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OZET

Bazi koyun irklarinda tespit edilen major gen allelleri ovulasyon oranini ve bir batinda dogan yavru
sayisini artirmaktadir. Koyunlarda ovulasyon oranini etkileyen bu majér gen allelleri bir mutasyon sonucu
olusmustur. Ovulasyon oranini artirdigi bilinen baslica mutasyonlar Bone Morphogenetic Protein Receptor-
IB/BMPR-IB (FecB), Bone Morphogenetic Protein-15/BMP-15 (FecX®, FecX®, FecX", FecX", FecX®, FecX")
ve Growth Differentiation Factor-9/GDF-9 genleri Uzerindedir. Bu calismada Turkiye’de yetistirilen Kangal ve
Giiney Karaman koyunlarinda FecB, FecX® ve FecX" alellerinin varligi arastiriimistir. Bu allelleri tespit etmek
amaclyla Kangal (42 6érnek) ve Glney Karaman (29 6rnek) koyunlarinda toplam 71 érnek PZR-RFLP metodu
kullanilarak analiz edilmistir. Sonug olarak, incelenen 71 6rnekte FecB, FecX® ve FecX' allelleri tespit
edilememistir. Sonug olarak incelenen 71 érnekte FecB, FecX® ve FecX" allelleri tespit edilememistir.

Anahtar Kelimeler: BMPR-IB, BMP 15, ¢oklu dogum, koyun

SUMMARY

Major genes increase ovulation rate and litter size in some sheep breeds. Alleles of these major genes
affecting ovulation rate in sheep are the result of a mutations. Primary mutations that increase ovulation rate in
sheep were located on Bone Morphogenetic Protein Receptor IB/BMPR-1B (FecB), Bone Morphogenetic Protein
15/BMP-15 (FecX®, FecX®, FecX™, FecX", FecX®, FecX') and Growth Differentiation Factor 9/GDF-9 genes. In
this study, the presence of FecB, FecX® and FecX™ allele were investigated in Kangal and Giiney Karaman
sheeps reared in Turkey. In order to determine these allele in Kangal (n=42) and Giiney Karaman (n=29) sheeps,
a totall 71 samples were analyzed by using PCR-RFLP method. As a result of examined in totally 71 samples
FecB, FecX™ and FecX® allele were not determined.
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GiRiS

Koyun yetistiriciligi Turkiye
hayvancihigr ve kirsal ekonomi agisindan ¢ok
onemlidir. Turkiye 2009 yilindaki yaklasik 24
milyon koyun varli§i ile Avrupa ve diinyada
onemli paya sahiptir (3). TUIK’in 2009 yili
verilerine gore Tirkiye’de toplam kirmizi et
dretiminin % 17.3’0, sut tretiminin de % 6.1°i

koyundan saglanmaktadir (2).

Turkiye koyun varhginin buyik bir
Irki
irkinin

bolumand Akkaraman koyun

olusturmaktadir. Akkaraman koyun
degisik bolgelerde farklilik gosteren varyeteleri
mevcuttur. Bunlardan Kangal lokal bir tip olup,
yogun olarak Sivas ve Malatya illerinde
yetistirilmektedir. Akkaraman irkinin diger bir
varyetesi oldugu distntlen Guney Karaman
(Karakoyun) ise Giiney Toroslar bdlgesinde
yetistirilmektedir. Giney Karamanlar genel
olarak siyah, kahverengi, gri, beyaz veya siyah
alaca renklidir (31). Gocer sistemle yetistirilen
Giiney Karaman koyun irki yok olma tehdidi
Gida Tarim ve

altinda  bulundugu igin

Hayvancilik ~ Bakanhgi  tarafindan  gen

kaynaklarinin - korunmasi kapsamina alinan

koyun irklarindandir (1).

