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OZET

BAZI YERLIi KOYUN IRKLARINDA FEKUNDITE iLE iLGIiLi GEN
BOLGELERININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

Ramazan AYMAZ

Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Fulya OZDIL
fkinci Danisman: Dog. Dr. Yalcin YAMAN

Kemik Morfogenetik Protein Geni 15 (BMP15) ve Biiyiime Farklilasma Faktorii 9 (GDF9) gibi genlerin
bazi koyun 1rklarinda ¢oklu dogum (fekundite) ile iligkili olduklar1 yapilan ¢aligsmalar sonucunda tespit
edilmistir. Bu ¢alismada bazi yerli koyun irklarinda (Kivircik, Karacabey Merinosu, Sakiz, Gokgeada,
Cine Capari, Ivesi ve Karakacan irklarinda) BMP15 ve (Kivircik, Karacabey Merinosu ve Sakiz
irklarinda) GDF9 gen bolgeleri, DNA dizi analizi yontemi ile incelenmistir. BMP15 Ekzon2 bdlgesinde
bir adet aminoasit degistirmeyen (sinonim) P248P (Prolin/Prolin) ve bir adet aminoasit degistiren L251P
(Losin/Prolin) olmak iizere iki farkli noktada Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP) saptanmistir. GDF9
Ekzon1 bolgesinde bir adet aminoasit degistiren R87H (Histidin/Arginin), GDF9 Ekzon2 bolgesinde iki
farkli noktada aminoasit degistiren E241K (Glutamat/Lizin) ve V332l (Valin/izolsin) ve iki adet
aminoasit degistirmeyen L159L (L6sin/Losin) ve E326E (Glutamat/Glutamat) olmak iizere 5 adet SNP
tespit edilmigtir. GDF9 gen bolgesinde bulunan SNP’ler ile yapilandirilan haplotiplerin yiiksek D’
(baglant1 dengesizligi) degerine sahip oldugu ve ¢alisilan irklarda E326E ve V3321 varyantlarin birlikte
goriilmelerinden dolayi aralarinda tam korelasyon oldugu belirlenmistir. Sakiz irkinda E326E ve V332
varyantlarinin heterozigot frekanslar1 Kivircik ve Karacabey Merinosu 1rklarina oranla yaklasik ii¢ kat
daha fazla oldugu tespit edilmistir. E326E ve V332I varyantlar1 Kivircik, Karacabey Merinosu ve Sakiz
irklarinda sirasiyla 0,08, 0,13 ve 0,46 olarak tespit edilmistir. Sakiz wrkinin E326E ve V3321
varyantlarinda diger irklara oranla yiiksek heterozigotluk frekansi gdstermesi, bu varyantlarin ¢oklu
dogum ozelligi ile iliskili oldugunu disiindiirmekte ve sonraki c¢alismalarda bu varyantlara

yogunlasilmasi onerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Koyun, GDF9 geni, BMP15 geni, Coklu dogum, SNP



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF FECUNDITY-RELATED GENE
REGIONS IN SOME NATIVE SHEEP BREEDS

Ramazan AYMAZ

Department of Agricultural Biotechnology
MSc. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. Fulya OZDIL
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Yalgin YAMAN

As a result of the studies, it has been determined that genes such as Bone Morphogenetic Protein
Gene 15 (BMP15) and Growth Differentiation Factor 9 (GDF9) are associated with multiple
births (fecundity) in some sheep breeds. In this study, BMP15 gene regions in some domestic
sheep breeds (Kivircik, Karacabey Merino, Chios, Gokceada, Cine Capari, Awassi and
Karakacan breeds) and GDF9 (Kivircik, Karacabey Merino and Chios breeds) were
investigated by DNA sequencing.A Single Nucleotide Polymorphism (SNP) was detected at
two different points in the BMP15 Exon2 region, one non-amino acid replacement
(synonymous), P248P (Proline/Proline) and one amino acid replacement (non-synonymous),
L251P (Leucine/Proline). A total of 5 SNPs were detected in the GDF9 gene; a non-
synonymous, R87H (Histidine/Arginine) in GDF9 Exonl, two non-synonymous, E241K
(Glutamate/Lysine) and V3321 (Valine/lsoleucine) and two synonymous, L159L
(Leucine/Leucine) and E326E (Glutamate/Glutamate) in GDF9 Exon2 region. It has been
determined that haplotypes structured with SNPs in the GDF9 gene region have high D' (linkage
disequilibrium) value and E326E and V332l variants have a perfect positive correlation in the
studies breeds. Heterozygous frequencies of E326E and V332l variants were found to be
approximately three times higher in Chios breeds compared to Kivircik and Karacabey Merino
breeds. E326E and V332l variants of the Chios breed showed a higher frequency of
heterozygosity compared to other breeds, suggesting that these variants can be associated with

multiple births, and it is recommended to focus on these variants in future studies.

