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OZET

Koyun(Ovisaries) diinya genelinde yaygin olarak kullanilan ¢iftlik hayvanidir.
Siit,et, yiin gibi yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilebilirligini kolaylastiran iiriinlere kaynak
olusturmaktadir. Assaf koyunlari ivesi ve dogu friz koyunlarinin melezlemesi bir 1rk olarak
f-Filistinde ortaya ¢ikmistir. Bu ¢alismanin amacit Assaf irkinda BMP15 (FecXG ve FecXIl-
bone  morphogenetic  protein 15) ve GDF9 (G1 ve  G4-growth
differentiationfactor9)genlerinin polimorfizmini ve genotipler ile yavru sayisi arasindaki
iliskiyi incelemektir. Toplam 100 koyundan kan 6rnekleri alindi. Genomik DNA tam
kandan elde edildi. Arastirilan genlerin polimorfizmlerini belirlemek i¢in PCR-RFLP
teknigi kullanildi. Bu g¢alismada dogurganlik genleri olan GDF9 ve BMP15 genlerinin
Tunceli’de yayilis gosteren Assaf koyunlarinda genotip arastirilmistir. Buna karsilik
BMP15 ve GDF9 El’de belirlenen BB-AA genotipleri diger genotiplere gore
dogurganlikla iliskili oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (P<0.05).
GDF9 E2 de ise dogurganlikla istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamugtir. Tunceli
bolgesinde yetistirilen Assaf koyunlarinda belirlenen BMP15 veGDF9 belirlenen genetik
farkliliklarin  koyunlarda dogurganlikla iligkili olabilecegi elde edilen sonuglarla
belirlenmistir. Koyun 1slah g¢alismalarinda BMP15 ve GDF9 genlerinde belirlenen bu
farkliliklarin yerel koyun irklarinin genetik ilerlemeleri igin potansiyeli bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: RFLP, Assaf, Gen polimorfizmi, BMP15, GDF9
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ABSTRACT

MolecularCharacterization of BMP15 and GDF9 Fertility Gene Polymorphism in
AssafBreedRaised in Tunceli

Sheep (Ovis aries) are widely used farm animals around the world. They provide
resources for products that facilitate the sustainability of vital activities such as milk, meat
and wool. Assaf sheep emerged as a breed in Palestine by crossbreeding Awassi and East
Frisian sheep. The aim of this study was to investigate the polymorphism of BMP15
(FecXG and FecXl-bone morphogenetic protein 15) and GDF9 (G1 and G4-growth
differentiation factor 9) genes in Assaf breed and the relationship between genotypes and
number of offspring. Blood samples were taken from a total of 100 sheep. Genomic DNA
was obtained from whole blood. PCR-RFLP technique was used to determine the
polymorphisms of the investigated genes. In this study, genotypes of fertility genes GDF9
and BMP15 were investigated in Assaf sheep distributed in Tunceli. On the other hand,
BB-AA genotypes determined in BMP15 and GDF9 E1 were found to be associated with
fertility compared to other genotypes and were found to be statistically significant
(P<0.05). However, no statistically significant association was found with fertility in
GDF9 E2.The results show that genetic differences determined in BMP15 and GDF9 in
Assaf sheep raised in the Tunceli region may be related to fertility in sheep. These
differences determined in BMP15 and GDF9 genes in sheep breeding studies have the
potential for genetic improvements in local sheep breeds.

KeyWords: RFLP, Assaf, Gene polymorphism, BMP15, GDF9



1.GIRIS

Koyun(Ovisaries) diinya genelinde yaygin olarak kullanilan ¢iftlik hayvanidir.
Siit,et, yiin gibi yasamsal faaliyetlerin siirdiiriilebilirligini kolaylastiran iiriinlere kaynak
olusturmaktadir. Kirsal kesimlerde ekonominin biiylik kismi kiigiikbag hayvancilikla
devam etmektedir. Kii¢iikbas hayvanlarin evcillestirilmesi ve yetistirilmesi neredeyse
insanlik tarihi kadar eskidir. Diinyanin birgok iilkesinde oldugu gibi koyunculuk
faaliyetleri de yonetim kolayli§i, bakim kolayligi, meralarin verimli kullanilmasi,
hastaliklara kars1 dayaniklilik ve zorlu iklim kosullart nedeniyle iireticiler i¢in cazip hale

gelmektedir. Diinya ¢apinda yaklasik 1314 koyun 1rki bulunmaktadir (Galal, 2005).

1.2 Koyunculugun Onemi

Koyun yetistiriciligi, tilkenin kurak, yar1 kurak ve daglik bolgelerinde daha yiiksek
yogunlukla neredeyse tiim bolgelerinde kirsal ekonominin omurgasint olusturur. Koyun
yetistiriciligine getirilen dezavantajlar arasinda, koyun yetistiriciliginin genetiginin uygun

bilimsel anlayigina iliskin yetersiz bilgi 6nemli bir faktordiir (Gowane ve ark. 2013).

Koyun yetistiriciligi son yillarda birgok degisiklik gordii. Onceleri koyunlar yiin
ozellikleriyle taniniyordu. Ancak, son zamanlarda yapagi pazarmin diizensiz yapisi ve
diisiik fiyath sentetik elyafin bulunmasi nedeniyle iiretim sisteminde bir degisiklik oldu.
Ciftciler yiinden ¢ok koyun eti liretimiyle ilgileniyor. Biiyiime ozellikleri i¢in bireyin
genetigi en onemli faktordiir. Seckin disilerle ciftlestirilen seckin koglar piyasa fiyati i¢in
en iyi bahsi garanti eder. Uretimi iyilestirmek icin optimum iireme stratejileri formiile
etmek amaciyla biiylime 6zellikleri igin genetik parametreler hakkinda bilgi sahibi olmak

onemlidir (Gowane ve ark. 2013).



Tablo 1.1.Diinyadaki koyun popiilasyonlari

ULKE KOYUN POPULASYONU  KURESEL TOPLAMIN %'Si
Cin 194M 14.69%
Hindistan 75,3 milyon %5,7
Avustralya 70,2 milyon 5.32%
iran 55,6 milyon 4.21%
Nijerya 50,3 milyon 3.81%
Cad 45,1 milyon 3.41%
Tiirkive 44,7 milyon 3.38%
Sudan 41,3 milyon 3.13%
Etiyopya 35,1 milyon %2,66
Birlesik Kralhk [33,1 milyon %2,5
Mogolistan 32,7 milyon 2,48%
Pakistan 32M 2.42%
Cezayir 31,2 milyon %2,36
Kenya 25,8 milyon 1.95%
Yeni Zelanda 25,3 milyon 1.92%

https://worldpopulationreview.com/country-rankings/sheep-population-by-country

1.3.Tiirkiye’deki Koyun Popiilasyonlar:

Tiirkiye'de, diger Yakin Dogu iilkelerinde oldugu gibi koyun eti, koyun siitii ve
koyun siitii iirtinleri degerli ve genellikle tercih edilen {irtinlerdir. Kegi eti ve keci siiti,
daglik bolgelerdeki sakinler igin hayvansal proteinin ana kaynaklaridir. Ote yandan,
tilkenin insan niifusu yillik %2,8 oraninda artmaktadir. Bu hizli niifus artis1 ve ylikselen
yasam standartlari, 6zellikle koyun ve kuzu olmak iizere hayvansal iiriinlere olan talebi

artiracaktir. Ayrica, bolgenin yiiksek gelirli iilkelerinde su anda koyun etine ve diinya



https://worldpopulationreview.com/countries/china
https://worldpopulationreview.com/countries/india
https://worldpopulationreview.com/countries/australia
https://worldpopulationreview.com/countries/iran
https://worldpopulationreview.com/countries/nigeria
https://worldpopulationreview.com/countries/chad
https://worldpopulationreview.com/countries/turkey
https://worldpopulationreview.com/countries/sudan
https://worldpopulationreview.com/countries/ethiopia
https://worldpopulationreview.com/countries/united-kingdom
https://worldpopulationreview.com/countries/mongolia
https://worldpopulationreview.com/countries/pakistan
https://worldpopulationreview.com/countries/algeria
https://worldpopulationreview.com/countries/kenya
https://worldpopulationreview.com/countries/new-zealand

pazarinda tiftik talebine iyi bir talep bulunmaktadir. Bu nedenle, iilkenin dogal kaynaklari
daha iyi degerlendirildigi ve gelismis yOnetim uygulamalar1 kullanildigitakdirde,
Tirkiye'de koyun ve kegi yetistiriciliginin gelecekte de 6nemini korumasi muhtemeldir

(Yalgin,1986).

