. Maxam-Gilbert dizi analiz yontemi (Anonim 6, 2014’den alinarak
alinarak dizenlenmisgtir).

1.9.2. Sanger Yontemi

Sanger ve Coulson'un 1975'de “plus ve minus” metodu olarak tanittigi ilk
calisma buglnkd modern DNA dizileme yontemlerinin geligtiriimesinde ilk kritik
rold oynamistir. Kullanilmayacak bir dNTP cikartilarak diger a¢ dNTP ile
hazirlanan karisima minus, sadece eksik olan diger dNTP ile hazirlanan karsima
plus denilmis ve dort farkli plus ve minus karisimi hazirlanarak ayri ayri
tepkimeler gergeklestiriimistir. Jel elektroforezi ile bantlar incelenmis ve
reaksiyonun hangi dNTP’nin noksanliginda durdugu tespit edilmistir (Wu, 1994).

Bu yontemin isiginda Frederick Sanger ve ark. (1977) tarafindan enzimatik

zincir sonlanma metodu gelistirilmistir. Bu glvenilir ve etkili yontem az miktarda
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toksik kimyasal gerektirir. Sanger dizileme teknigi bugin yaygin bir bigcimde
kullanilan otomatik cihazlarin da temelini olugturmaktadir (Slatter ve Fitches,
2013). Kullanilan kalip DNA genellikle saflastirimis bir Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) durunudir (Sanger ve ark., 1977). Temel prensibi,
dideoksinukleotit (ddNTPs) olarak bilinen kimyasal vyapisi degistirilmis
deoksinukleotitlerin (ANTPs) kullanimina dayanir (Slatter ve Fitches, 2013). Bu
yontemde DNA'ya baglanan polimerazlarin kullaniimasi sarttir (Wu, 1994). Her
biri farkl bir dalga boyunda veya farkl renkte 1sima yapan fluoresan boyalarla
isaretlenmis  belli miktarda  dideoksinukleotit trifosfatlar  (ddNTP’ler:
ddATP,ddCTP, ddGTP ve ddTTP’dir) ayni test tipunde dNTP’lerle bir araya
getirilir ( Sanger ve ark., 1977), boylelikle ddNTP’ler de dNTP’ler gibi uzayan
zincir reaksiyonuna katilirlar (Slatter ve Fitches, 2013). DNA bir taraftan DNA
polimeraz yardimi ile dATP, dCTP, dCGPve dTTP ile polimerize olurken
ddNTP'ler zincire dahil olur (Sanger ve ark., 1977) ve 3' ucunda hidroksil (OH)
grubundan yoksun ddNTP’lerin tepkimeye katilmasi bir sonraki nukleotitin
baglanmasina izin vermez, sonug olarak reaksiyon durur (Sanger ve ark., 1977;
Slatter ve Fitches, 2013). Jel elektroforezi ile bu pargaciklar jel boyunca
yurutulerek boyutuna goére ayrisirlar ve yaydigi 1simaya gore bilinmeyen bir DNA
bolgesinin baz dizisi artik tanimlanabilir duruma gelir (Sanger ve ark., 1977;
Verma ve ark., 2012).
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Sekil 10. Sanger dizi analiz ydntemi (Anonim 7, 2014’den alinarak
dizenlenmigtir).

Sanger dizi analiz yéntemi virus, bocek RNA ve DNA'sindan insanin tim
genomunun sekansina kadar kullanilabilen bir yontemdir (Venter ve ark., 1998).
Bu yontemden koken alan cihazlar araciligi ile hedef bolgenin iki zinciri, ya ileri
ya da geri oligonukleotit primerler kullanilarak kaydedilir. Olusan iki tamamlayici
dizi bilgisayar tarafindan eslestirilir ve bdylece mutasyonun var olup olmadigi

referans diziye gore kontrol edilir (Sanger ve ark., 1977).
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1.9.3. Otomatik Cihazlar

Dizi analiz yonteminin gelisiriimesinin ardindan artan talepler, uzun zaman ve
yuksek is gucu gerektirmekteydi ve otomasyon kacginiimaz olmustu (Beyhan,
2011). Birinci nesil otomatik dizi analizi cihazlarinin devreye girmesi ile manuel
sekans uygulamalari bugun tamamen terk edilmigstir (Valencia ve ark., 2013). Bir
tup icinde hazirlanan reaksiyon ile Sanger sekansindan koken alan ilk nesil
otomatik sekans sistemleri gelistirilmistir (Olive ve Bean, 1999; Sambrook ve
Russell, 2001; Yumurtaci, 2009; Valencia ve ark., 2013).

ilk cihazlar 1986'da Applied BioSystem firmasinin énciiliigiiyle tasarlanmistir. Bu
yarl otomatik cihazlar jel elektroforez asamasinin ancak manuel olarak
yapillmasina izin verirken fluoresan ile boyanmis DNA bantlarinin tespiti ve
goruntilenmesi otomatik olarak yapilmaktaydi. Sekans dizisi jelde yururken
bantlar jelin tabaninda bulunan dedektor yardimi ile okunmaktaydi (Smith ve
ark., 1986).

Son sistem otomatik DNA cihazlarinin gelistiriimesi ile poliakrilamid jellerin
kullanimi son bulmustur (Beyhan, 2011). Primerler ve ddNTP'ler igin kullanilan
fluoresan boyalarin g¢esitlenmesi ile birlikte polimeraz enziminin gelismesi
gunumuzde kullanilan cihazlarin tasarlanmasini sagladi. Bu cihazlar jel yerine
kapiller elektroforez sistemi kullanan tam otomatik dizi analiz sistemleridir
(Valencia ve ark., 2013). Dort farkh fluoresan boya ile isaretli dideoksinukleotitler
kullanilarak tim reaksiyon tek bir tup icerisinde yapilabilmektedir. Fragmentler
kapiller igerisine yurutulirken boyutlarina goére ayrilirlar ve gorintileme
sistemine yaklastiginda DNA'ya baglanan fluoresan boyanin lazerle uyariimasi
sonucunda boyaya 6zgu dalga boyundaki i1sik geri yansitilir. Yansiyan bu i1sik
demeti dedektor tarafindan toplanarak bilgisayara gonderilir ve sonuglar grafik
seklinde aktarilir (Beyhan, 2011).
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Zaman icinde yeni kapiller sistemler geligtiriimesi ile ayni anda 96 analiz
yapilabilmekte ve daha gugcli 1simalar yapan son nesil boyalarla daha dogru
sonuclar alinmaktadir (Valencia ve ark., 2013). Bu cihazlar sadece zaman
kazanci saglamakla kalmamis standart c¢alisma kosullari da yaratmiglardir
(Beyhan, 2011). Ortalama okuma 500 ile 1000 baz arasinda oldugundan insan
da dahil birgok organizmada bu yontem rahatlkla kullaniimaktadir (Verma ve
ark., 2012).

1.10. istatistiki Degerlendirmeler

1.10.1. Allel Degerlendirmesi

Verilerin istatistiksel analizine baglarken, allelik varyasyonun hesaplanmasi en
temel basamaktir. Allelik varyasyon, allelik cesitliligi ortaya koyan bir kavramdir
ve genetik varyasyonun olgum yollarindan biri oldugu bildirilmistir (Korkmaz
Agaoglu, 2010). Allellerin tespit edilmesinin ardindan ve beklenen ve goézlenen
heterozigotluklar ile ortalama heterozigotluk hesaplanir. Her populasyon tim
lokuslar i¢cin goOzlenen allel sayilari, ortalama allel sayilari, beklenen
heterozigotluk (He) ve go6zlenen heterozigotluk (Ho) saptanarak allelik ve

genetik varyasyon hesaplamalari yapilir (Ozkan, 2005).

Bir lokusta gorllen heterozigot birey sayisinin toplam birey sayisina

oranlanmasi ile gozlenen heterozigotluk belirlenir (Belkhir ve ark., 2001).

o (1if ay # ap)

T

H,=

Sekil 11. Gozlenen heterozigotlugun hesaplanmasi (n: populasyon igindeki birey
sayisl, ai1 ve ai2: i bireyinde saptanan hedef lokustaki alleller)
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Beklenen heterozigotluk degerleri (2pq), her bir lokus igin ayri ayr
hesaplandiktan sonra tum lokuslarin ortalamasi alinir (Belkhir ve ark., 2001).

T

H.=1- Z (f-i)z

i=1

Sekil 12. Beklenen heterozigotlugun hesaplanmasi (m: hedef lokustaki allel
sayisl,fi: hedef lokustaki allelin frekansi).

ilk kez 20 yizyllin baslarinda tanimlanan Hardy-Weinberg (HW) dengesi,
populasyon genetiginde bir devrim olmustur ve bugln siklikla kullanilan bu
hesaplama yontemi, populasyon tarihi hakkinda bilgi verir. Bir takim belirte¢ i¢in
HW dengesinde sapma genotiplendirme ya da populasyon yapisinda olugan bir
problemi ya da etkilenen bireylerin hastaliga yatkinhginda bir belirteci isaret
edebilir. Yani populasyon yapisini anlamada ya da hasta bireylerle belirteg
arasindaki iligkinin tespitinde HW hesaplamalar fayda saglamaktadir (Hardy,
1908; Weinberg, 1908). HW genellikle basit Ki kare testi ile hesaplanmaktadir.
Ancak ¢ok sayida ornekle galisildiginda bu testin bazi hatalara sebep olabildigi
de unutulmamahdir (Wigginton ve ark., 2005). Elde edilen bilgilerin HW
dengesine uygun olup olmadigi gobzlenen ve beklenen heterozigotluklar
arasinda baglanti kurularak hesaplanir (Hardy, 1908; Weinberg, 1908).

Minor allel frekansi (MAF) %5'den fazla olan SNP’ler yaygin SNP olarak
degerlendiriimektedir. Yaygin SNP iligkilendirme c¢alismalarinda tercih edilen
SNP’lerdir. Bu sebeple insan Genom Projesi'nde kullanilan SNP’lerin tamami

yaygin SNP’lerden olugturulmustur (Gorlov ve ark., 2008).
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1.10.2. Komsu Birlestirme Agaci (Neighbour Joining Tree)

Genetik uzakliklarin tespitinde kullanilan Komsu Birlestirme Agaci en basit
metotlardan biridir. Bu metotta, dnce birbirine en yakin iligkili sekanslar segilir
sonra bir sonraki uzak sekans secilerek agacin Gguncu dali olarak eklenir ve

boylelikle total agag uzunlugu minimize edilmeye gahsilir (Ozmen, 2010)

Komsu Birlestirme metoduna ile cizilen genetik uzaklik agaci, UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Aritmetic Mean) metoduna gore cizilenden
daha cok tercih edilmektedir (Ozkan, 2005). Ciinkii UPGMA agacinin dallari,
degisiklik hizinin sabit oldugu varsayilarak cizilir. Hesaplamalar yapilirken
agacin koku ortak ata olarak alinir (Ozmen, 2010). Yani UPGMA metodunda
populasyonlarin evrim zamani her populasyon igin ayni kabul edilerek agag¢
cizilir. Komsu Birlestirme metodunda ise ¢izilen agagta populasyonlarin evrim
zamani arasindaki fark g6z 6nlne alinmaktadir (Ozkan, 2005). Bu nedenle
agacin kokunu hesaplamaz (Ozmen, 2010).

1.10.3. Uyumsuzluk (Mismatch) Dagilimi

Uyumsuzluk dagilimi nukleotit farkhliklarinin dagihmini gosteren grafiklerdir.
Histogram grafikleri ya da saciima grafikleri seklinde olusturulabilirler. Bu
grafikler populasyonun tarihi hakkinda hipotezde bulunulmasini saglar(Rogers,
1996). Alleller arasinda olugan sekans farkliliklarinin miktari zamana bagh
olarak arttigi icin populasyon tarihine bu hesaplamalardan yola c¢ikilarak
bakilabilmektedir. Bu hesaplamalar sayesinde caligilan lokusa dayali olarak
populasyonlarin ge¢cmisteki buyuklikleri, ani bliyime gosterip gostermedikleri
ya da bir seleksiyon baskisi altinda genigleyip genislemedikleri ile ilgili bilgi
edinilebiimektedir (Ozmen, 2010). Elimizdeki veriler ile kesikli farklar
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belirlenebiliyorsa uyumsuzluk analizleri gergeklestirilebilmektedir. Nukleotit
verileri, RFLP verileri ve Mikrosatelit verileri bunlardan bazilaridir (Anonim 8,
2008). Uzun bir sdredir populasyon buyukligunin sabit kalmasi s6z konusu
olmus ise grafik genellikle multimodal dagihim sekilde olusur, ancak populasyon
bayumesi hizli gerceklesmis ya da seleksiyon baskisi altinda genislemis ise
grafik genellikle unimodal dagihm sekilde olugur (Ozmen, 2010). Uyumsuzluk
dagihimlarinda elde edilen bu iki dagilim sekli arasindaki farki belirlemede ise
raggedness (rg) istatistigi kullaniimaktadir. Raggedness istatistigi komsu iki
tepe arasindaki farkin kareleri toplami ile hesaplanir (Anonim 8, 2008).

d+1

r= Z{Ia - ’L:—l}'2 ]

=1

Sekil 13. Raggedness istatistigi (d: aleller arasindaki en buyuk farki, x: allelik
degisim frekansini ifade etmektedir).

Sekans verileri igin sabit populasyonlarda gdézlenen multimodal dagilimlarda
tespit edilen raggedness, hizli baylyen populasyon (unimodal) dagilimina goére
0,03'den daha buyik degerler alir (Ozmen, 2010). Ancak bu metot da
uyumsuzluk dagilim analizleri baz alinarak olusturuldugundan, ortaya ¢ikan veri

gucla bir veri degildir (Ramos-Onsins ve Rozas, 2002).

Bireyler arasinda tespit edilen mutasyonlar, sabit populasyonlarda genigleyen
populasyonlara nazaran daha fazla paylasiimaktadir. Uyumsuzluk dagihmi ile
g6zlenen populasyon genislemesinin ne zaman olustugu da tahmin edilebilir.
Dagilim ortalamasi y ekseninden uzaklagtikga populasyon genislemesinin daha

eski bir tarihte gerceklestigi seklinde yorum yapilabilir (Anonim 8, 2008).

Gozlenen genetik varyasyon populasyon geniglemesi disinda bagka bir nedenle
de ortaya ¢cikmig olabilir. Bu sebeple genetik varyasyonu kullanarak populasyon

gecmisi ile fikir edinmeye g¢alisirken populasyonun daha 6nce secilime ugrayip



39

ugramadigi  belirlemek gerekmektedir. Bu amacgla noétralite testleri
uygulanmaktadir (Ozmen, 2010).

1.10.4. Notralite Testleri

Sekans tekniklerindeki hizli gelisme ile DNA dizeyindeki polimorfik verilerin
degerlendiriimesinde g¢arpici gelismeler yagsanmistir ve gegmiste meydana gelen
seleksiyon etkisinin belirlenmesi igin gligli bir teste ihtiyag duyulmustur (Ozmen,
2010).

Notral teori olarak isimlendirilen ve genetik gesitliligin buyuk bdlimunun segilimle
degil genetik sdruklenme ile olustugunu ve bazi allellerin nétral durumda
kaldigini savunan bir yontem geligtiriimigtir. Buna teoriye goére, populasyonda
birkac alleli bulunan bir gen igin noétralite s6z konusu ise, o populasyonda buttn
alellerin esit duzeyde is go6rdigu, yasama veya ureme agisindan fark
olusturmadigi seklinde yorumlanir. Bu sebeple stz konusu gen igin tespit edilen
negatif ya da pozitif degerler bu populasyondaki pozitif ya da negatif secilimden
kaynaklanmig olabilir (Cinar Kul, 2010). Eger goOzlenen degigsimler notral
teoriden farkliysa yani sifir hipotezi ¢urutulmus ise s6zu edilen baz diziliminin
organizma icin fonksiyonel éneme sahip oldugu savunulabilir ve dogal segcilimin

molekiiler evrime neden oldugu disinilebilir (Ozmen, 2010).