Keywords: Sheep, GDF9 gene, BMP15 gene, Multiple birth (Fecundity), SNP
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1. GIRIS

Tiirkiye’de, 6zellikle son 10 yilda ortaya ¢ikan kirmizi et agigini kapatmak i¢in her yil
yiizbinlerce ton karkas veya binlerce bas kasaplik canli hayvan ithal edilmektedir. Girdi
maliyetlerinin (yem, ilag, as1 vs.) artmasiyla birlikte iiretilen et fiyatlarinin artmasi tiiketiciye
olumsuz olarak yansimigtir. Daralan mera alanlari, koyden kente go¢ ve girdi maliyetlerinin
yiiksek olmast gibi nedenler kirmizi et agiginin iilke imkanlariyla karsilanmasini daha da zora
sokmaktadir. Biitiin bu sayilan olumsuzluklara karsi, kirmizi et {iretimini arttirmak amaciyla
yapilacak her tirlii faaliyet biiylik 6nem arz etmektedir. Bu amagcla ¢iftlik hayvanlarinda
molekiiler genetik yontemlerin kullanimi ile et {iretimini arttirmak amaciyla ¢esitli ¢aligmalar

yapilmaktadir.

Tiirkiye’de geleneksel olarak yapilmakta olan koyun ve kegi yetistiriciligi neredeyse
Tiirk tarihi kadar eskidir. Biiytlikbas ¢iftlik hayvanlarinin aksine, koyun ve keciler tarima uygun
olmayan, daglik ve diisiik kaliteli meralar1 olduk¢a etkin degerlendirebilmektedir. Dahasi,
Tiirkiye; hemen her cografi bolgeye miikemmel sekilde uyum saglamis, olumsuz cevre,
engebeli ve diisiik kaliteli mera kosullarinda verimliligini siirdiirebilen ¢cok sayida koyun irkina
sahip bir lilke konumundadir. Mevcut koyun 1rki zenginligimiz, kirmizi et agi§inin kapatilmasi
yoniinde dnemli bir potansiyel olusturmaktadir. Ancak geleneksel yetistiricilik uygulamalarinin
iyilestirilmesi ve koyun 1rklarimizin verimliliginin artirilmasi siiphesiz bu potansiyeli daha da
giiclendirecektir. Bu baglamda koyunculukta dogum basina diisen kuzu sayisimi artirmak
verimliligi ve karlilig1 artirmak adina 6nemli bir strateji olarak degerlendirilmektedir. Fenotipik
verilere dayal1 olan klasik 1slah yontemleri, uzun zaman almaktadir. Ciinkii genetik ilerleme
icin birka¢ generasyona ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle, molekiiler genetik calismalar ve
Marker Destekli Seleksiyon (MAS: Marker Assisted Selection) stratejilerinin olusturulmasi ve
klasik 1slah uygulamalarina entegre edilmesi, lireme verimliliginin genetik olarak iyilestirilmesi

i¢in yiiksek oneme sahiptir (Abdoli vd., 2016).
1.1 Koyunun Evcillesme Tarihi

Koyunlar insanlar tarafindan evcillestirilmis ve uygarligin gelisip yayilmasi ile birlikte
diinyaya yayilmistir. Yazil tarihin baslangicindan 6nce koyun yapagisinin kullanildigy, iplik
biikiiliip kumas iiretildigi ile ilgili pek ¢ok bilgi mevcuttur. M.O. 4000 yillarinda Babillilerin
dokumacilikta yiin kullandig1 bilinmektedir. Boylelikle ilk evcillestirilen hayvanlardan biri olan

koyun, insanlar i¢in en verimli iirlinleri saglayan hayvan olmaktadir (Kaymakei, 2013). Yapilan



caligmalarda, kimi arastirmacilara gore evcil koyun irklari iki yabani formdan Muflon (Ovis

ammon musim) (Sekil 1.1) ve Arkal (Ovis Orientalis) (Sekil 1.2), kimi arastirmacilara gore ise

ti¢ formdan (Muflon, Arkal ve Argali (Ovis ammon ammon)) (Sekil 1.3) geldigi kabul
edilmektedir (Kaymake1, 2013).