Yerli koyun 1rklari, benzersiz Ozelliklerine ve zorlu c¢evre kosullarina uyum
saglama yeteneklerine ragmen sayica azaldi ve bu azalma onlar {iretimin diisiik karlilig
nedeniyle yok olma tehlikesine maruz birakiyor. Bu kader Polonya'da 5 yerel koyun irkinin
basia geldi ve koyun ciftciligindeki yillar siiren kriz bu durumu daha da kétiilestirdi.
Bugiin, yerli wrklarin 6nemi, gelistikleri bolgelerin kalkinma tarihindeki rolleri nedeniyle
artiyor. Yerli wrklar, 6nemli dogal, peyzaj ve sosyal ve kiiltiirel islevleri yerine getirerek

yerel topluluklarin geleneklerine ve maddi kiiltiiriine taniklik ediyor (Animals, 2022).

Tablol.2. Tirkiye’de ki hayvan sayilar1 ve degisim oranlari

Hayvan sayilan ve degisim oranlan, Aralik 2023-Haziran 2024

Aralik 2023 Haziran 2024 Degisim

(Bag) (Bas) (%)

Biyiikbag 16 583 005 16 554 682 0,2
Sigir 16 421 256 16 396 168 -0,2
Manda 161 749 158 514 -2,0
Kiicikbas 52 363 410 53 965 006 31
Koyun 42 060 470 43393709 32
Keci 10 302 940 10 571297 2,6




Tablo 1.3. Tirkiye’de ki hayvan sayilari istatistikleri

Hayvan sayilan, Aralik 2023-Haziran 2024

(Bin bas)
50 000

45 000 47 D60 43 394

40 000
35 000
30 000

25000

o 16 421 16 396

15 000
10 303 10571
10 000

5000
162 158

0

Koyun Sifir Keci Manda

®Arshk 2023 ®Haziran 2024

https://data.tuik.gov.tr/Bulten/Index?p=Hayvancilik-Istatistikleri-Haziran-2024-53811

1.4.Tiirkiye’deki Yaygin Koyun Irklar:

Koyun, insan tarafindan evcillestirilen ilk hayvanlardan biriydi (Yilmaz, 1995) ve
eski Tirkiye, evcillestirme silirecinde Onemli bir rol oynadi (Zeder, 2008). Koyun,
Neolitik'ten giinlimiize kadar yaklasik 10.000 yildir Tiirkiye'nin hanehalki ve ulusal
ekonomilerinde onemli bir unsur olmustur (Arbuckle ve ark., 2009). 2010 yilinda, iilke
21,8 milyon koyun niifusuna sahipti ve bu saymin 1980'lerin basindaki koyun niifusunun
yarisindan daha az olmasina ragmen diinyanin en 6nemli koyun fireticilerinden biridir
(Turkstat, 2011). Binlerce yil boyunca bir¢ok 1rk farklilagtirllmigtir, ancak morfolojik
olarak Tiirk wrklar1 acik¢a iki gruba ayrilmistir, biri sisman kuyruklu, digeri ince
kuyrukludur (Anon., 1987). Genetik uzaklik tahminlerine dayali son filo genetik analizler,
Akkaraman, Morkaraman ve Tuj irklar (hepsi yagh kuyrukludur) arasinda yakin iliskiler
ve yagli kuyruklu grup ile ince kuyruklu gruba ait olanlar arasinda net bir ayrim oldugunu

gostermistir (Uzun ve ark., 2006).

Evcil koyunlar 13 gesitten olusur, ancak higbiri ayr1 ayri tanimlanmamistir

(MARA/FAO, 2001). Tirk biyolojik cesitliligi tizerine daha 6nceki bir yayin, 14 tiir ve
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https://data.tuik.gov.tr/Bulten/Index?p=Hayvancilik-Istatistikleri-Haziran-2024-53811

birka¢ alt tiir koyunu tanimlamis ve adlandirmistir (Anon., 1987). Yetkili bir kaynagin
(Mason, 1996) aranmasi, toplamda 27 tiir saglamak i¢in birkag veya daha fazla koyun 1rki
ve tiiriinii ortaya ¢ikarmaktadir. Gida ve Tarim Orgiitii'niin Evcil Hayvan Cesitliligi Bilgi
Sistemi'nde 35 koyun tiirii listeleniyor ancak bunlardan 15'inin nesli tiikenmis olarak

belirtiliyor (DAD-IS, 2010).

Beyaz Karaman (Tirkce = Akkaraman) Orta Anadolu'nun olduke¢a kiiciik bir
cinsidir ve ayn1 zamanda az miktarda kaba ylin iireten ¢ift amaglh bir et ve siit tiiriidiir.
Kangal, Karakas ciddi risk altinda olarak siniflandirilmistir (S6nmez, 1978) ve Giiney bu
tiiriin ¢esitleridir (Mason, 1996). Benzer cinsler Suriye'deki Barazi ve Iran'daki Makui'dir.
Dogu Anadolu'nun baskin cinsi, Beyaz ¢esidinden biraz daha biiyiik olan ve ayn1 zamanda

et ve st Ureten Kirmizi Karaman'dir.

Diyarbakir Ili'ninKaracadagi Kizil Karaman'm yerel bir cesididir (Mason, 1996).
Tiirkiye'de, Ivesi esas olarak iilkenin giineydogu kesiminde bulunur ancak bu hayvan, Arap
Orta Dogu ve Israil'in yam sira Tiirkiye'de de bulunan yaygin ve 6nemli bir cinsin

parcasidir (Mason, 1996).

Kangal Karaman Orta Anadolu'nun Sivas ve Malatya illerinde lokalizedir (Mason,

1996), ancak bir tuhaflik da erkeklerin sadece kiigiik bir kisminin boynuzlu olmasidir
(Anon., 2009).

Tehlike altinda olan ancak son derece yerel bir tiir olan Norduz, sadece Dogu
Tiirkiye'deki Van ilinin kiiclik bir bolgesinde bulunur. Orta biiyiikliikteki koyunlarin iyi
biiyiime oranlar1 vardir, iyi miktarda siit iiretir ve disilerin %50'sinin boynuzlu olmasi
nedeniyle sira disidir. 11 ¢iftciden olusan bir grup, koruma amacli 200 koyun besler
(Anon., 2009; Ertugrul ve ark, 2009).

Ak Karaman'in siklikla renkli bir ¢esidi, adindan da anlasilacagi gibi Giiney
Anadolu illerinde bulunan orta biiyiikliikteki Giiney Karaman'dir (Mason, 1996).

Cogunlukla zay1f siit iretimine sahip bir et tirlidiir ancak orta derecede kaba yiin verir.

Bati1 Anadolu'nun Daglic'i ciddi sekilde risk altindadir. Bu orta biiyiikliikteki kaba
yiin ve et tiirii Orta-Bati Anadolu'da dagilim agisindan simirlidir (Mason, 1996; Anon.,
2009).



Tehlike altindaki dordiincii yagli kuyruklu cins, Kuzey Anadolu'daki Herik'tir,
Daglic'a benzer ancak gruptaki digerlerinin ¢ogundan daha kisa bir kuyruga sahiptir
(Mason, 1996).

Afyon, Burdur, Isparta, Kiitahya, Manisa ve Usak Illerinin Pirlaklar1 (Pirlack) bazi
riskler altinda kabul edilir (Ertugrul ve ark., 2009). Bu orta biiyiikliikteki kaba yiinlii koyun
da et ve siit iiretir ve tabaninda biraz yag bulunan uzun bir kuyruga sahiptir (Anon., 2009).
Ayrica, Aydin, Izmir, Manisa, Usak ve Denizli'nin Karyalar1 da tehlike altindadir (Ertugrul
ve ark., 2009). Bu kiigiik tiir kaba yiin, et ve siit {iretir ve uzun ince bir kuyrukla sonlanir

(Anon., 2009).

Ince kuyruklu tiirler arasinda en kritik risk altinda olan1 Sakiz'dir, izmir civarinda
kiigiik bir alanla smirlidir ve aslen Sakiz'dan yetistirilmistir (Mason, 1996). Kaba yiin, siit
ve et lireticisi olan bu cinsin, tabaninda yag bulunan uzun ve ince bir kuyrugu vardir. 2009
yilinda hiikiimet tarafindan MARI'de toplam 130 koyun (35 kog ve 95 disi) ve 113 koyun
Izmir ili Cesme'de dért ciftci tarafindan yonetilen koruma siiriilerindeydi (Ertugrul ve ark.,

2009)

1.5.Assaf Koyun Irki

Koyun siitii, diinya toplam siit tiretiminin %]1,1 ‘ini temsil eder(FAO,1999) ve bu
miktarin %35°1 Avrupa da iiretilir. Baz1 ¢iftgiler daha iiretken yabanci wrklari, safkanlar
veya yerel irklarla melezlenmis olanlar1 tanitmay1 segmis ve kisa vadede verimi arttirmak
amaciyla daha yogunlastirilmis hayvancilik sistemleri benimsenmistir. Aslinda, her tiretim
alaninda kokeni, dagilimi1 ve 6nemi farkli olan yabanci irklardan énemli bir siit koyunu
popiilasyonu vardir. Su an, en cok ithal edilen 1rklar Assaf, Ivesi, Lacaune ve Dogu Frizdir

(Ugarte ve ark. 2001).