Et, sut, dol wverimi kantitatif

karakterler cok sayida genin etkilerine gore

gibi

sekillenir. Yani kalitimi poligeniktir. Kantitatif

karakterlerin temel kalitimi, ilgili genlerin

etkileri toplami ile aciklanmistir (16). Ancak
son yillarda evcil hayvanlarin  verim
Ozelliklerinin poligenik olmakla birlikte kimi
major gen etkilerinin de (poligen+major gen)

s0z konusu olduguna iliskin bilgiler ilgi gekici
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boyutlara ulasmistir. Verim ozellikleri icin
"major genler” olarak adlandirilan biyik etkili
genlerin belirlenmesi ve kullanimi genetik
ilerleme oraninin artirilmast i¢cin - 6nemli
potansiyel olusturmaktadir. Major genler bir
cift allel tarafindan determine edilmekte ve

basit Mendel kalitimi izlemektedir (5).

Ciftlik hayvanlarinda ekonomik 6nemi
olan ozelliklerle ilgili bilinen major genler
icerisinde, koyunlardaki dol verimi ile ilgili
olanlar 6ne cikmis durumdadir. Koyunlarda
coklu dogumu etkileyen major genler bir
Coklu
dogumu artirdigi bilinen baslica mutasyonlarin

mutasyon sonucunda  olusmustur.
Bone Morphogenetic Protein Receptor IB
(BMPR-IB), Bone Morphogenetic Protein 15
(BMP-15) ve Growth Differentiation Factor 9
(GDF-9) genleri tzerinde oldugu bildirilmistir

8, 9).

Koyunlarda ovulasyon oranini ve buna
bagh olarak bir batinda dogan yavru sayisini
artirdigi belirlenen ilk major gen Awvustralya

Booroola  Merinoslarinda  tespit  edilen
Booroola genidir. Booroola geni icin
heterezigot hayvanlarda ovulasyon orani

(koyun basina) 1.5 kat, homozigot hayvanlarda
ise 3 Kkat
oranindaki bu artis bir batinda dofan yavru

fazla olmaktadir. Ovulasyon
sayisini sirastyla %100 ve %150 artirmaktadir
(8). insanda BMPR-IB gen bdlgesinin baz
dizilimi ile koyunlarda 6. kromozom (zerinde
bulunan Booroola gen bdlgesinin  dizilimi
aynidir ve bu genin 746. niikleotidinde adenin
ile guanin bazlarinin yer degistirmesine bagh
olarak glutamin amino asiti yerine arginin
kodlanmaktadir.

amino asidi Koyunlardaki
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BMPR-IB geninde meydana gelen bu nokta

mutasyonu  sonucu  yeni  olusan allel
fekonditeyi artirdigi icin FecB geni olarak
adlandiriimaktadir. Ayrica ilk olarak Booroola
koyunlarinda tespit edildigi icin Booroola geni

de denilmektedir (25, 29, 32).

BMP-15 geni X kromozomu Uzerinde
haritalanmis ve su ana kadar bu gen lzerinde
farkli mutasyonlar sonucu meydana gelen alti
belirlenmistir.  Bu FecX'
(Inverdale), FecX™ (Hanna), FecX® (Galway),
FecX® (Belclare), FecX® (Rasa Aragonesa) ve

allel alleller

FecX" (Lacaune) olarak adlandiriimistir (13,
24, 32). Bu allellerin hepsi fenotip Gzerinde
benzer etkilere sahiptir. BMP-15 genindeki
herhangi bir allel i¢in heterozigot hayvanlarda
ovulasyon orani bu alleli tasimayanlara gore
1-15 kat daha fazla olmaktadir. BMP-15
genindeki bu allellerden birini homozigot
olarak tasiyan hayvanlarda ise ¢ok sayida
follikil Ancak
gelisememesinden dolayr bu hayvanlar kisir
BMP-15

mutasyonuna BMP 15 geni

olusur. follikullerin

olmaktadir. genindeki  Hanna
uzerinde 67.
pozisyonda C ile T arasindaki baz degisimi
neden olur. Bu nikleotid degisimi ise glitamik
asit (Glu) yerine stop kodonu olusturarak
proteinin vaktinden 0Once sonlandirilmasina
neden olur. Galway mutasyonuna ise BMP-15
geninde 718. pozisyonda benzer olarak C ile T
arasindaki baz degisimi neden olur. Bu
nukleotid degisimi glitamin (GIn) yerine erken
bir stop kodonu olusmasini saglar (10, 13, 22).