Sekil 1.2. Arkal koyunu (Anonim, 2018).



Sekil 1.3. Argali Koyunu (Anonim, 2020b).

Diinya’da koyun varlig1 bakimindan iilkeler siralandiginda ilk sirada Cin gelmektedir.
Onu sirastyla, Avustralya, Hindistan, Sudan takip etmekte, Tiirkiye 8. sirada yer almaktadir

(Sekil 1.4.) (Atmacaoglu vd., 2016).

Diinya Koyun Varhigi
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42% 3%
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§/%
2947

Diger Ulkeler B Cin

m Diger Avrupa Ulkeleri M Avusturalya
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iran Nijerya

Sekil 1.4. Diinya koyun varlig1 (Atmacaoglu vd., 2016).

Tiirkiye’nin cografi yapisi ve genis meralar1 géz Oniine alindiginda, ucuz maliyetli ve
kaliteli hayvancilik igin dnemli potansiyele sahip oldugu goriilmektedir. Ulkemizdeki meralarm
bityiik cogunlugu diisiik verimli olup, kiiciikbas hayvancilik agisindan daha uygundur. Ozellikle
koyun ve kegi yetistiriciligi, tilkemizde yapilabilecek en ucuz maliyetli hayvanciliktir.
Kiiciikbas hayvan yetistiriciliginin Tiirkiye ekonomisinde 6zel bir 6nemi vardir. Toplam et

tiretiminin %24,75’1, siit dretiminin %12,35’si koyundan saglanmaktadir (Atmacaoglu vd.,



2016). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gére 2020-2021 yillarinda iiretilmis olan
1.785.952 ton kirmizi etin 345.639 tonu koyun eti olarak bildirilmis ve hayvan tiirlerine gore
dagilimi Sekil 1.5’te verilmistir (Anonim, 2022a).

%0,6

uSigir

m Koyun

Keci

= Manda

Sekil 1.5. TUIK verilerine gére Tiirkiye kirmizi et {iretiminin hayvan tiirlerine gére dagilimi
(Anonim, 2022a)

Tiirkiye’de hayvanciligin yogun sekilde yapildigi bolgelerin baginda Dogu Anadolu
Bolgesi gelmektedir. Bu bolge, Tiirkiye’deki kiigiikbas hayvan varligimin %34,3’iine sahiptir.
Dogu Anadolu Bolgesi igerisinde ise kiigiikbas hayvanciligin yogunlastigi bolgeler Bitlis,
Hakkari, Mus ve Van illeridir. Bu dort il toplam hayvansal iiretim degerinin %79,11’ini
kargilamaktadir (Sekil 1.6). Koyun siitli iiretimi, iilke tiretiminin %15’ini, toplam kirmizi et
tiretiminin %1,5’ini, deri iiretiminin de % 3’{inti bu iller karsilamaktadir. Koyun siitii iretiminde

Van ili 6zellikle 6ne ¢ikmaktadir (Atmacaoglu vd., 2016).



Van, Mus, Bitlis, Hakkari 4.377.447
Agn, Kars, Igdir, Ardahan

Sanhurfa, Diyarb.
Manisa, Afyon, Katahya,Usak
Konya, Karaman
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Sekil 1.6. Bolgelere Gore Koyun Varligi (Atmacaoglu vd., 2016)

Tiirkiye Istatistik Kurumu raporunda Haziran 2022 tarihi itibariyle Tiirkiye’de 46
milyon 123 bin bas koyun bulunmaktadir(Sekil 1.7) (Anonim, 2022b).
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Sekil 1.7. TUIK raporuna gore 2022 yili koyun varligi (Anonim, 2022b).

1.2 Tiirkiye Koyun Irklar:

Ulkemizin her tiirlii cografi kosullarina uyum saglamis, ¢ogu yiizlerce yildir yetistirilen
zengin bir koyun 1rki ¢esitliligi bulunmaktadir. Ornegin, Marmara bolgesinde yetistirilmekte
olan Kivircik 1rk1 6zellikle Trakya Bolgesinde yaygin bir yetistiricilige sahiptir. Bunun yaninda
Canakkale Gokgeada’da Imroz olarak da bilinen Gokgeada 1rki yetistirilmektedir. Dogu
Anadolu Bélgesinde Morkaraman ve Tuj, Giiney Dogu Anadolu Bélgesinde Ivesi, Karadeniz

Bolgesinde Karayaka, I¢ Anadolu Bélgesinde Akkaraman, Daglic, Ege Bolgesinde Sakiz,



Gokgeada ve Aydin Madran Dagi eteklerinde yetistirilen ve giiniimiizde yok olma tehlikesi ile
karsi karsiya olan Cine Capari gibi koyun irklar yetistirilmektedir (Ertugrul vd., 2009).