Assaf siit koyunu ki, Ivesi ve Dogu Friz irklarmdan olusan bir melezlemeden
tiiretilmistir ve 1950'lerde ve 1960'larda Israil'de gelistirilmistir. Assaf irk, iilkedeki ana
siit 1rk1 olarak sadece gelistirilmis Ivesi'nin yerini almamus (Epstein, 1985; Gootwine ve
Goot, 1996), ayn1 zamanda diger iilkelerde de basartyla yetistirilmistir (Ugarte ve ark.,
2000).Assaf ilk kez dogrudan israil’den Leon’da bulunan bir ¢iftlige getirildi.Bu siire
zarfinda popiilasyon boyutunu arttirmak ve iyilestirmek i¢in 320 disi ve 77 erkek kullanild1



ve bunlarin bir kismi diger ¢iftliklere satildi. Beyaz bir yiiz ve benek olmamasi ana rakibi
Ivesi den acik bir sekilde farklilasmayr amaglayan hedeflerdi. Assafcinsi,Churra ve
Castellana koyun popiilasyonu iizerinde ve geleneksel hayvancilik sistemlerinin
modifikasyonu tizerinde belirgin bir etkiye sahip olmustur (Ugarte ve ark. 2001). Genel
olarak, Castilla-Leon koyun popiilasyonunun %20’sinin Assaf oldugu diisiiniliir, ancak

bunlar sagilan koyunlarin %49 unu temsil eder (Martinez ve digerleri, 1999b).

Assaf koyunlari Israil'de yogun bir ydnetim sistemi altinda tutulmaktadir; burada
koyunlar kuzulamadan sagilir ve kuzular dogumda yapay yetistirme birimlerine transfer
edilir. Ayrica, Assaf koyunlarinin {ireme yonetimi hormonaldstrussenkronizasyonunu ve
yil boyunca birkag ciftlesme donemini igerir. Boyle bir yonetim sistemi, Assaf'in hem kuzu
hemde siit tiretimi i¢in tam biyolojik potansiyelini kullanmay1 hedeflemektedir(Gootwine
ve Pollot,2000). Bu hedefe ulagsmak i¢in, hem {iretim hem de tireme 6zelliklerini etkileyen
cevresel kisitlamalarin bilgisi ilgi c¢ekicidir. Benzer yogun kosullarda tutulan gelistirilmis
Ivesi kimnin siit ve kuzu iiretimini etkileyen faktorler Gootwine ve Pollott (2000)
tarafindan tanimlanmistir. Son ¢alisma, mevsimselligin siit iiretimi {izerindeki Snemli
etkisini vurgulamis ve 1s1 yiikii, glin uzunlugu ve giin uzunlugundaki degisiklik gibi
cevresel faktorlerin siit {iretimi iizerindeki etkisini tahmin etmistir. Ek olarak, yiiksek siit
tiretiminin siit liretiminde 6nemli bir kisa vadeli degisiklikten sonra sagim ddneminde
ireme performanst ve gebe kalma ilizerinde olumsuz bir etkiye sahip oldugu

bulunmustur(PollottandGootwine, 2004).

Koyun yetistiriciliginde dogum orani en 6nemli ekonomik 6zelliklerden biridir. Bu
ozellik ve genel olarak tireme Ozellikleri diisiik kalitim derecesine sahiptir ve eklemeli
olmayan genetik etkilerden belirgin sekilde etkilenir (Davis,2004). Fenotipik verilere
dayanan geleneksel 1slah yontemlerinin uygulanmasi zaman alic1 bir siiregtir. Bu nedenle
molekiiler genetik ve isaretleyici destekli secim (MAS), lireme etkinliginin genetik olarak
iyilestirilmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Davis,2004). BMP15 ve GDF9
genlerindeki bazi mutasyonlarin yumurtlama oranimi arttirdigr bildirilmektedir. Bazi
calismalar, yumurtlama oraninin ve yavru boyutunun, dogurganlik adi verilen bir dizi

farkli gen tarafindan genetik olarak diizenlenebilecegini géstermistir (Davis, 2004).

Koyun etinin kiiresel tiiketimi, insan niifusunun artigina paralel olarak artmaktadir.
2029 yilinda, kisi basina diisen ortalama koyun eti tliketiminin 4,2 kg'a ulasmasi
beklenmektedir (OECD, 2021).Koyun eti talebini karsilamak i¢in ana odak noktasi: kuzu
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sayisint ve verimini artirmaktir (Hossain ve ark., 2020).Bu nedenle, kuzu sayisin1 veya
koyun basina ikiz oranini artirma ve canli agirligr iyilestirme caligmalarinin gelecekte daha
da 6nemli hale gelmesi muhtemeldir.Istenilen iiretim seviyesine ulasmak igin, geleneksel
iiretim yontemlerinin yani sira diinya ¢capinda genetik iyilestirme caligmalarinin yapilmasi
gerekmektedir.Bu anlamda, belirli bir 6zelligin genetik cesitliligi hakkinda bilgi saglayan
polimorfizm c¢alismalarinin bir baglangic noktasi olarak 6nemli oldugu sdylenebilir.Bir
hayvanin lireme ve gelisim performansi, genotiple yapisinin ve cevresel etkilerin
sonucudur (Gbangboche ve ark. 2006). Koyunlarda biiylime veyavru sayisi, kiigiik etkileri
olan bir¢ok genin yani sira ¢evresel kosullardan da etkilense de, bu 6zellikler tizerinde
onemli bir etkisi olan dnemli genler vardir. Kalpastatin (CAST) ve Biiylime farklilagmasa
faktori 9 (GDF9), koyunlarda biiyiime hizi ve yavru sayisi ozellikleri i¢in en ¢ok

arastirilan genlerden bazilaridir.

Dogurganlik ve viicut agirhigi, birgok genden olusan ve gevresel faktorlerden
etkilenen 6zelliklerdir. Bu kantitatif 6zelliklerin iyilestirilmesinin, ileri yasta ortaya ¢ikan
kalitim oOrtintiileri, diisiik kalittm dereceleri ve zaman alic1 dogalar1 nedeniyle geleneksel
yontemlerle sinirli oldugu iyi bilinmektedir (Calus ve ark., 2013). Geleneksel yetistirme
yontemleriyle yavru biytlikligii ve biiyiime hizinin genetik ilerlemesi, diger bircok
kantitatif 6zellikte oldugu gibi %1 ila %2 arasinda degismektedir (Bradford, 1986). Bir
irkin genetik iyilestirilmesine karar vermeden once genetik cesitliligi ortaya ¢ikarmak ve
ekonomik agidan Onemli Ozelliklerde majér mutasyonlar: tespit etmek Onemlidir

(Kirikg1,2021).

Israil'de Assaf ki, kuzularin dogumda siitten kesilmesi, yapay olarak yetistirilmesi
ve dogumdan sonra koyunlarin sagilmasi gibi yogun bir TUretim sistemi altinda
yonetilmektedir. Koyunlarin hormonal olarak senkronize edilmis Ostrus sonrasinda
ciftlestirildigi yilda birkag {ireme donemi vardir. Assaf siitiinli ve iireme performansini
etkileyen faktorleri arastirmak icin 5 ciftlikten 18.976 laktasyonun kayitlar1 analiz edildi.
Her laktasyonalaktasyon egrileri uygulandi ve bir dizi parametre ve hesaplanan deger
analiz edildi. Glinliik siit verimi kayitlar1 da tipik bir Assaflaktasyonunu tanimlamak ve
Ivesi irkininkilerle karsilastirmak igin analiz edildi. Ik kuzulama yasini etkileyen faktdrler
de incelendi. Bu yogun bakim rejimi altinda tutulan ortalama bir Assaf koyununun 173
giinliik bir laktasyon boyunca 334 L siit iirettigi bulundu. Ortalama yavrusayist koyun

basina 1,57 kuzu ve kuzulama araligr 272 giindii. Siit iiretimi yavru sayisindan etkilendi,



ikiz ve li¢liz doguran koyunlar laktasyon basina tek doguran koyunlardan yaklagik 20 L
daha fazla siit iiretti. Giin uzunlugu siit verimini etkileyen en énemli ¢evresel degiskendi.
Yaz ortas1 ve kis ortasi giin uzunluklar1 arasindaki fark, yaz lehine giinliik siit veriminde
0,44 L'lik bir farka neden oldu. Daha sonraki yaslarda ilk kez giftlestirilen koyun kuzulari,
daha erken laktasyon Ozellikleri nedeniyle daha fazla kuzu ve daha fazla siit iiretti.Bu
sonuglar, Ivesi cinsi iizerinde yapilan daha 6nceki bir calismayla karsilastirildiginda,
Assafin daha kisa bir laktasyon doneminde ivesi'den daha az siit iirettigi, ancak daha fazla

yavru sayisinin onu daha karli bir cins haline getirdigi bulundu(PollottveGootwine,2004).

