GIRiS

Koyunlar iilkenin mera ve otlaklarin1 degerlendirerek iilkenin ekonomisine ve halkinin
beslenmesine onemli katkida bulunurlar. Diinya iilkelerinde ve Tiirkiye’de koyun ve
koyun iiriinleri ekonomik bakimdan biiyiik deger tasir. Tiirkiye’de koyunculukta
yetistirme yonii genellikle et, siit ve yapag1 yoniinde kombinedir ve bu verimlerin diizeyi
wklara gore farklilik gostermekte olup genellikle diisiik diizeydedir (1). Tiirkiye koyun
mevcudunun (25.2 milyon bas) %97’sini yetersiz bakim ve besleme kosullarina uyum
gosteren yerli irklar % 3’iinii ise Merinos ve melezleri olusturmaktadir (2). Tiirkiye’nin
toplam yillik kirmizi et iiretiminin % 15.6’s1 (69 715 ton) ve siit tiretiminin % 7.22’si
(772 bin ton) bu yetistirme kolundan saglanmakta ve koyunculuk kesiminden ayrica

46.273 ton yapagi ve 4.265 milyon adet deri elde edilmektedir (2).

Hayvan 1slahinda temel ilke hayvan basina verim diizeyinin yiikseltilmesidir. Bu da
ancak hayvanlarin genetik yapilarinin ve verimleri etkileyen ¢evre faktorlerinin
iyilestirilmesi ile miimkiindiir. Hayvan yetistiricili§inde damizliga ayrilacak hayvan
sayist dogacak ve yasayabilecek yavru sayisina baghdir. Gerek istenilen sayida hayvanin
damizliga ayrilabilmesi, gerekse damizliga ayrilan hayvanlar arasinda iistiin verimli
hayvan oraninin fazla olmasi délveriminin yiiksek olmasi ile miimkiindiir. D6lveriminin
yiiksek olmasi ayrica besiye alinacak kuzu sayisini artirdigr gibi seleksiyon yogunlugunu
artirma olanagi da verdigi i¢in genetik ilerlemenin daha yiiksek diizeyde gerceklesmesine
neden olmaktadir. Dolayisiyla koyunculukta délveriminin yiiksek olmasi istenir ve bu
sebeple ikiz dogum oraninin artirilmasina ¢alisilir. Bunun i¢in de dolverimini etkileyen
genetik ve cevresel faktorlerin iyi bilinmesi ve uygun 6nlemlerin alinmasi biiyiik nem

tasir (1).

Koyun yetistiriciliginde dolverimi degerlendirilirken koyun basina dogan kuzu sayisi
onemli bir gostergedir. Bu 6zelligin belirlenmesinde strus orani, dogum orani (kuzulama
orani) ve bir batinda kuzu sayis1 gibi kriterler kullanilir. Koyunlarda bir batinda kuzu
sayist hem genetik hem de ¢evresel faktorler tarafindan kontrol edilir. Bir¢ok koyun
irkinda bir batinda 1 ya da 2 kuzu elde edilmesine karsin, bazi koyun 1rklarinda (Booroola
Merinosu, Cambridge, D’Man, Finnish Landrace ve Romanow) bir batinda koyun basina

3 ya da daha fazla sayida kuzu elde edilebilmektedir (3, 4).



Doélvermi bakimindan genotipin iyilestirilmesi, eldeki irklarin dolverimi 6zellikleri
yoniinden seleksiyona tabi tutulmasi veya dolverimi yiiksek irklarla melezlenmesi ile
miimkiindiir. Ancak dolverimi 6zelliklerinin belirlenmesinin cinsiyete bagli olmasi,
kalitim derecesinin diisiik olmasi ve disilerde bile 2—3 yastan evvel tespit edilememesi
gibi sebepler, bu 6zelliklerin seleksiyonla gelistirilmesi olanaginmi sinirlamaktadir. Nitekim
cok onemli bir dolverimi 6zelligi olan ¢oklu dogum 6zelliginde klasik seleksiyon
metotlar1 ile ¢ok yavas bir ilerleme saglandig goriilmektedir. Bu nedenle ovulasyon oranm
ve boylelikle bir batinda yavru sayisi iizerine biiyiik etkileri olan major genlerin ya da
mutasyonlarin belirlenmesi ve bunlardan yararlanma yoluna gidilmesi, koyun
yetistiricileri ve bilim adamlar1 arasinda énemli bir ilgi yaratmstir. Ik defa 1980 yilinda
Merinos koyunlarinda Booroola hattinda bir doguma diisen yavru sayis1 iizerinde etkili
oldugu diisiiniilen major bir lokus tanimlanmis (4, 5) ve bu gen, 1989 yilinda Committee
on Genetic Nomenclature of Sheep and Goat tarafindan FecB olarak adlandirilmistir
(6-8). Montgomery ve arkadaslar1 (9) tarafindan 6. kromozom {izerinde lokalize oldugu
belirlenen Fec B allelinin Bone Morphogenetic Protein Receptor IB’de (BMPR-IB) bir
nokta mutasyonu sonucunda olustugu belirlenmistir (10-12). Booroola geninin
tanimlanmasindan sonra diger irklarda da ¢coklu doguma neden olan genler arastirilmis
(13-24) ve cesitli koyun rklarinda ovulasyon oranini artiran ii¢ lokus tespit edilmistir
(BMPR-IB, Bone Morphogenetic Protein: BMP-15, Growth Differentiation Factor 9:
GDF-9) (8, 13, 15). Bu genlerin tespit edilmesi pratikte koyun yetistiriciliginde fazla
sayida yavru elde edilmesine temel olusturmus, yapilmis olan bu arastirmalar, ovulasyon
oranini artiran genlerin diger koyun 1rklarinda ve diger tiirlerde arastirilmasini 6nemli bir

konu haline getirmistir (15, 17-23, 25-28).

Tiirkiye’de yetistirilen koyun 1rklarindan biri olan Sakiz irki da ¢oklu dogurma
ozelligine sahip siit¢ii bir irktir. Genelde bir batinda 2 veya 3 yavru doguran bu koyun
rkinda bir batinda 4, 5, 6 veya 7 kuzu doguran koyunlara da siklikla rastlanmaktadir
(29-32). Sakiz irkinin bu ¢oklu dogurma 6zelligi; bu irkin da diger irklarda ¢oklu
doguma neden olan genleri ya da bu genler ile iliskili olabilecek bagka genleri tagima
olasihigimi giiglendirmektedir. Ancak giiniimiize kadar Tiirkiye’de yetistirilen Sakiz
koyun 1rkinda coklu doguma neden olan genlerin molekiiler diizeyde belirlenmesine

yonelik herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamustir.



Degisik koyun popiilasyonlarinda ovulasyon orani iizerinde etkili olan ¢esitli lokus ve
mutasyonlarin, Sakiz irkinda da tiim genom iizerinde segregasyon ve genetik markir
caligmalariyla belirlenmesi ve etkili olan lokus sayis1 ve eger mevcut ise bunlarin
ovulasyon oranini etkileyen diger genlerle olan iliskilerinin arastirilmasi sonucunda elde
edilecek olumlu bulgular Sakiz koyun irkinin kuzu verimini daha da artirabilecektir. Bu
genlerin seleksiyon kriteri olarak kullanilmasi, damizlikta kullanilacak bireylerin
dogrudan seleksiyonuna olanak vermesi nedeni ile bu irkta ¢coklu dogumun artirilmasina,
dolayist ile dolveriminin iyilestirilmesine yol acacaktir. Belirlenecek olan allel ya da
allellerin 1k i¢cinde frekansinin artirilmasi, Sakiz koyun 1rkinin bir batinda yavru sayisinin
artirnlmasina neden olabilecegi gibi, bu gen ya da genlerin melezleme yoluyla diger koyun
wrklarina aktarilmasi, genellikle dolverimi diisiik olan yerli koyun 1rklarimizin
dolverimlerinin arttirilmasina olanak saglayacaktir. Ote yandan kisa siirede kesim
olgunluguna erisebilen siit ve dolverimi yiiksek terminal hatlarin olusturulmasinda bu

genleri tasiyan koglardan yararlanilabilecektir (28).

Bu genlerin ortaya konulmasi ile ayrica bireylerin gelecekteki fenotiplerini daha erken
donemde genotiplerine bakarak tahmin etme olanagina sahip olunacak, boylece istenilen
ozellik yoniinden direkt seleksiyon yapilarak generasyon siiresini kisaltma olanag:
saglanacaktir. Direkt seleksiyonla sadece istenilen 6zellik yoniinden tastyici bireyler

siiriide tutulacagindan bu uygulama ile isletmelere ekonomik yarar saglanacaktir.

Tiirkiye’de yetistirilen Sakiz koyun 1rkinda coklu doguma neden olabilecek genlerin
molekiiler diizeyde belirlenmesine yonelik bir arastirmaya rastlanilmamasi nedeniyle bu
calismada, coklu dogum 6zelligi bulunan Sakiz koyun 1rkinda 6. kromozom iizerinde

bulunan BMPR-IB geninde ki Fec B alleli PCR-RFLP yontemi ile arastirilmistir.



GENEL BIiLGIiLER

Transforming Growth Factor B (TGF-p) Siiperailesinde Reseptor-Ligant iliskileri

Disilerde reprodiiktivitenin devamlilig ¢esitli hormon etkilerine ve sinyal faktorlerine
baghdir. Ovaryum follikiillerinin gelisimi her donemde ayr1 bir biyokimyasal bilesime
sahip olan hiyerarsik bir sirada devam eder. Son donemlerde, transforming growth faktor
B (TGF-P) siiperailesi ve bunlarin ovaryum fonksiyonu ve fertilitesi iizerindeki olasi

rolleri iizerinde durulmaya baglanmustir.

Bone Morphogenetic Protein (BMP)’lerin iiyesi oldugu TGF-J siiperailesi, tip I ve tip
IT olarak adlandirilan 6zel serine/threonine kinase transmembran reseptorleri aracilig ile
biyolojik etki gosterir. Giiniimiizde, 7 farkli tip I reseptorii (activin reseptor-like kinase
(ALK)1-7) ve 5 farkli tip II reseptorii (ActRIL, ActRIIB, BMPRII, TGF SRII ve AMHRII)
belirlenmistir. Tip I reseptorler, tip II reseptorlerin alt yolaginda yer alir ve sinyal
spesifitesini tanimlarlar. Dolayisiyla ligantin baglanmasindan sonra, tip Il reseptor tip I'i
fosforile ederek kinaz aktivasyonunu saglar. Aktive olmus tip I reseptorii, sinyali Smad
(sinyal ileti proteinleri) proteinlerini kullanarak alt yolaktaki substrata iletir. Sinyalin
spesifitesi ligantin 6zelligi ile birlikte sinyal iletisinde rol alan Smad proteinlerinin tiiriine
baglidir. Toplam 8 tane oldugu bilinen Smad proteinlerinden Smad 2 ve 3 TGF-f/aktivin
alt ailesi tarafindan aktive edilirler. Smad 1, 5 ve 8 BMP alt ailesi tarafindan aktive
edilirler. Fosforilasyondan sonra Smadlar, hepsi i¢in ortak olan Smad 4 ile kombine
olarak niikleusa transloke olurlar ve buradaki transkripsiyon regiilasyon elementleri ile
transkripsiyonu regiile ederler. Smad 6 ve 7 ise inhibitor Smadlar olarak adlandirilirlar ve
Smad sinyal ileti yolagini 6nlerler. Tip I ve tip II reseptorlerin disinda TGF-BRIII veya
betaglican olarak adlandirilan tigiincii bir reseptor daha tanimlanmistir. Bu reseptoriin,
TGF-B2’nin tip II reseptore baglanmasini hizlandirarak TGF-B2 sinyalizasyonunu
artirdigini, inhibinin de tip II reseptor ile assosiasyonunu hizlandirarak aktivin ve bazi

BMP’lerin etkisini antagonize ettigi bilinmektedir (33-36).

TGE-p siiperailesinde yapisal motifleri benzeyen 35’den fazla protein bulunmaktadir.

BMP’ler, aktivin, inhibin ve anti-miillerien hormonun da iiyesi oldugu TGF-f3



stiperailesinin bir iiyesidir. TGF-P supreailesinin bir¢ok iiyesi fotal ve erigkin donemde

hiicre biiyiime ve farklilagsmasinin kontroliinde 6nemli islevlere sahiptir (33).

Giiniimiizde 20’nin tizerinde BMP molekiilii belirlenmistir (12). Son yapilan
arastirmalar BMP’lerin, follikiilogenezizin erken donemlerinde énemli gérevleri oldugunu
gostermistir. TGF ailesinin iiyesi olan BMP’lerin gorevlerini incelemek amaciyla son
donemlerde yapilan molekiiler, hiicresel ve genetik caligmalar sonucunda memelilerde
tireme ve fertilite ile ilgili onemli bilgiler elde edilmistir. Yapilan gen ekspresyonu
calismalan sayesinde, BMP’lerin ekspresyonunda rol alan 6geler (ligantlar, reseptorler,
sinyal molekiileri ve binding proteinleri) de belirlenmistir. Rekombinant BMP’lerin
mevcut olmasi reprodiiktif dokularda proliferasyon, farklilasma ve apoptosiz’in
kontroliinde BMP’lerin biyolojik fonksiyonlarinin belirlenmesini miimkiin hale
getirmigtir. BMP sisteminin memelilerde reprodiiksiyon i¢in fizyolojik dnemi,
hayvanlarda dogal olarak olusmus mutasyonlar ya da bazi BMP genlerinin hedef alinarak

delesyonlart sonucu farkl fenotiplerin ortaya ¢ikmasi ile daha da artmistir.