Major genler tarafindan saglanan verim
artisindan en st diizeyde yararlanabilmek igin
oncelikle bu genlerin varhigi ve etki dizeyleri
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gosterilmelidir. Ayrica her bir bireyin s6z
konusu lokustaki genotipinin belirlenmesi ve
ciftlesme planlarinin  buna goére yapilmasi
gerekir (4).

Molekiler genetik alanindaki gelismeler,

ekonomik  ozelliklerin  ortaya  ¢ikmasini
saglayan gen bdélgelerinin veya major genlerin
tespitine olanak vermektedir. Bu durum,

seleksiyon  yapilacak  ©zelliklerin  erken

donemde tespit edilmesini saglamaktadir.
Hayvan islahinda kullanilan bu genler hem disi
hem de erkek hayvanlarda, dogumdan hemen
sonra saptanabilir. Bu durum seleksiyonla
saglanacak genetik ilerlemenin daha fazla
olmasina olanak tanimakta ve Marker Destekli
Seleksiyon (MAS = Marker Asisted Selection)

olarak adlandiriimaktadir (26).

Major genlerin  molekiler  temeli
genellikle tek nikleotid degisimlerinin neden
oldugu nokta mutasyonlaridir. Nadir olarak
BMP 15 genindeki FecX" alleli gibi delesyon
mutasyonu sonucu olusan major genlerde
vardir. Efer mutasyonu iceren bolgeyi
cogaltacak primerler ve mutasyonu taniyan
restriksiyon enzimi (RE) biliniyorsa nokta
mutasyonlarinin belirlenmesinde kullanilan en
yaygin DNA marker yontemi Polimeraz Zincir
Reaksiyonu - Restriksiyon Uzunluk Parca

Polimorfizmi) (PZR-RFLP) metodudur.

Bu calisma, Kangal ve Giney Karaman
koyunlarinin FecB, FecX" ve FecX® allellerini
tastyip tasimadiklarinin belirlenmesi amaciyla
yaptlmstir.
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MATERYAL VE METOT

Arastirmanin hayvan materyalini

olusturan Kangal koyunlarina ait ornekler
Elbistan

isletmelerden, Giiney Karaman koyunlarina ait

Kahramanmaras ili ilgesindeki
ornekler ise Antalya ili Manavgat ve Serik
ilcelerindeki isletmelerden rasgele secilerek
toplanmustir.

Kan Orneklerinin Alinmasi

DNA izolasyonu i¢in kullanilacak kan
jugularisten tek
ignelerle 10 ml’lik EDTA’h
tlplere alinmistir. Alinan kan ornekleri soguk

ornekleri  Vena steril

kullanimlik

zincirde Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiltesi
Zootekni BoOlumi Genetik Laboratuarina en
kisa slrede getirilmis ve DNA izolasyonu
yapilana kadar -20°C’de korunmustur.

Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA, ticari bir DNA izolasyon
kiti (Sigma Aldrich, USA) kullanilarak izole
edilmistir. Elde edilen DNA’larin kalitatif ve
kantitatif
%1’lik agaroz jellerde belirlenmis daha sonra
DNA’lar 50  ng/ul
seyreltilmistir.