Tajima’'s D, Fu ve Li's D*, Fu ve Li's F* istatistik testleri sekans verileri
kullanilarak yapilan temel istatistik yontemleridir ve bu istatistikler tur ici veri

bilgisini kullanirlar (Ramos-Onsins ve Rozas, 2002).
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1.10.4.1. Fu ve Li's F* Testi

F* testi sekans dizileri arasinda sadece bir kez gbzlenen mutasyon sayisi ile
sekans c¢iftleri arasindaki nukleotit farkhliklarin ortalama sayisi arasindaki farktan
koken alarak hesaplanir (Vieyra, 2000).

Bu test sonucunda elde edilen negatif degerler populasyonda ylksek miktarda
ender haplotip g6zlendigi seklinde yorumlanir ve populasyon genislemesini ifade
edebilir (Anonim 8, 2008).

1.10.4.2. Fu ve Li's D* Testi

Notralite testleri birkag yontemle olusturulabilmektedir. D* testi, Fu ve Li
tarafindan olusturulmus ikinci bir testtir (McVean, 2002). D* testi istatistigi,
sekans dizileri arasinda sadece bir kez gézlenen mutasyon sayisi ile toplam

mutasyon sayisi arasindaki farkliliktan koken alinarak hesaplanir (Vieyra, 2000).
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Sekil 14. Fu ve Li'nin D testi (Burada bulunan ne , e degeri ile esgittir).

Fu ve Li's D* ve F* deg@erlerinin negatif olmasi yuksek miktarda ender gézlenen
haplotip varligi ile beraber populasyon genislemesi ya da arka plan secilimi

olarak yorumlanabilir (Ozmen, 2010).

1.10.4.3. Tajima’s D Testi

D testi, 1989 yilinda Japon arastirmaci Tajima tarafindan olusturulan ilk nétralite
testidir (McVean, 2002). Butun mutasyonlarin dogal secilim ile olustugu
hipotezini test etmek amaciyla kullanilan bir metottur ve segregasyon alanlari
sayisi (S) ile farkh niikleotit sayisi (17) arasindaki farki esas alir (Ozmen, 2010).
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Sekil 15. Tajima’s D testi (1m: Ornekteki ikili farkliliklarin ortalamasi, S/ap:
Watterson sabiti).

Tajima’s D’nin aldigi negatif degerler yeni mutasyonlarin yuksek miktarda
g6zlendigini ve segici suplirme ya da populasyon geniglemesini ifade ederken
pozitif degerler yeni mutasyonlarin ¢gok az miktarda gézlendigini, populasyon

azalmasi ve dengeli segilimi ifade etmektedir (Ozmen, 2010).

1.10.4.4. Niikleotit Farklihg: (r)

Sekans verilerinde populasyondaki polimorfizmi belirlemenin en uygun 6lctimu
nakleotit farkliiginin hesaplanmasidir. Nukleotit farkhligi, rastgele segilen iki
sekans arasinda gozlenen nukleotit farkhhginin ortalama sayisidir. Sekans
dizisinden rastgele c¢ekilmis, ayni nukleotitin iki kopyasindan birinin digerinden
farkli olabiime olasiigini tanimlar (Ozmen, 2010). Bu istatistik deger
populasyonlar arasindaki ya da igindeki cesitliligi gormek icin ve evrimsel

iligkileri belirlemek igin siklikla kullanilir (Cinar Kul, 2010).

1.10.5. Temel Bilesenler Analizi ( Principal Component Analysis: PCA)

Cesitlilik gosteren veri grubunu dikkate alan ve bu verilerin boyutlari kigultllerek
yapilan bir matematiksel algoritmadir. Bu klgulme, yonlerin belirlenmesi ile
basarilir ve bu yonlere Temel Bilesen adi verilir. Bu bilesenler hangi veri daha
fazla gesitlilik gosteriyorsa ona dayali olarak sekillenir. Diger bilesene gore daha
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az cesitlilik iceren bagka bilesenler secilerek ornekler temsil edilebilir (Ringner,
2008). Birinci temel bilesen verilerde mevcut olan varyasyonun muimkin
oldugunca en fazla boéluminu tanimlamaktadir. Diger temel bilesenler ise kalan
varyasyonun mimkin olan en fazla bolimint tanimlarlar (Ozkan, 2005).
Boylelikle gruplar belirlenerek veri benzerlikleri ve farkliliklari dikkate alinarak
cizilen bir grafik olusturulur. Birden fazla bilesen secildiginde, her bilesen igin
ayri ayri gosterim yapmak yerine daha az noktada godrsellestirilebilmektedir
(Ringner, 2008).

PCA, anlamli olan degigkenleri belirleyerek verilerin boyutsalligini indirgermeyi
amaclar. Temel bilesenler analizinde belirlenen ilk birka¢g eksende, mevcut
varyasyonun biyik ¢ogunlugunun bireyler arasindaki farkliliktan kaynaklandigi

gérilmustir (Ozkan, 2005).

1.10.6. Varyans Analizi

Bagimsiz U¢ ya da daha fazla grup oldugunda, incelenen degiskenin cok
kategorili testlerle karsilastirilmasi yapilabilir. Tek yonla varyans analizi (One
Way ANOVA) parametrik test varsayimlari saglandiglr takdirde, degisken
yonunden ikiden fazla bagimsiz grubun ortalamalari arasinda fark olup
olmadigini test etmek icin kullanilir (Alpar, 2014). Varyans analizi tek yonlu, iki
yonlu, ¢ok yonlu olarak farkl sekillerde uygulanabilir (Gircan, 2014) Tek yonla
varyans analizinde (One-way ANOVA) kullanilan bagimsiz degisken sayisi bir
tanedir. Kargilastirilacak gruplar normal dagilim gdstermeli, karsilastirilacak
gruplarin varyasyonlari homojen olmalidir ve gruplar birbirinden bagimsiz
olmalidir. Bazi kisitlayicilar kargisinda testin parametrik olmayan karsiligi ise
Kruskal Wallis varyans analizidir (Alpar, 2014). Kruskal wallis, ikiden fazla

bagimsiz grup ortalamasinin kargilagtirlmasinda parametrik varsayimlarinin



43

(normallik, varyanslarin homojenligi gibi) saglanamadigi durumlarda kullanilan
bir testtir (Gamgam ve Altunkaynak, 2008).

Varyans analizinde bazi tamamlayici OlgUtlerin kullanimina gereksinim vardir
(Alpar, 2014).

1.10.6.1. Standart Sapma

Varyansin karekoku standart sapma olarak adlandirlir. Standart sapma verilerin
yayginligini gostermekte akla ilk gelen olgudur ve verilerdeki tim degerlerin
aritmetik ortalamaya olan uzakliklarinin ortalama bir gostergesi olarak tanimlanir
(Alpar, 2014).

1.10.6.2. Aritmetik Ortalama

Genellikle tek tepeli simetrik bir yapiya sahip surekli sayisal veriler i¢in kullanilan
bir ortalama ol¢usudur. Fakat bir bayuklik belirtiimesi agisindan kesikli sayisal
veriler icinde kullanilabilir. Siniflandiriimamis verilerin aritmetik ortalamasi, herbir
g6zleme iliskin degerleri toplayarak ve bunu gozlem sayisina bdlerek bulunur
(Alpar, 2014).

1.10.6.3. Standart Hata

Gozlem sayisi arttikga hesaplanan ortalamalar evren ortalamasina yaklasir.
Gozlem sayisina bagh olarak elde edilen bu yayginlik standart hata olarak
adlandirir (Alpar, 2014). Varyans bilyudikce standart hata da buylimektedir
(Ergin, 1995).
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1.9.6.4. Medyan (Ortanca)

BuyuklUk sirasina konulmus veri degerlerini iki esit pargaya bodlen degerdir.
Bunun sonucunda bir verideki gozlemlerin %50’si ortancaya esit ya da onun
altinda, %50’si ortancaya esit ya da Uzerinde de@erler olarak ortaya cikar (Alpar,
2014).

1.10.6.5. Degisim (Dagilim) Arahligi

En basit yayginlik dlgusudur ve verideki en buyluk degerden en kuguk degerin
cikariimasi ile bulunur. Dagihm arahdinin daha kuguk oldugu verilerde

degiskenligin daha az oldugu dusunulir (Alpar, 2014).

1.10.7. Regresyon Analizi

Regresyon analizinin temel amaci, bagimli degigken ile bagimsiz degisken ya
da degiskenler arasindaki iligkiyi matematiksel modellerle agiklayarak bagintilar
bulmakdir. Regesyon denklemleri, iki degisken arasindaki iligskinin dogrusal olup
olmamasina, bagimsiz degiskenin ka¢ tane olduguna ve bagimli degiskenin veri
turine gore degisiklik gosterir (Alpar, 2014). Farkli sekilde ortaya g¢ikan iligkiler
icin farkli regresyon modelleri uygulanir. Bunlara basit dogrusal regresyon,
dogrusal olmayan regresyon, ¢oklu dogrusal regresyon, lojistik regresyon gibi

regresyon modelleri 6rnek olarak verilebilir (Alpar, 2014).

1.10.7.1. Lojistik Regresyon

Lojistik Regresyon analizinde temel amacg, bagimh ve bagimsiz degiskenler
arasindaki iligkiyi, en az degigsken ile en iyi uyuma sahip bir sekilde
tanimlayabilen, kabul edilebilir bir model kurmaktir (Cokluk, 2010). Lojistik
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regresyon modelleri biyoloji, tip, ekonomi, tarim ve veteriner hekimlik ve tagima
sahalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir (Bircan, 2004). Lojistik regresyon
analizinde temel alinan, bireylerin hangi grubun Uyesi oldugunu kestirmek icin
bir regresyon denklemi olusturmaktir. Analizin bir amaci siniflandirma, diger
amaci bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki iligkileri arastirmaktir (Cokluk,
2010).

Sonuc degiskenin ikili (binary) veya c¢oklu (multinomial) olmasi lojistik
regresyonu dogrusal regresyondan ayiran en belirgin Ozelliktir. Lojistik
regresyon ve dogrusal regresyon arasindaki bu fark ile hem parametrik model

secimini, hem de varsayimlari etkiler (Bircan, 2004).

Lojistik regresyon analizinde bagimh ve bagimsiz degisken arasindaki iligkinin
dogrusal olmasina ihtiya¢ duyulmaz. Lojistik regresyon bagiml ve bagimsiz
degiskenler arasinda logit bir iligki oldugunu varsayarak dogrusal olmayan
modeller Uretebilir. Lojistik regresyon, bagimh degdiskene ait verilerin dagiliminin
bagimsiz degiskenle ya da degiskenlerle dogrusal olmayan bir iligki
gosterdiginin beklenmesi durumunda 6zellikle yararlidir (Cokluk, 2010).

Bu c¢alismada, Turkiye yerli koyun irklarindan yavru verimi disuk Akkaraman
koyunu ile yavru verimi yliksek Bafra koyununun yavru verimi ile iligkili aday gen
bdlgeleri olarak bildirilen INHBB geninin Ekzon-2 bolgesi ve FSHB geninin
Ekzon-3 bdlgesi Uzerindeki polimorfizmler incelenmis ve bunlarin yavru verimi ile

iligkili olup olmadigi arastiriimigtir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Bu arastirmanin hayvan materyalini, Turkiye yerli koyun irklarindan Lalahan
Hayvancilik Arastirma Enstitisunde yetigtirilen 50 bas Akkaraman koyunu ve
Go6khoylk Tarim isletmesi Mudirliginde yetistirilen 50 bas Bafra koyunu
olusturmustur Akkaraman irkina ait yas ve verim kayitlari enstitu kayitlarindan
belirlenmistir. Bafra irkina ait verim kayitlari TIGEM kayitlarindan, koyunlarin
yaslari ise disten yas tayini yapilarak elde edilmistir. Ortalama 3-5 yaslarindaki
koyunlar tercih edilmistir. iki strllye de ko¢ katimindan énce 200-300 gr kadar

ilave yemlemler yapilmistir.

Bu arastirmada kullanilan hayvanlardan, 10’ar ml kan 0Ornekleri, antikoagulant
olarak EDTA igeren vakumlu tUplere asepsi, antisepsi kurallarina uyularak V.
jugularisten alinmig ve soguk zincir altinda Lalahan Hayvancilik Merkez
Arastirma Enstitist Genetik Laboratuvarina ulastiriimistir. Kan ornekleri DNA

izolasyon islemleri gerceklestirilene kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

2.2. DNA izolasyonu

Kan orneklerinin  DNA izolasyonlari Sambrook ve arkadaslarinin (1989)

gelistirdigi fenol-kloroform yonteminde bazi dedisiklikler yapilarak uygulanmistir.

Uygulanan bu yéntemin kimyasallari ve basamaklari asagida listelenmistir:

e Dondurucuda -20 °C'de saklanan kan 0©rnekleri oda sicakliginda

¢ozduruldikten sonra 3 ml'si her birey igin farkli bir numune numarasi
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verilerek etiketlenmis steril falkon tiiplere konulmustur. Uzerine 160 yl EDTA
(Etilendiamintetraasetik asit) eklendikten sonra 2X pargalama tamponu (10X
Parcalama Tamponu: 770 mM NH CI,446 mM KHCO, 10mM EDTA) ile 1600
pl'ye tamamlanmistir.

Tlpler 10 dk boyunca alt Ust edilerek iyice karistirilmis ve 20 dk buzun
icinde bekletilmig, sonrasinda 4000 rpm’de 10 dk santriflij edilmistir
Supernatant fazi dikkatlice dokuldukten sonra geride kalan peletin Gzerine
1000 pl tuz/EDTA (75mM NacCl, 25 mM EDTA) eklenmis pelet iyice ¢dzllene
kadar vortekslenmistir.

Ardindan 10 pl %10’luk SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) solusyonu ve 50 pl
proteinaz-K eklenen 6rnekler 55 °C’de 3 saat etlivde bekletilmistir.

Bekleme suresi bittiginde 1000 pl fenol (pH: 8.0) eklenen 6rnekler 20 sn sert
bir sekilde iyice ¢alkalandiktan sonra 5 dk kan ¢alkalama cihazinda hafif bir
sekilde calkalanmistir. Sonrasinda 20 dk buzda bekletilen tipler 3000 rpm
de 10 dakika santrifij edilmigtir.

Santriflj islemi sonunda 2 faza ayrilan sivinin Ust fazi (supernatant faz) yeni
steril falkon tlpe aktariimistir. Bu aktarma iglemi ayrilan fazlari bozmamak
icin onceden ucu verev seklinde kesilip steril edilmis 1000 ul'lik pipet
uclariyla gergeklestirilmistir. Alt faz ise bertaraf edilmistir.

Alinan sivinin uzerine 1000 pl fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1)
eklenmigstir. Ornekler 20-30 sn sert bir sekilde iyice calkalandiktan sonra 5
dk kan calkalama cihazinda hafif bir sekilde c¢alkalanmistir. Sonrasinda 20
dk buzda bekletilen ttpler 3000 rpm‘de 10 dk santriflj edilmigtir.
Supernatant faz yeni steril falkon tipe aktarilmis ve Uzerine yaklasik 2 kati
kadar —20 °C’de sogutulmus-etanol eklenmistir. TUpler hemen ters yuz
edilerek DNA’nin yogunlagsmasi saglanmistir.