BMP adi ilk olarak 1965 yilinda (33) ektopik bolgelerde kemik olusumunu tegvik
edebilen kemik ekstratlar1 ve demineralize kemikte aktif komponentlere verilmistir.
BMP’ler ilk olarak 1988 yilinda Wozney ve arkadaslar1 (34) tarafindan izole edilmis ve
cDNA’lar1 klonlanmistir. Yapilan bu ¢alismada cDNA’lar BMP-1, BMP-2, BMP-2B
(glinlimiizde BMP—4 olarak adlandirilmistir) ve BMP-3 i¢in tamimlanmistir. BMP-2, -3
ve —4’lin ortaya konan amino asit sekanslart TGF-J ailesinde ulunan iiyeler ile
benzesmektedir. Giiniimiizde TGF—f siiperailesinde yapisal motifleri benzeyen 35’den
fazla iiyesi bulunmaktadir. Yapilan analizler sonucunda BMP-1’in diger BMP’lerle
yapisal benzerligi olmadigi belirlenmistir. Bu sebepten dolay1 BMP-1, TGF-J3

siiperailesine dahil edilmemistir.

Ik BMP’lerin klonlanmasindan ¢ok kisa bir siire sonra BMP ailesine ait yeni genler
belirlenmistir (35-40). Bir¢ok calisma grubu tarafindan ayni ya da benzer genlerin ayni
donemlerde belirlenmesinden dolay1 ayn1 BMP’lerle iliskili cesitli gen aileleri i¢in degisik
isimler ortaya ¢ikmistir. Bunlara 6rnek olarak osteogenic protein (OP), cartilage-derived
morphogenetic factor (CDMP) ve growth differentiation factor (GDF) verilebilir. Bunun

sonucunda ise bazi BMP baglantili genlere farkli isimler verilmistir 6rnegin:



BMP-7/0OP-1, BMP—6/Vg—related protein, BMUP-3b/GDF-10, BMP-13/GDF-6,
CDMP-1/GDF-5 ve BMP—15/GDF-9B vb.

BMP ailesinin doku ekspresyonunda izledigi yollar belirlendik¢e ve aragtirmalarda
rekombinant BMP’lerin mevcut olmasi sonucunda, BMP’lerin kemik dokusu disinda
farkli dokularda da biiyiime, farklilagsma ve apoptozizi regiile ettigi sonucu elde edilmistir
(40-41). BMP’lerin memeli reprodiiktif dokularinda ekspresyonuna isaret eden
aragtirmalar sonucunda (37, 41-45) hizla yapilan genetik ve deneysel ¢calismalarda BMP
sisteminin reprodiiktif siirecin regiilasyonunda ve 6zellikle gonadlarda ¢ok énemli kritik

role sahip oldugu belirlenmistir (10, 46-56).

Aktivinelike-kinase 6 (ALK-6) olarak da adlandirilan BMPR-1B, BMP ve GDF alt
ailesinin ligantlarina 6zel bir tip I reseptoriidiir. BMPR-IB reseptorii, TGF- siiperailesi
iyelerine baglanarak fonksiyon gosterir. BMP’ler (BMPs), Aktivin, anti-Miillerian
hormon gibi TGF-f siiperailesinin iiyeleri arasinda yer alirlar. Bunlar multifonksiyonel
proteinler olup, pek cok hiicre tipinde biiyiime ve farklilagmayi regiile ederler. Bu ailenin
iyelerinin embriyogenezdeki rollerinin yan1 sira, kemik gelismesi, yara iyilesmesi,

hematopoez, immun ve enflamatuar cevaplarin olusmasinda da rolleri vardir.

Koyunlarda in vitro yapilan calismalarda BMPR-IB ligantlarimin (BMP—4 ve
GDF-5) kiigiik antral follikiillerden izole edilen graniilosa hiicrelerinde progesteron

sekresyonunu inhibe ettigi belirlenmistir (10).

BMP-2, -4, —6, —7 ve —15 memeli ovaryumlarinda eksprese olurlar ve BMPR—I1B’ye
baglanirlar, Booroola fenotipinde hangi BMP ligantinin ilgili oldugu tam olarak
belirlenememistir. Booroola fenotipinde graniiloza hiicrelerinde FSH tarafindan

indiiklenen artan progesteron sentezi BMP—6 etkisinin tersidir (53).

Booroola koyunlari ile heterozigot Inverdale ve Hanna koyunlar1 arasinda benzerlige
dayanarak BMP-15in Booroola fenotipi ile ilgili bir ligant olabilecegi ileri siirtilmiistiir
(54). Moore ve arkadaslarinin (57) elde ettikleri son bulgularda, BMP-15’in aday BMPR
tip I reseptorleri arasindan BMPR-IB’ ye daha fazla yakinlik gostermesi bu hipoteze
destek vermektedir. Booroola fenotipinde BMP—15’in de etkili oldugu yoniindeki iddialar

Booroola ve Inverdale genlerini tasiyan melezlerin ovulasyon oranlarinin bu genlerin



sadece birini tastyanlardan neredeyse 2 kat daha fazla olmasi ile desteklenmektedir (33,

58, 59).
Sakiz Koyun Irkimin Morfolojik ve Fizyolojik Ozellikleri

Bu 1rk adimi Ege denizindeki Sakiz adasindan almustir. Tiirkiye’de en ¢ok Izmir ilinde
ozellikle Cesme ilcesinde yetistirilir. Bu sebeple Cesme koyunu olarak da adlandirilir.
Antalya’dan Izmir’e kadar olan kiy1 seridinde yer yer yetistirilir. Bu irk Yunan adalarinda
da yetistirilir ve Chios adi ile bilinir. Tiirkiye’de sayis1 fazla degildir. Sakiz koyun 1rkinin
orijini tam olarak bilinmemektedir. Bu irkin Sakiz adasinda bulunan lokal bir 1rk ile
Anadolu 1rklar arasindaki melezlemeler sonucu olustugu diisiiniilmektedir. Bu konu ile
ilgili olarak yapilan bir ¢calismada bu irkin her ikisi de Bati Anadolu’da en yaygin olarak
bulunan Kivircik ve Dagli¢ 1rklan ile Sakiz adasinda yetistirilen lokal 1rk arasindaki
melezlemelerden koken aldig ileri siiriilmiistiir (32). Bu wrklarin Sakiz koyun 1rkinin

kaba - karigik yapagisinin ve kuyruk yapisinin olusumunda etkili oldugu diistiniilmektedir.

Viicut beyaz renkli kaba-karigik yapagi ile ortiiliidiir. Agiz ve gozler etrafinda
kulaklar ve ayaklarda siyah lekeler goriiliir. Erkeklerde kuvvetli spiral boynuzlar bulunur,
disiler boynuzsuzdur. Viicut dar ve bacaklar uzundur. Kuyruk uzun ve kok kismi az
yagli, u¢ kism1 yagsizdir. Besili olanlarda dip kisminda yag kiitlesi artabilir. Memeler

geliskin ve siitciilik 6zellikleri iyidir (1, 29-32).

Viicut iridir (cidago yiiksekligi 70 cm’dir). Yapagis1 kaba-karnisik tipte fakat
Akkaraman yapagisindan daha incedir. Aile isletmelerinde evlerin civarinda, bag-bahge
aralarinda ailelerin siit ihtiyacimi karsilamak amaciyla 2—5 baslik kiiciik gruplar halinde

yetistirilir (1).

Anag koyunlarda; canli agirlik 40 — 45 kg, kirli yapag: verimi 1.5 — 2.0 kg, liile
uzunlugu 11-15 cm, yapag kalitesi 40 — 42 S, siit verimi 120 — 180 kg, bir doguma kuzu
sayist 1.7 — 2.3, yapagi randiman1 %60 — 70’dir (1, 29).

Sakiz 1rki siit¢ii bir irktir ve iyi bakim besleme sartlarinda siit verimi 250 kg kadar
olabilmektedir (32). Bu irkta dolverimi ¢ok yiiksektir. Genelde ikiz veya iiciiz dogururlar
(1, 29, 30). Birdogumda 4, 5, 6 ve 7 doguranlara da rastlanir. Sakiz irkinin adaptasyon
kabiliyeti iyi degildir. Bu sebeple ancak kendi bolgesinde saf olarak yetistirilmektedir.

Ancak yerli irklarn siit ve dolverimi yoniinden gelistirilmesi i¢in Sakiz irki ile



melezlemeler yapilmaktadir. Sakiz koyun 1rki erken gelisen bir irktir ve 8-9 aylik

donemde damizlikta kullanabilir.
Koyunlarda Ovulasyon Oranin Etkileyen Major Genler

Diinya genelinde bulunan koyun populasyonlarinda dolverimi ile iliskili major
genlerin kalitim 6zellikleri ve DNA testleri uygulanarak 1980 yilindan itibaren yapilan
caligmalarda, major genlerin dolverimi performansini dnemli dl¢iide artirma potansiyeline
sahip oldugu goriilmiistiir. Booroola geninin tanimlanmasindan sonra diger 1rklarda da
coklu doguma neden olan genler arastirilmig ve bu ¢aligsmalar sonucunda, Yeni
Zelanda’da yetistirilen bir koyun 1rki olan Romney irkinda ¢oklu doguma neden olan bir
gen bulunmustur. Etkisi en iyi karakterize edilen bu gen Inverdale (FecX' ) olarak

adlandirilmis ve bu genin X kromozomu iizerinde bulundugu saptanmistir (13, 14).

2000 yilinda yapilan bir calismada Inverdale koyununda ovaryumda iiretilen biiyiime
faktorii geninde (Bone Morphogenetic Protein-BMP—15) bir mutasyon bulunmustur (16).
Bu arastirma sonucunda hem Inverdale ve hem de Hanna koyunlarinda BMP-15 geninde
mutasyon oldugu ancak Inverdale (Fec X) koyununda Hanna (Fec X) koyunundan farkli

bir mutasyon oldugu belirlenmistir.

Bu calismalardan sonra diger koyun 1rklarinda da benzer major genlerin aranmasina
hiz verilmis ve Booroola (Fec B) ve Inverdale (Fec X) irklarinda bulunan genlere ilave
olarak Icelandi (17), Javanese (18), Olkuska (19), Cambridge (20, 21), Belclare (21),
Lacaune (22) ve Woodlands (23) koyun irklarinda da major genlerin segregasyon

gosterdigi belirlenmistir.

Bundan baska Cambridge ve Belclare koyun irklarinda 5. kromozom tizerinde de
heterozigotlarda ovulasyon oranini artiran ve homozigotlarda infertiliteye sebep olan
baska bir mutasyon daha Growth Differentiation Factor 9 (GDF-9) geninde bulunmustur
(24).

Ovulasyon oranini artiran mutasyonlar BMPR—IB, BMP-15 ve GDF-9 genlerinde
bulunmustur ve diger genlerle ilgili olarak yapilan ¢calismalarda kalitim 6zellikleri
incelendiginde bunlarin varlig tespit edilmis ancak bunlarla ilgili mutasyonlar heniiz
lokalize edilememistir. BMP-15 geninde 4 farklit mutasyon (F ecX! ,F ecX? ,F ecX? ,

FecX®) bulunmustur. Ancak bunlarm hepsi aym fenotipin olusumuna sebep olmaktadur.



Délverimi ile ilgili farkli genlerin kalittminda ovulasyon orani iizerinde eklemeli (additif)
etkiye sahip otozomal dominant genler ( BMPR-IB; Lacaune), homozigot disilerde
infertiliteye sebep olan otozomal genler (GDF-9), homozigot disilerde infertiliteye sebep
olan X kromozomu {izerinde taginan genler (BMP-15) ve anneden gecen X
kromozomunda tasinan genlerin baskilanmasi rol oynamaktadir. Mutasyonun tek bir
kopyasinin ovulasyon orani {izerine etkisi 6strus basina 0,4 (FecX2 mutasyonu) ile 1,5
(BMPR-IB mutasyonu) arasinda degismektedir. Giiniimiizde bu mutasyonlarin bazilar
markirlar esliginde yapilan (Marker Asisted Selection MAS) seleksiyon yontemi
yardimiyla genetik 1slah programlarinda kullanilmaya baglanmistir. Ovulasyon orani ve
yavru sayisi iizerinde major bir genin varlig1 belirlenen ilk koyun irki Booroola

Merinosu’dur (60).