Yerli koyun wrklarimiz 6nemli bir genetik cesitlilik sunmasina ragmen genellikle bazi
verim yonlerinden diisiik kalmaktadirlar. Yerli wrklarimizin diisiik verimlerini gelistirmek
maksadiyla ¢cogunlukla Avrupa orijinli terminal irklarin koglart kullanilarak gesitli melezleme
calismalar1 yapilmistir ve bu calismalarin bir kismi1 halen devam etmektedir. Yapilan
melezleme caligmalar1 sonucu sahada daha ¢ok yayilmis olan Karacabey Merinosu, Anadolu
Merinosu, Konya Merinosu, Ramlig, Tahirova, Tiirkgeldi, Polatli, Sonmez, Menemen ve Bafra

gibi birgok 1rk veya melezi mevcuttur (Ertugrul vd., 2009).
1.2.1 Kivirck Irki

Genellikle Trakya Bolgesi, Giliney Marmara ve Ege Bolgesinin bazi illerinde
yetistirilmekte olan Kivircik irki, koyun varligimizin % 6-7’sini olusturmaktadir (Kaymaket,
2013). Ince ve yagsiz bir kuyruga sahip olan Kivircik irkinda etler arasindaki yag dagilimi
homojen bir sekilde gergeklesmistir. Bu durum ette mermerlesme meydana getirmekte ve ete

lezzet katmaktadir (Bayram & Odabasi, 2011).

Viicut, bas ve ayaklar beyaz renkte olup nadir olsa da ayak ve kafada siyahliklar olabilir
(Sekil 1.8 ve Sekil 1.9). Et randimani % 50 olan kivircik irkinda laktasyon siit verimi 70-100
litre ve dol verimi ise 1,40-1,50’tir (Anonim, 2022Db).

Sekil 1.8. Kivircik Kogu (Anonim, 2016)



Sekil 1.9. Kivircik Koyunu (Anonim, 2016)

1.2.2 Karacabey Merinosu Irki

1934 yilindan itibaren Alman et merinoslari ile yerli Kivircik koyunlarin melezlenmesi
sonucu ortaya ¢ikmis olan bu 1rk, baslangicta yapagisi i¢in tercih edilmesine ragmen sonraki
zamanlarda et veriminden tercih edilmistir. Iri ciisseli, karkas ve yapag kalitesi ile hastaliklara

dayaniklilik 6nemli 6zelliklerini olusturmustur (Anonim, 2017).

Viicudu beyaz olan Karacabey Merinosunda kuyruk yapisi incedir. Disiler tamamen
boynuzsuz olmasina karsin erkeklerin bir boliimii boynuzludur (Sekil 1.10 ve Sekil 1.11). Canlt
agirlik 80-100 kg ve dol verimi 1,4-1,45 olan bir irktir (Anonim, 2017).

Sekil 1.10. Merinos Kogu (Anonim, 2016)



Sekil 1.11. Merinos Koyunu (Anonim, 2016)

1.2.3 Sakiz Koyunu

Ege Denizi’nde bulunan Sakiz Adasi’ndan adin1 alan yerli koyun irklarimizdan biri olan
Sakiz Irki genellikle Izmir ve gevre illerde saf olarak yetistirilmekle birlikte Istanbul’dan
Antalya ’ya kadar olan sahil kesiminde yetistiriciligi yapilmaktadir. Yiiksek d6l verimi ile 6ne

¢ikan bu 1tk ayn1 zamanda yiiksek siit verimine de sahiptir (Anonim, 2016).

Beyaz renkli olan viicutta kulak, ayak ve g6z ¢cevrelerinde siyahliklar mevcuttur. Koglari
spiral ve uzun boynuzlu olan Sakiz irkinda ince yagsiz bir kuyruk vardir (Sekil 1.12 ve Sekil
1.13). Laktasyon siit verimi 180-200 litre ve d6l verimi 1,7-2,3 olarak goériilmektedir (Anonim,
2016).