1.6.Koyunlarda Dogurganhk

Koyunlarda fetal gelisim sirasinda biiyiik bir dinlenme halindeki ilkel folikiil
havuzu olusur ve ilk folikiiller gebeligin yaklasik 70. giiniinde olusur (Mariana ve ark.,
1991). Bu havuz yenilenemez ve hayvanin yasami boyunca folikiiller yumurtlamadan 6nce
birincil, ikincil ve ti¢linciil (antral) agsamalara gelisir. Cok az folikiil yumurtlamaya ilerler
ve ¢ogu gelisimin herhangi bir asamasinda atrezi nedeniyle 6liir. Cok degisken olmakla
birlikte, dogumda kuzularda yaklasik 100.000-200.000 folikiil oldugu (Land, 1970) ve
herhangi bir zamanda yetigkin bir koyunun ovaryumlarinda yaklasik 50 antralfolikiil
oldugu tahmin edilmektedir (Cahill ve ark., 1979). Bir folikiiliin dinlenme asamasindan
yumurtlama oOncesi asamaya gelismesinin yaklasik 6 ay, ilk antrum olusumundan
yumurtlama Oncesi agsamaya ise yaklasik 34-43 giin siirdiigli 6ne siiriilmistiir (Turnbull ve

ark., 1977).

Dogurganlik koyun iiretkenliginin en 6nemli parametrelerinden biridir, kuzulama
basina elde edilen yavru sayisi iy bir gostergedir ve baz1 yazarlara gore (Petrovié¢, 2000)
kuzu kazanimindan daha Onemlidir. Bu, koyunlarin et, siit ve yiin lretimi agisindan
biyolojik verimliliginin dogurganliga bagli oldugu anlamina gelir (Notter ve digerleri,

2000).

Koyunlarin dogurganliklarina iliskin seciminde bagar1 biiylik Olclide {ireme
bilesenlerinin genetik ¢esitliligine baglidir (Petrovi¢ ve ark.,2001). Ergenligin baslangici
icin kalitim disiiktir ve 0,1 ila 0,26 arahigindadir (Petrovi¢, 2000). Koyunlarda
yumurtlama arali§i veya normu, daha fazla sayida genin kontrolii altinda oldugu genel

olarak bilinmesine, yani polijenik karaktere ragmen, bilim i¢in hala biiylik bir zorluktur.
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Bu 6zellikten sorumlu gen tanimlamasina yonelik faaliyetler devam etmektedir (Galloway

ve ark., 2000).

Koyun dogurganliginin 6zellikleri agisindan embriyonik 6liim orani da biiyiik 6nem
tasir. Bu oran oOzellikle gebeligin ilk dort haftasinda goriiliir. Bu donemde dollenmis
yumurta hiicrelerinin %20-30'u kaybedilebilir ve yumurtlama oraniyla negatif korelasyon

gosterir (Perez ve ark., 1994).

Bir koyunun c¢iftlesmeye en iyi sekilde nasil hazirlanacagi konusunda bir¢ok
tartisma vardir. Kizarma, ciftlesmeden once besin takviyesi alan koyunlarin yumurtlama
oranindaki hizli artis olarak anlasilir (Branca ve ark., 2000). Lassoued ve ark. (2004),

genotip ve beslenme diizeyi arasinda 6nemli etkilesimler oldugunu gostermistir.

Tablo 1.4. Kuzu sayisini etkileyebilecek fizyolojik yollar

Gelisen folikiil
sayisi
Dokiilen yumurta sayis1

Preimplatasy 1plarn \
Dogan /

Gonadotropi kuzu sayisi
yumurta

Hormonlar sayisl
Ostrus gosteri

Embriyonik (')h'im/«
Streoid hormpn

Uretimi Dollenen yumurtalarin

Dollenen

orani

Yumurtahk Sperm tasima
hassasiyeti



1.7.Dogurganhga Genetigin Etkisi

Yavru sayist ve kuzunun biiylimesi, viicut agirliklart ve biliylimenin farkli
evrelerindeki kazang orami ile gosterilir ve ekonomik ac¢idan en 6nemli ve kolayca

Ol¢iilebilen 6zellikler arasindadir (Petrovic ve ark 2012).

Genetik/kalitim, ¢iftlik hayvanlarinin dogurganligini ¢esitli sekillerde etkiler. Bazi
hayvanlar genetik olarak kisir olabilir. Farkli cins ve koyun tipleri arasinda genetik
farkliliklar vardir. Romanov koyunlarinin kuzulama yiizdeleri genellikle 250 iken
Pramenka koyunlarinin kuzulama yiizdeleri 110'a yakin olma
egilimindedir.Bazikoyunlardakisirliga neden olabilen genetik mutasyonlar meydana
gelebilir. Ayrica embriyolarda anormal gelisime yol agabilirler, dyle ki yavrular diizgiin
gelisemez ve fetal 6liime veya atrofiye neden olurlar. Bunlara 6liimciil faktorler denir

(Petrovic ve ark 2012).

1.8.Dogurganlikla Ilgili Genler

Bir hayvanin iireme ve gelisim performansi, genotiple yapisinin ve gevresel
etkilerin sonucudur (Gbangboche ve ark., 2006). Koyunlarda biiylime ve yavru sayisi,
kiigiik etkileri olan bir¢ok genin yani sira ¢evresel kosullardan da etkilense de, bu 6zellikler

tizerinde 6nemli bir etkisi olan 6nemli genler vardir.

Yumurtlama orani, bir batinda dogan yavru sayisinin ¢oklugu, toplam dogan kuzu
say1st, ilk kuzulama yas1, 6lii dogum ve erigkinlik yas1 gibi dogurganligi etkileyen faktorler
koyun endiistrisinde énemli etkiye sahiptirler. BMP15 geninin graniiloza hiicrelerini, teka
hiicrelerini ve oositi etkiledigi (Saadi ve ark.,2017) , GDF9 geninin yumurtalik folikiil
gelisimini diizenledigi bildirilmistir (Davis ve ark., 1982; McNatty ve ark., 2005).
BMPRIB geninin yumurtlama seviyesi ve yavrulama sayisini etkiledigi, Cambridge ve
Belcare 1rki koyunlarda BMP15 ve GDF9 birlikte folikiil olusumunda 6nemli bir rol
oynadigi tespit edilmistir (Galloway, 2000; Hanrahan, 2004). BMPR ve BMP-15 genleri,
dogurgan bir Cin 1rki1 olan Kii¢lik Kuyruklu Han koyunlarinda dogurganlikla yiiksek
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oranda iliskili bulunmustur (Chu ve ark.,2007). FecLlokusunun, Lacaune irki koyunlarda
yumurtlama oranmi etkiledigi tespit edilmistir (Drouilhet ve ark., 2009). Cin Mogol Yag
Kuyruklu, Alman Merinosu ve Afrikali Beyaz Dorper koyun 1rklarinda oosit gelisimi ile
iliskili Cyclin B2 (CCNB?2) ve Solute Carrier Family 8A3 (SLC8A3) genlerinde molekiiler
varyantlar bildirilmistir (Wang ve ark., 2015).

Yumurtlama oran1 ve yavru sayist kalitsal olarak kiigiik etkilere sahip birka¢ gen ve
bazen de biiylik etkilere sahip tek genler tarafindan kontrol edilir, bunlar dogurganlik (Fec)
genleri olarak adlandirilir. Koyunlardaki yumurtlama oraninin yakindan baglantili bir gen
grubundaki mutasyonlar tarafindan 6nemli dlgiide arttigi gézlemlenmistir. Bu genler kemik
morfogenetik protein reseptorii tipi 1B (BMPR-1B), kemik morfogenetik protein 15
(BMP15) ve biliylime farklilasma faktorii 9'dur (GDF9), bunlarin hepsi yumurtaliktan

tiiretilen doniistiirticii biiylime faktorii-p (TGFp) stiper ailesinin bir parcasidir.