Tablo 1: Koyunlarda dolverimi iizerinde etkisi belirlenen ve varsayilan major genler

Gen Adi Allel Sembolii | Kromozom Ovulasyon orani (OO) ve yavru verimi Irk
(YS)iizerinde etkisi
BMPR-IB | Booroola FecB® 6 B+: 00+1.5; YS+1.0 Merinos, Garole ve
BB: 00+3.0; YS+1.5 Javanese
(9-12,61)
BMP-15 | Inverdale FecX' X I+: OO0+1.0; YS+0.6 Romney
II: infertil (gelismemis ovaryumlar) (16, 21, 59, 61-63)
BMP-15 Hanna FecX" X H+: O0+1.0; YS+ 0.6 Romney
HH: infertil (gelismemis ovaryumlar) (63)
BMP-15 | Belclare FecX® X X? + 1 00+1.0 Belclare
X2 x®: infertil (gelismemis ovaryumlar) (64, 65)
BMP-15 | Galway FecX® X G+: 00+ 0.7 Belclare ve
GG: infertil (gelismemis ovaryumlar) Cambridge
(65, 66-69)
BMP —15 _ - X Fenotip heniiz belirlenmemistir Lacaune
(22)
GDF-9 | Yiiksek FecG" 5 G"+: 00+1.4 Belclare ve
Fertilite G"G".: infertil (gelismemis ovaryumlar) Cambridge
(64, 69)
- Woodlands Fecx2" X W+: 00+ 0.4; YS+0.25 Coopworth
WW: O0&YS>W+ (23,70)
- Lacaune FecL* 11 L+: O0+1,0 Lacaune
LL: O0+2,0 (71-73)
- Thoka Fecl' - I'+: 00+ 0.7 Icelandic
I'T": infertil olabilir (74-79)
- - - - Heterozigot olarak tanimlananlarda: Olkuska
00 +1.0; YS + 0.6 (74, 80, 81)
- - - - 00:1- 8; YS: 1-7 (varyasyon oldukga fazla) ve Belle-Ile
OO’ nin tekrarlama derecesi 0.8 (82, 83)

OO: Ovulasyon orant; YS: Yavru sayisi



Piper ve Bindon (4) tarafindan yapilan ilk calismadan itibaren koyunlarda dolverimi
tizerinde etkisi olan mutasyonun belirlendigi, kalitmi tanimlanan ve varsayilan major

genlerle ilgili bilgiler Tablo 1’de verilmistir.
Booroola Geni

Booroola geni Booroola Merinosu koyununda ovulasyon orani ve délveriminde
artmaya yol acan ve tek lokusta kalitilan bir mutasyondur. Mutasyon énceleri bunu
tastyan koyunlarin ilk olarak bulundugu Giineydogu Avustralya’daki bir ¢iftligin adina
ithafen Booroola olarak adlandirilmistir. Booroola geninin ovulasyon oraninda eklemeli
ve bir dogumdaki kuzu sayisinda ise dominant etki gosterdigi saptanmis, bu genin tek bir
kopyasinin ovulasyon oranini ve bir dogumdaki kuzu sayisini, sirasiyla 1.3-1.6 ve 0.9-1.2
artirdig, genin iki kopyasinin ise ayni oranlar sirasiyla 2.7-3.0 ve 1.1-1.7 oraninda

artirdigi bulunmustur (7,8).

Koyunlarda 6q23-31 bolgesinde saptanan bu mutasyonun insanda 4q21-25 ortologu
ile homoloji gosterdigi bilinmektedir (10, 84). Ancak Davis ve arkadaslarinin (85) 2001
yilinda yayinladiklar1 ve insanda dizigotik ikizlerde yaptiklar ¢alisma sonucuna gore,
eger 4. kromozom iizerinde dizigotik ikizligin kalitimini etkileyen bir gen varsa bile

bunun etkisinin mindr oldugu vurgulanmustir.

Yeni Zelanda’da AgResearch, Fransa’da INRA ve Iskocya’da Edinburg Universitesi’nde
calisan arastirma gruplari, 2001 yilinda Booroola genini tasiyan koyunlarin ovaryum

icinde etkili olan reseptoriinde (BMPR-IB) bir mutasyon belirlemislerdir (10-12).

BMPR-IB geninin belirlenmesi ile %100 dogru sonu¢ veren DNA testi gelistirilmistir
(12, 86). Bu testte ebeveynlere ait kayitlara gereksinim duyulmamaktadir. Wilson ve
arkadaslar (12) tarafindan gelistirilen bu testte yapilan PCR ile Booroola koyunlarinda
Test R15 (5°’- CAA GAT GTT TTC ATG CCT CAT CAA CAC GGT C -3’) ve Test F12
(5’- GTC GCT ATG GGG AAG TTT GGA TG -3’) primerlerini kullanarak 140 bp’lik
bir bant elde edilmistir. Elde edilen bu iiriinlerin Ava II enzimi ile kesilmesinden sonra
yapilan agaroz jel elektroforezi sonunda: homozigot Fec B bireylerde 110 bp’lik tek bir
bant, heterozigot Fec B bireylerde 140 ve 110 bp’lik iki bant ve tagiyic1 olmayanlarda ise
140 bp’lik bir bant elde etmislerdir.
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Bu yeni ve ebeveyn kayitlarina ihtiya¢ duymadan %100 dogru sonug veren testin
bulunmasi Booroola Merinosunun orijini ile ilgili ¢aligmalara yeni alanlar acilmasina
olanak saglamistir. Davis ve arkadaslari (74) tarafindan yapilan bir ¢calismada bu genin
orijininin Hindistan’1n giineyinde yetistirilen Garole koyun irkindan geldigi ileri
siiriilmiistiir. Bengal koyunu olarak da adlandirilan Garole koyunu, 1792 yilinda
Avustralya’ya getirilmistir ve biiyiik ihtimalle Booroola Merinosu bu koyunun
yetistiricilikte kullanilmasi ile ortaya ¢ikmistir (87). Endonezya’da yetistirilen ve
dolverimi yiiksek olan Javanese koyununda ilk olarak Fec J (61) olarak adlandirilan genin

yapilan testler sonucunda Booroola geni ile ayn1 oldugu belirlenmistir (73).

Booroola geninin belirlenmesi ile ge¢cmiste tasiyici bireylerin seleksiyonu ile ilgili
olarak yasanan zorluklar oldukca aza indirgenmistir. Ancak Avustralya Merinosundan
gelen Booroola genini tagiyan koyunlar sadece 13 iilkede yetistirilmektedir. Buna
ilaveten Hindistan ve Endonezya’da da BMPR-IB mutasyonunu tasiyan yerli irklarin

yetistiriciligi yapilmaktadir (74).

DNA testi yardimiyla, Booroola Merinosunun orijininin, délverimi yiiksek olan
Avustralya’ya 18. yiizy1l sonuna dogru getirilen Garole irkindan geldiginin belirlenmesini
de miimkiin kilinmistir. Hindistan’da yetistirilen Garole koyununa ait 6rneklerde yapilan
testler, bu irkin BMPR-IB mutasyonunu homozigot tagidigini, Endonezya’da yetistirilen
Javanese koyununda yapilan testler ise bu mutasyonun bu irkta segregasyon gosterdigini

ortaya koymustur (60, 74).

BMPR-IB mutasyonu ve BMP—15 mutasyonunu tastyan koyunlar arasinda yapilan
melezleme calismalarinda elde edilen disi yavrularin hepsinin fonksiyonel ovaryumlara ve
yiiksek ovulasyon oranina sahip olduklar1 belirlenmistir (59). BMP—15 ve BMPR-IB
mutasyonlarinin birer kopyas1 ovulasyon orani iizerinde eklemeli etki yapmaktadir.
Ovulasyon oranin1t BMP-15 mutasyonu %44 ve BMPR-IB mutasyonu ise %90 oraninda
artirmaktadir. Bunun yan1 sira bir genin etkisi diger bir genin varliginda ya da

yoklugunda kaybolmamaktadir.

Bir¢ok iilkede Booroola Merinosu ile farkli irklar arasinda yapilan melezleme
calismalarinda genel olarak heterozigot FecB® (tastyici genotip) koyunlarm koyun basina
tiretilen kuzu agirligi bakimindan bu geni tasimayan koyunlara oranla daha yiiksek

degerlere sahip olduklart saptanmistir (25, 26). Southey ve arkadaglar (27) Booroola
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Merinosu X Rambouillet melezlerinde yaptiklari calismada FecB” allelinin ovulasyon
oranin1 koyun bagina ortalama 1.5 — 1.7 artirdigini, bunun sonucunda bir batinda koyun
basina diisen kuzu sayisini ise 0.6 — 0.7 arttirdigin1 ve koyun bagina 10 kg daha fazla kuzu
elde edilebildigini belirlemislerdir. Israil’de yetistirilen ve koyun basina diisen kuzu
sayis1 1.2 — 1.6 olan ivesi ve Assaf koyunlarinda FecB® allelinin aktarilmasina yonelik
yapilan melezleme ¢alismalarinda bir batinda koyun bagina diisen kuzu sayis1 2.0 olarak

bildirilmistir (28).
Booroola Merinosunda Fec B Allelinin Fizyolojik Etkileri

Booroola mutasyonunu tagiyan hayvanlarda siklus siiresinde, luteinizan hormonun
(LH) ovulasyon oncesi pikinde, Ostrus davraniglar1 ve seksiiel olgunluk ¢aglar

bakimindan mutasyonu tasimayanlarla karsilastirildiginda herhangi bir farklilik yoktur.

Fec B alleli tagiyicist olan koyunlarda Gonadotropin-releasing hormone (GnRH)
konsantrasyonunda ve sekresyonunda da herhangi bir farklilik yoktur. Mutasyonu tasiyan
ve tasimayan koyunlarla yapilan bir ¢alismada GnRH’1n endojen olarak (yani cerrahi
yontem yardimiyla hipotalamusun hipofizden ayrilmasi) engellenmesi ve disaridan GnRH
verilmesi sonucunda ovulasyon oranlarinin etkilenmedigi ve tasiyici koyunlarin yiiksek
ovulasyon oranlarin1 korudugu belirlenmis ve mutasyonun reprodiiktif donemde

hipotalamus etkisinden 6nceki bir evrede etkili oldugu diisiiniilmiistiir (88).

Fec B allelinin varlig1 hipofiz diizeyinde GnRH reseptorlerinin sayisinda bir
degisiklige neden olmamakla birlikte hipofiz diizeyindeki hormonal etkileri konusundaki
fikirler oldukca farklidir. Campell ve arkadaslarindan (89) olusan grup mutasyonu tasiyan
ve tagimayanlar arasinda gonadotropin hormonlarimin sekresyonu yoniinden bir faklilik
olmadigini sdylemelerine ragmen McNatty ve arkadaslar1 (90) grubu mutasyonun varlig
durumunda plazmada Follikiil stimulan hormon (FSH) konsantrasyonunun arttigim
belirlemislerdir. Tastyic1 hayvanlarda plazma FSH konsantrasyonunda artis oldugu 1985
yilinda Bindon ve arkadaslari (91) tarafindan da bildirmistir. Koyunlarda FSH nin
ovulasyon oranini artirici etkisi bilinmektedir (92) ancak Booroola koyununda yiiksek
dolverimini plazma FSH seviyesi ile agiklamanin yeterli olup olmadiginin belirlenmesi

gerekmektedir (93).
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Fry ve arkadaslar1 (93) degisen FSH seviyesinin etkilerinden kurtulmak icin yaptiklar
calismada hipofizektomi uygulanmis tasiyici ve normal bireylerde ovulasyonu stimiile
etmek icin Pregnant mare serum gonadotropin (PMSG) ve Human chorionic gonadotropin
(hCG) uygulamiglardir. Calisma sonucunda tasiyici bireylerin ovulasyon diizeylerinin
tasiyict olmayanlarla karsilastirildiginda oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir. Elde
edilen bu sonuglar dogrultusunda Booroola koyununda mevcut olan mutasyonun ovaryum

diizeyinde etkili oldugu diistiniilmiistiir.

Homozigot Fec B®/Fec B® koyunlarda follikiillerin ovulasyon boylar kiiciilmiis ve
follikiiler daha az sayida graniilosa hiicresine sahiptir (94). Homozigot Fec B®/Fec B®
koyunlara ait follikiiller 1 — 2.5 mm ve 3 — 4.5 mm ¢apina sahipken ayni maturasyon
donemindeki Fec B*/Fec B" koyunlarda sirasiyla 3 — 4 mm ve > 4.5 mm’dir. LH
reseptorleri Fec B®/Fec B® koyunlarda graniilosa hiicreleri 3 — 4.5 mm olunca ve
FecB*/Fec B* koyunlarda ise sadece 5 mm’den biiyiik olunca eksprese olurlar (94).
BMPR-IB koyunlarda oositler ve ovaryumlarin graniiloza hiicrelerinde eksprese olurlar.
Buna ait ligantlar olan GDF-5 ve BMP—4’1in koyun graniiloza hiicrelerinde progesteron
sekresyonunu Onledigi in vitro olarak gosterilmistir (56). Fec B alleli tastyicilarinda bu
etki, BMPR-IB’deki Q249R mutasyonu sonucu degiserek azalmistir (10, 95). Fec B
tasiyicist disi koyunlarda Q249R substitiisyonu graniiloza hiicrelerindeki steroidogenezde
BMPR-IB’nin inhibitor etkisini zayiflatarak bu hiicrelerde ileri farklilasmaya ve

follikiilerde ileri maturasyona yol agar (10, 12).