Ozellikleri, spektrofotometre ve

olacak  sekilde

PZR-RFLP islemi

PZR islemi
calismalar

icin daha Once vyapilan
Cizelge’l de
gosterilen primerler kullaniimistir. DNA’lar bu

incelenmis  ve
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primerler ile PZR’da cogaltildiginda, FecB
alleli icin 190, FecX" alleli icin 240 ve FecX®
alleli igin 141 baz cifti (b¢) uzunlugunda
bantlarin elde edilmesi beklenmektedir. PZR
ilk denatlirasyon 95°C’de 5 dak,
denattirasyon 95°C’de 40 sn, yapisma FecB ve
FecX® alleli igin, 62° C’de 40 sn, FecX" alleli
icin 57°C’de 30 sn, uzama 72° C’de 45 sn, son
uzama ise 72°C’de 5 dk olmak tizere 30 dongu

islemi

olarak uygulanmistir. PZR reaksiyon karisimi

ve kullanilan  miktarlar  Cizelge 2°de

gosterilmistir.

PZR islemi sonunda elde edilen PZR
urtnleri, FecB allelini belirlemek icin Avall
(GIGACC), FecX" alleli igin Ahll (A/ICTAGT),
FecX® alleli icin Hinfl (G/ANTC) restriksiyon
ile kesime birakilmistir.

enzimleri Kesim

islemi 10ul PZR driind, 10U kesim enzimi,
2.5 pl enzim buffer ve 2.5 pl H,O olmak lzere
15 ul 37°C’de 3 saat olarak

uygulanmistir. Kesim sonrasinda FecB allelini

hacminde,

homozigot olarak bulunduran bireylerde 160
b¢ uzunlugunda tek bant, heterezigot bireylerde
190b¢ ve 160bg bant
gerekir. Bu

uzunlugunda ki

bulunmasi alleli  tasimayan
bireylerde ise 190 b¢ uzunlugundaki PZR
iriinleri kesilmeden kalir. FecX" alleli icin
kesim isleminden sonra normal bireylerde 240
b¢ uzunlugundaki PZR urunleri kesilmeden
kalirken mutasyonu tasiyan bireylerde 218 bg

ve 22 b¢ uzunlugunda iki bant olmasi gerekir.
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Cizelge 1. PZR isleminde kullanilan primerler

Gen Allel | Primer | Primer Sekansi (5’- 3’) Kaynak
FB CCAGAGGACAATAGCAAAGCA AA 9,17
BMPR-IB | FecB
RB CAAGATGTTTTCATGCCTCATCAACACGGTC
y | FH TATTTCAATGACACTCAGAG 14, 30
FecX
BMP-15 RH GAGCAATGATCCAGTGATCCCA
Fecx® FG CACTGTCTTCTTGTTACTGTATTTCAATGAGAC | 14,18
ec
RG GATGCAATACTGCCTGCTTG

Cizelge 2. PZR reaksiyon karigimi,
miktar ve markalari

Bilesen Miktar | Marka-Molarite
H,O 32.8

MgCl, 4ul Bioron25mM
10X buffer 4ul Bioron 25mM
dNTPs 5ul Larova 2.5mM

F Primer 0.6pl MWG 0.2 pmol
R Primer 0.6pl MWG 0.2 pmol
Taq 1U Bioron

DNA 3ul ~ 50 ng/pl

FecX® alleli icin kesim isleminden sonra
112 bg ve 29 bg
uzunlugunda iki bant olusurken mutasyonu

normal bireylerde

tastyan bireylerde 141 bg¢ uzunlugundaki PZR
drtnleri kesilmeden kalmaktadir.

BULGULAR

PZR islemi sonunda FecB alleli igin 190
bg, FecX® alleli icin 141 bg ve FecX™ alleli

icin 240 b¢ wuzunlugunda bantlar elde
edilmistir.  FecB alleli i¢in 190 bg
uzunlugundaki bantlar Avall restriksiyon

enzimi ile kesime birakilmis ancak 160 bg
bantlar
FecX®

uzunlugundaki
(Sekil 1).

elde edilememistir

alleli icin 141 bg
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uzunlugundaki PZR drunleri Hinfl enzimi ile
kesime birakilmistir. Kesim sonunda 112 bg ve
29 bg¢ uzunlugunda iki bant elde edilmistir
(Sekil 2). FecX" alleli icin 240 bg uzunlugunda
PZR Urunleri Ahll restriksiyon enzimi ile
kesime birakilmis ancak 240 b¢ uzunlugundaki
PZR Urunleri kesilmeden kalmistir (Sekil 3).
Sonu¢ olarak incelenen 71 ornekte FecB,
FecX"™ ve FecX® allelleri tespit edilememistir.