Tablo 1.5. D6l verimiyle ilgili bazi aday genler

Genler Ozellikler Kovun Irklan Y azar(lar)
EMPRIB YO Lacaune koyunu Bodin ve ark. (2007)
D Kiigitk Kuyruklu Han Chu ve ark. (2007)
BMPI15 D Kiiciik Kuyruklu Han Chu ve ark. (2007)
FO Cambridge, Belcare Galloway (2000);
Hanrahan (2004)
GDF9 FO Cambridge, Belcare Galloway (2000);
Hanrahan (2004)
FG Booroola
Davis ve ark. (1982);
McNatty ve ark. (2005)
PELE Up Sakiz. Akkaraman, [vesi Ozmen (2010)
FecL YO Lacaune Doruilhet ve ark. (2009)
TMEMI154 LE Rambouillet, Polypay. Heaton ve ark. (2012);
Columbia White ve ark. (2012)

YS: Yumurta sayis1, D: Dogurganlik, FO: Folikiil olusumu, FG: Folikiil gelisimi, UP:
Ureme performansi, YO: Yumurtlama orani, LE: Lentiviriis enfeksiyonu, OG: Oosit
gelisimi.
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1.9.GDF9 Geni

Koyun etinin kiiresel tiikketimi, insan niifusunun artisina paralel olarak artmaktadir.
2029 yilinda, kisi bagina diisen ortalama koyun eti tiiketiminin 4,2 kg'a ulagmasi
beklenmektedir (OECD, 2021). Koyun eti talebini karsilamak i¢in ana odak noktasi kuzu
sayisin1 ve verimini artirmaktir (Hossain ve ark., 2020). Bu nedenle, kuzu sayisini veya
koyun basina ikiz oranini artirma ve canli agirhig iyilestirme ¢alismalarinin gelecekte daha
da 6nemli hale gelmesi muhtemeldir. Istenilen iiretim seviyesine ulasmak igin, geleneksel
iretim yontemlerinin yani sira diinya ¢apinda genetik iyilestirme ¢aligmalarinin yapilmasi
gerekmektedir. Bu anlamda, belirli bir 6zelligin genetik ¢esitliligi hakkinda bilgi saglayan
polimorfizm  calismalarinin  bir  baslangic  noktas1  olarak  6nemli  oldugu

sOylenebilir(Kirike¢1,2021).

Dogurganlik ve viicut agirligi, bircok genden olusan ve cevresel faktorlerden
etkilenen ozelliklerdir. Bu niceliksel 6zelliklerin iyilestirilmesinin, daha sonraki yasamda
ifade edilen kalitim Oriintiileri, diisiik kalitimsalliklar1 ve zaman alict dogalar1 nedeniyle
geleneksel yontemlerle sinirli oldugu iyi bilinmektedir (Calus ve ark. 2013). Geleneksel
yetistirme yontemleriyle yavru sayisinin ve biiylime hizinin genetik ilerlemesi, diger bir¢ok
niceliksel ozellikte oldugu gibi %1 ila %2 arasinda degismektedir (Bradford, 1986). Bir
cinsin genetik iyilestirilmesine karar vermeden once genetik ¢esitliligi ortaya ¢ikarmak ve
ekonomik agidan Onemli Ozelliklerde major mutasyonlart tespit etmek Onemlidir

(Bradford,1986).

Genetik cesitlilik, cesitli niceliksel 6zelliklerin siirdiiriilmesi ve iyilestirilmesi i¢in
onemlidir ve hem {ireme programlarinda hem de iligkilendirme caligmalarinda mevcut

olmalidir (Hill, 2000).

Biiytime farklilasma faktorii 9 (GDF9), koyunlarda biliylime hizi ve yavru sayist
ozellikleri i¢in en ¢ok arastirilan genlerden birisidir. Koyunlarda, doniistiiriici biiyiime
faktorti (TGF-B) ailesinin bir iiyesi olan ve kromozom 5'te bulunan GDF9 geninin, ilkel
folikiil gelisimi ve graniiloza hiicre proliferasyonu iizerinde bir etkisi oldugu gosterilmistir
(Abdoli ve ark., 2016). Bugiine kadar, Hanrahan ve ark. (2004) tarafindan, besi aminoasit
dizisini degistiren sekiz farkli mutasyon (G1 ila G8) bildirilmistir. Bircok ¢alisma, GDF9
geninin heterozigotmutantalelini tasiyan koyunlarin, homozigot olanlara gore daha fazla

yavru sayisina sahip oldugunu gostermistir. GDF9 ekzon 1 260. niikleotidde G—A baz
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degisimi sonucu olusan G1 (FecGl ) mutasyonu 87. aminoasidinde Arjinin’nin (R)
Histamin (H) ile yer degistirmesine neden olmaktadir (Hanrahan ve ark., 2004). Calismalar
bu gen bakimindan heterozigotgenotipe sahip koyunlarda ovulasyon oranlarmin
(1.88—1.78) homozigot olanlardan (1.22—1.16) yiiksek oldugunu bildirmektedir
(Moradband ve ark. 2011; Paz ve ark. 2015; Gorlov ve ark. 2018).

1.10.BMP15 Geni

Bir¢ok calisma koyunlarin iireme performansinin genetik cesitlilikten etkilendigini
gostermistir. Genlerin polimorfizmini bulmak koyun iiremesi i¢in potansiyel molekiiler

genetik belirtecler saglayabilir.

Geleneksel iireme programi tipik olarak, niifusun gelisen talebini karsilamak igin
ciftlik hayvanlarinin {iretim performansini artirmaya odaklanir. Ancak, en basit sekilde
iretim egilimleri i¢in secim yapmak, korkung¢ genetik korelasyon nedeniyle bircok
uygunluk egiliminin azalmasina neden olacaktir (Mishra, 2014). Koyunlarda ¢oklu dogum
orani iizerine etkili oldugu kanitlanan baslica ii¢ 6nemli aday gen bulunmaktadir. Bunlar
bone morphogenic protein 15 (BMP15), bone morphogenetic protein receptor 1B
(BMPR1B) ve growthdifferentiationfactor 9 (GDF9) genleridir (Vage ve ark. 2013). Bu
genler lizerinde yer alan mutasyonlar koyunlarda ovulasyon ve ¢oklu dogum oranlarinda

artis saglama egilimindedirler (Davis, 1991).

BMP15 geninin ifadesi koyun yumurtaliginda RT-PCR ile dogrulandi. Yerinde
hibridizasyon, koyun yumurtaligindaki BMP15 mRNA'sinin yalnizca oositlerde ifade
edildigini ve kodlanmis {irlinlinlin oosit gelisiminde 6nemli bir rol oynadigin1 gosterdi
(Galloway ve ark,2000). BMP15 geni koyunun X kromozomunda bulunur ve 1179
niikleotid tarafindan kodlanan iki eksondan olusur (Galloway ve ark.2000). Bu gen, 393
aminoasit kalintisindan olusan bir prepropeptid kodlar (Davis, 1995). Aktif olgun BMP15
peptidinin uzunlugu 125 aminoasittir (Davis,1995). Su anda, koyunlardaBMP15 geninin
dogurganligiyla iligkili birden fazla mutasyon tanmimlanmistir (Davis, 2001). Mutant
heterozigot bireylerin koyunlar1 daha yiiksek bir yumurtlama sayisina ulasirken,
homozigotmutant bireyler yumurtalikta birincil folikiillerin olmamas1 nedeniyle tamamen

kisirdir(Hanrahan ve ark,2004).
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2.MATERYAL METOT

2.1. Kullanilan Kimyasallar

Tez ¢alismasi boyunca kullanilan kimyasallar Merck (Almanya) ve Sigma

(Almanya) firmalarindan temin edilmistir.

2.2. Kullanilan Cihazlar ve Aletler

Su Dbanyosu (niive),PZRcihazi(BioRADThermalCycler),hassas terazi (Vibra),
otomatik pipetler(Eppendorf veya Biohit), inkubator(niive), spektrofotometri(J.P. selecta) ,
elektroforez tanki (TermoScientific—Gel HorizontalElectrophoresisSystem),
NanoDrop(Thermofisher), DNA dizileme (3130x1 GeneticAnalyzers, AppliedBiosytems),
jel goriintiileme (TJP) kullanilmustir.

2.3. Orneklerin Toplanmasi

Aragtirma materyali, Tunceli ilinin Ovacik ilgesinden toplam 100 Assaf
koyunundan alinan kan 6rneklerinden olusmaktadir. Alinan kan ornekleri kan tiiplerine
kiipe numaralart ve c¢alismada kullanilmak t{izere Assaf  (AS-1 vb.) seklinde
numaralandirilmigtir. Soguk zincirle laboratuara taginmis ve tiim islemler boyunca -20 °C’

de muhafaza edilmistir.
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Resim 2.1. Assaf koyunlarindan kan alinma siireci

2.5.DNA izolasyonu

Kandan DNA izolasyonuQiagenDNeasy Blood &Tissue DNA kiti kullanilmistir,
tiretici firmanin protokoliine uyularak yapilmistir. Sonu¢ alinamamasi veya saflik ve
konsantrasyonun yetersiz kalmasi durumunda manuel olarak standart amonyum asetatile
coktiirme yontemi kullanilmistir(Miller ve ark. 1998). DNA orneklerinin safligi ve
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in spektrofotometre (Thermo-NanoDrop) kullanilarak
Olciim yapilmistir. 260 nmDNA’nin, 280 proteinin ve 230 ise fenoliin maksimum
absorbans verdigi dalga boylaridir. DNA’nin saflig1 degerlendirilirken A260/A280ve
A260/A230 oranlarina bakilmistir ve 1,8-2,0 arasindaki degerlerde DNA oOrnekleri saf
kabul edilmistir. izolasyonu istenilen safliktaki DNA &rnekleri PCR uygulamast igin -20

°C’ de saklanmustir.
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2.5.1. Fenotipik verilerin toplanmasi

Kan kayit verileri, Tunceli ilinde halk elinden yetistirilmis yaklasik 100 Assaf 1rki

koyunlarinin kan verileri toplanmaistir.