Fizyologlar yaklasik olarak 20 yildir, Booroola mutasyonunun, ovaryum
faktorlerinden herhangi birinin sekresyonunda ya da bunlarin etkisinde bozulmaya neden
olup olmadigim arastirmiglardir. Sonug olarak, dstrus siklusunda ovaryum progesteron,
ostradiol ve inhibin A sekresyonu acisindan mutasyon tasiyicisi olan ve olmayanlar
arasinda bir farklilik olmadigini belirlemislerdir (89). Genel olarak ovaryum diizeyindeki
hormonal sekresyonlarda degisiklikler yoktur. Degisik genotipler i¢inde ostrojenik
follikiillerin graniiloza hiicreleri aynidir (96). Ancak mutasyona ugramis alleli

tasityanlarda follikiiller daha ufak ve daha az sayida graniiloza hiicresine sahiptirler.

Campbell ve arkadaslar (97) yaptiklar1 calismada Fec B allelinin ovulasyonu artirict
yondeki etkisinin, ovaryuma uygulanan gonadotropik stimiilasyonun diizeyinden ¢ok, bu
stimiilasyona kars1 ovaryumdaki cevabi degistiren mekanizmalarin etkilenmesinden

kaynaklandigimi vurgulamiglardir.
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Booroola Mutasyonunun Belirlenmesinin Genetik Katkilar:

Booroola koyununda 6. kromozom {iizerinde lokalize olan ve yiiksek dolveriminden
sorumlu tutulan mutasyon, 2001 yilinda 3 farkli ¢alisma grubu tarafindan tanimlanmastir.
BMPR-IB geninde meydana gelen bu nokta mutasyonu sonucunda cDNA’nin 746.
niikleotidinde “Adenin” baz1 ile “Guanin” bazinin yer degistirmesi, bunun da BMPR-IB’yi
olusturan amino asit diziliminde 249. sirada “Glutamin”in “Arginin” ile yer
degistirmesine yol actig1 gosterilmistir (10, 12). Wilson ve arkadaslari (12) in situ
hibridizasyonda primordial follikiil doneminden itibaren antrum donemine kadar olan
follikiiler biiyiime doneminde BMPR-IB’ye ait mRNA’larin ovaryum ve graniilosa

hiicrelerinde eksprese edildiklerini gostermislerdir.

Fec B tastyicisi olan ve olmayan koyunlarin graniiloza hiicrelerinin antruma gidecek
olan kiiciik follikiileri BMPR-IB’nin bilinen iki ligantinin (BMP—4 ve GDF-5) varliginda
kiiltive edilmis ve bu ¢calisma sonucunda tagiyici olmayan koyunlarda BMP—4 ve GDF-5
varliginda progesteron sekresyonunda bir azalma ve homozigot koyunlarda ise bu
inhibisyon etkisinde kismi kayip oldugu belirlenmistir (98, 99). Mutasyonun BMPR-IB
reseptoriiniin ekspresyonunu inhibe etmemekle birlikte bunun aktivitesinin bir kismim

inhibe ettigi diistiniilmektedir (10).

Bu caligmalardan sonra 2004 yilinda Hanrahan ve arkadaslan (64) baska koyun
rklarinda ovaryum fonksiyonunu bozan ve BMP-15 ile GDF-9’a etki eden 3 farkli nokta
mutasyonu daha belirlemisler ve bu mutasyonlardan herhangi birini heterozigot tagiyan
koyunlar yiiksek dolverimine sahip ancak homozigot tagiyan koyunlarin Inverdale ve
Hanna koyunlarinda oldugu gibi steril oldugunu belirtmislerdir. Yapilan genetik analizler
sonucunda Cambridge ve Belclare irklarinda BMP—15 ve GDF-9 ligantlarinin

polimorfizm gosterdigi belirlenmistir (64).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PCR: Polymerase Chain Reaction)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 1986 yilinda gelistirilen ve spesifik bir DNA
bolgesini enzimatik reaksiyonla in vitro olarak kisa siirede milyonlarca kez ¢ogaltabilen

bir tekniktir (100, 101).

PCR, hiicreden arindirilmig bir yontem olarak, DNA klonlamasin1 kolaylastirarak,

rekombinant DNA arastirmalarinin giiclii bir teknigi olmustur ve pek cok durumda,
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konake1 hiicrelerin kullanildigi klonlamanin yerini almistir (100-103). Bunun yani sira,
genetik markir olarak kullanilan DNA tekrar dizilerindeki ve restriksiyon kesim
bolgelerindeki farkliliklarin kisa stirede tantmlanmasinda ve gen yapilarina uygun 6zgiin
primerler kullanarak, genetik bozukluklardaki mutasyonlarin yerinin ve mutasyonun

tipinin hizli olarak belirlenmesinde kullanilmaktadir (Sekil 1).

PCR deney tiipii icerisinde DNA’y1 kopyalar ve kopyalama islemi sirasinda dogal
DNA replikasyonu sirasinda kullanilan temel elementleri kullanilir. Bir PCR reaksiyonu
icin gerekli olan maddeler, asagida agiklamasi yapilan hedef DNA, DNA polimeraz,
primerler, deoksiniikleotidler ve magnezyum igeren tampon ¢ozeltiden olugsmaktadir

(100-104).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu: PCR

1 dakika 90-95°C
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Sekil 1: PCR reaksiyonu ile DNA’nin ¢ogaltilmasi
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DNA polimeraz (DNA polymerase)

DNA polimeraz enzimleri, kalip gorevi géren DNA ipligini tamamlayict bir DNA
ipligi meydana getirmek {izere, orijinal kalip iplikteki baz bilgisini kullanarak 4 cesit
deoksiriboniikleotid trifosfattan yararlanarak uzun poliniikleotid zincirin sentezini katalize
ederler. Bu enzimlerin sentezi baglatmak icin kalip molekiildeki tamamlayici diziye
baglanan kisa DNA parcalarina (primer ) ihtiyaclar1 vardir. Sentezlemenin yonii 5’ ugtan
3’ uca dogru olup, primerlerin serbest 3’ hidroksil ucuna ortamda bulunan
deoksiniikleotid trifosfatlarin (ANTPs) niikleofilik etki yapmalariyla, fosfodiester

baglarmin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir.

En sik kullanilan DNA polimeraz enzimi, Tag-polimerazdir. Bu enzim Thermus
aquaticus’tan izole edilmistir. Yiiksek sicakliga direncli olan bu enzimin optimal etkime

sicakligr 72 °C’dir (103, 104).

DNA’y1 PCR yontemiyle amplifiye edebilmek i¢in baglatici oligoniikleotid primerlere
ihtiya¢ duyulur. Oligoniikleotidler sentetik olarak kolayca hazirlanabilen tek iplik¢ikli
spesifik DNA parcalaridir. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan oligoniikleotidler
en az 16 ve tercihen de 20-24 niikleotid uzunlugunda olmalidir. Bu oligoniikleotidler,
polimerizasyon sirasinda kullanilan sicakliklarda (genelde 72 °C) sabit hibritler
olusturabilmek i¢in yeterli uzunluktadir. Genel olarak baslatici oligoniikleotidlerin hedef
DNA ya diisiik 1s1larda (37-55 °C) baglanmasindan hemen sonra Taq DNA polimeraz
calismaya baslamaktadir. Eklenen iiriinler hedefe bagl kalabilmek i¢in yeterli uzunlukta

oldugundan dolay1 polimeraz zincir reaksiyonunun 1sis1 hizla 72 °C’ye yiikseltilir.

Primerler

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilacak primerlerin igerdikleri baz siralarinin
sadece hedef DNA’ya 6zgii olmasi dikkat edilmesi gereken en 6nemli noktadir. Bu kurala
uyulmadig takdirde ¢apraz amplifikasyonlar meydana gelerek sonucu ve yorumlamayi
olumsuz etkiler. Bunun disinda hedef DNA baz siralarinin ¢ok iyi bilinmesi ve bunlar

tizerindeki spesifik bolgelerin se¢ilmesine dikkat edilmelidir (103, 104).
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Deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTPs)

DNA sarmalinin sentezi i¢in; dATP, dTTP, dGTP, dCTP; hepsi dNTPs olarak
adlandirilan 4 farkh deoksiniikleotid trifosfata gereksinim vardir. Niikleotidlerin PCR
karisimindaki konsantrasyonlar1 20-200 UM olmali ve 4 niikleotid de ayni oranda
kullanilmalidir. Niikleotidlerin diisiik konsantrasyonlarda kullanilmasi PCR’1n
spesifitesini artirir. Niikleotidlerin en uygun konsantrasyonlarini tespit etmek i¢in
amplifiye edilecek iiriiniin uzunlugu, MgCl, ve primer konsantrasyonlar1 dikkate

alinmalidir (103, 104).

Reaksiyon soliisyonu

Giinlimiizde bir¢ok reaksiyon soliisyonu bulunmaktadir ve standart reaksiyon
soliisyonu 50 mM KCl,, 10 mM TrisCl (pHS,3), 1.5 mM MgCl, icermektedir.
Iyonik olmayan deterjanlar enzim aktivitesi i¢in énemlidir. ANTP konsantrasyonunun
yiiksek olmasi halinde, artan Mg** konsantrasyonuna ihtiya¢ duyulur. Magnezyum iyon
konsantrasyonunun primer baglanmasi, kalip DNA ve PCR iiriinlerindeki ¢ift sarmal
yapinin ayrilma 1s1s1, primer-dimer yapisi ve enzim aktivitesi iizerine etkisi bulunmaktadir

(103, 104).

Hedef DNA

PCR’da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lari, ¢esitli genler ve hatta herhangi
bir DNA pargas1 kalip olarak kullanilabilir. Bu kalip DNA molekiilleri amaca gore
cDNA, genomik DNA, genom kitapliklar1 halinde arastirma laboratuarlari, klinikler veya
ticari firmalardan hazir olarak elde edilebilirler. Hedef dizini iceren DNA, polimeraz
zincir reaksiyon karisimina tek ya da cift zincir formunda konulabilir. DNA’nin uzunlugu
onemli bir faktor olmasa da yiiksek molekiil agirligina sahip DNA (6rnegin: genomik
DNA) nadiren kesen restriksiyon enzimleriyle kesime tabi tutuldugunda amplifikasyon
daha verimli olur. Hedef DNA iizerindeki hedef dizinlerin konsantrasyonu duruma gore
degisir ve genelde arastiricinin kontrolii altinda degildir. Bununla beraber miktar1 bilinen
hedef dizinlerle (Ing, 0.1 ng, 0.001 ng vs) yapilan seri denemeler sonucunda

amplifikasyonun istenen diizeyde calisip ¢calismadigi kontrol edilir (103, 104).
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PCR’1n calisma prensibi

PCR reaksiyonunda ii¢ temel basamak vardir ve ¢ogaltilmis iiriiniin miktari, teorik

olarak, bu ii¢ adimin tekrarlama sayisina baglhidir.

1. Ilk adimda, ¢ogaltilacak DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir.
Genomik DNA, kan, sperma, kurumus kan ya da sperma gibi adli tip 6rnekleri, uzun siire
saklanmis tibbi ornekler, tek bir sac teli, mumya kalintilar1 ve fosil gibi degisik
kaynaklardan elde edilebilir. Cift zincirli DNA, tek zincirli hale gelene kadar 1sitilir (90—
95°C’de, yaklagik 5 dakika siireyle).

2. Sicaklik 50 ile 60°C arasinda bir degere diisiiriiliir ve primerlerin tek zincirli hale
getirilmis DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu primerler yapay oligoniikleotidlerdir (15 — 30
niikleotid uzunlugunda) ve ¢ogaltilacak DNA kisminin ug¢larindaki tamamlayici dizilere
0zgiil olarak baglanir. Bu primerler, kalip DNA’nin sentezi i¢in, baglangi¢ noktasi olarak
gorev yaparlar.

3. DNA polimeraz’in 1s1ya dayanikh bir sekli (sicak su kaynaklarinda yasayan bir
bakteriden elde edilen enzim, Taq polimeraz) reaksiyon karisimina ilave edilir ve DNA
sentezi 70 ile 75°C arasindaki sicakliklarda gergeklesir. Polimeraz enzimi, niikleotidleri
5’ den 3’ ne dogru ekleyerek, primerlerin uzamasini saglar ve hedef DNA’nin iki zincirli

kopyasini olusturur.

Bu ii¢ basamaktan olusan reaksiyon seti — ¢ift zincirli iiriiniin tek zincirli hale
getirilmesi (denaturasyon), primerlerin baglanmasi (anneling) ve polimeraz enzimi ile
zincirin uzamasi (extention) — bir dongii olarak ifade edilir. PCR bir zincir reaksiyonudur,
clinkii yeni DNA zincirlerinin sayis1 her dongiide iki katina ¢ikar ve yeni zincirler bir
sonraki dongiide kalip gérevini goriirler. Yirmi bes — otuz dongii sonunda DNA
miktarinda yaklagik 1.000.000 kez artma olur. Islem, thermocycler (1s1 déngiisii) denilen
makinelerde, 6nceden dongii sayis1 ve sicakliklar belirlenen programlarla, otomatik
olarak gerceklestirilir. Bu yontem ile; klonlama, dizi analizi, klinik tan1 ve genetik
taramalar gibi diger islemlerde kullanmak iizere bol miktarlarda hedef DNA fragmentleri

elde edilir (100-105).