Sekil 1.13. Sakiz Koyunu (Anonim, 2016)

1.2.4 lvesi Koyunu

Glineydogu Anadolu Bolgesi’nde Sanliurfa, Hatay ve Gaziantep gibi illerde
yetistiriciligi yapilan Ivesi irki, kurak arazilere uygun, hem et ve hem siit verimi ydniinden 6ne

¢ikan yerli bir irkimizdir (Anonim, 2009).

Viicut rengi beyaz-krem olmasina ragmen bas kirli sar1 ve kahve renklidir (Sekil 1.14
ve Sekil 1.15). Laktasyon siit verimi, 170-180 litre; canli agirlik, 60-70 kilogram olan ivesi
Irkinda dol verimi ise 1,2-1,25 tir (Anonim, 2022b).

Sekil 1.14. ivesi Kogu (Anonim, 2016)



Sekil 1.15. ivesi Koyunu (Anonim, 2016)

1.2.5 Gékceada (imroz) Koyunu

Adimi aldig1 Canakkale Gokgeada’da yetistiriciligi yaygin bir sekilde yapilan Gokgeada
ki, kisa boylu, ¢ok ¢evik ve hareketli yerli bir irktir. Gokceada disinda Canakkale ilinde de
yetistiriciligi yapilmaktadir. Daglik alanlara uyum saglamis, hastaliklara dayanikli ve yari

yabani bir hayat siirmektedir (Anonim, 2016).

Viicudu beyaz olmasina karsin goz ve agiz ¢evresinde siyahliklar olabilir. Koyunlar1
boynuzsuz, koglar yana dogru spiral boynuzlara sahiptir. ince ve yagsiz olan kuyruga sahip olan
Gokgeada 1rkinda siit verimi 120 litre, d6l verimi ise 1,2°dir (Anonim, 2016; Soysal, 2004).

Sekil 1.16. Gokgeada Kogu (Anonim, 2016)
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Sekil 1.17. Gokgeada Koyunu (Anonim, 2016)

1.2.6 Cine Capari1 Koyunu

Ulkemizde sadece Aydin ilinde bulunan bu irkimiz koruma altina alinmis olup yok olma
tehlikesi ile kars1 karsiyadir. Madran Dagi eteklerinde yetistirilen, bolgenin daglik, zor ve koti
cevre sartlarina uyum saglamis bir irktir (Anonim, 2016; Soysal, 2004). Giiniimiizde saf olarak

sadece tek siirii halinde ve yaklasik 200 adet Cine Capar1 koyunu bulunmaktadir.

Yagl bir kuyruga sahip olan bu yerli irkimiz da beyaz bir viicuda sahip olmasina
ragmen, ayak ve basta siyahliklar bulunmaktadir (Sekil 1.18 ve Sekil 1.19). D6l verimi 1,1;
laktasyon siit verimi ise 50 litredir (Anonim, 2016; Soysal, 2004).

Sekil 1.18. Cine Capar1 Kogu (Anonim, 2016)
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Sekil 1.19. Cine Capar1 Koyunu (Anonim, 2016)
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2. FEKUNDITE GENLERI iLE iLGIiLi LITERATUR TARAMASI

Glinlimiizde hayvancilik yaparak gecimini saglayan insanlarin ¢ogu artan maliyetler
sebebi ile hayvancilign birakmis, bircogu da birakmak iizeredir. Ozellikle disa bagimli
oldugumuz yem hammaddeleri yetistiricileri biiyiik bir yiik altinda birakmistir. Hayvancilikta
karliligin artirilmasi ve tekrar yetistirici goziinde cazip hale getirilmesi 6nemli bir husustur.
Karliligin artirtlmasi anlaminda birim anag basina diisen yavru sayisini artirmak izlenilebilecek

Onemli stratejilerden biridir.

Fekundite bir disinin bir yilda olusturdugu yumurta sayisidir (Celikeloglu vd., 2018).
Ko¢ katim déneminde rasyondaki enerji miktarini artirmaya dayanan flushing uygulamasi ile

kog alt1 koyun basina diisen kuzu verimi bir dereceye kadar artirilabilmektedir.