2.5.2. Genotipleme

GDF9 ve BMP15 gen bolgeleri i¢in PZR amplifikasyonu (6n denatiirasyon i¢in 94
°C’de 3 dak. tek dongii; denatiirasyon 94 °C’de 30 saniye, primer ¢iftlerine gore degisen
yapigma sicakliginda 30 saniye ve uzama 72 °C’de 30 saniye) 30 dongii olarak planlanmig
ve yapilmistir. Her bir PZR reaksiyonunda 1 mM dNTP, DNA polimeraz (5 U pl-1) 1 X
PCRsoliisyonu, 20 pikomol ileri ve geri primeri kullanilarak toplam 50 ul olarak
yapilmistir. PZR sonuglart iiriin biiytikliikklerine gore %1,5 agaroz jelde goriintiilenmistir.
PZR’1 ¢aligan 6rneklerin genotiplendirilmesi i¢in restriksiyon kesme enzimleri olann ‘Alul,

Hinfl, Pstl, Dral, Rsal, Smal’ kullanilmistir.

RFLP analizi i¢in her enzimin kendi sicakliginda sicak su banyosunda kesme islemi
gerceklestirilmistir. Yaklasik 10 p1 PCR iiriinii, toplam hacim 20 p1 olacak sekilde enzim
reaksiyonlar1 gergeklestirilmistir.Biitiin islemler {retici firmalarin protokollerine gore
yapilmistir. Reaksiyon karigimlari, Alul, Hinfl, Pstl, Dral, Rsal, Smal enzimlerinin
protokolleri (Total vol: 20 u1), 10 u PZR reaksiyon iiriinii ( ~0,2ug of DNA), 5 1 niikleaz
icermeyen su, 4 ul 10x buffer ve 1 ul enzim olacak sekilde gergeklestirildi. Reaksiyon
karigimi, hafifce birkac dakika karistirildiktan sonra her reaksiyon enzime uygun sicaklikta
inkiibasyona birakildi. Kesim islemleri sonucunda olusan RFLP iirlinleri, %3’liik agaroz jel
elektroforezinde 90 voltta 1 saat, 15 dakika yiiriitiilmiistiir. Elde edilen bant goriintiileri

kaydedilmistir.
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Tablo 2.1.Calismada kullanilan primer listesi

Gen Bolge PrimerSequence (5'-3’) Kesme Kaynak
Adi Enzimi
BMP15 |Exonl | F.ACATGTTGCTGAACACCAAGC Alul,
Hinfl,Sm
R:AGGCAATGTGAAGCCTGACA al Rsal Celikelogl
’ uve
Exon 1 F.GAATTGAACCTAGCCCACCCAC Alul, Pstl, ark.,2021
Smal
GDF9 R:AGCCTACATCAACCCATGAGGC
Exon2 | FFAGGAACCTTTCCATCAGTGGA Alul,
Hinfl,
R:TCCTCCCAAAGGCATAGACAGG | 4

2.5.3 Veri ve istatistik analizleri

Gen

bolgelerindeki

SNP’leri  yoniinden

popiilasyonlarHardy-Weinberg

dengesinde olup olmadiklarinin belirlenmesi i¢in de Kikare analizi yapilmistir (OEGE

2008). GDIcall Online Calculator(http://www.msrcall. com/Gdicall.aspx, son erigim: 30

Kasim 2023) kullanilarak polimorfizm bilgi icerigi (PIC) hesaplanmistir (Li ve ark., 2018).
Ayrica, SPSS yaziliminda (IBM Corp, ABD) varyans analizi (ANOVA) ve bagimsiz

orneklem t ve kolerasyon testleri kullanilarak, genotipler ve siit verim 6zellikleri arasindaki

iliskiler belirlenmistir. Veriler varyanslarin homojenligi ve normal dagilim gostermiyorsa,

parametrik olmayan (Kruskal-Wallis) bir test kullanilmistir (Wang ve ark., 2019).Sonuglar

P<0:05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli kabul edilmis ve tiim istatistiksel testler iki

yonlii yapilmistir.
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2.5.4 Etik Kurul Onay Bilgileri

Etik kurul adi: Munzur Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Etik kurul tarihi:29.07.2024
Etik kurul toplant1 sayis1:40

Etik kurul kararinmin sayisi1:40-01
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3.BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Kan Orneklerinden Genomik DNA izolasyonu

Assaf koyunlarindan alman kan orneklerinin laboratuar ortaminda PCR cihazlar
icerisinde DNA izolasyonu gergeklestirmistir. Elde edilen DNA %1 veya %]1,5’luk agaroz
jel tizerinde elektroforez kullanilarak kosturulmustur. Assaf koyunlarindan alinan 100 kan
Orneginin tiimiinden DNA 1zolasyonu yapilmis ve tiimiinde ki DNA varlig1 pozitif olarak
degerlendirilmistir. Bu islemler dogrultusunda 11 veriye (Resim 3.1, 3.2,3.3...)

ulagilmustir.

3.2. BMP15 PCR Goriintiileri

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 51

e eoOD T COCo o eaees

Resim 3.1. Kandan elde edilen DNA 6rneklerinin agaroz jel tizerindeki goriiniimii

Elde edilen DNA o6rnegi her bir kuyucukta etkin bir sekilde
1,2,7,8,9,10,11,12,13,51 o6rneklerinde gozlemlenmistir.Agaroz jel elektroforezi sonucu
kuyularin hepsinde net, parlak ve tek bir bant vardir. PCR iirlinleri birbirine benzer
biiytikliiktedir. Bu PCR da BMP15 geni hedeflenmis ve diizgiin sekilde cogaltilmistir.

Kontaminasyon ya da amplifikasyon eksikligi goriinmemektedir.
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M 3334 35 36

Resim 3.2. Kandan elde edilen DNA 6rneklerinin agaroz jel {izerindeki gériintimii

Marker(M) bant biiyiikliiklerini karsilagtirmak i¢in kullanilmaktadir. 33,34,35,35
ise her bir PCR 6rnegini temsil etmektedir. Her bir numarali kuyucukta tek ve kalin bant
goziikmekte, dagilma veya ek bant gozlenmemektedir. BuPCR 1n spesifik calistigini ve
yiiksek kaliteli DNA elde edildigini gostermektedir.Hedef DNA dizisi dogru sekilde

cogaltilmigtir ve kontaminasyon belirtisi yoktur.

M 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50

TEeeCLVoeesTs e

Resim 3.3Kandan elde edilen DNA 6rneklerinin agaroz jel tizerindeki goriinimii

37,38,39,41,42,43,44,45,46,48,49 ise her bir PCR 6rnegini temsil etmektedir. PCR
basarilidir ve spesifik bir iirlin c¢ogaltilmistir. DNA kalitesi ve PCR kosullar1 iyi

goriinmektedir. Bantlar oldukg¢a belirgin, birbirine paralel ve ayn1 seviyededir.
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3.3. GDF9 Exon 1 PCR Goriuntiileri

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Resim 3.4. Kandan elde edilen DNA 6rneklerinin agaroz jel tizerindeki goriiniimii

1,2,8,9,10,12,13 ve 14 numarali kuyularda belirgin birer bant vardir. Bu, 6rneklerde
PCR’m basarili oldugunu gostermektedir. 3,4,5,6,7 ve 11 numarali kuyularda ise ya ¢ok
zay1f bantlar vardir ya da hi¢ bant gériinmemektedir. Bu 6rneklerde PCR basarisiz olmus
veya DNA 0Ornegi yeterli olmamis olabilir. PCR 6rneginde bulasik goriintii fazla yoktur bu
da 6zgiil bir amplifikasyon oldugunu gostermektedir.

M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Resim 3.5. Kandan elde edilen DNA 6rneklerinin agaroz jel tizerindeki goriintimi

Kuyucuklarda 16,17,18 gibi numaralarda yogun ve net bantlar gériinmektedir. Bu
orneklerde basarili amplifikasyon oldugu gériinmektedir. Ozellikle orta ve son numaralara
dogru bazi kuyucuklarda bantlar ya ¢ok silik ya da hi¢ goriinmemektedir. Bu 6rneklerde

PCR verimi diisiik veya hi¢c amplifikasyon olmamis olabilir.
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M 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44

Resim 3.6. Kandan elde edilen DNA 6rneklerinin agaroz jel tizerindeki goriintimii

32,33,39,41 ve 42 numarali 6rneklerde DNA bantlar1 gayet belirgin ve parlak
sekilde gbozlemlenmistir. Diger bantlarda ise DNA izole edilemedigini ya da ¢ok diisiik
miktarda DNA bulundugunu gostermektedir.