PCR ¢ok gelismis bir teknik olmasina ragmen, bazi sinirlar1 vardir. Hedef DNA’nin

niikleotid dizisi hakkinda baz1 bilgilerin gerekli olmasi ve nispeten kisa bir iiriin elde
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edilmesi, bunlardan bazilaridir. Diger DNA kaynaklarindan ¢ok kiigiik miktarda bir
bulagma bile sorunlara neden olabilir. Laboratuar ¢calisanlarindan dokiilebilecek deri
pargalari, DNA 6rnegine bulasabilir ve dogru sonug¢ alinmasini engelleyebilir. PCR

reaksiyonu ¢ok dikkatli ve kontrollii yapilmalidir.

PCR sonuclarimin degerlendirilmesi

PCR iiriinleri belli uzunluktaki DNA parcalarini icerir. Bu iiriinleri goriintiilemek i¢in
agaroz veya poliakrilamid jel elektroforezi yapilir. Elektroforez isleminden sonra
ethidium bromide, giimiis boyama ve otoradyografi metotlarindan birisi kullanilarak

goriintiileme islemi yapilabilir (106).

Molekiiler Markirlar (Belirtecler)

Kalitim sekilleri, morfolojik, biyokimyasal ve DNA diizeyinde izlenebilen
karakterlere genetik markir denir. Bu karakterlerin markir olarak isimlendirilmesinin
nedeni, calisilan organizmadaki ilgilenilen diger 6zelliklerin genetigi hakkinda dolayli da
olsa bilgi saglamalaridir. Molekiiler markirlar DNA’nin aktif bolgelerinden (genler) veya
herhangi bir genetik kodlama fonksiyonuna sahip olmayan DNA dizilerinden

gelistirilebilirler (107).

DNA markirlar

DNA markirlari, farkli genotiplere ait DNA niikleik asit dizilis farkliligini ortaya
koyan aracglardir. Bunlar; DNA’nin enzimlerle kesimi sonucu elde edilen RFLP’ler ve
PCR kullanimina dayali olan SSCP, RAPD, AFLP, STS, SNP, mtDNA, VNTR’lerdir.
Giiniimiizde DNA diizeyinde polimorfizmi gdzlemlememize yarayan molekiiler markirlar
hayvan genetiginde anahtar rolii oynamaktadir. Cesitli molekiiler biyoloji yontemlerinin
gelistirilmesi ve aralarinda genis bir varyasyon olmasindan dolay1 amaca en uygun

genetik markirlarin se¢ilmesi oldukg¢a 6nemlidir.

Genetik calismalarda molekiiler markirlar1 kullanirken 2 6nemli nokta goz 6niinde
bulundurulmalidir. Molekiiler Biyoloji’de ¢alisacak olanlarin kullanacaklar1 yontemle

oldukga basit bir sekilde yeterli sayida genotip verisi elde edebilmeli ve miimkiin
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olabilecek en az maliyete sahip olmalidir. Istatistiksel olarak da yapilacak analize gore
dominans iligkileri, heterozigotluk oranlari, nétralite, harita iizerinde markirlarin
yerlesimleri ya da markirlarin genetik bagimsizliklar1 gibi cok az sayida 6zellik 6nemlidir.
Ama 6nemli olan hangi sistem segilirse se¢ilsin sonu¢ miimkiin oldugunca uygulanabilir
olmalidir. Cesitli donemlerde kullanilan molekiiler markirlarin popiilaritelerindeki
cesitlilikler giiniimiizde oldukc¢a fazladir ve molekiiler genetik agisindan oldukca ¢abuk

gelismektedir (107-111).
Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP)

Restriksiyon Par¢a Uzunlugu Polimorfizmleri denilen bu markirlar, diziyi tantyan bir
niikleaz (restriksiyon enzimi) ile kesilebilen 6zel niikleotid dizisinin oldugu DNA
bolgelerini gosterir. Giiniimiizde, artik tarimsal 6nemi olan bir¢cok organizma icin RFLP
markirlar1 bulunmaktadir ve bu yontem kantitatif 6zelliklere ait lokuslarin da

haritalanmasini miimkiin kilmaktadir (108).

Insan genomu boyunca (6zellikle kodlayici olmayan bolgelerde), her 200 niikleotidde
1 dizi farklihigr goriiliir. Bu 6zel bolgelerdeki niikleotid ¢iftinde degisiklik veya bir ya da
birden fazla niikleotid ¢iftinin delesyonu veya insersiyonu seklinde goriiliir ve bir
restriksiyon enziminin kesim noktasini ortadan kaldirabilir ya da yeni bir kesim noktasi
yaratabilir. Restriksiyon enzim kesimleri ile olusturulan bu parca uzunluklarindaki
farkliliklar, restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmleri olarak adlandirilir (108, 109).
RFLP’ler oldukca yaygindir. Insan genomunda binlercesi tanimlanmustir ve bunlarin
bir¢cogu her bir kromozoma 6zgii olarak bulunmustur. Bu cesitlilikler kodominant alleller
olarak aktarilir. Her bir kromozomda 6zgiil bolgelerde haritalandirildiklart i¢in, genetik
hastaliklarin bir ailede nesilden nesile ge¢isini takip etmek amaciyla belirleyici olarak
kullanilirlar. RFLP’leri kullanarak genetik hastaligin kromozom yerlesim bolgesini tayin
edebilmek icin, ailenin bircok kusakta (ii¢ ya da daha fazla) genetik hastalikla birlikte
gecis gosteren bir RFLP belirleyicisinin haritalanmasi gerekir. Calisilan ailede RFLP
belirleyicisinin se¢imi, deneme ve yanilma ile yapilir. Aile bireylerinin cogunun
heterozigot oldugu bir belirleyici bulmak icin, pek ¢ok farkli kromozomal bolge calisilir.
Boylece, bir iiyesi hastalik fenotipi ile baglantili olan her bir kromozom ¢ifti belirlenmis
olur. Bir genetik hastalig1 tanimlayabilmek icin, belirli bir RFLP’nin ve hastaligin ailenin
miimkiin olan tiim iiyelerindeki ge¢isinin izlenmesi gerekir. Eger bir RFLP bolgesi ve

hastalik ayn1 kromozom {iizerinde ve birbirine yakinsa, baglanti gostereceklerdir. Bu tiir
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calismalarda RFLP’lerin cogu, hastalikla baglant1 gostermez ve bu sonuglar hastalikla
ilgili gen bolgesini tasimayan kromozomlarin belirlenmesini saglar. Bir RFLP
belirleyicisi ile bir genetik hastaligin baglantili olup olmadigini belirlemek i¢in olasilik

analizleri yapilir.

RFLP tekniginin avantajlari; restriksiyon enzimlerinin tiirler, cinsler hatta familyalar
arasinda ortak olmasidir. Bir diger avantaji da giivenilir olmasidir. Farkl arastiricilar,
farkli laboratuarlarda, ayn1 sonuglari elde etmektedirler. Orta diizeyde polimorfizm
oranlari vardir. En 6nemli dezavantaji ise analizlerin pahali olmasinin yani sira zaman ve

is giicii gerektirmesidir (108—110).
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GEREC ve YONTEM

Hayvan Materyali

Bu aragtirma Bandirma Hayvancilik Arastirma Enstitiisii’nde yetistirilen Sakiz
koyunlari ile Izmir’de Cesme ve Urla’da ve Canakkale Ayvacik ilcesinde yetistirilen

cesitli Sakiz siiriileri iizerinde yiiriitiildii.

Bandirma Hayvancilik Arastirma Enstitiisii’'nde yetistirilen Sakiz irkina ait koyun ve
kuzulardan (ebeveynlerinden kan alinamayan), izmir Cesme’de 1 Sakiz siiriisiinden ve
Urla’da 2 farkli Sakiz siiriisiinden, Canakkale Ayvacik ilcesine bagli kdylerde 6 farkl
Sakiz siirlisiinden ve varyasyon yaratmak amaci ile Yenice il¢cesinde Sakiz — Kivircik
melezi koyundan kan 6rnegi alindi. Calismada kullanilan Sakiz ve Sakiz X Kivircik
melezi koyunlara ait 6rneklere ait sayilar ve kan drneklerinin alindig yerler Tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 2: Calismada kullanilan Sakiz ve Sakiz X Kivircik melezi koyunlara ait 6rneklerin
sayist ve kan orneklerinin alindigi yerler

Hayvan Sayis1 | Ornegin Alindig Yer
Sakiz 108 bas Bandirma Hayvancilik Aragtirma Enstitiisii
Sakiz 80 bas [zmir - Cesme
Sakiz 50 bas [zmir - Urla
Sakiz 150 bag Canakkale - Ayvacik
Sakiz X Kivircik Melezi 18 bas Canakkale - Yenice

Sakiz 1rkina ait koglara, koyunlara ve bunlarin yavrularina ait kan 6rnekleri 4 ml’lik
EDTA’Il vakumlu tiiplere steril ve tek kullanimlik igne ile vena jugularis’e girilerek steril
olarak alindi. Her koyundan EDTA’11 tiiplerde ikiser tiip kan 6rnegi alindi. Alinan
kanlarin hemoliz olmasini dnlemek i¢in kanlarin alindigit EDTA’]1 tiipler alt iist edilerek
karistirild1 ve soguk zincirde laboratuvara getirildi. Laboratuvara getirilen kan 6rnekleri

DNA izolasyonuna kadar -20°C de saklandi.
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Bu ¢alismada kullanilan Bandirma Hayvancilik Arastirma Enstitiisii’nde yetistirilen
Sakiz irkina 108 adet koyundan alinan kan 6rneklerinin DNA izolasyonlar ve genetik
analizleri Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Genetik Anabilim Dali Molekiiler
Genetik laboratuvarinda yapilmistir. izmir’de Cesme ve Urla’da ve Canakkale Ayvacik
ilcesinde yetistirilen gesitli Sakiz siiriilerinden ve Yenice’de yetistirilen Sakiz — Kivircik
melezlerinden alinan kan 6rneklerinin DNA izolasyonlari ve genetik analizleri Uludag
Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali Molekiiler Genetik

laboratuvarinda yapilmistir.

DNA Ornekleri ve DNA izolasyonu

Bu calismada kandan DNA izolasyonu i¢in “Fenol-kloroform Ekstraksiyonu” yontemi
kullanildi (112). DNA izolasyonunda uygulanan yontemde yapilan islemler asagida

maddeler halinde verilmistir.

1- 15 ml’lik falcon tiipiine 2 ml kan 6rneginden ilave edildi
2- Uzerine 10 ml T10E10 (Ph 7.5) eklendi
3- Vortekste iyice karigtirildi
4- 20 dakika 3000 rpm de santrifiij yapildi
(Shangahai Surgical Instruments marka 80-2 model)
5- Ustteki s1v1 kisim uzaklastirild:
6- Uzerine 10 ml T10E1 (ph 7.5) ilave edildi
7- 3, 4, 5 nolu basamaklar1 tekrarland1
8- Uzerine 10 ml T10E1 (ph 7.5) ilave edildi
9- 3, 4, 5 nolu basamaklar1 tekrarland1
istendigi takdirde tekrar T10 E1 ilave edilerek 3, 4 ve 5. basamaklar tekrar edilebilir.
NOT: Normalde iistteki s1vi kismin miimkiin oldugunca berrak olmasi istenir
10- 500 ul NDB solusyonundan ilave edildi
11- Elde edilen peleti ¢dzdiirmek icin iyice vortekslendi
12-Uzerine 25 ul SDS 10% ilave edildi
13- Uzerine 25 pl proteinase K (10 mg/ml) ilave edildi
14- lyice vortekslendi
15- 2 saat 37 °C de inkiibasyona birakildi
16- 25 ul de proteinase K ve 37°C de tekrar biitiin gece inkubasyona birakildi
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17- Elde edilen dijesyon iiriinii 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi
18- Tiiplere 500 ul fenol-kloroform ilave edildi
19- Iki fazin birbiriyle iyice karismasim saglamak icin iyice vortekslendi
20-10 dakika 3000 rpm de 25 °C de santrifiij yapildi
(Hermle marka Z 33 MK-2 model)
21- Ustteki kismu alinarak yeni bir 1.5 m1’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi
22- Tiiplere 500 pl fenol-kloroform ilave edildi
23- 10 ve 11 basamaklar tekrarlandi
Buraya kadar yapilan islemler sonucunda Proteinaz K tarafindan parcalanan ¢ekirdek zar
ve proteinlerden aciga ¢ikan DNA fenol kullanilarak bu protein artiklarindan temizlenmis
oldu.
24- Ustteki kismi alinarak yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarild:
25- Uzerine 500 ul kloroform/isoamilalkol (24:1) ilave edildi
26- 10 ve 11. basamaklar tekrarland
Kloroform uygulamasi ile fenoliin etkisi giderildi (kloroform proteinlerle reaksiyona girer
ve ortamda kopiik olusturur). Kopiigiin engellenmesi i¢in karisima izoamilalkol
eklenerek yiizey gerilimi azaltildi.
27- Ustteki kismm alinarak yeni bir 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarild:
28- Uzerine 50 ul NaAc 3M (ph 5.2) ilave edildi
29- Uzerine 1 ml %100’liik etanol (-20°C) ilave edildi
30- DNA yumake¢ig goriiniir hale getirmek icin tiip birkag defa yavag bir sekilde alt yiiz
edilerek karistirildi.
31- DNA yumag pipet ucu yardimiyla yakalandi ve 200 ul T10E1 (PH 7.5) olan
mikrosantrifiij tiipiiniin i¢cine dikkatlice birakildi
32- Mikrosantrifijj tiipii hafifce vortekslendi ve tiip icerisindeki peletin ¢6ziilmesi i¢in oda
1s1sinda bir gece bekletildikten sonra 4°C’de saklandi.