Yogunlasarak ¢coken DNA ucu kesik pipet ucu ile alinarak 1.5 ml'lik santrif(j
tipune aktariimis ve uzerine 1000 ul kadar etanol eklenerek 1 gece -20
°C’de bekletilmistir. Sonrasinda 5000 rpm’de 5 dk santriflj edilen tuplerdeki

etanol DNA, peletinin dismemesine dikkat edilerek dokulmuastiur. Geriye
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kalan etanolin ucgurulmasi amaciyla tuplerin agzi acilarak birka¢ saat
kurumaya birakilmigtir.

e Etanolin ugurulmasinin ardindan DNA o&rnekleri TE solusyonunda (Tris-
HCI:EDTA, 10:1, pH: 8) ya da ddH,O iginde ¢ozdurulmus ve daha sonra
kullaniimak tzere -20 °C ‘de saklanmigtir.

2.3. DNA Kalite ve Miktar Tayinleri

Elde edilen DNA o6rneklerinin spektrofotometrik olarak miktarinin ve safliginin
belirlenmesi amaciyla Ankara Universitesi Veteriner Fakultesi Genetik Anabilim

Dalinda bulunan UV spektrofotometre cihazi (NanoDrop 2000) kullaniimigtir.

Bu cihaz ile izolasyon urtnlerinin DNA ve RNA i¢in 260 nm, protein igin 280 nm
ve fenol i¢cin 230 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri dlgulmus, 260/280
ve 260/230 oranlari hesaplanarak izolasyon urUnlerinin miktarlari ve safliklar
tespit edilmistir. Olglim igin dnce ilgili 6rnekte hangi soliisyon, elusyon tamponu
olarak kullanildi ise (TE Buffer ya da ddH,O) o referans solisyon olarak
kullaniimistir. TUm ornekler 6lgim yapilmadan énce Thermoshakerde 37 °C’de
30 dk calkalanmistir. Orneklerden 2 pl pipete edilerek alindiktan sonra cihaza
yuklenmistir. Buna gore 260/280 orani yaklasik 1,8 degerine ne kadar yakinsa
elde edilen izolasyon urlUnlerinin DNA bakimindan o kadar saf oldugunu
kanisina varilmistir.  260/230 oraninin  ise 2,0-2,2 arasinda olmasi
beklendiginden bu degerden daha dusuk degerler bulundugunda izolasyon
arinu iginde fenol kirliligi oldugu sonucuna varilmistir. Degerleri kotu c¢ikan
orneklerin izolasyonu tekrar edilerek bircogunun degerlerinde duzelme
saglanmistir.  Dlzelme saglanmayanlar ise dizi analizi asamasina kadar

ilerletilimig, elektroferogram kalitesi iyi olanlar degerlendiriimeye alinmistir.
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2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

FSHB Ekzon-3 ve INHBB Ekzon-2 bélgeleri icin aday primerler PerlPrimer ve
Primer3 programi kullanilarak hazirlanmig, FastPCR programinda dimer
kontrolleri yapilmigtir. Bélge yukseltgenmesinde kullanilan primerler ve 6zellikleri

asagidaki cizelgede verilmistir.

Cizelge 1. Kullanilan primerler ve 6zellikleri.

. o GC | Yiikseltdigi Bolge
Primer ad1 Primer Dizisi 5°-3

icerigi bdlge uzunlugu
Primer 2/2 F AGTGGTATTTCTGGTCAGGAC %50
0
GG INHBB-
897bp
Primer 2/2 R ACTCCTCCACGATCATATTGG %50 Ekzon-2
0

GC

Oar_FSHB_Ekzo
TTCAATCCCTGTCTCATTTTG %38
n-3 p3 F FSHB-

Oar_FSHB_Ekzo Ekzon-3
3 03 R AAGCACCCTCGTGTCTGTAAG | %52
n-5_po_

584bp

FSHB ve INHBB genleri ilgili ekzon bodlgeleri icin ayri ayri gradient PZR’leri
yapilarak en uygun 1si ve MgCl, miktarlari belirlenmistir. Buna gore INHBB
Ekzon-2 bodlgesi icin 60 °C en uygun sicaklik, 1mM MgCl, en uygun
konsantrasyon olarak tespit edilirken, FSHB Ekzon-3 bdlgesi i¢cin 53 °C en
uygun sicakhk, 3mM MgCl, en uygun konsantrasyon olarak belirlenmistir. Buna
gore toplam hacim 25 pl olacak sekilde INHBB Ekzon-2 bdolgesi ve FSHB
Ekzon-3 bdlgesinin PZR karisimlari ve PZR kosullari asagidaki cizelgelerde

verilmigtir.
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Cizelge 2. INHBB Ekzon-2 ve FSHB Ekzon-3 bolgesi i¢in optimize edilmis PZR
karigim miktarlari.

INHBB Ekzon-2 FSHB Ekzon-3
ddH20 (ul) 16,95 15,95
dNTP (ul) 2,5 2,5
MgCl; () 0,5 1,5
Primer F (ul) 0,5 0,5
Primer R (ul) 0,5 0,5
DMSO (ul) 1,25 1,25
Tag Polimeraz (ul) 0,3 0,3
DNA (ul) 2 2
Toplam (ul) 25 25
Cizelge 3. INHBB Ekzon-2 ve FSHB Ekzon-3 bodlgesi icin kullanilan PZR
kosullari.
INHBB Ekzon-2 FSHB Ekzon-3
95°C 3 sn 95°C 3sn
95°C 30 sn 95 °C 45 sn
60°C 30 sn X 45 dongu 529C45sn | X 35 dongii
72°C 1sn 72°C 45 sn
72°C5sn 72°C5dk
4°C 0 4°C o0
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2.5. Agaroz Jel Kontrolu

Negatif yukl DNA'nin pozitif yike dogru hareket etmesi ve hareket etme hizinin
DNA pargasinin bayukligine gore degismesi baz alinarak tasarlanan bu sistem
sayesinde PZR UrUnlerinin kalite ve miktar tayinleri yapiimigtir. Elde edilen PZR
drneklerinin kontroll igin %2’lik agaroz jel tercih edilmistir. Toz halindeki agaroz
(Prona)dan 2 gr kadar alinmig, 100 ml 1xTAE tamponu (Tris Asetat EDTA
Buffer) icerisine eklenerek isi etkisi ile ¢ozdUrulmus, icerisine 4-6 ul etidyum
bromit (EtBr, 10mg/ml) ilave edilmigtir. Karisim jel tepsisine dokulip kuyucuk
olusmasi igin taraklar yerlestiriierek oda sicakliginda polimerize olmasi
beklenmistir Thermo marka jel tanki 1XTAE ile doldurulduktan sonra hazirlanan
jel igerisine vyerlestiriimistir. PZR 6rneginden 2 pl, yikleme tamponundan
(Loading buffer; 2x) 2 ul pipet yardimi ile kanstirlmis ve jel kuyucuklarina
yuklenmigtir. PZR 6rneklerinin buyuklagunun kontrolt i¢in 2 pyl 100bp’lik DNA
Ladder yine 2 pl ylkleme tamponu ile karistirildiktan sonra kuyucuga
yuklenmistir. YUkleme islemi tamamlanan jele 120 volt elektrik yiki 20 dakika
uygulanarak PZR drUnlerinin  yGratilmesi  saglanmistir.  Kodak marka
goruntileme sistemine yerlestirilen jel ultraviyole 1siga tabii tutularak olusan
goruntunun fotografi c¢ekilmistir. Bu goruntuye goére PZR uUrlinunun yeterli
miktarda olup olmadigi, nonspesifik bant olusup olusmadigi, beklenen boyutta

olup olmadigi ve primer dimer miktari bakimindan degerlendirilmigtir.

2.6. PZR Purifikasyonu

Vivantis’in Nukleik Asit Extraction kitinin protokoliine gore PZR Graninin miktari
pl olarak olculdikten sonra ddH,O ile 100 pl ye tamamlanmigtir. Ardindan 500 pl
PZR tamponu ve 5 pl sodyum asetat eklendikten sonra filtreli tiplere yiklenen
orneklere 1 dakika 10.000 rpm‘de santrifdj islemi uygulanmistir. Filtreli tiplere

750 pl yikama tamponu eklendikten sonra tekrar ayni sartlarda santrifdj islemi
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uygulanmistir. ikinci santrifiij islemi uygulanarak filtrelerin iyice kurumasi
saglanmistir. Elusyon igin 30 pl ddH,O damlatilan filtreler oda i1sisinda 3-5 dk
bekletilerek DNA nin ¢ézdurtlmesi saglanmistir. Ayni sartlarda santriftij islemi
uygulanarak temiz tuplere c¢okturilen PZR drlinleri sekans PZR’sinde

kullaniimaya hazir hale getirilmigtir.

2.7. Sekans PZR’si

PZR igin tasarlanan primerlerin orani 3,2 pmol’e dusurulerek sekans PZR igin de
kullaniimistir. Sekans PZR’si igin kullanilan ticari kit Applied Biosystem BigDye
Terminator 3.1v kiti olmustur. Her bir 6rnek igin biri forward primer ile digeri
reverse primerle ayrt ayri hazirlanan karigim ile iki farkli tepkime
gerceklestiriimistir. BigDye'nin igeriginde bulunan igaretli ddNTP’ler (Dideoksi
nukleotit trifosfatlar) ile tepkimenin gen bdlgesinin her bazinda sonlandirmasi
saglanmis ve dizi analiz cihazinda okunmaya hazir hale getirilmistir. Buna goére
hazirlanan PZR karigim miktarlari ve PZR kosullari asagidaki gizelgelerde

verilmigtir.

Cizelge 4. Sekans PZR’si igin hazirlanan karigim miktarlari.

Kimyasallar Miktar(ul)
Primer 2
ddH20 2

5xBuffer 2
BigDye 2
PZR Gruna 2
Toplam 10
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Cizelge 5. Sekans PZR’si kosullari.

Uygulanan 1s1 ('C) Sdre
96 °C 1dk
96 °C 10sn
50°C Esn X25 dongu
60 °C 4dk
4°C o

2.8. Sekans Uriinlerinin Temizlenmesi

Sekans PZR’'sinden sonra olusan Urdnlerin tuzdan ve agir metallerinden
arindiriimasi iglemi Sephadex GF50 Fine ticari kiti ile yapilmigtir. Buna gore 1 gr
Sephadex tozu yaklagik 15 ml su ile karistirildiktan sonra 30 dk kadar
bekletiimis, 6zel kolonlarina 750 ml miktarinda yuklenmis ve 4600 rpm’de 2
dakika santrifij uygulanmistir. PZR Grunleri kolonlar iginde olusan 6zel yapinin
tam ortasina dikkatlice konulduktan sonra 4800 rpm de 2 dakika santrifdj
uygulanmigtir. Asagi suzilen temiz PZR drund artik dizi analiz cihazina

yuklenmeye hazir hale getirilmigtir.

2.9. Dizi Analizi (Sekans)

Tum sekans islemi Hayvancillk Merkez Arastirma Enstitisi Genetik
Laboratuvari bunyesinde bulunan ABI 3130 dizi analiz cihazinda
gerceklestiriimistir. POP7 polimer ve 36 cm’lik kapiller yuriatme igin tercih

edilmistir. Cihazin yurtitme kosullari asagida sunulmustur:
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Sekil 16. ABI 3130 sekans cihazi yuritme kosullari.

Sequence Analyzing Tm programlari ile verilerin ilk degerlendiriimesi yapilmis
elektroferogram kalitesi yetersiz bulunanlar sekans PZR asamasindan itibaren
tekrar edilmigtir.

2.10. Sekans Dizilerinin Hizalanmasi ve SNP Tespiti

Tum drneklerin dizi analizi ABI 3130 cihazinda gergeklestirildikten sonra Bioedit
programi (Hall, 1999) yardimiyla hizalanmigtir. Referans dizi olarak INHBB icin
Texel 1rki koyunun gen bolgesi (GenBank erisim numarasi: FJ167874.1), FSHB
icin yine Texel irki koyunun gen bdlgesi (GenBank erisim numarasi:
NC019472.1) kullanilmistir. Her bireyin sekans dizisindeki bazlari tek tek gézden
geciriimis ve heterozigotluklar gizelgeye islenmistir. Bunun sonucunda tespit

edilen her SNP’e bir kod numarasi verilmistir.
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2.11. Istatistiki Analizler

2.11.1. Allel Degerlendirmesi

Elde edilen SNP verileri PLINK1.9 programi (Chang ve ark., 2014) ile allelik

varyasyon, genotip orani, minor allel frekansi (MAF), beklenen ve gozlenen

heterozigotluklar, Hardy Weinberg (HW) dengesi bakimindan analiz edilmistir.

2.11.2. Haplotip Degerlendirmesi

Hizalanan dizi analiz sonuglari dnce DnaSP programi (Librado ve Rozas, 2009)
sonrasinda, Network programi (Bandelt ve ark., 1999) aracilidiyla

degerlendirmeye alinarak haplotip degerlendirmesi yapilmistir.

2.11.3. Komsu Birlestirme Agaci Metodu

Elde edilen sekans verileri aracihigl ile Komgu Birlestirme Agaci, Kimura-two
parameter modeline dayanarak gizdirilmigtir. Bunun icin MEGAS5 bilgisayar
programi (Tamura ve ark., 2011) kullaniimistir. Boylelikle haplotipler arasindaki

genetik iligki ortaya konulmaya c¢aligiimistir.

2.11.4. Uyumsuzluk (Mismatch) Dagilimi

Uyumsuzluk dagiim grafiginin olusturulmasinda DnaSP yazilimi (Librado ve
Rozas, 2009) kullaniimis beklenen ve gozlenen degerler degerlendirilmigtir.
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2.11.5. Notralite Testleri

Uyumsuzluk analizlerinin dogrulugunun saptanmasi amaciyla kullanilan noétralite
testleri ile ilgili batin hesaplamalar DnaSP programi (Librado ve Rozas, 2009)

aracilgi ile yapiimistir.

2.11.6. Temel Bilesenler Analizi (PCA)

PLINK1.9 (Chang ve ark., 2014) aracigi ile iglenen veriler ve R programi (Ihaka
ve Gentleman, 1996)'nin grafik olusturabilmesi i¢in uygun hale getirilmistir.
Temel bilesenler grafiginin en fazla cgesitlilik gésteren kesikli veriler kullanilarak
olusturulmasi uygun oldugundan en fazla gesitlilik gosteren veri birinci temel
bilesen (PC1) olarak, en fazla gesitlilik gosteren ikinci veri ise ikinci temel bilesen
(PC2) olarak alinip enlem ve boylam olusturulmustur. Verilerin iz disumleri
alinarak cografik bir harita Uzerinde gorsellestiriimistir. Buna gére olusan PCA

grafigi ile irklarin birbirine olan uzakliklari incelenmigtir.

2.11.7. Protein Analizleri

SNP’lerin belirlenmesinin ardindan MEGAS programi (Tamura ve ark., 2011)

aracihigi ile referans dizi baz alinarak protein degisimi olup olmadigi

belirlenmistir.

2.11.8. Varyans Analizi ve Lojistik Regresyon Analizi

SPSS paket programi kullanilarak Bafra’larda ve Akkaraman’larda tespit edilen

SNP’lerin yavru verimleri ile iliskisi olup olmadigli parametrik ve nonparametrik
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testler araciligi varyans analizleri ve ikili lojistik regresyon analizi (binary logistic
regression analysis) ile ortaya konulmustur.
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3. BULGULAR

3.1. DNA Kalite ve Miktar Tayini

Calismada kullanilan toplam 100 bas koyunun kanlarindan elde edilen DNA
izolasyon urunlerinin spektrofotometre yontemiyle elde edilen kalite ve miktar

analiz sonuglari asagidaki gizelgelerde verilmistir:

Cizelge 6. Akkaraman koyunlarina ait DNA izolasyon drtnlerinin kalite ve miktar
tayini sonuglari (Akk: Akkaraman koyunlarini temsil etmektedir. NAK: Nukleik
asit konsantrasyonu).