M 15 30 45 46 47 48 49 50 51

Resim 3.7Kandan elde edilen DNA 6rneklerinin agaroz jel tizerindeki goriiniimii

Agaroz jel elektroforezi sonucu ¢ogu oOrnekte basarili bir PCR amplifikasyonu
vardir. Marker diizgiin ¢aligilmis, jel iyi kosulmustur. 47-49 numarali kuyucuklarda ise

biraz bozulma ger¢eklesmis olabilir.
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3.4. GDF9 Exon 2 PCR Goruntiileri

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Resim 3.8. Kandan elde edilen DNA 6rneklerinin agaroz jel tizerindeki goriiniimii

PCR sonucu basarili olmustur. Neredeyse tiim orneklerde spesifik ve net bantlar
goziikmektedir. Kontaminasyon goziikmemektedir. Bantlarin hepsi aym1 hizadadir, yani
tiim &rnekler ayn1 biiyiikliikte {iriin tastmislardir. Orneklerde GDF9 Exon 2 bdlgesi basarili
bir sekilde ¢ogaltilmastir.

Resim 3.9. Kandan elde edilen DNA 6rneklerinin agaroz jel tizerindeki goriiniimii

12-20 aras1 numaralart kuyularda Ornekler vardir. Bantlar diizglin ve nettir,
DNA’nin bozulmadigi ve PCR’1n spesifik ¢alistigin1 géstermektedir. Tiim orneklerdeki
bantlarin yaklasik ayni seviyede olmasi, iirlin boyutlarinin tutarli oldugunu ve PCR’1n
tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir. Orneklerde hedef DNA diizgiin bir sekilde
gogaltilmistir.



M 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 3334

e eeeoeeDeeEmee =

Resim 3.10. Kandan elde edilen DNA orneklerinin agaroz jel tizerindeki goriinimii

Cogu ornekte DNA izolasyonu basarilidir.21-31 arast DNA miktar iyi ve nettir.
32,33 ve 34 numaral1 6rneklerde bantlar biraz daha zayif ¢ikmistir. Bu, bu 6rneklerde DNA

miktarinin az oldugunu veya hafif bir bozulma olabilecegini gosterebilmektedir.

M 3539 41 42 48 49 50 51

0
0
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Resim 3.11. Kandan elde edilen DNA 6rneklerinin agaroz jel tizerindeki goriiniimii

Bu agaroz jel elektroforezi sonucunda, 35,39,41,42,48,49,50 ve 51 numaral
orneklerde DNA bantlar1 mevcuttur. Bantlar genelde {ist kisimda ve olduk¢a yogundur. 42
numaralart kuyuda daha belirgin ve keskin bir bant vardir. DNA ekstrasyonu basarili

olmustur. Orneklerde genel olarak kaliteli ve miktar1 yeterli DNA vardur.
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3.5. PZR-RFLP Genotip Sonug¢lari

Calismada kullanilan resktriksiyonendoniikleazlar Materyal Metod kisminda

Ozetlenmistir.

3.5. 1. BMP15-Exon 1 genotip sonuglari

BMP15-Exon 1bolgesi i¢in yapilan PZR isleminde yaklasik 462b¢ uzunlugunda bir
bolge elde edilmistir. Elde edilen PZR fdirlinleri sirasiyla Alul, Hinfl, Smal, Rsal

restriksiyon enzimleri ile kesilmesinin ardindan elektroforez islemi yapilmistir.

3kb

1kb

500 bg

100 bg ==

Resim 3.12.BMP15-Exon 1 AIuIRE ile genotiplendirme (M=100 bg)
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3kb

BB AA BB AB BB BB AB BB BB AB BB AB BB BB BB BB

500 bg == . a

DN I ) [

100 bg ==

Resim3.13. BMP15-Exon 1 Hinfl RE ile genotiplendirme (M=100 bg)

M 43 44 45 46 48 49 51 1 2 10 13 14 15 28 29 30

3kb

1kb

500 bg

100 bg ==

Resim3.14. BMP15-Exon 1 Smal RE ile genotiplendirme (M=100 bg)
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M 32 33 37 46 48 49 17 18 38 39 41 42 43 44 45 51

Resim 3.15. BMP15-Exon 1 Rsal RE ile genotiplendirme (M=100 bg)

3.5. 2. GDF9 -Exon 1 genotip sonuglari

M 1 7 8 9 10 11 12 13 17 18 20 38 39

e

3kb

1kb - g +
T
500 b =3 ST “”“
il £ 4 6o

ol 4 e

Resim 3.16.GDF9-Exon 1-AlulRE ile genotiplendirme (M=100 bg)
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% e o -1

AA GA GG GA GG GG GG GG GG

1 kb= TR

500 bg

Resim 3.17. GDF9-Exon 1- PstIRE ile genotiplendirme (M=100 bg)

3 kb —3»

1 kb=——2> ™

500 bg

100 bg

Resim 3.18. GDF9-Exon 1- Smal RE ile genotiplendirme (M=100 bg)
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3.5.3. GDF9 -Exon 2 genotip sonuglari

3kb
1kb

500 bg

100 bg

Resim 3.19. GDF9-Exon 2- Alul RE ile genotiplendirme (M=100 bg)

M 1 2 8 9 10 12 13 14 15 17 18 20 29 32 33 51

500 bg

100 b

Resim 3.20.GDF9-Exon 2- Dral RE ile genotiplendirme (M=100 bg)

GDF9 geni, koyunlarda 6zellikle iireme performans: ile yakindan iligkili bir gendir.

Bu genin polimorfizmleri, yumurtalik fonksiyonu, oviilasyon orani ve dolasiyla dol verimi
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lizerinde Onemli etkiler gosterebilir. Ivesi koyunlar1 gibi yerli irklarda bu genin

varyasyonlarinin tespiti, seleksiyon programlari agisindan biiyiikk 6neme sahiptir.

Tablo 3.1.Assaf koyunlarinda BMP15, GDF9 Elve GDF9 E2 gen bolgelerinin genotip ve
allel frekanslari

Gen Bolgesi Genotip Frekansi (%) Allel Frekans1 Ho*  He* Ne* PIC*
(%)
AA A
BMP15_Alul 100 100 0,00 0,00 0,00 0,00
AA AB BB A B
BMP15_Hinfl 23 23 54 34.5 655 054 045 1.824 0.349
AA A
BMP15_Smal 100 100 0,00 0,00 0,00 0,00
AA A
BMP15 Rsal 100 100 0,00 0,00 0,00 0,00
AA A
GDF9_E1 Alul 100 100 0,00 0,00 0,00 0,00
AA AG GG A G
GDF9_E1 Pstl 30 18 52 39 61 052 047 1.907 0.362
AA A
GDF9_E1 Sma 100 100 0,00 0,00 0,00 0,00
! AA A
GDF9_E2_Alul 100 100 0,00 0,00 0,00 0,00
AA AB BB A B
GDF9_E2 Hinf 31 1 68 315 6850 0.56 0.43 1.759 0.338
| A A
GDF9_E2 Dra 100 100 0,00 0,00 0,00 0,00

*Ho: homozigotluk; He: heterozigotluk; Ne: Etkin alel sayilar1; PIC: polimorfizm bilgi igerigi.

Tablo3.2. Assaf koyunlarindaBMP15, GDF9 Elve GDF9 E2 gen bolgelerinin Hardy-
Weinberg Denge analiz sonuglari

Hardy-Weinberg Dengesine gore

Gen Bolgesi Gozlemlenen Beklenen Gozlemlenen Beklenen Gozlemlenen Beklenen

AA AB BB

BMP15_ Hinfl 23 11,9 23 45,2 54 429

Ki-kare 24,11
AA

BMP15 Smal 100 100
AA GA GG

GDF9 E1 Pstl 30 15,2 18 47,6 52 37,2
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Ki-kare 38,64
AA AB BB
GDF9 _E2 Hinfl 31 9,9 1 43,2 68 46,9
Ki-kare 95,41

Tablo 3.3. AssafkoyunlarindakiBMP15, GDF9 Elve GDF9 E2genlerinin farkli
genotiplerinin dogum agirligi, yavru sayisi ve cinsiyeti, siit verimi ve 7 farkli kalite
ozellikleri arasindaki iligkiler

Genotypes

Gene SNPs (N) Dogurganhik
AA(23)  0.217+0.42°
_ AB(23)  0.826+0.71"
BMP15_Hinfl BB (54)  1.6840.80°
P value 0.010**
AA (30)  1.80+0.55°
GA (18)  0.22+0.64°
GDFO_EL Pstl — & 52)  1.09220.63®
P value 0.00**
AA(31)  0.37+0.79
AB (1) 0.00

GDF9_E2 Hinfl _ BB (68)  1.15+0.808

P value 0.69

Not: P<0.05**

BMP15 ve GDF9 El1’de belirlenen BB-AA genotipleri diger genotiplere gore
dogurganlikla iliskili oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir. (P<0.05).