Tiipler alt iist edildiginde DNA yumake¢igi goriilmedigi durumlarda 3000 rpm de 30
dakika 4°C’de sentrifuj yapildi. Daha sonra tiipteki etanol uzaklastirilarak iizerine 500 ul
%70’1ik etanol ilave edildi ve 10 dakika 3000 rpm de sentrifiij yapild1 ve sonrasinda
etanol uzaklastirildi ve mikrosantrifijj tiipleri yatay olarak oda 1sisinda kurumalart i¢in

birakildi. Ertesi giin tizerine 100 ul T10E1 ilave edildi.

DNA izolasyon isleminin basarili olup olmadigini kontrol etmek icin 6rneklerden 2 ul

almarak %1°lik agaroz jelde 15 dakika elektroforez yapildi. Elektroforez sonunda, DNA
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izolasyonu basarili ise ultra-viyole 11k veren goriintiileme sehpasinda, drneklerin

yiiklendigi kuyucuklarda fliioresan parildama gozlendi.

DNA izolasyonunda kullanilan soliisyonlar ve hazirlamis formiilleri;

0.1 M EDTA pH:7.5
32.03 g EDTA Nas (Biobasic DB185)
800 ml distile H,O ile ¢ozdiiriiliir

pH, NaOH ile ayarlandiktan sonra distile H,O ile 1 litreye tamamlanir

Otoklavda sterilizasyondan sonra 4°C’de saklanir

NDB

25 ml NaCl 3 M

250 ml EDTA 0.1 M

Distile H,O ile 1 litreye tamamlanir

Otoklavda sterilizasyondan sonra 4°C’de saklanir

NaAc 3M pH: 5.2
408.1 g NaAc.3H,0
500 ml distile H,O ile ¢cozdiiriiliir

pH glasyal asetik asit ile ayarlandiktan sonra distile H,O ile 1 litreye tamamlanir

Otoklavda sterilizasyondan sonra oda 1sisinda saklanir

SDS %10 (100 ml)
10 g SDS (Biobasic DB0485)

90 ml distile H,O ile 60°C de ¢oziiniinceye kadar 1sitilir
pH konsantre HCl ile 7.2’ye ayarlanir distile H,O ile 100 ml’ye tamamlanir.

1M Tris-HCI pH:8
121.2 g Trisbase (Biobasic DB0103)
840 ml HCI 1IN

pH, HCl ile 7.5’e ayarlandiktan sonra distile H,O ile 1 litreye tamamlanur.

Otoklavda sterilizasyondan sonra 4°C’de saklanir
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Kloroform/izoamilalkol 24:1
960 ml kloroform

40 ml izoamilalkol

T10E10

10 ml 1 M Tris HCI (pH: 8)

100 ml EDTA 0.1 M (pH 8)

Distile H,O ile 1 litreye tamamlanir.

Otoklavda sterilizasyondan sonra oda 1sisinda saklanir

T10E1

10 ml Tris HC1 1 M (pH: 8)

10 ml EDTA 0,1 M (pH 8)

Distile H,O ile 1 litreye tamamlanir.

Otoklavda sterilizasyondan sonra oda 1sisinda saklanir

Polimeraz Zincir Reaksiyon Teknigi (PCR)

PCR karisimi genomik DNA harig her bir 6rnek icin 20 pl olarak hesaplandi. PCR
karisimi, karisim hazirlanirken kullanilan reaktiflerin kimyasal 6zelliklerinde bir degisme
olmasini 6nlemek icin buz {izerinde hazirlandi. Genomik DNA disindaki tiim reaktiflerin
icinde bulundugu PCR karisimi, bir seferde 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipii icinde
hazirlandi. Bu karisimdan her bir 6rnek i¢in 20 pl alinarak daha 6nce etiketlenerek buz

tizerine yerlestirilen 0.2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine dagitildi.

Hazirlanan PCR stok karisimi 0.2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine dagitildiktan sonra
incelenecek orneklere ait DNA’dan 5 pl alinarak bu karisim iizerine eklendi. Genomik
DNA da eklendikten sonra, her bir 6rnek icin hazirlanan PCR karisimlar otomatik pipetle
ayn ayr1 2-3 kez karigtirildi. Daha sonra mikrosantrifiij tiiplerinin kenarlarina yapismis
olan kismi dibe ¢oktiirmek i¢in kisa bir santrifiij yapildi. Santrifiij sonunda icinde
orneklerin bulundugu tiipler daha 6nce 94°C’ye 1sitilmis olan Thermo® Flexigene marka

96 ornek kapasiteli 1s1 diizenleme aletine yerlestirildi.
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PCR Reaksiyonunda Kullanilan Reaktifler ve Miktarlari

Bugiine kadar yapilmis olan PCR uygulamalarina yonelik caligmalar ve PCR
tekniginin kullanilma amaglar1 incelendi. Bu grup calismalar igerisinde reaktiflerin
degisik oranlar1 kullanilarak en iyi sonuglar alinmis olan miktar ve oranlar denendi.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nda kullanilan kimyasal maddeler (Takara Bio Inc.) ve

miktarlar asagida verildi (liriin kodlar1 parantez igerisinde gosterildi).

Taq Polimeraz Enzimi (Takara RO01BM): 5 U/ul stok cozeltisinden her 6rnek icin
0.5 U enzim kullanildi.

10 X Reaksiyon Cozeltisi (Takara RO01BM ): Hazir kullanma ¢ozeltisi (10 mM
Tris, 50 mM KCIl) kullanildi.

MgCl2 Cozeltisi (Takara RO01BM): Hazir karisim 25 mM kullanma ¢ozeltisi
kullanildi.

dNTP’ler (Biobasic D0057): dNTP karisimindan ( her biri 0.2 pmol miktarinda
dATP, dGTP, dTTP ve dCTP iceren 10 mM’lik ¢ozelti) 125 mM yogunlukta sulandirildi.

Primer’ler (Biobasic PAGE, 200uMOL): Ilgili firmaya 0.2 uM olarak siparis verildi

ve distile su ile 200 ng/ ul yogunlukta kullanma ¢6zeltisi hazirlanda.
Test F2: 5° — CCA GAG GAC AAT AGC AAA GCA AA-3
TestR15:5° — CAA GAT GTT TTC ATG CCT CAT CAACACGGTC-3

PCR reaksiyonunda, ince duvarh (1s1 iletiminden kaynaklanabilecek sorunlarin en az
diizeye indirgenmesi icin), DNAase ve RNAase enzimlerinden arindirilmis steril 0.2

ml’lik mikrotiipler kullanildu.

- dNTP karisimi

- Primer Test F2

- Primer Test R15

- 0,5 U Taq Polimeraz enzimi (5U/ul stok ¢ozeltiden)
- 10X Reaksiyon Cozeltisi

- Bidistile H,O
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Bu PCR karisiminin iizerine; 6rnek genomik DNA’sindan 5 pl ilave edilerek her

ornek i¢in toplam 25 pl’lik PCR karisimi hazirlandi.

Calisma kolayligi nedeniyle PCR islemi daima 15 6rnekle calisildi. Buz iizerinde
hazirlanan PCR karisimi, 95°C’ye 1sitilan tiipler Thermo Flexigene marka 1s1 diizenleme

aletine yerlestirildi. Kapak kapatildiktan sonra PCR islemi baglatildi.

PCR isleminde, hazirlanan ve 0.2 ml’lik mikrosantrifiijlere dagitilan PCR karigimlar
once 95°C’de 5 dakika tutuldu. Bu siire sonunda her bir dongiisii;

94°C 1 dakika

57°C 1 dakika

72°C 1 dakika,
seklindeki ii¢ farkli 1s1 derecesinde birer dakika tutulacak sekilde 33 dongii yapildi. Son
dongiiden sonra 6rnekler, 72°C’de 5 dakika tutularak PCR iglemi tamamlandi. Ist
diizenleme aletinden ¢ikartilan PCR iiriinleri kisa bir siire santrifiij yapildi. Daha sonra,
dogrudan elektroforez uygulanarak PCR’nin basarili olup olmadig belirlendi. PCR’nin
basarili oldugu PCR fiiriinleri restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesme isleminde

kullanilmak tizere 4°C’de saklandi.

Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez ¢6zeltisi olarak Tris-Borat-EDTA (TBE) kullanildi. Elektroforez
cozeltisi once 10X yogunlukta stok soliisyon olarak hazirlandi. Hazirlanan bu stok
soliisyonu 0,5X seyreltilerek kullanildi. Stok soliisyon hazirlanirken 108g Tris base,
55.5g Borik asit; 40 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0) 1 litre distile suda ¢ozdiiriilerek koyu renkli
siselerde oda 1sisinda saklandi. Kullanilacagi zaman alinan bir 6lcek stok soliisyonu,
distile su ile 10 kat1 sulandirilarak kullanma soliisyonu hazirlandi. Bu kullanma

soliisyonu hem jelin hazirlanmasinda hem de elektrolit ¢ozeltisi olarak kullanilda.

Jelin hazirlanmasi i¢in 150 ml, elektrolit ¢ozeltisi olarak da 750 ml 0.5X TBE
kullanma soliisyonu kullanildi. Elektroforez tankinda bulunan elektrolit soliisyonu her

elektroforezde degistirildi.
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Agaroz Jel’in Hazirlanmasi

Calismada jelin hazirlanmasinda Biobasic marka D0012 katalog numarali agaroz
kullanildi. Agaroz jel %2 yogunlukta hazirlandi. Bu amacla 3 g agaroz tartilarak 250
ml’lik erlenmayere konuldu. Tartilan bu agarozun iizerine 150 ml 0.5 X TBE cozeltisi
eklendi. Hazirlanan agaroz jelin homojen bir karigim olmas1 mikrodalga firinda 4 dakika
tutuldu. Daha sonra, seffaflagan agaroz jel {izerine ethidium bromide (10 mg/ml) 0.5
pg/ml oraninda katildi. Ethidium bromide’in agaroz jel i¢inde homojen dagilmasini

saglamak amaciyla karigim hafifce sallanarak karistirildi. .

Agaroz Jel’in Dokiilmesi

Calismada, elektrotlar arasindaki uzaklik 15 cm olan Biometra® Agagel Mini marka
elektroforez tanki kullanildi. Hazirlanan agaroz jel, boyutlar1 9 x 6.5 x 1.5 cm ve ultra-
viyole 151k geciren jel teknesine dokiildii. Orneklere ait DNA’lar kullanilarak yapilan
PCR sonunda elde edilmesi hedeflenen 190 bp’lik bantlarin varli§inin belirlenmesi
amaciyla yapilan ilk elektroforezde 16 disli jel tarag: kullanildi. Bu ilk elektroforez
sonunda 190 bp’lik bandin elde edildigi PCR iiriinlerinin, restriksiyon enzimi ile kesilme
isleminden sonra varsa FecB tasiyici veya homozigot FecB bireylerin belirlenmesi
amaciyla yapilan ikinci elektroforezde ise 15 dis 6rnekler icin ve bir dis de DNA
standartinin yiiklenmesi icin olan toplam 16 disli tarak kullanildi. Agaroz jel tekneye,
hava kabarcig1 olmayacak sekilde dokiildiikten sonra jel tarag: yerlestirildi ve jelin
katilagmas1 beklendi. Agaroz jelde hava kabarciginin kaldig1 durumlarda, kullanilmamis
steril bir pipet ucu yardimai ile bu hava kabarcigi jelin taraktan en uzak tarafina dogru
cekilerek orneklerin yiiklenecegi kuyulardan uzaklastinldi. Katilasarak opak bir gériiniim
alan jelden tarak, jeli yirtmamak icin dikkatlice ¢ikarildi. Daha sonra jel, elektroforez

tankina yerlestirildi ve jelin iistiinii tamamen 6rtecek kadar elektrolit ¢cozeltisi eklendi.