25U be

Sekil 1. FecB alleli icin PZR Grunlerinin
Avall restriksiyon enzimi ile kesimi (% 2
agaroz jel, M: DNA Marker-Fermentase-

Kat.No: SM1191).

Sekil 2. FecX® alleli PZR

icin
urtinlerinin Hinfl restriksiyon enzimi ile kesimi

(% 4’lik agaroz jel, M: DNA Marker-
Fermentase-Kat.No: SM1191)
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Sekil 3. FecX"™ alleli igin PZR
urdinlerinin AhlI restriksiyon enzimi ile kesimi
(% 2 agaroz jel, M: DNA Marker-Bioron
Kat.N0:306005).

TARTISMA VE SONUC

Gectigimiz on yilda koyunlarda dol
verimi Uzerine etkili major genlerle ilgili
yapilan calismalar 6nemli Olclide artmistir.
Booroola Merinoslarinda tespit edilen FecB
alleli icin DNA marker testi gelistirilmesi, hem
bu genin baska koyun irklarinda aranmasina
olanak saglamis hem de baska major genlerin
DNA
gOstermistir. Dinya (zerinde birgok koyun

temelinde  tespit  edilebilecegini
irkinda (7, 12, 15, 18) ve son zamanlarda bazi
kecgi irklarinda (14, 28, 30) major genlerin

varligi molekuler olarak arastirilmistir.

Booroola geni su ana kadar Booroola

Merinosu, Garole, Javanese, Hu, Han ve
Kendrapada koyunlarinda (6, 9, 19, 21) tespit
BMP-15
Cambridge, Romney, Han ve Rasa Aragonesa

(6, 8, 13, 24) koyun irklarinda tespit edilmistir.

edilmistir. geni ise Belclare,

Onceleri sadece prolifik rklarda bu
genlerin varhigi arastirihrken (7, 9, 19), son

yillarda  prolifik olmayan irklarda da
arastirllmistir (15, 18, 23). Kumar ve ark. (19)
Garole koyunlarinda bazi bireylerin  tek

kuzulamasina ragmen FecB tasiyicisi oldugunu

76

saptamistir.  Bunun  sebebinin  embriyo
oltimleri, BMPR-IB geninin ifade edilememesi,
besleme  faktorlerine  bagli  hormonel
dengesizlik ve bilinmeyen cevre faktorleri
olabilecegini belirtmislerdir. Turkiye’de koyun
yetistiriciligi genellikle meraya dayali ve kot
cevre kosullarinda yapilmaktadir. Bu nedenle
Turkiye’de  vyetistiriciligi ~ yapilan  koyun
irklarinda ¢oklu dogum orani distk olsa bile,
major genler bakimindan DNA dizeyinde
incelenmesinde fayda gorulmektedir. Booroola
geninden farkli olarak BMP 15 geni homozigot
hayvanlarda kisirhga neden olmasi bakimindan

da arastiriimalidir.

Turkiye’de konu ile ilgili su ana kadar
yapilan calismalarda Polat (27) Sakiz ve Sakiz
FecB
belirleyememistir. Karsli ve Balcioglu (17)

X Kivirctk  melezlerinde allelini

Akkaraman, Morkaraman, Daghg, Ivesi,
Karakas ve Tuj koyunlarinda FecB allelini
tespit edememistir. Bu calismada da benzer
olarak FecB alleli tespit edilememistir. Diger
cahsmalardan farkh olarak Kangal ve Guney
Karaman koyunlarinin  BMP 15 genindeki
FecX™ ve FecX® allellerini de tasimadigi

gosterilmistir.