GDF9 E2 de ise dogurganlikla istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunamamustir.

Bir ¢alismada GDF9 geni ile ilgiliKiraz ve ark (2024)ivesi koyunlarinda GDF9/E2
bolgesinde dort yeni SNP kesfetmislerdir. Gen dizisi bilgisine dayanarak, tiim SNP'lerin
(SNP1; g.42114766 G>A, SNP2; g.42114509 G>A, SNP3; g.42114493 G>A ve SNP4;
2.42114447T>C) yapisal gecis mutasyonlarina sahip oldugunu gérmiislerdir. SNP1, SNP2
ve SNP3 (A/G) polimorfizm gosterirken, SNP4 (T/C) polimorfik bir yapiya sahipti. Daha
spesifik olarak, SNP1, 2 ve 3 purin-purin ikameleri (A<—G) sergilerken, SNP4 nokta
mutasyonlari seklinde pirimidin-pirimidin degisiklikleri (TeC)
gostermislerdir.Popiilasyon genetik parametreleri agisindan SNP1, 2 ve 3'in en yiiksek alel
frekanslar1 A aleli i¢in sirasiyla 0,91, 0,96 ve 0,95, en diisiik alel frekanslar1 ise G aleli i¢in
sirastyla 0,09, 0,04 ve 0,05 olarak hesaplanmistir. Buna karsilik SNP4 i¢in T ve C

alellerinin frekanslar1 sirasiyla 0,94 ve 0,06 olarak hesaplanmistir. Son olarak, tiim SNP
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genotip frekanslari igin Ivesi popiilasyonunun HWE dengesinde olmadig bulunmustur. H

ve PIC degerlerinin de diisiikk oldugu bulunmustur(P < 0,05).

Bagka bir ¢alismada ise GDF9 geni ile ilgiliKhuzaive ark (2019) Ivesi koyun
orneklerinde GDF9'un Ekson-1'1 i¢in genotip sayis1 ve yiizdesi, genotipler arasinda yiliksek
anlaml farkliliklar oldugunu géstermislerdir (P<0,01), homozigot(vahsi) GG yiizdesi %80
iken, heterozigotGA yiizdesi %18 ve genotip (mutant) AA yiizdesi %2 idi, bu Bahramive
digerleri, (2014), Kolosovve digerleri, (2015) tarafindan bildirilenlerle uyumludur.GDF9
geninin Ekson-1'1 tizerine yaptiklari ¢alismada vahsigenotip GG yiizdesinin daha biiyiik
oldugunu, ardindan heterozigotGA'nin geldigini, mutant AA'nin ise olmadigim
bulmuslardir. Toplam siit liretiminde GDF9'un Ekson-1 genotipleri arasinda anlamli bir
fark olmadigini gostermis ve koyunlarin laktasyon donemi, GDF9 gen ifadesinden olusan
proteinlerin siit Uretimi ve laktasyon donemini etkilemedigi, hayvanlardaki diger
ozelliklerden etkilenebilecegi anlamma gelmistir.Heterozigot GA ile olusturulan Ivesi
koyunlarinin  dogurganliginda genotipler arasinda Onemli farkliliklar oldugunu
gostermislerdir ve yaklagik 1,33 = 0,08 kuzu/koyun olarak bulmuslardir. GDF9 geninin
etkisi yumurtalik folikiillerinin biiyiimesinde ¢ok spesifik oldugu belirtilmistir (Tang ve
ark., 2013). Bu, heterozigottan elde edilen {iriin proteininin geninin yumurtalik
folikiillerinin biiyimesinde ve ardindan yumurtlama oraninda artista ve ardindan yavru
sayisinda artista, kuzu sayisinda artista, koyunlarda ikizlenme yiizdesinde vahsi genotip
GG'den daha fazla artista daha olumlu etkisi vardir ve bu, GDF9 geni iizerinde yapilan tiim
caligmalarla kabul edilmektedir ki bu genin ¢ogu mutasyonu i¢in heterozigot olan
koyunlar, bu mutasyonlarda diger genotiplerdeki koyunlardan daha fazla dogurganliga
sahiptir (Hanrahan ve ark., 2004).

Bagka bir ¢alismada da BMP15 geni ile ilgiliGedik, (2021) mevcut g¢alismada,
Inverdale mutasyonu igeren 154 bp DNA parcalar1 basariyla ¢ogaltilmistir. Bu PCR
tiriinleri daha sonra kisitlama enzimi Xbal ile sindirilmis ve %2 jel elektroforezinde
ayrilmigtir. Mutasyon bir Xbal tanima boélgesi olusturdugundan, heterozigot tasiyici
hayvanlarin amplikonlar1 124 ve 30 bp'ye kesilmistir. Xbal tanima bolgesinden yoksun
tastyicl olmayan hayvanlar 154 bp'lik tek bir bant vermistir. Xbal ile sindirimden sonra
herhangi bir kisitlama tespit edilmemis; tiim Ornekler 154 bp'de tek bir bant vermis ve
FecXI mutasyonu igin negatif sonu¢ gostermistir.FecXl mutasyonunun bu calismada

kullanilan Tiirk Ivesi koyunlarmn iiremesinde hicbir etkisi yoktur. FecXI mutasyonunun
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olmamasina ragmen, BMP15 geninin diger lokuslar1 ve dogurganlik i¢in 6énemli bir gen,
Ivesi koyunlarinin ¢oklu dogum &zelliklerinin genetik agiklamasimi saglayabilir. Yavru
sayisin1 belirleyen ana genlerin belirlenmesi, ekonomik agidan ¢ok Onemlidir. Sonug
olarak, Tiurk koyun irklarina mutant aleller sokmak i¢in 1yi diigiiniilmiis bir girisim, daha

biiyiik yavru sayilarina yol agabilir ve bu da yetistirici gelirini artirabilir.

Baska bir calismada ise BMP15 genindeAgyar ve ark.(2022) Incelenen ivesi
koyunlarinin monomorfik bir yapiya sahip oldugu belirlenmistir. Baska bir deyisle,
calismadaki tiim bireylerFecXl mutasyonunu tasimiyormus. Bu bulgu, ayni cinste
mutasyonu arastiran Gedik'in (2021) sonucglarina benziyormus. Cesitli arastirmacilar
tarafindan yiiriitiilen onceki calismalar da bu calismayla ayni sonucu Ivesi ki icin
bildirmistir (Karsli ve ark., 2010; Giirsel ve ark., 2011; Karsh ve ark., 2012). Ozetlemek
gerekirse, bu mutasyon yalnizca ivesi wrkinda degil, aym zamanda Tiirkiye'deki {iretken
Sakiz irkinda ve diger koyun irklarinda da kaydedilmemistir. Dahasi, BMPI15
FecXImutasyonu 13 farkli ulustan 21 yiiksek iiretken koyun wrkinda ve susunda da
bildirilmemistir (Davis ve ark., 2006). Giiniimiizde, koyunlarda ¢oklu dogumlarla iliskili
gen bolgelerini belirleme ¢abalar1 diinya ¢apinda artmaktadir. Abdoli ve ark. (2018)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, iran Lori irkinda {i¢ aday gende higbir mutasyon
kesfedilmemistir. Ancak, ayni arastirmacilar GWAS gibi kapsamli yaklagimlar kullanarak
caligmay1 yiriittiklerinde, birka¢ gen bolgesinin ¢oklu dogumlarla iligkili oldugunu
kesfetmislerdir (Abdoli ve ark, 2018). Bilgiye gore, Tiirkiye'de Ivesi koyunlarinin BMP15,
GDF9 ve BMPRI1B genleri i¢cin kapsamli bir sekilde test edildigini iddia etmek zordur.
Ivesi 1rkinda, Gootwine ve ark. (2008) tarafindan 1986'da karliligi artirmak icin Ivesi
koyunlarina FecB (Booroola) gen B alelini tanitma amaciyla bir introgresyon ¢alismasi

yuritilmistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Tunceli bolgesinde yetistirilen Assaf koyunlarinda belirlenen BMP15 veGDF9
belirlenen genetik farkliliklarin koyunlarda dogurganlikla iliskili olabilecegi elde edilen
sonuglarla belirlenmistir. Koyun 1slah ¢alismalarinda BMP15 ve GDF9 genlerininde
belirlenen bu farkliliklarin yerel koyun irklarinin genetik ilerlemeleri i¢in potansiyeli
bulunmaktadir. Bu agidan tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen veriler ileriki ¢aligmalar

icin temel olusturabilmektedir.
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