Orneklerin Kuyulara Yiiklenmesi

PCR sonunda elde edilen iiriinler kuyulara yiiklenirken 6nce 2 cm eninde 4 cm
uzunlugunda parafilm kesildi. Bu parafilm iizerine, kuyulara yiiklenecek ornek sayisi
kadar yiikleme ¢ozeltisi (loading buffer), her 6rnek icin 2’ser [l olacak sekilde otomatik

pipetle konuldu. Parafilm iizerine konan 2 pl yiikleme ¢6zeltisinin iizerine 6rneklere ait
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PCR iiriinlerinden 10 pl eklenerek otomatik pipetle karistirildi, kuyulara yiiklendi. En son
kuyuya da PCR iiriinlerinden elde edilecek bantlarin belirlenmesi icin 100 bp’lik
(BioGen) standart DNA standart1 (DNA ladder) yiiklenerek elektroforez islemi baslatildi.
Elektroforez, 90 dakika 100 volt elektrik gerilimi uygulanarak yapildi.

Bantlarin Go6zlenmesi ve Fotograf Cekimi

Elektroforez sonunda jel teknesi lizerindeki jel ile birlikte tanktan alinarak jel
goriintiileme sisteminin kabinine yerlestirildi. Goriintiileme sisteminin ultra-viyole 15181
acilarak once aranan 190 bp uzunlugundaki tek band jelde goriildii ve sonra bantlarin
bulundugu jelin goriintiisii alind1. Ciplak gozle bakildiginda jel goriintiileme sehpasinda
pembe fliioresan renk veren bantlar, goriintiileme sisteminin ekraninda siyah-beyaz olarak
goriintiilendi. Elde edilen PCR iiriinlerinin elektroforezi sonunda PCR’nin basarili oldugu
orneklerden 190 bp’lik tek bir bant elde edildi. Bu tek bantin elde edildigi 6rneklere ait
PCR iiriinleri daha sonra Ava I restriksiyon enzimi ile kesilerek, incelenen drneklerin

Fec B durumlarinin belirlenmesinde kullanildi.

Ava II Restriksiyon Enzimi ile PCR Uriinlerinin Kesilmesi

Elektroforez sonunda 190 bp’lik bantlarin elde edildigi 6rneklere ait PCR iiriinleri
Ava Il restriksiyon enzimi ile kesildi. Calismada, Takara firmasinin 10 iinite/pl
konsantrasyonundaki 100 iinitelik Ava I E601BC katalog numarali restriksiyon enzimi

kullanild.
Bu enzim DNA’y1 5...G|] G(AveyaT)CC...3

3....CC(Tveya A)G G....5 bolgesinden kesmektedir.
Ava Il restriksiyon enzim kesimi her bir 6rnek igin:

Ava Il 1

10 X Buffer 3ul

Bidistile H,O 16 pl kullanilmistir.

Restriksiyon enzimi ile kesim iglemi, bir 6rnek i¢in toplam hacmi 20 pl olacak sekilde
hazirlanan karigim iizerine, 190 bp’lik bantlarin goriildiigii PCR iiriiniinden 10 pl

eklenerek yapildi. Restriksiyon enzimi ile kesme islemi her seferinde 1 6rnek islenecek
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sekilde buz lizerinde yapildi. Bu amacla etiketlenmis olan 0.2 ml’lik mikrosantrifiij
tiipleri buz iizerine yerlestirildi. Her bir 6rnek i¢in gerekli olan restriksiyon karigimi buz
tizerindeki 1.5 ml’lik mikrosantrifuj tiipiinde hazirlandi ve 0.2’ ml’lik mikrosantrifiijlere
20’ser pl dagitildi. Bu sekilde hazirlanan tiipler Thermo Flexigene marka 1s1 diizenleme

aletine yerlestirildi.

Is1 diizenleme aletine yerlestirilen 6rnekler, 37°C’de 16 saat tutuldu. Bu siirenin
sonunda elde edilen iiriinler yukarida anlatildig: sekilde hazirlanan %3.5’lik jelde
elektroforez yapildi. Ornekler kuyulara yiiklenirken 6nce Ava II enzimini inaktive etmek
amaciyla enzime ait 10 X yiikleme ¢ozeltisi (loading buffer; %1 SDS, %50 Gliserol,
%0,95 Bromofenol Blue), her 6rnek i¢in 1/10 oraninda olacak sekilde otomatik pipetle
parafilm tizerine konuldu. Parafilm iizerine konan 1 pl yiikleme ¢ozeltisinin tizerine
orneklere ait PCR iiriinlerinden 10 pl eklenerek otomatik pipetle karistirild1 ve kuyulara
yiiklendi. En son kuyuya da elde edilecek bantlarin belirlenmesi i¢in 100 bp’lik (BioGen)
standart DNA standart1 yiiklenerek elektroforez islemi baglatildi. Elektroforez, 90 dakika
100 volt elektrik gerilimi uygulanarak yapildi. Elektroforez, jel {izerinde drneklerin
ilerleyisi izlenerek bu siirenin sonunda sonlandirildi ve tanktaki jel, jel teknesi ile birlikte
tanktan ¢ikarilarak ultra-viyole 151k veren jel goriintiileme sehpasinda incelendi. Bu son
elektroforezde, homozigot normal bireylerde 190 bp’lik tek bant, FecB tastyicilarda ise
190 ve 160 bp’lik iki bant ve homozigot Fec B bireylerde ise 160 bp’lik tek bant olmak
tizere iki bandin goriilmesi amaglandi. Elektroforez sonunda yine yukarida belirtildigi gibi

jelin goriintiisii alinarak sonuglar kayit edildi.
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BULGULAR

Uygulanan fenol-kloroform DNA izolasyon protokolii ile toplam 388 bas Sakiz irki
damizlik kog, damizlik aday1 erkek toklu, damizlik koyun ve damizlik aday1 disi toklu,
kuzu ve 18 bas Sakiz X Kivircik melezi koyunlara ait kan drneklerinden DNA izole
edildi. DNA izolasyonunun basarisi, izole edilen DNA’larin %1°lik agaroz jelde 15
dakika elektroforezi sonunda jeldeki ethidium bromide ile birlesen DNA’larin fliioresan

parildama vermesi ile dogruland1 (Sekil 2).

Sekil 2: Fenol-kloroform yontemi ile elde edilen drneklere ait DNA’larin %1’°lik agaroz jelde ki
gortiniimleri.

Orneklere ait kanlardan elde edilen DNA’lar ile yapilan PCR isleminin basarisi, PCR
sonunda elde edilen iiriinlerin %2’lik agaroz jel elektroforezlerinde 190 bp’lik tek bandin
goriilmesi ile dogrulandi. Elde edilen 190 bp’lik bantlar elektroforez sonunda, jelin
tiltraviyole 151k veren jel goriintiileme sehpasi tizerine konuldugunda ¢iplak gozle
kolaylikla saptandi. Daha sonra PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezlerinin

fotograflan da ¢ekildi.

PCR sonunda elde edilen iiriinlerin, %2’lik agaroz jel elektroforezi sonucunda

kullanilan 6rneklere ait 190 bp’lik bantlar Sekil 3- 5’de goriilmektedir.
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500 bp

190 b

L

Sekil 3: Fenol-kloroform yontemi ile elde edilen drneklere ait DNA’lar kullanilarak yapilan PCR sonunda
elde edilen iiriinlerin %?2’lik agaroz jel elektroforez goriiniimleri. Soldan-saga jele yiiklenen ornekler: 100
bp’lik DNA standart1 ve Bandirma Hayvancilik Arastirma Enstitiisii’nde yetistirilen Sakiz koyunlara ait bazi

ornekler

1.2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 _12 13 14 15 16

Sekil 4: Fenol-kloroform yontemi ile elde edi en‘ orneklere ait DNA’lar kullanilarak yapilan PCR sonunda
elde edilen iiriinlerin %2’lik agaroz jel elektroforez goriiniimleri. Soldan-saga jele yiiklenen 6rnekler: 1:
100 bp’lik DNA merdiveni, 2-6:1zmir Cesme’de, 7-16: Urla’da yetistirilen Sakiz koyunlara ait baz1 Srnekler
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500 bp
190 bp
Sekil 5: Fenol-kloroform yontemi ile elde edilen 6rneklere ait DNA’lar kullanilarak yapilan PCR sonunda
elde edilen iiriinlerin %2’lik agaroz jel elektroforez goriiniimleri. Soldan-saga jele yiiklenen drnekler: 1:
100 bp’lik DNA standart1, Canakkale Ayvacik’ta yetistirilen Sakiz koyunlara ait baz1 6rnekler
PCR sonunda 190 bp’lik bantlarin elde edildigi 6rneklere ait PCR {iriinleri, Ava 11
endoniikleaz restriksiyon enzimi ile kesilerek % 3.5’lik agaroz jelde elektroforez
yapildiginda Sekil 6-8’de goriilen sonug elde edildi.
500 bp
190 bp

Sekil 6: Ava Il endoniikleaz enzimi ile kesilen PCR iiriinlerinin % 3.5’lik agaroz jel elektroforezi sonucu
Fec B agisindan genetik yapilarinin belirlenmesi: Soldan-saga orneklerin siralanmasi, 100 bp’lik DNA
standart1, Bandirma Hayvancilik Arastirma Enstitiisii’nde yetistirilen Sakiz koyunlara ait baz1 6rnekler
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

190 bp

Sekil 7: Ava I endoniikleaz enzimi ile kesilen PCR iiriinlerinin % 3,5’lik agaroz jel elektroforezi sonucu
Fec B agisindan genetik yapilarinin belirlenmesi: Soldan-saga orneklerin siralanmasi 1: Ava II ile kesilen
genomik DNA, 2: 100 bp’lik DNA Standarti, 3-6:1zmir Cesme’de, 7-15: Urla’da yetistirilen Sakiz
koyunlara ait bazi 6rnekler

12 13 14 15

Sekil 8: Ava IT endoniikleaz enzimi ile kesilen PCR iiriinlerinin % 3.5’luk agaroz jel elektroforezi sonucu
Fec B acisindan genetik yapilarinin belirlenmesi: Soldan-saga drneklerin siralanmasi 1: 100 bp’lik DNA
standarti, 2-14: Canakkale Ayvacik’ta yetistirilen Sakiz koyunlara ait baz1 6rnekler, 15: Ava Il ile kesilen
genomik DNA,

Incelenen 418 6rnekten elde DNA’lar ile yapilan PCR islemi sonunda tiim
orneklerden 190 bp’lik bant elde edildi. Bu PCR iiriinlerinin Ava II restriksiyon enzimi
ile kesilmesi sonucunda incelenen orneklerin hicbirinin FecB tasiyicist olmadigi

belirlendi.
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TARTISMA VE SONUC

Tiirkiye’de yetistirilen koyun 1rklarindan biri olan Sakiz irki ¢oklu dogurma 6zelligine
sahip siitcii bir irktir (1). Genelde bir batinda 2 veya 3 yavru doguran bu koyun 1rkinda
bir batinda 4, 5, 6 veya 7 kuzu doguran koyunlara da siklikla rastlanmaktadir (1, 29-32).
Sakiz irkinin bu ¢oklu dogurma 6zelligi; bu irkin da diger 1rklarda ¢oklu doguma neden
olan genleri ya da bu genler ile iligkili olabilecek baska genleri tasima olasiligin
giiclendirmektedir. Fakat giiniimiize kadar Tiirkiye’de yetistirilen Sakiz irkinda ¢oklu
doguma neden olan genlerin molekiiler diizeyde belirlenmesine yonelik herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Sunulan bu ¢calismada Tiirkiye’de yetistirilen 388 adet Sakiz
ve 18 adet Sakiz X Kivircik melezi olmak tizere toplam 406 bas koyunda Fec B alleli
PCR-RFLP yontemi ile aranmis, ancak calisilan materyallerin hi¢birinde bu allele

rastlanilmamustir.

Fec B allelini tastyan hayvanlarin ebeveyn kayitlarina ihtiyag duymadan sadece DNA
kullanilarak kesin olarak belirlenmesine yonelik ¢aligmalar 1993 yilindan itibaren hiz
kazanmustir (10-12, 84). Yeni Zelanda’da AgResearch, Fransa’da INRA ve iskocya’da
Edinburg Universitesi’nde calisan arastirma gruplar1 Booroola genini tasiyan koyunlarin
ovaryumlarinda etkili olan BMPR-IB reseptoriinde bir mutasyon oldugunu 2001 yilinda
belirlemiglerdir (10-12). Wilson ve arkadaglar1 (12) yaptiklar1 calismada BMPR-IB
geninde Fec B’yi belirlemek amaci ile Booroola ve normal koyunlarda cDNA’nin sekans
analizinde bir nokta mutasyonu belirlemislerdir. Siiriide bu nokta mutasyonunu
belirlemek amaci ile PCR iiriiniinde Ava II restriksiyon bolgesini igeren Test F2 ve Test
R15 primerleri gelistirilmistir. Ava Il ile yapilan kesim sonrasinda homozigot Fec B
hayvanlarda 110 bp’lik tek bir bant, heterozigot Fec B hayvanlarda 110 bp’lik ve 140
bp’lik iki bant ve homozigot normal hayvanlarda 140 bp’lik tek bir bant belirlenmistir.
Bu genin belirlenmesi ve %100 dogru sonu¢ veren DNA testinin gelistirilmesi sonucunda

(12, 74) ebeveyn kayitlarina gereksinim kalmamustir.