Elde edilen sonuclar Michailidis ve ark.
(23) tarafindan Yunan Sakiz ve Florina
koyunlarinda FecB alleli, Kasariyan ve ark.
(18) tarafindan iran Sangsari koyun irkinda
FecB ve FecX® alleli, Kumar ve ark (20)
Bharat
koyunlarinda FecB alleli ve Ghaffari ve ark.

tarafindan Marwari ve Merino

(11) tarafindan Shal koyunlarinda FecB alleli

icin  yapilan  calismalarin  sonuglariyla

benzerdir.
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Kumar ve ark. (19) Garole, Garole X
Malpura melezi ve Malpura koyunlarinda
PZR-RFLP ybntemi
arastirmada Garole ve Garole X Malpura

kullanarak yaptiklari

melezlerinde FecB allelini tespit etmis ancak

Malpura  koyunlarinda bu geni tespit
edememistir. Davis ve ark. (9) 13 ilkeden 21
koyun irkinda FecB allelini aramis ancak

sadece Hu ve Han koyun irklarinda bu alleli

tespit etmistir. Chu ve ark. (6) Han
koyunlarinin hem FecB allelini hemde BMP 15
genindeki FecX® allelini tasidigini

gostermistir. Kumar ve ark. (21) Hindistan’da
yetistirilen cesitli irklarla yaptiklari calismada
Kendrapada koyunlarinda FecB allelini tespit
Garole, Deccani, ve

FecX®

etmis, Malpura,

Kendrapada koyunlarinda allelini

belirleyememistir.

Bu arastirma, Gilney Karaman
koyunlarinda 29 6rnek, Kangal koyunlarinda
42 0Ornek olmak Uzere toplam 71 drnek
uzerinde uygulanmistir. Elbette drnek sayisinin
artirllmasi bu allelleri bulma olasiligini artirir.
Yapilan diger calismalar ornek buyuklukleri
bakimindan
farkhhklar

Michailidis ve ark. (23) tarafindan Yunan

karsilastirildiginda blyuk

goze carpmaktadir.  Ornegin

Sakiz ve Florina koyunlarinda yapilan
arastirmada 25 ornek, Kasariyan ve ark. (18)
tarafindan yapilan arastirmada ise 150 Ornek
kullanilmigtir. Davis ve ark. (9) tarafindan Hu
ve Han koyunlarinda yapilan ¢alismada sadece
12 ornekle FecB allelinin tespit edildigi
disiintlecek olursa bu c¢ahsmada kullanilan
ornek sayisinin yeterli oldugu sdylenilebilir.

Bu tip calismalarda 6rnek sayisinin ¢ok olmasi
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kadar arastirma yapilan irkin 0dzelliklerini
yansitan saf yetistirilmis bireyler kullaniimasi

da 6nemlidir.

Turkiye’de yetistirilen bazi yerli koyun
irklarinda su ana kadar yapilan calismalarda
herhangi bir major genin varli§i tespit
edilememistir. Ancak bu calismalar yerli koyun
irklarinin incelenen  Ozellikler bakimindan
genetik yapisinin ortaya konulmasi bakimindan
onemlidir. Tdurkiye’de yetistiriciligi yapilan
tim koyun 1irklari major genler bakimindan
incelenmelidir. edilmesi

Bu genler tespit

durumunda dél verimi icin yapilan 1slah
calismalarinda kullanilabilir. Bu genlerin tespit
edilememesi durumunda ise bu genleri tasiyan
mevcut irklarin ya da spermalarinin ithal
edilerek major genlerin yerli irklara aktarilmasi
disiindlebilir. Bu sayede yerli irklarin goklu
dogum oranlarinin artmasi buna bagh olarak
yapan
blyutulmesi ve yayginlastirilmasi saglanabilir.
Ancak bu

fizyolojik 6zellikleri ve yetistirildikleri gevre

kasaplik kuzu Gretimi isletmelerin

islem yapilirken yerli rklarin
kosullari g6z dniine alinarak en uygun prolifik
irk secilmelidir.
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