Sira | Ornek NAK A260 | A280 | 260/280 | 260/230 | Ornek |Faktor
No Adi (ng/pl) Tipi
1. Akkl 1548,4 30,969 | 16,749 1,85 2,24 DNA 50
2. Akk2 1212,1 24,242 | 13,220 1,83 2,31 DNA 50
3. Akk3 1107,0 22,14 | 11,985 1,85 2,28 DNA 50
4, Akkb5 0494,9 9,898 | 05,499 1,80 2,32 DNA 50
5. Akk6 1821,5 36,431 | 19,851 1,84 2,28 DNA 50
6. Akk7 1058,7 21,174 | 11,513 1,84 2,30 DNA 50
7. Akk8 1589,1 31,781 | 17,134 1,85 2,25 DNA 50
8. Akk9 1550,8 31,015 | 16,804 1,85 2,24 DNA 50
9. Akk10 1197,8 23,955 | 13,008 1,84 2,27 DNA 50
10. Akk11 1255,5 25,110 | 13,749 1,83 2,33 DNA 50
11. Akk12 1851,8 37,035 | 20,116 1,84 2,26 DNA 50
12. Akk13 2107,4 42,148 | 22,916 1,84 2,21 DNA 50
13. Akkl14 1788,2 35,765 | 19,507 1,83 2,26 DNA 50
14, Akk15 2569,8 51,396 | 27,990 1,84 2,22 DNA 50
15. Akk16 0868,7 17,373 | 09,531 1,82 2,28 DNA 50
16. Akk17 2060,5 41,210 | 22,287 1,85 2,27 DNA 50
17. Akk18 2293,0 45,861 | 24,819 1,85 2,27 DNA 50
18. Akk19 2119,0 42,381 | 22,856 1,85 2,27 DNA 50
19. Akk20 1768,8 35,376 | 18,935 1,87 2,23 DNA 50
20. Akk21 2191,7 43,834 | 23,612 1,86 2,26 DNA 50
21. Akk22 1505,7 30,115 | 16,093 1,87 2,29 DNA 50
22. Akk23 2096,7 41934 | 22,621 1,85 2,28 DNA 50
23. Akk24 0991,7 19,835 | 10,627 1,87 2,30 DNA 50
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Cizelge 6. (Devam) Akkaraman koyunlarina ait DNA izolasyon urinlerinin kalite
ve miktar tayini sonuglari (Akk: Akkaraman koyunlarini temsil etmektedir. NAK:
Nukleik asit konsantrasyonu).

Sira | Ornek NAK A260 A280 |260/280 | 260/230 | Ornek | Faktor
No Ad1 (ng/ul) Tipi
24. Akk25 2572,0 51,439 | 27,832 | 1,85 2,27 DNA 50
25. Akk26 1938,6 38,772 | 21,052 | 1,84 2,30 DNA 50
26. Akk27 2198,8 43,976 | 23,574 | 1,87 2,18 DNA 50
27. Akk28 2698,2 53,963 | 29,422 | 1,83 2,25 DNA 50
28. Akk29 1818,0 36,360 | 19,608 | 1,85 2,30 DNA 50
29. Akk30 2387,2 47,744 | 25,641 | 1,86 2,24 DNA 50
30. Akk31 1796,5 35,929 | 19,441 | 1,85 2,29 DNA 50
31. Akk32 2131,2 42,623 | 22,917 | 1,86 2,25 DNA 50
32. Akk33 2682,3 53,646 | 28,669 | 1,87 2,25 DNA 50
33. Akk34 2482,5 49,651 | 26,329 | 1,89 2,27 DNA 50
34. Akk35 2770,7 55,414 | 29,510 | 1,88 2,25 DNA 50
35. Akk36 2085,2 41,704 | 22,110 | 1,89 2,29 DNA 50
36. Akk37 1215,2 24,304 | 12,879 | 1,89 2,35 DNA 50
37. Akk38 2058,7 41,174 | 21,753 | 1,89 2,28 DNA 50
38. Akk39 0659,2 13,184 | 07,653 | 1,72 0,97 DNA 50
39. Akk40 2252,4 45,048 | 23,874 | 1,89 2,28 DNA 50
40. Akk41 2627,8 52,556 | 27,917 | 1,88 2,27 DNA 50
41. Akk42 2708,2 54,165 | 28,923 | 1,87 2,25 DNA 50
42. Akk45 0286,9 05,738 | 03,627 | 1,58 0,58 DNA 50
43. Akk46 1039,3 20,785 | 12,556 | 1,66 1,19 DNA 50
44, Akk47 2490,4 49,809 | 27,900 | 1,79 1,71 DNA 50
45. Akk48 2917,5 58,349 | 31,738 | 1,84 2,14 DNA 50
46. Akk49 1190,0 23,800 | 12,629 | 1,88 2,31 DNA 50
47. Akk50 2117,2 42,344 | 22,668 | 1,87 2,28 DNA 50
48. Akk51 2324,9 46,499 | 24,920 | 1,87 2,27 DNA 50
49. Akk52 2401,0 48,020 | 25,629 | 1,87 2,27 DNA 50
50. Akk53 2462,1 49,242 | 26,392 | 1,87 2,28 DNA 50
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Cizelge 7. Bafra koyunlarina ait DNA izolasyon UurlUnlerinin kalite ve miktar
tayini sonugclari (Baf: Bafra koyunlarini temsil etmektedir. NAK: Nukleik asit
konsantrasyonu).

Sira | Ornek NAK A260 | A280 | 260/280 | 260/230 | Ornek | Faktor
No Adi (ng/ul) Tipi
1. Bafl 1567,4 | 31,348 | 16,881 | 1,86 2,28 DNA 50

Baf2 1312,7 | 26,253 | 14,166 | 1,85 2,28 DNA 50

Baf3 8451 | 16,903 | 9,276 1,82 2,33 DNA 50

Baf4 1178,6 | 23,572 | 13,088 1,8 2,23 DNA 50

Baf5 958,7 |19,174 | 10,431 | 1,84 2,36 DNA 50

Baf6 684,9 | 13,699 | 7,425 1,84 2,27 DNA 50

Baf7 1311,4 | 26,228 | 14,158 | 1,85 2,33 DNA 50

Baf8 11955 | 23,91 | 12979 | 1,84 2,3 DNA 50

Baf9 1202,3 | 24,047 | 13,25 1,81 2,3 DNA 50

10. Bafl0 | 1808,4 | 36,168 | 19,72 1,83 2,27 DNA 50

11. Bafll | 1409,8 | 28,196 | 15,263 | 1,85 2,32 DNA 50

12. Bafl12 881,3 | 17,625 | 9,596 1,84 2,34 DNA 50

13. Bafl7 956,8 | 19,136 | 10,346 | 1,85 2,33 DNA 50

14, Baf18 1879 | 37,581 | 20,445 | 1,84 2,29 DNA 50

15. Baf19 661,9 | 13,239 | 7,549 1,75 2,38 DNA 50

16. Baf20 8614 | 17,228 | 9,417 1,83 2,37 DNA 50

17. Baf21 776,7 | 15533 | 8,713 1,78 2,34 DNA 50

18. Baf22 567,8 | 11,356 | 6,335 1,79 2,28 DNA 50

19. Baf23 625,7 | 12,514 | 6,973 1,79 2,29 DNA 50

20. Baf24 806,8 | 16,136 | 8,832 1,83 2,39 DNA 50

21. Baf25 | 1671,8 | 33,436 | 18,192 | 1,84 2,32 DNA 50

22. Baf26 929,2 | 18,5584 | 10,146 | 1,83 2,35 DNA 50

23. Baf27 | 15418 | 30,836 | 16,609 | 1,86 2,29 DNA 50

24. Baf28 688,7 | 13,774 | 7,649 1,8 2,38 DNA 50

25. Baf29 | 1192,1 | 23,842 | 12,885 | 1,85 2,34 DNA 50

26. Baf30 436,7 8,734 | 4,886 1,79 2,3 DNA 50

217. Baf31 | 1176,7 | 23,5635 | 12,766 | 1,84 2,35 DNA 50

28. Baf32 | 2078,2 | 41,565 | 22,345 | 1,86 2,28 DNA 50

29. Baf33 | 1269,8 | 25,397 | 13,742 | 1,85 2,35 DNA 50

30. Baf34 | 1066,1 | 21,321 | 11,641 | 1,83 2,36 DNA 50

31. Baf35 866 17,32 | 9,529 1,82 2,38 DNA 50

32. Baf36 674,5 1349 | 741 1,82 2,38 DNA 50

33. Baf37 793,7 | 15,873 | 8,812 1,8 2,41 DNA 50

34. Baf38 | 1537,9 | 30,759 | 16,729 | 1,84 2,32 DNA 50

35. Baf39 8499 | 16,997 | 9,351 1,82 2,35 DNA 50

36. Baf40 | 1196,5 | 23,929 | 12,987 | 1,84 2,37 DNA 50

37. Baf41l 988,7 | 19,773 | 10,763 | 1,84 2,3 DNA 50

38. Baf42 885,2 | 17,705 | 9,637 1,84 2,31 DNA 50

39. Baf43 | 1259,2 | 25,184 | 13,661 | 1,84 2,33 DNA 50

XN |G|~ |w|N
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Cizelge 7. (Devam) Bafra koyunlarina ait DNA izolasyon Urdnlerinin kalite ve
miktar tayini sonuglari (Baf: Bafra koyunlarni temsil etmektedir. NAK: Nukleik
asit konsantrasyonu).

Sira | Ornek | NAK | A260 | A280 |260/280|260/230 | Ornek | Faktor
No Adi (ng/pl) Tipi
40. Baf44 500,9 10,017 | 5,569 1,8 2,24 DNA 50
41. Baf45 1581,3 | 31,627 | 16,961 1,86 2,3 DNA 50
42. Baf46 1540,7 | 30,815 | 16,612 1,86 2,29 DNA 50
43. Baf47 1229,7 | 24,595 | 13,271 1,85 2,33 DNA 50
44, Baf48 1183 23,66 | 12,809 1,85 2,31 DNA 50
45, Baf49 926,1 | 18,523 | 10,089 1,84 2,29 DNA 50
46. Baf50 1429,9 | 28,599 | 15,399 1,86 2,28 DNA 50
47. Baf51 1715,7 | 34,314 | 18,471 1,86 2,28 DNA 50
48. Baf52 1076,7 | 21,534 | 11,653 1,85 2,3 DNA 50
49, Baf53 1470,1 | 29,403 | 15,87 1,85 2,3 DNA 50
50. Baf54 1609,7 | 32,194 | 17,369 1,85 2,26 DNA 50

3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

INHBB geni Ekzon-2 bolgesi ve FSHB geni Ekzon-3 bolgesi i¢in gergeklestirilen

PZR’lerin agaroz jel goruntileri asagida verilmigtir:
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Baf-inhbb-ex2
1 2 3 4 56 7 B891011121314151617 18182021 22 23 24 25 100w

— — o — e e el e e el e e e e e e S — - — —

26 27 28 29 30 31 32 33 34 3536 37 38 30 40 41 42 4344 45 46 47 48 49 50 00ve

e e e e e e e e e e e ) e e e = — — A ——

Sekil 17. Bafra koyunlarina ait INHBB geni Ekzon-2 bélgesinin yikseltgenmesi
sonucu elde edilen agaroz jel goruntiast (Bireyler sira numarasi ile
isaretlenmistir: (1-50).

inhbb-akk
12 3 4 567 8 81011121314151617 1819 20 21 22 23 24 25 1oee

inhbb-akk
26 27 28 29 30 31 32 33 34 3536 37 38 39 40 41 42 4344 45 46 47 48 49 50 100,

Sekil 18. Akkaraman koyunlarina ait INHBB geni Ekzon-2 bdlgesinin
yukseltgenmesi sonucu elde edilen agaroz jel goruntisu (Bireyler sira numarasi
ile isaretlenmistir:1-50).
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baf akk
4950 1 2 3 4 5 8 78 9 1011121314 100bp

Sekil 19. Akkaraman ve Bafra koyunlarina ait FSHB geni Ekzon-3 bdlgesinin
yukseltgenmesi sonucu elde edilen agaroz jel gorintisu-1 (49 ve 50 Bafra irkina
ait bireyler, 1-30 arasi Akkaraman irkina ait bireylerdir).

Fshb-baf

] o N T =5 N NS SR = R 11 1 1= = 1 = 1 1 5 A 1 [ 5| e M TR ST o (2 =) = [ =

Fshb-akdk

3 37 38 30 40 41 42 43 44 45 45 47 48 31 32 33 34 25 306 37 38 30 40 41 42 43 44 45 45 47 42 40 50 100bp

Sekil 20. Akkaraman ve Bafra koyunlarina ait FSHB geni Ekzon-3 bdlgesinin
yukseltgenmesi sonucu elde edilen agaroz jel gérintisi-2 (1-48 arasi Bafra
irkina ait bireyler, 31-50 arasi Akkaraman irkina ait bireylerdir).
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3.3. Dizi Analizi

ABI 3130 cihazinda gergeklestirilen dizi analiz sonucunda Bioedit Programi
yardimiyla hizalanmistir. Referans dizi olarak INHBB igin Texel irki koyunun gen
bdlgesi (GenBank erisim numarasi: FJ167874.1), FSHB icin yine Texel irki
koyunun gen bolgesi (GenBank erisim numarasi: NC019472.1) olarak
kullaniimistir. INHBB gen bolgesinde tespit edilen SNP’ler 3'-5’ yoniine gore
siraslyla SNP1, SNP2, SNP3 olarak, FSHB gen boélgesinde tespit edilen tek
SNP ise SNP4 olarak kodlanmistir. Buna gore SNP1’e referans INHBB geninin
1186. nukleotit pozisyonunda rastlanmis ve AA, GG ve GA olmak Uzere ug¢
genotipi tespit edilmistir. SNP2'ye referans INHBB geninin 1495. nukleotit
pozisyonunda rastlanmistir ve genotipleri CC, CT, TT olarak tespit edilmigtir.
SNP3’e, referans INHBB geninin 1611. rastlanmis ve sadece CC genotipi tespit
edilmistir. SNP4’e ise referans FSHB gen bdolgesinin 2691. nukleotit
pozisyonunda rastlanmig ve CC, CT ve TT olmak uzere Ug¢ genotipi tespit

edilmistir

Tespit edilen SNP’ler ve genotiplerine ait bazi elektroferogram ve hizalama

goruntileri asagida sunulmustur.
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3‘5’ ABI Chromatograrm: C:\Users\Ilke\Desktop\INHEB-son\Akk-1-inhbb-ex2-F_001_A01.abl
FUEE oieoted: none | S2meler Akl Liinhibb-2xd F |File: C:Users Ve Desktop! INHEB-son Alck- 1-inhibb-2x2-F_001_A01.ab1
70 80 20 100 110

60
ICTGCAGTIGCCTAGTIGTTCICCTTOGATCTAACTIGGCCIGCTCTICTIGCTTICTICCGCAGA

I Wty K A.u,..mmml.n.a.__a_ul,a,unu..m_

}" ABI Chromatogram: C:\Users\llke\Desktop\INHBB-son\Akk-3-inhbb-ex2-F_001_E01.abl
Sample: Alrle-3-inhbb-ex2-F |File: C:Users Vil Desktop INHEB-son\Alde-3-inhbb-ex2-F_001_E01 b1
1] 100 110

[

™ mmm Selected: none

60 0 20
[TCTGCAGTGCCTAG IGTTCTICCTTAATCTAACTTGGCCTGCTICTICTITGCTTCTCCGCAGAT
558)1340 52 ....................................................................................................................................................................................................................