Bu tarihten itibaren cesitli iilkelerde yetistirilen ve yiiksek dolverimine sahip olan
koyun 1rklarinda dolveriminden sorumlu olabilecek genlerin aranmasinda dncelikle Fec B
allelinin varlig1 test edilmis ve elde edilen sonuglara gore farkli kromozomlar {izerinde

arastirmalara devam edilmistir (74, 86).
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Davis ve arkadaslar1 (74) ilk olarak 2002 yilinda sekiz iilkenin dolverimi yiiksek olan
rklarinda Booroola mutasyonunu arastirdiklart ¢alismalarinda Cambridge, Thoka,
Javanese, Olkuska, Belclare, Lacaune, Woodlands ve Garole (Bengal) koyun 1rklarini
kullanmiglardir. Yaptiklart calismada kullandiklar1 protokolde yapilan PCR ile Booroola
koyunlarinda Test F12 ve Test R15 primerlerini kullanarak 140 bp’lik bir bant, diger
koyun 1rklarinda ise gelistirdikleri Test F2 ve Test R15 alternatif primerleri kullanarak
190 bp’lik bir bant elde edilmistir. Elde edilen bu iiriinlerin Ava Il enzimi ile
kesilmesinden sonra yapilan %3.5’lik agaroz jel elektroforezi sonunda: Booroola
Merinosunda, homozigot Fec B bireylerde 110 bp’lik tek bir bant, heterozigot Fec B
bireylerde 140 ve 110 bp’lik iki bant ve tasiyici olmayanlarda ise 140 bp’lik bir bant;
Garole ve Javanese 1rklarinda ise homozigot Fec B koyunlarda 160 bp’lik tek bir bant,
heterozigot koyunlarda 190 ve 160 bp’lik iki bant ve tasiyici olmayan bireylerde ise 190
bp’lik tek bir bant belirlenmistir (74). Buna gore ¢alismada kullanilan Javanese ve Garole
wrklar1 Fec B tasiyicisi olarak belirlenirken Cambridge, Thoka, Olkuska, Belclare,

Lacaune ve Woodlands 1rklarinda mutasyon gozlenmemistir (74).

Sakiz koyun 1rkinda yapilan bu caligsmada ise Test F2 ve Test R15 primerleri
kullanilmis ve PCR iiriinleri Ava II restriksiyon enzimi ile kesildikten sonra %3.5’lik
agaroz jel elektroforezi sonucunda tiim 6rneklerde 190 bp’lik tek bant goriilmiistiir.
Dolayisiyla kullanilan materyallerin hi¢birinin Fec B alleline sahip olmadigi

belirlenmistir.

Yapilan bazi calismalar, Fec B allelinin zaman i¢inde aralarinda genetik bir bag

kurulan koyun irklarinda belirlendigini desteklemektedir.

Davis ve arkadaglari (74) tarafindan 2002 yilinda yapilan ¢calismada bu genin
orijininin Hindistan’1n giineyinde yetistirilen Garole koyun irkindan geldigi ileri
siiriilmiistiir. Bengal koyunu olarak da adlandirilan Garole koyunu 1792 yilinda
Avustralya’ya getirilmistir ve biiyiik ihtimalle Booroola Merinosu, Garole koyununun
yetistiricilikte kullanilmasi ile ortaya cikmistir. Endonezya’da yetistirilen ve délverimi
yiiksek olan Javanese koyununda onceleri Fec J (61) olarak adlandirilan genin ise Davis
ve arkadaslar (74) tarafindan yapilan calisma sonucunda Booroola geni oldugu

belirlenmistir.
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Fec B mutasyonunun Mongol koyunundan koken alan ve Cin’de yetistirilen Hu ve
Han koyunlarinda da bulunmasi sonucu mutasyonu tasiyan koyun 1rki sayisi 5’e
yiikselmigtir (112). Mutasyonun Garole (74) ve Hu (112) koyun rklarinda sabitken
Booroola, Javanese ve Han koyunlarinda segregasyon gosterdigi belirlenmistir. Garole ve
Hu koyun 1rklar fenotipik olarak birbirlerinden ¢ok farkli olsalar da her iki irkta da
kulaksiz fenotiplere rastlanmasi aralarinda genetik bir bag oldugunu diisiindiirmektedir.
Bunun yanisira Bengal’de yetistirilen Garole ile Cin’de yetistirilen Hu koyunlarinin her

ikisinin de ipek yolu iizerinde bulunmalar1 bu savi desteklemektedir (112)

Sakiz koyununun orijini ise Sakiz adasidir. Bu irkin Sakiz adasinda bulunan lokal bir
ik ile Anadolu ve Trakya’da yetistirilen Kivircik ve Daglic irklar1 arasindaki
melezlemelerden koken aldig ileri siiriilmiistiir (32) ancak yine de Sakiz koyununun

orijini hakkinda kesin bir bilgiye rastlanmamaistir.

Sakiz koyun 1rkinda Fec B allelinin bulunmasina yonelik 1 calisma bulunmakta ve

caligmada kullanilan hayvan sayisi olduk¢a azdir (112).

Diinya’da yetistirilen dolverimi yiiksek c¢esitli koyun irklarinda Fec B ve Fec X
mutasyonlarin arastirmak tizere 13 farkl iilkede yetistirilen dolverimi yiiksek 21 tane
koyun 1rk1 ve hattinda 2006 yilinda Davis ve arkadaglar1 (112) tarafindan yapilan
calismada kullanilan koyunlarin 1rki, yetistirildigi bolge ve kullanilan hayvan sayilar

Tablo 3’de verilmistir.

Bu calismada kullanilan koyun irklarinin orijinlerine bakildiginda Hu ve Han 1rklar
disindakilerin ¢ok farkli bolgelerden varyasyon fark etmeksizin secildikleri
gozlenmektedir. Dolayisiyla Hu ve Han koyun 1rklart icin kullanilan materyal sayisi,
orijin, genetik baglanti, Garole koyun 1rki ile 6zellikle Hu koyunu arasindaki akrabalik
gdz Oniine alindiinda yeterli olarak kabul edilebilirse de, diger irklar i¢in kullanilan say1
ve drnekleme yontemi kesin bir sonuca varmak i¢in zayif kriterler olarak nitelendirilebilir.
Dolayisiyla Tiirkiye’de yetistirilen Sakiz koyunlar ile yapilan bu ¢aligma, gerek materyal
sayisin fazlaligi gerekse 6rneklemenin farkl siiriilerden yapilmasi, Sakiz X Kivircik ve
Kivircik X Merinos melezlerinin kullanilarak bir varyasyon yaratilmasi nedeniyle Sakiz

koyunlarinda Fec B allelinin olmadig1 yoniinde daha kuvvetli kanmtlar sunmaktadir.
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Tablo 3: Davis ve arkadaglar (112) tarafindan yapilan ¢alismada kullanilan koyunlarin
ki, yetistirildigi bolge ve kullanilan hayvan sayilar

Koyun rki Yetistirildigi Ulke Kullamilan Hayvan Sayisi
Hu Cin 12
Han Cin 12
Romanow Almanya 12
Lleyn Galler 16
Siyah Dag koyunu Almanya 8
Beyaz Dag koyunu Almanya 8
Alman beyaz basl Almanya 15
D’Man Fas 15
Loa izlanda 12
Teeswater Ingiltere 12
Sakiz Kibris 12
St. Croiz ABD 2
Barbados Blackbelly melezleri | ABD 7
Leicester Iskogya 12
Trolian Dag Koyunu Avusturya 11
Fin Koyunu Irlanda 21

Booroola Merinosu homozigot Fec B/FecB koyunlarda ve yiiksek ovulasyon oranina

sahip Sakiz koyunlarinda yapilan histolojik ¢alismalar her iki irkta da ovaryumlarda

kiiciik follikiiller ve daha az sayida graniiloza hiicresinin oldugunu kanitlasa da (94, 113)

ovaryum fizyolojisi iizerinde yapilan calismalar Sakiz koyun 1rkinda ovulasyon iizerinde

olast Fec B allel etkisinin varligini kanitlar nitelikte degildir. Ciinkii Campbell ve

arkadaslar1 (95) Fec B mutasyonunun ovulasyonu artirici yondeki etkisinin ovaryuma

uygulanan gonadotropin stimiilasyon diizeyinden ¢ok bu stimiilasyona kars1 ovaryumdaki

cevabi degistiren mekanizmalarim etkilenmesinden kaynaklandigini vurgulamislardir.

Oysa Sakiz koyunlart ile yapilan calismalarda 6zellikle Avdi’nin belirttigi gibi yiiksek

ovulasyon orani olan Sakizlarda FSH anahtar rolii oynamaktadir (113).

Bunun yani sira ovulasyon orani iizerindeki genetik kontrol Fec B tasiyicilarinda tek
bir gen ile saglanirken Sakiz koyunlarinda poligenik olabilir (113). Ayrica Sakiz koyun

rkinda ¢oklu doguma neden olabilecek bir ya da birden fazla farkli major genlerin varligi

39



da sz konusu olabilir. Nitekim Sakiz koyunu disindaki ¢esitli irklarda farkli
kromozomlar iizerinde farkli genlerin varlig1 belirlenmis ancak bu genlerin bu
kromozomlar {izerinde bulunduklar1 bolgeler heniiz tam olarak belirlenememistir (86).
Ayrica Fec B mutasyonunun goriildiigii irklarda bu mutasyona sahip olmayan bazi
bireylerin yiiksek dolverimine sahip olmas1 dikkat ¢ekicidir, 6rnegin, Han koyununda Fec
B’ye sahip olmayan koyunlarin yavru sayilarinin yiiksek olmasi bu irkta yiiksek
dolverimine neden olabilecek baska genlerin de mevcut olabilecegini diistindiirmiistiir

(112).

Koyunlarda dolverimini artiran major genlerin belirlenmesine ve bunlardan
yararlanmasina yonelik ¢aligmalara olan ilgi her gecen giin artmaktadir. Gelistirilen DNA
testleri, bu genlerin koyun yetistiriciliginde kullanimi ve diinya genelinde yiiksek
dolverimine sahip 1rklar arasindaki genetik mesafenin belirlenmesinde énemli rol
oynamaktadir. Bu genlerin kalitim sekilleri ve ovulasyon orani iizerindeki etkileri de
birbirinden oldukga farklidir. Garole koyununda bazi homozigot tasiyicilarin bir batinda
maksimum yavru sayisinin 2 olmasi (86) ve Deccani koyunu ile melezleme yapildiginda
genin tek bir kopyasini tasiyan heterozigot koyunlarda yavru sayisinda sadece 0,5 artis
gbstermesi mevcut genin etkisinin aktarildigi irkin 6zelliklerine gore farklilik

gosterebilecegini diislindiirmiistiir (61).

Suni tohumlama ve embriyo transferi programlar sayesinde Booroola ve Inverdale
genlerinin c¢esitli tilkelerdeki koyun 1rklaria aktarimi basarili bir sekilde yapilmaktadir.
Ticari firmalar tarafindan bu genler DNA diizeyinde belirlenebilmektedir. Yakin
gelecekte ovulasyon oramn iizerinde daha az etkiye sahip olan diger dolverimi genleri de
tanimlanacak ve bunlar1 belirlemeye yonelik markir testleri gelistirilecektir. Tiim bu
gelismeler sayesinde bir¢cok degisik irkta uygulanan yetistirme programlarinda dolverimi
icin major genlerden yararlanma daha da artacaktir. Ozellikle yetistiriciler degisik
rklarda dolverimi yoniinden major genleri tasiyan, DNA testine tabi tutulmus koglar
arasinda kendi yetistirme kosullarina en uygun ve istedikleri oranda etkiyi saglayacak
olanlan secebileceklerdir. Bu genleri tagiyan hayvanlarin yetistiricilikte kullanilmasi ile
isletmede sifat doneminde flushing uygulamasina gerek kalmadan yavru oraninda bir artig

olacagindan isletmenin yem giderlerinin diisiiriilmesi agisindan da fayda saglayacaktir.

Sakiz koyun 1rkinda yiiksek dolveriminin nedenlerini arastirma yoniinde bundan sonra

yapilacak olan ¢alismalarda, 6ncelikle diizenli kayitlarin tutuldugu 6zellikle de calisilan

40



Sakiz siiriilerindeki ovaryum yapis1 ve ovulasyon oranlarinin bu kayitlara eklendigi
siiriilerin olusturularak mevcut olan hayvan sayisinin artirilmasi, bu veriler yardimiyla
olas1 gen veya genlerin bulunmasi i¢in baglanti analizlerinin yapilmasi, ayrica Cambridge
ve Belclare koyununda 5. kromozom tiizerinde belirlenen GDF9 geninde belirlenen

mutasyonun Sakiz koyununda da arastirilmasi diisiiniilebilir.

Bu analizlerin disinda Sakiz koyun 1rkinin orijini arastirilabilir. Sakiz koyun 1rki ile
Kivircik ve Dagli¢ irklart arasindaki genetik mesafe arastirilarak bu irklar arasinda
genetik benzerligin olup olmadigi ve iddia edildigi gibi Sakiz koyun 1rkinin orijininde

Kivircik ve/veya Dagli¢ irklarimin bulunup bulunmadig belirlenebilir.
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