4]

}“ ABI Chromatogram: C:\Users\Ilke\Desktop\INHBB-son'Akk-5-inhbb-ex2-F_003_G01.abl
100030007 Sample: Akic-5-inhbb-2x2-F |File: C:\Users Vike\Desktop INHEB-son | Aklc-3-inhbb-2x2-F_003_G01.abl

T mem Selected none
60 T 20 20 100 110
TGCCTAGTGTTCTCCTIGATCTAACTTIGGCCTGCTCTICTIGCTITICTCCGCAGATGGE

Sekil 21. Bazi Akkaraman koyunlarinda gozlenen SNPY'in elektroferogram
goruntuleri (Ustten alta sirasiyla GA genotipi, AA genotipi, GG genotipi).
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}5’ ABI Chromatogram: C:\Users\Ilke\Desktop\INHBB-son'Baf-28-inhbb-ex2-F_004_D08.abl

[N N 3

— &= Selected: none Sample: Baf-28-inhbb-ax2-F |File: C:Users Vike'Desltop INHBEB-son'Baf-28-inhbb-ex2-F_004_D08 abl

|

60 70 80 20 100 110
CTGCAGTGCCTAGIGTICTICCT IGATCTAACTTIGGCCTIGCTICTCTTGCTITICTICCGCAGATG

}" ABI Chromatograrn: C:\Users\Ilke\Desktop\INHBEB-son'\Baf-10-inhbb-ex2-F(10)_002_B02.abl

U o ected: none |Sample: Baf-10-inhbb-ex2-F(10) |File: C:Users Tlke Desktop! INHEB-son'Baf-10-inhbb-2x2-F(10)_002_B02.2b1

60 70 80 20 100 110
AGTGCCTAGIGTI TCTCCT TAATCTAACTIGGCCTIGC TCTICTIGCTICTICCGCAGATGGCCT

% ABI Chromatogram: Ci\Users\Ilke\Desktop\INHBEB-son'\Baf-45-inhbb-ex2-F_003_G01.abl
— i., Bl mEE Sample: Baf-45-inhbb-ex2-F |File: C:'.U;ar;'.'i"‘lka'.Da;l:mp'.D\-I-]BB -son'Baf-45-inhbb-ex2-F_003_G01.ab1

n 60 mn an an 100
ITCTGCAGTGCCTAGTIGITCTICCTITGATCTAACTTGGCCTIGCTCTICTTIGCTICTICCGCAGAT

Sekil 22. Bazi Bafra koyunlarinda gézlenen SNP1'in elektroferogram géruntuleri
(Ustten alta sirasiyla GA genotipi, AA genotipi, GG genotipi).



67

}f ARI Chromatogram: C\Users\Ilke\Desktop INHBB-son' Akk-1-inhbb-ex2-F_001_A01.abl
A Golected: none |Sample: Aldc-l-inhbb-ex-F |File: C:Users Vtice Dasktop! DNHBB-son' Aklc-1-inhbb-ex2-F_001_A01.2

350 360 370 380 390 400
CCACTCACCGAACCCATCCAGGCCCIGITCTICACGCGGCGAGCGGCGTCCTCAG

ot

}“ ABI Chromatogram: C:\Users\Ilke\Desktop\INHEB-son'Akk-31-inhbb-ex2-F 003 G01.abl

"';" i' Selected: pone | S@mple: Alde-31-inhbb-ex-F | File: C:\Users! Vike Desktop INHBB-s0n'\Akk-3 1 -inhbb-2x2-F_003_G01.2b]

360 370 380 300 400
CCACTCACCGAACCCATCCAGGCCCTGTITICTCACGTSGCGAGCGGCGTCTCAGC

RO

Z :
}4 ABI Chromatogram: C:\Users\llke\Desktop\INHBB-son\Akk-3-inhbb-ex2-F_001_E01.abl
,_i Selected: nons | Sample: Alde-3-inhbb-ax2-F |File: C:\Users Vike Desktop INHEB-son' Ald-3-inhbb-ex2-F_001_
360 370 380 390 400

CACTCACCGAACCCATCCAGGCCCIGTIICICACGCGGCGAGCGGCGTCCTCC

r o

4]

Sekil 23. Bazi Akkaraman koyunlarinda gozlenen SNP2'nin elektroferogram
goruntuleri (Ustten alta sirasiyla CT genotipi, TT genotipi, CC genotipi).
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3" ABI Chromatogram: C:h\Users\Ilke\Desktop \INHBB-son'\Baf-27-inhbb-ex2-F_003_C08.abl

[N E NN

== Selected none Sample: Baf-27-inhbb-ex2-F |File: C:'.Usars'.‘f&a'Dask:up'.I!\’I‘IBB—s»m'.Bz-.:—I'.-'-irlhbb—"'_x.E—F_CCS_CCS.;]

30 360 370 380 390 400
TCACCGAACCCATCCAGGCCCIGITICICACGCGGCGAGCGGCGTICTICAGCC T

= il
y BicEdit Sequence Alignment Editor - [C\Users\winT\Desktop\dokttez\inhbb-alignment-kirpilmig eklenmig\inhbb-alignment-kirpilmiz-eklenmig-... EIEI&J

y File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA  World Wide Web  Options  Window  Help - =] =
= 0O

H |E0urierNew ﬂ'” ﬂB B0 total sequences

Mode: | Select / Slide Selection: 253 to 269 Sequence Mask: None Start
e |oect 5l Positon: 26: Baf-30-inhbb-ex2F 314 Numbering Mask: Nane nimes

g ID I E % co| -k E @%.ﬁ 1. I EE!! :355 E%%E%¥ ';:EI—L| @1{[@ sspcgglll sl‘ow T+ fastJ
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T = T
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Sekil 24. Bazi Bafra koyunlarinda gézlenen SNP2’nin elektroferogram (Ustte) ve
hizalama (altta) goruntuleri (TUm bireylerde gbzlenen CC genotipi).
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%"" ABI Chromatogram: Ch\Users\Ilke\Desktop INHEE-son\Akk-11-inhbb-ex2-R_003_G05.abl
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Sekil 25. Bazi Akkaraman koyunlarinda gtzlenen SNP3'Un elektroferogram
(Ustte) ve hizalama (altta) gortntileri (Tim bireylerde gdzlenen CC genotipi).
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}{’ ABI Chromatogram: Ch\Users\Ilke\Desktop\INHBB-son\Baf-25-inhbb-ex2-R_003_G08.abl
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Baf-30-inhbb

f v

Sekil 26. Bazi Bafra koyunlarinda gdzlenen SNP3'Un elektroferogram (ustte) ve
hizalama (altta) géruntuleri (Tum bireylerde gbzlenen CC genotipi).
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}9 ABI Chromategram: C:\Users\Ilke\Desktop\FSHB-EX3\Akk-5-fshb-ex3-R_004_H04.abl
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}{‘ ABI Chromatogram: Ch\Users\flke!\Desktop\FSHE-EX3\Akk-2-fshb-ex3-R_001_E04.ab1
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IGAGCTIGCCTACCCTTAAAGGAC CAAAACAT CCAAGATGT CTGTGTGTAC!

Sekil 27. Bazi Akkaraman koyunlarinda gozlenen SNP4’Un elektroferogram
goruntuleri (Ustten alta sirasiyla CT genotipi, TT genotipi, CC genotipi).
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Sekil 28. Bazi Bafra koyunlarinda gdzlenen SNP4'ln elektroferogram (ustte) ve
hizalama (altta) géruntuleri (Tum bireylerde gbzlenen CC genotipi).
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3.4. istatistiki Degerlendirmeler

3.4.1. Allel Degerlendirmesi

PLINK1.9 programi (Chang ve ark., 2014) araciligi ile irklar arasi ve irk igi ayri

ayri yapilan alleler ile ilgili degerlendirmeler agagida sunulmustur.

Cizelge 8. Akkaraman ve Bafra koyunlarina ait allel degerlendirmesi (n:99). KR:
Kromozom no, SNP: SNP kodu, Al: Minér allel, A2: Major allel, NMA: Okunan
allel sayisi (Non-missing allel), GENO: Genotip orani, Ho: gbézlenen
heterozigotluk, He: Beklenen heterozigotluk, HWp: Hardy-Weinberg p degeri,
ns: nonsignificant (*P<0,01)

KR SNP Al A2 MAF NMA GENO Ho He HWp

2 SNP1 G A 0,3980 196 15/48/35 0,4898  0,4792 1ns

2 SNP2 T C 0,1263 198 5/15/79 0,1515 0,2206 0,0070*
2 SNP3 0 C 0 198 0/0/99 0 0 1ns

15 SNP4 T C 0,0858 198 1/15/83 0,1515 0,157 0,5278ns

Cizelge 9. Akkaraman koyunlarina ait allel degerlendirmesi (n:50). (KR:
Kromozom no, SNP: SNP kodu, Al: Minér allel, A2: Maj6r allel, NMA: Okunan
allel sayisi (Non-missing allel), GENO: Genotip orani, Ho: go6zlenen
heterozigotluk, He: Beklenen heterozigotluk, HWp: Hardy-Weinberg p degeri,
ns: nonsignificant.

KR SNP Al A2 MAF NMA GENO Ho He HWp

2 SNP1 G A 0,4082 98 8/24/17 0,4898 0,4831 1ns

2 SNP2 T c 0,2500 100 5/15/30 0,3000 0,3750 0,1495ns
2 SNP3 0 Cc 0 100 0/0/50 0 0 1ns

15 SNP4 T Cc 0,1700 100 1/15/34 0,3000 0,2822 Ins
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Cizelge 10. Bafra koyunlarina ait allel degerlendirmesi (n:49). (KR: Kromozom
no, SNP: SNP kodu, Al: Mindr allel, A2: Major allel, NMA: Okunan allel sayigi
(Non-missing allel), GENO: Genotip orani, Ho: gdzlenen heterozigotluk, He:
Beklenen heterozigotluk, HWp: Hardy-Weinberg p degeri, ns: nonsignificant.

KR SNP Al A2 MAF NMA GENO Ho He HWp
2 SNP1 G A 0.3878 98 7/24/18 0.4898 0.4748 Ins
2 SNP2 0 C 0 98 0/0/49 0 0 Ins
2 SNP3 0 C 0 98 0/0/49 0 0 Ins
15 SNP 0 C 0 98 0/0/49 0 0 Ins

3.4.2. Network Analizi

INHBB ve FSHB gen bdélgeleri icin DnaSP (Librado ve Rozas, 2009) araciligi ile
ayri ayri haplotip degerlendirmesi yapilmis ve haplogruplar iginde bulunan
bireyler belirlenmistir. Network analizi (Bandelt ve ark., 1999) ise sadece INHBB

Ekzon-2 gen bdlgesi igin olusturulabilmistir. Sonuglar agsagida sunulmustur.

A) B)
Abszolute Pozition
1(Hap 1 alc|a Abszsolute Position
Z|Hap 2 It c
3|Hap 3 c 1({Hap 1 C
4|Hap 4 g.c 2|Hap 2 I

Sekil 29. Akkaraman ve Bafra koyunlarina A) INHBB gen boélgesi i¢in, B) FSHB
gen bodlgesi icin elde edilen haplotipler ve buna yol agan mutasyon noktalari
(Hap 1: referans diziyi ifade etmektedir).
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Cizelge 11. Akkaraman ve Bafra koyunlarinda INHBB geni Ekzon-2 bélgesi icin
tespit edilen haplotiplere ait bireyler (Akk: Akkaraman, Baf: Bafra irkini ifade
etmektedir. Birey numaralari ¢galisma kayitlarina gére verilmistir).

INHBB Haplotip Birey
Haplotip dizisi sayisl Birey kodu
Kodu (n)
Hapl ACA 1 Referans
Akk1, Akk2, Akk12, Akk13, Akk19, Akk24,
Hap2 GTC 20 Akk31, Akk32, Akk38, Akk40, Akk41, Akk46,
Akk47, Akk48, Akk49, Akk51, Akk52, Akk53,
Akk23, Akk39
Akk3, Akk6, Akk10, Akk14, Akk16, Akk20,
Akk21, Akk26, Akk28, Akk29, Akk33, Akk34,
Hap3 ACC 35 Akk35, Akk36, Akk37, Akk42, Akk45, Baf6,

Baf8, Baf10, Bafl1, Baf23, Baf24, Baf27, Baf29,
Baf32, Baf33, Baf40, Baf41, Baf44, Baf46,
Baf47, Baf49, Baf54, Baf53

AKK5, Akk8, Akk9, Akk11, Akk15, Akk1l7,
Akk18, Akk22, Akk25, Akk27, Akk30, Akk50,
Bafl, Baf2, Baf3, Baf4, Baf5, Baf7, Baf9, Baf12,
Hap4 GCC 44 Bafl7, Baf18, Baf19, Baf20, Baf22, Baf25,
Baf26, Baf28, Baf30, Baf34, Baf35, Baf37,
Baf38, Baf39, Baf45, Baf48, Baf50, Baf51,
Baf52, Baf31, Baf42, Baf43, Baf36, Akk7
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Cizelge 12. Akkaraman ve Bafra koyunlarinda FSHB geni Ekzon-3 bdlgesi icin
tespit edilen haplotiplere ait bireyler (Akk: Akkaraman, Baf: Bafra irkini ifade

etmektedir. Birey numaralari ¢galisma kayitlarina gére verilmistir).

INHBB
Haplotip
Kodu

Haplotip
dizisi

Birey
sayisi (n)

Birey kodu

Hapl

83

Referans, Akkl, Akk2, Akk3, Akk7 Akkl1l
Akk12, Akk15, Akk16, Akk18, Akk19, Akk?20,
Akk22, Akk24, Akk25, Akk26, Akk27, Akk?29,
Akk30, Akk32, Akk33, Akk34, Akk35, Akk36,
Akk37, Akk40, Akk41, Akk46, Akk47, Akk48,
Akk49, Akk50, Akk51, Akk52, Bafl, Baf2,
Baf3, Baf4, Baf5, Baf6, Baf7, Baf8, Baf9,
Baf10, Bafl1, Baf12, Baf17, Baf18, Baf19,
Baf20, Baf22, Baf23, Baf24, Baf25, Baf26,
Baf27, Baf28, Baf29, Baf30, Baf31, Baf32,
Baf33, Baf34, Baf35, Baf36, Baf37, Baf38,
Baf39, Baf40, Baf41, Baf42, Baf43, Baf44,
Baf45, Baf46, Baf47, Baf48, Baf51, Baf52,
Baf54, Baf49, Baf53, Baf50

Hap2

17

Akk5, Akk6, Akk8, Akk9, Akk10, Akk13,
Akk14, Akk17, Akk21, Akk23, Akk28, Akk31,
Akk38, Akk39, Akk42, Akk45, Akk53
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1 Referans
O akk
B Baf

H_3

g
- -
) ]

[
[ )

Sekil 30. INHBB Ekzon-2 gen bdlgesine ait Network analiz sonuglari (Her daire
bir haplotipi gostermektedir. H: Haplotipi ifade etmektedir).
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3.4.3. Kimura Komsu Birlestirme Agaci

MEGADS programi (Tamura ve ark., 2011) araciligi ile olusturulan Kimura Komsu

Birlestirme Agaci, radiant ve klasik yonteme gore dizayn edilmistir.

Hapl
sue e ad

=l i st N

0.0002

Sekil 31. INHBB bdlgesine ait radiant Kimura Komgsu Birlestirme Agaci (Hap:
Haplotipi ifade etmektedir)
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AkkZ23inhbbex2F
AKkk39inhbbex2F
AKkkS3inhbbex2F
AkkS5Zinhbbex2F
AkkSlinhbbex2F
AkkASIiNnhbbex2F
AkkAaSinhbbex2F
AkkaZinhbbex2F
AkkaGinhbbex2F
62 | Akkalinhbbexz2F
AkkaOinhbbex2F
Akk38inhbbex2F
Akk3Zinhbbex2F
AKkKk3linhbbex2F

AkkZaAinhbbex2F
AkklOinhbbex2F
AkkilIinhbbex2F
AkklZinhbbex2F
AkkZinhbbex2F
Akklinhbbex2F

AkkZinhbbex2F
Bar3ssinhbbex2F
Bara3inhbbex2F

Bafazinhbbex2F
Baf3linhbbex2F
Bafszinhbbex2F

s

EBafazinhbbex2F
Bafioinhbbex2F
BafSdainhbbex2F

Referans ous aries

EBars3inhbbex2F

————t
©.000=

Sekil 32. INHBB bodlgesine ait klasik Kimura Komgsu Birlestirme Agaci
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3.4.4. Uyumsuzluk Analizleri
Tam bireyler igin DnaSp programi (Librado ve Rozas, 2009) kullanilarak INHBB
ve FSHB gen bdlgelerine gére ayri ayri olusturulan sabit populasyon (A) ve

bayume kugulme (B) egrileri asagida sunulmustur.

A) B)

051 o
¥ Beklenen

0447, .
e ---r- (itzlenen

% 031

024
02

01

Ikili Parklar Ikili Farklar

Sekil 33. INHBB bdlgesi igin uyumsuzluk analiz sonuglari. A) Sabit Populasyon
grafigi, B) Populasyon Bluyume-Kugulme grafigi
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A) B)

0.8+
a 14 Bellenen

‘ 064! .
06" . &~ Gdzlenen

L 044 |
044 |

0.2
0.2

{kili Farklar Ikili Farklar

Sekil 34. FSHB bdlgesi igin uyumsuzluk analiz sonuglari. A) sabit Populasyon
Grafigi, B) Populasyon Buyume-Kugulme Grafigi

3.4.5. Notralite Testleri

DnaSP programi (Librado ve Rozas, 2009) ile olusturulan ve uyumsuzluk
analizlerinin daha dogru degerlendiriimesini saglayan nétralite testi sonuglari

asagida sunulmustur.

Cizelge 13. INHBB ve FSHB bdlgesine ait nétralite testi sonuglari.

INHBB Ekzon-2 | FSHB Ekzon-3
Haplotip Sayisi 4 2

Niikleotit Farklihg: Pi 0,0012 0,0009
Haplotip Farkhihg Hd 0,6500 0,3590
Tajima test 0,7099 0,5455

Fu and Li's D* test -0,5858 0,4923
Fu and Li's F* test -0,2077 0,5922
Raggedness (rg) 0,1623 0,2661
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3.4.6. Temel Bilesenler Analizi (PCA)

En ¢ok varyasyon gosteren iki temel bilesen hedeflenerek olusturulan ve irklarin
cografik uzakliklarinin saptanmasini saglayan temel bilesenler analizi asagida

sunulmustur.

pPC2 AKK

PC1

Sekil 35. PCA grafigi (PC1: Birinci bilesen, PC2: ikinci bilesen)

3.4.7. Protein Analizleri

MEGA programi (Tamura ve ark., 2011) araciligi ile yapilan protein analizleri
sonucunda INHBB geni Ekzon-2 bélgesine denk gelen SNP3 un olusturdugu
Glutamat (Glu:E)'in Alanin (Ala:A)e doénusmesi sonucu olusan aminoasit

degisimi asagida sunulmustur.



83

##% M6: Sequence Data Explorer =t X

Data Display Search Groups Highlight Statistics Help
B 2 % 2| (%] ] (]S clll(m]s ] o | 2 «|[specm-]| & | &

W Name Goup D PGEESHRPFVYVVQERLGDSRHRIRKRGTLET
¥ 1. Referans-ovis aries
¥2. Akk-1-inhbb-ex2-F
¥13. Akk-2-inhbb-ex2-F
¥4, Akk-3-inhbb-ex2-F
¥5. Akk-5-inhbb-ex2-R
w16 Akk-6-inhbb-ex2-F
W7 . Akk-8-inhbb-ex2-F
¥I8. Akk-8-inhbb-ex2-F
w9 Akk-10-inhbb-ex2-F
10. Akk-11-inhbb-ex2-
¥111. Akk-12-inhbb-ex2-
12. Akk-13-inhbb-ex2-
13. Akk-14-inhbb-ex2-
14. Akk-15-inhbb-ex2-

4 3

PPPrrrrErPPrrPrPrPrP:

Sekil 36. INHBB geni Ekzon-3 bdlgesinde tespit edilen SNP3’lUn sebep oldugu
aminoasit degigimi.

3.4.8. Gen Bankasi Taramasi

Tespit ettigimiz SNP’ler ile kargilastirmasini yapmak amaciyla INHBB Ekzon-2
gen bolgesi ve FSHB Ekzon-3 gen bdlgesi icin tanimlanmig SNP’ler gen
bankasinda taranmistir. Koyunlarda INHBB Ekzon-2 bdlgesi igcin GenBank’a
bildirilen SNP’ler asagida sunulmustur. Koyunlarda FSHB Ekzon-3 icin ise
GenBank’a SNP olarak tanimlanmis veriye rastlanmamistir. Ancak gen

taramasinda varyasyon olarak bildirilen tek bir SNP’ye rastlanmistir.
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164592435 rs428539907 N.D intron CIT

184592528 5407158491 ND intron AIG

184592599 15422549693 ND intron CiG

184592656 5161737972 ND intron AIG

184592797 5159550366 N.D. intran AIG

184592564 5401204847 ND intron AIG

184592961 5408229747 ND intron AIG

1845593241 5416472153 N.D. intran CIT

184593356 5401186046 ND intron CiT

1845593477 5412664494 N.D. intran CIT

184593651 15159550367 N.D. intron AIG

184593626 rs423923738 N.D. intron CiT

184593695 153962680101 N.D. intron AIG

164594025 15159550368 N.D. intron AIG

184594458 rs413846364 N.D. intron CiT

164594544 15425127735 N.D. intron CiT

184594600 15409298247 N.D. & intron ciT

184594669 270 rs159550369 N.D. synonymous C  Phe[F] 3 a0
oG T PreF 3

184594705 306 rs159550370 N.D. synonymous G Val[V] 3 102
S A vaM 3

184594783 384 rs159550371 N.D. synonymous C  Val[V] 3 128
wome A vam 3 i

Sekil 37. INHBB geni Ekzon-2 bolgesi GenBank SNP kayitlari (Anonim 6,
2015).

3.4.9. SNP Kombinasyonlarinin Belirlenmesi

Her SNP igin goOzlenen varyasyonlar tespit edilmis ve bu varyasyonlarin
bireylerde tek basina ve beraber bulunma durumlari (kombinasyonlari) gizelgeye

islenerek asagida sunulmustur.

Cizelge 14. Bafra koyunlarinda g6zlenen, varyasyona sahip tek SNP'nin (SNP1)
bireylerde bulunma durumu.

Gruba dahil olan . Genotipi tasiyan

Grup Adi SNP’ler Genotipler birey anlsi {n)
GA 24
Grup 1 SNP1 GG 7
AA 18
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Cizelge 15. Akkaraman koyunlarinda gozlenen SNP kombinasyonuna gore
olusturulmus gruplar ve bu kombinasyonlari tagiyan birey sayilari.

Gruba dahil olan . Genotipi tasiyan
Grup Ad1 SNP’ler Genotipler birey anm (yn)

GA 25
Grup 1 SNP1 GG 8
AA 17
CC 31
Grup 2 SNP2 CT 14
TT 5
TT 2
Grup 3 SNP4 TC 15
CcC 33
GA, CT 13
GA, CC 12
GG, CT 1
Grup 4 SNP1, SNP2 GG, CC >
GG, TT 5
AA, CC 17
CC,TC 12
CC, CC 18
CC,TT 1
Grup 5 SNP2, SNP4 TT,TC 3
TT,CC 2
CT,CC 13
CT,CT 1
GA, TC 4
GA, CC 19
GA TT 2
GG, TC 4
Grup 6 SNP1, SNP4 GG CC 3
GG, TT 1
AA, TC 7
AA, CC 10
GA, CT, CC 13
GA,CC, TC 4
GA, CC,CC 7
GA, CC, TT 1
GG, CT, TT 1
Grup 7 SNP1, SNP2, SNP4 GG, CC, TC 1
GG, CC, CC 1
GG, TT,TC 3
GG, TT, CC 2
AA,CC,TC 7
AA, CC, CC 10




3.4.10. Varyans Analizi
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SNP kombinasyonlarina gore olusturulan gruplarda yer alan bireylerin yavru

verimleri ile iligkisi baz alinarak yapilan varyans analizleri agagidaki gizelgelerde

sunulmustur:

Cizelge 16. Bafra koyunlarinda go6zlenen SNP1 genotipleri ile yavru verimi
arasindaki iliskinin saptanmasi amaciyla uygulanan varyans analiz sonucu (n:
Birey sayisi, YV: Yavru verimi).

One Way
BAFRA
ANOVA
YV
) ) ) Std. Std. Medya | Degisim
Degisken Genotip n Aritmetik p
Hata | Sapma n Arahig
Ortalama
SNP1=GA | 24 2,13 0,14 0,68 2,00 3,00
Grup 1 SNP1=GG 7 2,00 0,00 0,00 2,00 0,00 0,888
SNP1=AA | 18 2,17 0,23 0,99 2,00 4,00




87

Cizelge 17. Akkaraman koyunlarinda goézlenen SNP’lerin tek basina yavru
verimi Uzerine etkisinin saptanmasi amaciyla uygulanan varyans analizi
sonuglari (a: One way ANOVA, b: Kruskal Wallis, n: Birey sayisi, YV: Yavru
verimi).

One Way
ANOVA/
AKKARAMAN
Kruskal
Wallis
Degis
_ . Vo lstd | 9| Med | im
Degisken Genotipler n Aritmetik Sapm p
Hata yan | Arah
Ortalamas a 5
SNP1=GA 25 1,16 0,05 0,24 1,00 | 1,00
Grup 1 SNP1=GG 8 1,17 0,09 0,25 1,00 | 0,67 0,995°
SNP1=AA 17 1,16 0,05 0,21 1,00 | 0,67
SNP2=CC 31 1,14 0,04 0,21 1,00 | 0,67
Grup 2 SNP2=CT 14 1,17 0,07 0,25 1,17 | 1,00 0,512°
SNP2=TT 5 1,27 0,12 0,28 1,33 | 0,67
SNP4=TT 2 1,00 0,00 0,00 1,00 | 0,00
Grup 3 SNP4=TC 15 1,13 0,05 0,21 1,00 | 0,67 0,388°
SNP4=CC 33 1,18 0,04 0,24 1,00 | 1,00
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Cizelge 18. Akkaraman koyunlarinda gozlenen  SNP’lerin (gl
kombinasyonlarinin yavru verimi Uzerine etkisinin belirlenmesi amaciyla
uygulanan varyans analiz sonuglari (n: Birey sayisli, YV: Yavru verimi).
AKKARAMAN Kruskal
Wallis
YV
Degisken | Genotipler n | Aritmetik std. Std. Medyan DegISIPI D
Hata | Sapma Arahgi
Ortalama
SNP1=GA,
snp2=cT | 13 1,18 0,07 0,26 1,33 1,00
SNP1=GA,
snpo=cc | 12 1,14 0,06 0,22 1,00 0,67
SNPISGG, | g 1,00 : - 1,00 0,00
SNP2=CT
Grup 4 SNPL=GG 0,671
snp2=CC | 2 1,00 0,00 0,00 1,00 0,00
SNP1=GG,
SNP2=TT | B 1,27 0,12 0,28 1,33 0,67
SNP1=AA,
snpo=cc | 17 1,16 0,05 0,21 1,00 0,67
SNP2=CC,
snpa=Te | 12 1,14 0,06 0,22 1,00 0,67
SNP2=CC,
SNpa=cce | 18 1,15 0,05 0,21 1,00 0,67
SNP2=CC,
sNPa=TT | ! 1,00 - - 1,00 0,00
SNP2=TT,
Grup5 | onpasTC | 3 1,11 0,11 0,19 1,00 0,33 0,472
SNP2=TT,
sNpa=Ce | 2 1,50 0,17 0,24 1,50 0,33
SNP2=CT,
SNpa=cc | 13 1,18 0,07 0,26 1,33 1,00
SNP2=CT,
snpa=TC | 1 1,00 - - 1,00 0,00
SNP1=GA,
snpa=TC | 4 1,33 0,14 0,27 1,33 0,67
SNP1=GA,
snpa=ce | 19 1,14 0,05 0,23 1,00 1,00
SNP1=GA,
SNPA=TT | 2 1,00 0,00 0,00 1,00 0,00
SNPI=GG, | 4, | 108 | 008 | 017 1,00 0,33
SNP4=TC
Grup 6 SNPI=GG 0,256
snpa=ce | 3 1,33 0,19 0,33 1,33 0,67
SNP1=GG,
sNPa=TT | ! 1,00 - - 1,00 0,00
SNP1=AA,
snpa=TC | 7 1,05 0,05 0,13 1,00 0,33
SNP1=AA,
snpa=cc | 10 1,23 0,07 0,22 1,33 0,67
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Cizelge 19. Akkaraman  koyunlarina  gozlenen  SNP’lerin gl
kombinasyonlarinin yavru verimi Uzerine etkisinin belirlenmesi amaciyla
uygulanan varyans analiz sonuglari (n: Birey sayisli, YV: Yavru verimi).

Kruskal

AKKARAMAN Wallis

YV
.. . . . Std. Std. Degisim
Degisken | Genotipler | n | Aritmetik Medyan Arahig

Ortalama Hata | Sapma

SNP1=GA,
SNP2=CT, | 13 1,18 0,07 0,26 1,33 1,00
SNP4=CC
SNP1=GA,
SNP2=CC, 4 1,33 0,14 0,27 1,33 0,67
SNP4=TC
SNP1=GA,
SNP2=CC, 7 1,05 0,05 0,13 1,00 0,33
SNP4=CC
SNP1=GA,
SNP2=CC, 1 1,00 - - 1,00 0,00
SNP4=TT
SNP1=GG,
SNP2=CT, 1 1,00 - - 1,00 0,00
SNP4=TT
SNP1=GG,
Grup 7 SNP2=CC, 1 1,00 - - 1,00 0,00 0,182
SNP4=TC
SNP1=GG,
SNP2=CC, 1 1,00 - - 1,00 0,00
SNP4=CC
SNP1=GG,
SNP2=TT, 3 1,11 0,11 0,19 1,00 0,33
SNP4=TC
SNP1=GG,
SNP2=TT, 2 1,50 0,17 0,24 1,50 0,33
SNP4=CC
SNP1=AA,
SNP2=CC, 7 1,05 0,05 0,13 1,00 0,33
SNP4=TC
SNP1=AA,
SNP2=CC, | 10 1,23 0,07 0,22 1,33 0,67
SNP4=CC




3.4.11. Lojistik Regresyon Analizi

Olusturulan SNP kombinasyon gruplarinin yavru verimleri
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ile

iliskisinin

saptanmasi amaciyla yapilan Lojistik Regresyon analizi sonuglari asagidaki

gizelgelerde sunulmustur.

Cizelge 20. Akkaraman ve Bafra koyunlari

icin olusturulmus tek SNP

varyasyonlari ile yavru verimi arasindaki lojistik regresyon analiz sonuglari.

%095 gliven
deger | deger
SNP1=GA 0,720
Baf SNP1=AA -0,788 0,972 0,417 0,455 | 0,068 | 3,057
(Grupl) [ SNP1=GG 18,805 15,515 0,999 14,299 | 0,000
Regresyon sabiti 2,398 0,739 0,001 11,000
SNP1=GA 0,564
Akk SNP1=AA -0,916 0,888 0,302 0,400 | 0,070 | 2,281
(Grupl) [ SNP1=GG 0,000 0,943 1,000 1,000 | 0,158 | 6,346
Regresyon sabiti -1,099 0,471 0,020 0,333
SNP2 =CT 0,475
Akk SNP2=CC -0,799 1,125 0,478 0,450 | 0,050 | 4,085
(Grup2) SNP2=TT -1,243 1,035 0,230 0,288 | 0,038 | 2,194
Regresyon sabitil  -0,405 0,913 0,657 0,667
SNP4 =CT 0,827
Akk SNP4=CC 20,191 28,726 0,999 0,896 | 0,000
(Grup3) SNP4=TT 19,737 28,726 0,999 0,607 | 0,000
Regresyon sabiti]  -21,203 28,726 0,999 0,000
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Cizelge 21. Akkaraman koyunlari igin olusturulmus ikili SNP kombinasyonlari ile
yavru verimi arasindaki lojistik regresyon analiz sonuglari.

%95 giiven arah@

<. . Regresyon | Standart | . . .| Odds
Degisken | Genotipler Katsayist hata p-degeri oram AJt Ust deger
deger
SNP1=GA.,
SNP2=CT 0853
SNP1=GA.
NP 0,916 1,006 | 0362 | 25500 | 0,348 | 17,941
SNP1=GG,
NPaC 0,916 1,006 | 0362 | 2500 | 0,348 | 17,941
Akk | SNPI=GG.
Gropd) | SNPo=CC -10,188 40970 | 1,000 | 0,000 | 0,000
SNP1=GG,
NPoT -19,188 28,722 | 0999 | 0,000 | 0,000
SNPL=AA,
NPICe 1,609 1183 | 0174 | 5,000 | 0,492 | 50,831
Regresyon 2,015 0753 | 0007 | 0133
Sabiti
SNP2=CC.
SNP4=TC 0700
Akk | sNpz=cc,
0,105 0937 | 0910 | 1111 | 0177 | 6,970
(Grupb) SNP4=CC
SNP2=TT,
SNPAZTC -0,875 0998 | 0380 | 0417 | 0059 | 2,946
SNP2=CT,
SNPA=CC) 0,511 1390 | 0713 | 1.667 | 0,109 | 25433
Regresyon -1.204 0658 | 0067 | 0300
Sabiti
SNP1=GA.,
SNP4=TC 0,722
SNP1=GA.
NPAe 2197 1453 | 0130 | 9,000 | 0,522 | 155,242
SNP1=GG,
NPATC 0,875 1195 | 0464 | 2,400 | 0231 | 24,964
Akk | sNPI=GG.
Grope) | SNPa=ee 1,099 1563 | 0482 | 3,000 | 0,140 | 64,262
SNP1=GG,
NPATTT 1,504 1616 | 0352 | 45500 | 0.190 | 106,823
SNP1=AA,
NP 0,405 1509 | 0788 | 1,500 | 0,078 | 28,890
Regresyon 2,197 1054 | 0037 | 0111

Sabiti
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Cizelge 22. Akkaraman koyunlari igin olusturulmus Ug¢li SNP kombinasyonlari
ile yavru verimi arasindaki Lojistik Regresyon analiz sonuglari.

Degisken

Genotipler

Regresyon

katsayisi

Standart

hata

p-degeri

Odds

orani

%95 giiven arahig

Alt deger

Ust deger

SNP1=GA,
SNP2=CT,
SNP4=CC

0,954

SNP1=GA,
SNP2=CC,
SNP4=TC

1,099

1,258

0,383

3,000

0,255

35,334

SNP1=GA,
SNP2=CC,
SNP4=CC

1,386

1,620

0,392

4,000

0,167

95,756

Akk
(Grup7)

SNP1=GG,
SNP2=TT,
SNP4=TC

19,123

17,843

0,999

0,000

0,000

SNP1=AA,
SNP2=CC,
SNP4=TC

1,386

1,620

0,392

4,000

0,167

95,756

SNP1=AA,
SNP2=CC,
SNP4=CC

-19,123

20,485

0,999

0,000

0,000

Regresyon
Sabiti

-2,079

1,061

0,050

0,125
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4. TARTISMA

Bu arastirma, Akkaraman ve Bafra koyunlarindaki INHBB geni Ekzon-2 ve
FSHB geni Ekzon-3 bodlgelerinin dizi analizi kullanilarak olasi polimorfizmlerinin

incelenmesi ve bunlarin yavru verimi ile iliskilendirilmesi amaciyla yuratalmustur.

Calismada 50 bas Akkaraman ve 50 Bas Bafra koyununun kanlari kullanilarak
yapilan DNA izolasyonlari fenol:kloroform ydntemi araciliiyla basariimigtir.
Ardindan gergeklestirilen PZR asamasinda iki bolgenin de tium bireylerde tam
olarak yukseltgendigi agaroz jel ile belirlenmistir. Ancak dizi analizi agsamasinda
bir 6rnek (Baf 21) hem INHBB hem de FSHB bdlgelerinde sonug¢ vermemigtir.
Bu durumun o6rnek igindeki herhangi bir inhibitor faktdérden kaynaklandigi
dusundlmustur. Bu sebeple dizi analiz sonuglarina gore 50 bas Akkaraman 49
bas Bafra bireyine ait sonuglar degerlendirmeye alinmistir.

Elde edilen dizi analiz verileri Bioedit programi ile hizalanmasi sonucunda
kullanilan referans dizilere gére toplam dort tip polimorfizm gdzlenmistir. Bu
polimorfizmlerin hepsi SNP olarak kargsimiza ¢ikmistir. Buna gére SNP1, INHBB
geni intron bélgesinde; SNP2 ve SNP3 INHBB geni Ekzon-2 bélgesinde; SNP4
ise FSHB geni intron bolgesinde gézlenmistir.

SNP1, INHBB geni icerisinde referans diziye gére Adenin’in Guanin’e degisimi
sonucunda ortaya c¢ikmig bir polimorfizmdir. Her iki irkta da AA, GG ve GA
olmak Uzere U¢ genotipi tespit edilmistir. SNP2, INHBB geni icerisinde referans
diziye gore Sitozin’in Timin'’e degisimi sonucu olusmus bir polimorfizmdir.
Akkaraman irkinda CC, CT, TT olmak Uzere ug¢ genotipi tespit edilmistir. Bafra
irkinda ise CC tek genotip olarak gézlenmis ve referans dizi ile uyum gdsterdigi

belirlenmistir. SNP3, INHBB geninde referans dizye gore Adenin nukleotitinden
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Sitozin nukleotitine degisimi (g.1611A>C) sonucu olusmus bir transversiyon
polimorfizmidir ve her iki irkta da CC genotipi olarak gozlenmistir. SNP4 ise
FSHB gen bdlgesinde referans diziye gore Sitozin’in Timin’e degisimi sonucu
olusmus bir polimorfizmdir ve Akkaraman koyunlarinda CC, CT ile TT olmak
Uzere uU¢ genotipi tespit edilirken Bafra koyunlarinda sadece CC genotipi

gozlenmisgtir.

4.1. Allel Degerlendirmesi

Tam bu SNP verilerinin toplam genotip orani, minér allelleri, minér allel
frekanslari, major allelleri, beklenen-gézlenen heterozigotluklari ve HW p-degeri
degerlendirilmigtir. Buna gore SNP1 icin MAF degderi dikkate alindiginda iki irkta
da G alleli minér allel olarak tespit edilmis ve irklara arasi MAF degeri 0,3980
olarak tespit edilmigtir. Akkaraman ve Bafra irklarina ait drnekler ayri ayri
degerlendirildiginde ise Bafra irkinin MAF degeri (0,3878) ve Akkaraman irkinin
MAF degeri (0,4082) birbirine yakin bulunmustur. SNP1 hem irk i¢ci hem de irklar
arasi yaygin SNP olarak degerlendiriimigtir (MAF>0,05). Irklar arasinda ve her
iki irk icinde de gOzlenen heterozigotluk, beklenen heterozigotluktan fazla
bulunmustur. Buna gore incelenen populasyonun hem irklar arasi hem de irk igi

HW dengesinde oldugu gézlenmistir (p>0,05).

SNP2 icin MAF degerleri dikkate alinmig ve irklar arasi ve irk igi polimorfik
degerlendirmeleri yapilmigtir. Buna goére irklar arast MAF degeri T alleli igin
0,1263 olarak bulunmustur. Irk i¢ci degerlendirmede ise yine T allelinin MAF
degeri Akkaraman koyunlarinda 0,25 olarak bulunurken Bafrada koyunlarinda
MAF degeri sifir olarak tespit edilmistir. SNP2 Akkaraman irki i¢in yaygin SNP
olarak degerlendirilirken (MAF>0,05) Bafra irkinda bu bélge monomorfik olarak
g6zlenmistir. Irklar arasi degerlendirmede gdzlenen heterozigotluk beklenenden

dusuk bulunmus ve HW dengesinden sapma tespit edilmistir (p<0,01). Ancak irk
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ici degerlendirmede Akkaraman ve Bafra irklarinin SNP2 agisindan ayri ayri HW
dengesinde oldugu gozlenmistir. Irklar arasinda tespit edilen bu dengesizligin

Bafra irkinin monomorfik olmasindan kaynaklandidi kanaatine variimigtir.

SNP3 MAF degerleri hem irklar arasi hem de irk i¢i degerlendirmede sifir olarak
tespit edilmigtir. Bu durum SNP3'Un her iki irkta da monomorfik olmasidan
kaynaklanmigtir.

SNP4 icin tim bireyler degerlendirildiginde MAF degeri T allelinde 0.0858
olarak, sadece Akkaraman irki degerlendirildiginde 0,17 olarak, Bafra irki
degerlendirildiginde ise 0 olarak tespit edilmistir. Bafra irki bu bdlge agisindan
referans diziden farkli bulunmazken Akkaraman irkinda yaygin bir SNP olarak
degerlendirilmistir (MAF>0,05).

Bu arastirmada tespit edilen tim SNP’lerin gen bankasina bildirilmis verilerle
uyumlu olup olmadigi kontrol edilmigtir. Buna gore SNP1 2. kromozomun
184594600. pozisyonunda bulunan SNP (GenBank SNP erisim numarasi:
rs409298247) ile uyumlu bulunmustur. Gen bankasinda INHBB Ekzon-2
bdlgesinde oldugu bildirilen G¢g SNP tanimlanmigstir. Bunlar 2. kromozomun tim
genom sekansina (GenBank SNP erisim numarasi: NC019459.1) gore,
184594669. pozisyonunda (GenBank SNP erisim numarasi: rs159550369),
184594705. pozisyonunda (GenBank SNP erisim numarasi: rs159550370) ve
184594783. pozisyonunda (GenBank SNP erisim numarasi: rs159550371)
oldugu gorulmastir. SNP2 ise 184594909. pozisyonunda yer alirken SNP3

184595024. pozisyonda tespit edilmigtir. Gen bankasi SNP verilerine gore SNP2
ve SNP3'Un ilk defa tespit edilen tek nukleotit polimorfizmi olmasi dikkat gekici
bulunmustur. FSHB geninin kodlanmayan bdlgesinde tespit edilen SNP4 ise 15.
kromozomun 59190087. pozisyonuna denk gelmektedir. Protein sentezine

katilmayan bu varyasyonun gen bankasina bildirilmis bir varyasyon ile uyumlu


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=159550369
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=159550370
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=159550371
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oldugu belirlenmistir (GenBank erisim numarasi:AY853254.1 olan bdlgenin
261.pozisyonu).

4.2. Protein Analizi

MEGA programi araciligi ile yapilan protein analizleri sonucunda INHBB geni
intron boélgesine denk gelen SNP1 kodlanmayan gen bdlgesine rastladigindan
protein sentezine herhangi bir etkisi bulunmamaktadir. INHBB geni Ekzon-2
bdlgesinde bulunan SNP2’nin herhangi bir aminoasit degisimine sebep olmadigi
tespit edilmistir. Yine INHBB geni Ekzon-2 bélgesine denk gelen SNP3’lUn ise
Glutamat'tan (Glu: E) Alanin’e (Ala: A) aminoasit degisimi olusturmustur. FSHB
geni intron boélgesine denk gelen SNP4’Un ise protein sentezine herhangi bir

etkisi bulunmamaktadir.

Zhang ve arkadaglarinin (2011) keciler Uzerinde yaptig1 bir galigsmada FSHB
Ekzon-3 bolgesinde Glutamin’den (GIn) Arjinin’e (Arg) bir degisim saptanmistir.
Uzerinde calistiklari dért keci irkinda AA, AB, BB olarak isimlendirdikleri iic
genotipe rastlamiglardir ve bu polimorfizmin yavru verimi Uzerinde 6énemli bir
etkisi oldugunu bildirmiglerdir. Ancak yaptigimiz bu c¢alismada ayni nukleotit
pozisyonunda herhangi bir polimorfizm tespit edilememistir.

4.3. Haplotip Degerlendirmesi

DnaSP (Librado ve Rozas, 2009) ve Network analizi (Bandelt ve ark., 1999)
sonucunda INHBB bdlgesi igin dort farkli haplotip tespit edilmistir. Bu haplotipler
referans dizi (Haplotipl) baz alindiginda Haplotip2; g.1186A>G, ¢.1495C>T,
g.2691A>C, Haplotip3; g.2691A>C, Haplotip4; g.1186A>G, g.2691A>C, olarak
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belirlenmistir. Akkaramanlarin %401 Haplotip2 iginde yer alirken %34’U
Haplotip3, %26’s1 Haplotip4 icinde yer almigtir., Bafra irki igin ise %37’si
Haplotip3, %63’0 Haplotip4’de yer almistir. Haplotip4 Bafra irkinda en fazla
g6zlenen haplotip olmustur. Haplotip2 ise Akkaraman irkinda en fazla gézlenen
haplotip olarak tespit edilirken Bafra irkinda hi¢ gbzlenmemis olmasi dikkat

cekici bulunmustur.

DnaSP (Librado ve Rozas, 2009) programi ile analiz edilen FSHB bdlgesinde iki
farklh haplotip belirlenmigtir. Referans dizi (Haplotipl) baz alindiginda Haplotip2:
g.2691C>T olarak tespit edilmistir. Haplotip1 Akkaraman irkinin %66’sinda
gOzlenirken Bafra irkinin tamaminda bu haplotip gézlenmigtir. Haplotip2 sadece
Akkaraman irkinda gozlenen haplotip olarak belirlenmistir. Bu durum Bafra’larin
bu boélge acisindan monomorfik olmasindan kaynaklanmistir. Network analizi
(Bandelt ve ark., 1999) ucten az haplotip varliginda degerlendirme
yapamadigindan FSHB agisindan network analizi gergeklestiriliememistir.

4.4. Uyumsuzluk ve Notralite Testleri

INHBB bdlgesinin  uyumsuzluk analizleri dedgerlendirildiginde Populasyon
Blyume Kugulme egrisinin unimodel olmasi bu bdlge igin populasyon
blyumesini ifade etmektedir. Populasyon ge¢misindeki seleksiyon etkisini test
etmek amaciyla uygulanan nétralite testlerine gére Fu'nun F ve D istatistiklerinin
negatif deger almasi ender gozlenen mutasyon varligini gosterirken Tajima D
degerinin pozitif olmasi bireyler arasinda paylasilan mutasyonlarin az sayida
oldugunu ve populasyonda dengeli bir segilim oldugunu ifade etmektedir. Orta
frekansta genetik varyantlarda dengeli secilim saglanmissa, Tajima’s D degeri
pozitiftir, ancak ¢iftlik hayvanlari gibi insan eliyle seleksiyona tabi tutulan

populasyonlarin notralite testleri icin gerekli olan sabit populasyon buyukligu ve
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rastgele ciftlesme beklentilerini kargilamadiklari, bu nedenle pozitif Tajima’'s D
degerinin irklarin gergcek dengeli segiliminden ziyade bu populasyonlarin
demografik gegcmisinden dolayr meydana gelmis olabilecegi de dusunulmelidir.
Bu sebepledir ki dogru yorumlarin yapilabilmesi i¢in populasyonlarin demografik
gecmiglerinin arastirlmasi ve buna yonelik galismalarin yapilmasi yerinde
olacaktir. Bununla birlikte elde edilen notralite test sonuglarinin darbogaz
etkisinin ve dengeli secilim olgularinin s6z konusu olup olmadigini incelemek
icin incelenen lokusa yakin olan baglantili lokuslarin ve bdélgenin daha ayrintili

incelemesinin yapilmasi gerekmektedir.

FSHB bolgesinin  uyumsuzluk analizleri degerlendirildiinde hem Sabit
Populasyon egrisinde hem de Populasyon Buyume Kugulme egrisi gozlenen ve
beklenen degerlerin uyum gdsterdigi belirlenmis bu ylzden populasyon
hakkinda sonuca varabilmek icin noétralite testleri degerlendirilmigtir. Notralite
test degerleri (Tajima’s D, Fu and Li's D ve F) pozitiftir. Tajima D degerinin
pozitif olmasi, bireyler arasinda az sayida varyasyonun olmasindan ve bu
varyasyonlarin yuksek frekansta bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Bu durum,
populasyon blyumesinde bir azalma ya da dengeli seleksiyon sonucunda
sekillenmig olabilir. Raggedless istatistik degeri de, populasyon daralmasini
dogrular niteliktedir (rg>0,03).

Ancak hem INHBB hem de FSHB bodlgeleri igin Tajima’s D degeri ile
populasyonda sekillenen seleksiyon ve demografik gegmisi birbirinden kesin
olarak ayirt etmek mumkun degildir. Bu yizden daha dogru yorum yapilabilmesi
icin populasyonlarin demografik ge¢gmiglerinin arastiriimasi gerektigi sonucuna
varilmistir. Bununla birlikte incelenen lokusa yakin olan baglantili lokuslarin ve

bdlgenin daha genis ayrintili incelemesinin yapilmasi gerekmektir.
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4.5. Temel Bilegenler Analizi (PCA)

iki temel bilesen (PC1, PC2) kullanilarak olusturulmus PCA grafigine gére iki
irkin ilgili gen bélgeleri agisindan cografik olarak ne kadar birbirinden uzakta yer
aldigi kontrol edilmistir. Buna gére Akkaraman irki yaygin dagilim gdsterirken
Bafra irkindaki tum bireylerin dort noktada kumelendigi gozlenmigtir. Bu
kimelenmenin sadece bir temel bilesenin Bafra irkinda varyasyon
gOstermesinden diger bilesenin varyasyon gdstermemesinden kaynaklandigi
kanaatine variimistir. Ayrica Akkaraman irkinin, Bafra irkinin bulundugu bolgeye
yakin yerlerde de yer almasi ilgili SNP’ler acisindan irklarin birbirinden uzakta

yer almadigl sonucunu dogurmustur.

4.6. Varyans Analizi ve Lojistik Regresyon

Irklar arasinda yapilan degerlendirmede calismada tespit edilen varyasyonlara
gOre sadece Bafra irkina 6zgu herhangi bir SNP, SNP kombinasyonu ya da
haplotipe rastlanmamistir. Bu yuzden Bafra irkinin 6zelligi olan yuksek yavru

verimi ile herhangi bir SNP arasinda iligki kurulamamistir.

Irk icinde degerlendirme yoluna gidilmis ve gbzlenen varyasyonlarin irk iginde
yavru verimi Uzerinde nasil bir etkiye sebep oldugu varyans analizi ile
arastinimistir. Gruplar varyasyon gosteren ¢ adet SNP (SNP1, SNP2 ve SNP4)
baz alinarak olugturulmugtur. SNP3 varyasyon gostermediginden gruplara dahil
edilmemigtir. Buna gore Bafra irkinda SNP1 varyasyon gosteren tek SNP
oldugundan Bafralar sadece Grup1’e dahil olmus, diger gruplar icinde
deg@erlendiriimesi yapilamamigtir. Yavru verimlerinin aritmetik ortalamalari,

standart hata, standart sapma, medyan ve degisim aralidi hesaplanarak varyans
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analizi ile tim gruplarin ayri ayri iligkilendirilmesi yapilmistir. Ayrica olugturulan
bu gruplara Lojistik Regresyon analizi uygulanmig ve bu yontem ile belirlenen bir
referans kombinasyona goére diger kombinasyonlarin yavru verimi agisindan

kargilastirmasi yapiimigtir.

iki irkta da gdzlenen SNP1’in varyasyonlarina gére olusturulan Grup1’e dahil
olan bireyler parametrik varyans analizi yontemi olan One-way ANOVA testine
tabi tutulmustur. Buna gére hem Akkaraman, hem de Bafra irki igin Grup1’in
yavru verimi ile iligkisi istatistiksel olarak dnemsiz bulunmustur (p>0.05). Lojistik
Regresyon analizinde hem Akkaramanlar hem de Bafralar icin GA genotipi
referans olarak alinmis ve bu referansa gore diger genotiplerle arasinda fark

bulunsa dahi bu fark istatistiki olarak 6nem arz etmemistir (p>0,05).

Akkaraman irkinda gézlenen SNP2 varyasyonlarina gére olusturulan Grup2’nin
yavru verimiyle iligkisini analiz etmek icin One-way ANOVA analizi uygulanmisg
ve elde edilen sonuca gore Grup2’nin yavru verimi ile iligkisi istatistiksel olarak
onemsiz bulunmustur (p>0,05). Lojistik regresyon analizinde ise CT genotipi
referans olarak alinmis ve diger genotiplerin bu referansa goére farki olsa da

istatistiksel olarak énemli bulunmamistir (p>0,05).

SNP4 varyasyonlarina gore olusturulan ve sadece Akkaraman irkinda gézlenen
Grup 3 icin varyans analizi, birey sayisi Ugten az alt gruplar oldugu igin non-
parametrik yontem olan Kruskal Wallis ile yapilmigtir. Grup3’an yavru verimi ile
iligkisi istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). Lojistik Regresyon
analizinde ise CT genotipi referans olarak alinmis ve diger genotiplerin bu

referansa gore farki istatistiksel olarak énemli bulunmamistir (p>0,05).
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SNP’lerin  beraber bulunma durumuna gore ikili kombinasyonlari
olusturulmustur. Olusturulan tim ikili kombinasyonlar sadece Akkaraman irkinda
cesitlilik gostermis oldugundan Bafra irki ikili kombinasyonlar agisindan analiz
edilememistir. Grup4 olarak isimlendirilen grup SNP1 ve SNP2’nin beraber
bulunma durumuna goére olusturulmus ve SNP4 diglanmistir. Non parametrik
Kruskal Wallis ile yapilan varyans analiz sonucu ve Grup4’Un yavru verimi ile
iligkisi istatistiki agcidan 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). SNP1 in dislandigi,
SNP2 ve SNP4’lUn beraber bulunma durumu Grup5 olarak isimlendirilmistir ve
bu grubun varyans analizi non-parametrik olarak Kruskal Wallis araciligi ile
yapilmigtir.  GrupS’in yavru verimi ile iligkilisi istatistiki acidan ©6nemsiz
bulunmustur (p>0,05). ikili kombinasyonlarin sonuncusu olan Grup6, SNP1 ve
SNP4’Gn bir arada bulunma ihtimali gbéz 6nlne alinarak ve SNP2 dislanarak
olusturulmustur. Kruskal Wallis aracihgi ile yapilan nonparametrik varyans
analizi sonucunda Grup6’'nin yavru verimi ile iligkisi istatistiki agidan onemsiz
bulunmustur (p>0,05). Lojistik Regresyon analizinde ise Grup4 icin GA/CT,
Grup5 igin CC/TT, Grup6 icin GA/TC referans olarak belirlenmis ve diger
kombinasyonlar bu referanslara gore Kkarsilastirildiginda yavru verimi ile
kombinasyonlar arasinda tespit edilen fark istatistiki agidan 6nem arz etmemigtir
(p>0,05).

Son olarak, varyasyon gosteren U¢ SNP’nin de beraber bulunma durumlari
incelenmigtir. Yine sadece Akkaraman irkinda go6zlenen bu Uc¢li SNP
kombinasyonu Grup7 olarak isimlendirilmigtir. Nonparametrik Kruskal Wallis
varyans analizine tabi tutulan bu grubun analiz sonucunda Grup7’nin yavru
verimi ile iligkisi, istatistiki agidan 6nemsiz bulunmustur (p>0,05). Lojistik
Regresyon analizi ile GA/CT/CC kombinasyonu referans olarak alinmis ve bu
referans ile diger kombinasyonlar arasinda fark bulunsa bile istatistiki agidan

onemsiz bulunmustur (p>0,05).
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5. SONUG ve ONERILER

Tum dinyada dol verimini etkileyen genler yillardir arastirmacilarin dikkatini
cekmektedir. Ancak dol verim o6zelliklerinin kantitatif nitelikte olmasi, majér
olarak nitelendirilebilecek bir genin ortaya konmasini zorlagtirmaktadir. Yavru
verimi yuksek bazi koyun irklarinda tespit edilen major genlerin, yavru verimi
yuksek bagka koyun irklarinda gézlenmemesi bu genlerin sadece irk duzeyinde
etkili oldugunu gostermektedir. Bu genlerden Fec B allelinin varligi yavru verimi
yiuksek Sakiz koyunlarinda arastiriimig ancak rastanamamigstir (Polat, 2006).
Major genlerden baska, aday gen olarak nitelendirilen ve yavru verimi ile iligkisi,
yapilacak galismalar ile desteklenmeyi bekleyen genler bulunmaktadir. Yapilan
bu arastirma ile aday gen olarak bildirilen INHBB geninin Ekzon-2 bdlgesi ve
FSHB geninin Ekzon-3 bélgesindeki polimofizmler incelenmis ve bunlarin yavru

verimi ile iliskisi ortaya konmaya ¢alisiimistir.

Irklar arasi degerlendirme s6z konusu oldugunda ve yavru verimi dusuk
Akkaramanlar kontrol grubu olarak alindiginda, INHBB geni Ekzon-2 bélgesinde
ve FSHB geni Ekzon-3 bolgesinde sadece Bafra irkina 6zgu herhangi bir
polimorfizme rastlanmamigtir. Dolayisiyla Bafra irkinda bir irk ozelligi olan
yuksek vyavru verimi, incelenen gen bdlgelerindeki hicbir polimorfizmle
iliskilendirilememistir. Bu sebeple Bafra irkinda yavru verimi ile iligkili irka 6zgu
gen bolgeleri Uzerine yapilacak cgaligmalarin diger aday bolgeler ve olasi

varyasyonlar tUzerinde kaydirilmasi kanaatine variimigtir.

Irk icinde gozlenen bireysel yavru verim farklari ile tespit edilen polimorfizmler

arasinda herhangi bir iliskinin olup olmadiginin arastiriimasi ise varyans analizi
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ve lojistikregresyon analizi ile gergeklegtiriimistir. Varyans analizinde yavru
verimlerinin aritmetik ortalamasi ile iligkilendirme yapilmis, lojistik regresyon
analizinde ise Bafralar tek dogum yapanlar, ikiz dogum yapanlar ve ikiden fazla
¢coklu dogum yapanlar olarak ve Akkaramanlar ise tek dogum yapanlar ve ikiz
dogum yapanlar olarak kendi icinde degerlendirilmigtir. Her iki analizde de s6z
konusu SNP’lerin irk iginde gozlenen ylksek yavru verimi ile iliskisinin
aciklanabilmesi icin ise daha buyuk populasyonlarda caligiimasi gerektigi

kanaatine variimigtir.

INHBB geni igin tespit edilen haplotip gruplardan Haplotip 2’nin yalnizca
Akkaraman irkinda gozlenmis olmasi bu haplotipin irka 6zgl olabilecegini

disundirmus ve takip edilmeye deder bulunmustur.

SNP1’in her iki irkta da yaygin polimorfizm gostermesinin diger iliskilendirme
calismalarinda dikkate alinabilecek bir SNP olabilecegi kanaatine variimistir.
SNP2 ve SNP4’Un Akkaraman irki icinde yaygin polimorfizm gdsterdigi bu
yuzden Akkaraman irki iginde yapilacak iliskilendirme calismalarinda dikkate

alinabilecek bir SNP oldugu kanaatine varilmistir.
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OZET

Bazi yerli koyun irklarinda INHBB geni ekzon-2 bolgesinin ve FSHB geni

ekzon-3 boélgesinin yavru verimine etkisi.

Bu calisma, Turkiye yerli koyun irklarindan Akkaraman ve Bafra irklarinda
INHBB geni Ekzon-2 ve FSHB geni Ekzon-3 bdélgelerinin polimorfizmlerinin
incelenmesi ve bunlarin yavru verimi ile iligkisinin arastirlmasi amaciyla
yapilmigtir. Bu amagla 50 bas Akkaraman ve 50 bas Bafra koyunundan kan
alinmis ve bu kanlardan fenol:kloroform yontemi araciligi ile DNA ekstraksiyonu
yapilmistir. Her iki gen bodlgesine PZR asamasinin ardindan dizi analizi
uygulanmig ve saptanan polimorfizmler bazi biyoinformatik analizlere tabi
tutulmustur. Buna goére INHBB geni Ekzon-2 bdlgesi i¢in dort farkh haplotip
belirlenmis, bunlardan Haplotip 2 sadece Akkaraman irkinda gozlenmigtir. FSHB
geni Ekzon-3 bdlgesi icin iki haplotip belirlenmis ve bunlardan Haplotip 2 sadece
Akkaraman irkinda goézlenmistir. Irklar arasi degerlendirmede Bafra irkina 6zgu

herhangi bir haplotip ya da SNP tespit edilememisgtir.

INHBB Ekzon-2 bolgesi icinde tespit edilen ve referans dizinin 1611.
pozisyonunda rastlanan SNP3 (g.1611A>C) Glutamat'tan (Glu:E) Alanin’e

(Ala:A) aminoasit degisimi yaratmistir.

Irk ici degerlendirmede tum SNP’ler varyasyon ve lojistik regresyon analizine
tabi tutulmus buna gobre Dbireylerin tasidiklari SNP ya da SNP
kombinasyonlarinin yavru verimi ile arasindaki iligkileri istatistiki olarak dnemsiz

bulunmustur.

Anahtar Sozcukler: Akkaraman, Bafra, FSHB, gen, INHBB, koyun, yavru verimi
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SUMMARY

The effects of exon-2 region of INHBB gene and exon-3 region of
FSHB gene on litter size in some local sheep breeds

The objectives of this study were to determine the polymorphisms in Exon-2 of
INHBB gene and Exon-3 of FSHB gene and to determine the relationship
among these polymorphisms and litter size in Bafra and Akkaraman which are
native sheep breeds in Turkey. For this aim 50 Bafra and 50 Akkaraman ewes
were used to take blood samples and DNA extracted with phenol: chloroform
process from the blood samples. After PCR process, DNA sequencing was
applied to these two gene regions and some bioinformatics analysis were
applied the polymorphisms determined by sequencing. After analyses, four
haplotype were determined for Exon-2 of INHBB and Haplotype 2 was observed
only in Akkaraman sheep breed. Two haplotypes were determined for Exon-3 of
FSHB and Haplotype 2 was only in Akkaraman sheep breed. When breeds
evaluated together Bafra sheep had no haplotype and SNP which were not
shared with Akkaraman sheep.

SNP3 which has determined in Exon-2 region of INHBB gene is at 1611.
position in reference gene and makes an aminoacid difference from Glutamate
(E) to Alanin (A).

In each breed, all SNPs were evaluated with Variation and Logistic Regression
Analysis. In conclusion, the effects of SNP or SNP combinations on litter size of
ewes were not statisticaly significant, so there was no relationship among genes

investigated and litter size.

Keywords: Akkaraman, Bafra, FSHB, gene, INHBB, litter size, sheep
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