Ureme kabiliyetinin  ¢iftlik hayvanlarmin karhiligi {izerinde ©nemli etkileri
bulunmaktadir. Ureme yetenegi dogurganlik ve iiretkenlikle dlgiilmektedir. Dogurganlik bir
yilda iiretilen kuzu sayisi, yillik kuzulama sayist ve bir batindaki yavru sayisi olarak ifade
edilmektedir. Ureme o6zellikleri tipik olarak diisiik ile orta kalitima sahiptir; bu nedenle
fenotipik verilere dayali geleneksel yetistirme yontemleri, yalnizca zaman alic1 bir siireg
olmaktadir. Ciinkii diisiik bir genetik ilerleme i¢in birka¢ generasyona ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu nedenle, molekiiler genetik calismalar ve marker destekli seleksiyon (MAS), iireme
verimliliginin genetik olarak iyilestirilmesi i¢in yiiksek bir 6neme sahiptir (Abdoli vd., 2016).
Ureme karmasgik bir siirectir. Yumurtlama orani ve batin boyutu gibi 6zellikler genetik olarak
birgok mindr genden ve ayrica dogurganlik (Fec) genleri adi verilen bazi major genlerden
etkilenmektedir. Bu gen bolgelerinden Kemik Morfogenetik Proteini 15 Reseptor Tipi 1B
(Booroola-BMPR1B), Kemik Morfogenetik Proteini 15 (BMP15), Biiyiime Farklilagma
Faktorii 9 (GDF9), gibi genlerin fekundite ile iliskili olduklar1 bildirilmistir (Liu vd., 2014,
Dingel vd., 2015). Bu genler hakkinda bilgiler asagida verilmistir.

2.1 Booroola (BMPR1B) Geni

BMPR1B geni, 6. kromozom iizerinde bulunan oositlerde ve graniiloz hiicrelerinde
eksprese edilen, yumurtlama ve batin boyutu ile iliskili oldugu bildirilen bir gen bolgesidir
(Davis, 2004). Bu gen, 3234 b¢ uzunlugunda, 12 ekzon ve 11 intron bolgesinden olusmaktadir.
Bu gen bolgesinde goriilen ve Booroola mutasyonu olarak adlandirilan bu mutasyon adini
Avustralya’da yetistirilen Booroola merinoslarindan almistir. ilk baslarda belirli Booroola

merinosu hatlarinda goriilen ve sonraki generasyonlarda da tutarli bir sekilde devam eden bu
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mutasyonla kuzu verimi artisi oldugu gézlemlenmistir. Yapilan ¢alismalarda BMPR-1B gen
bolgesindeki tek bir nokta mutasyonunun bu 6zelligi belirledigi tespit edilmistir. Booroola
mutasyonunu heterozigot durumda tasiyan koyunlarin tasimayanlara kiyasla ekstra 1,5
ovulasyon sayisina ve ekstra 1 kuzu sayisina sahip oldugu, mutasyonu homozigot tasiyicilarda
ise ovulasyon sayis1 ve kuzu verimindeki artislarin sirasiyla ekstra 3 ovulasyon ve ekstra 1,5

kuzu seklinde oldugu bildirilmistir (Davis, 2004; Liu vd., 2014).
2.2 BMP15 (Kemik Morfogenetik Proteini 15) Gen Bolgesi

Kemik morfogenetik proteini 15 (BMP15) veya FecX geni, baska bir dogurganligi
etkileyen major gendir ve oOzellikle oositlerde eksprese edilmektedir. Bu gen bdlgesi,
koyunlarda dogurganligi etkileyen genler arasinda en polimorfik lokus olarak da bilinmektedir
(Abdoli vd., 2016). BMP15 gen boélgesi tarafindan kodlanan protein, dondstiiriicii biiylime
faktorii-beta iist ailesinin bir pargasi olan kemik morfogenetik protein ailesinin bir iiyesidir.
BMPI15 geni, graniiloza hiicre proliferasyonunu ve farklilasmasini diizenler, erken folikiil
biiylimesinde 6nemli bir role sahiptir. Bu gen bdlgesi, oositlerin gelisimi ve olgunlagmasi dahil
olmak tizere ¢ok cesitli hiicresel davraniglardan sorumlu olan bir dizi bagka protein (SMAD
yolu) araciligiyla etki etmektedir (Galloway vd., 2000). Bu gen, X kromozomu iizerinde
bulunmakta olup 5,6 kilobaz (kb) bityiikliigiindedir. iki ekzon ve bir intron bdlgesinden olusan
BMP15 gen bolgesi, 393 aminoasit kodlamaktadir (Celikeloglu vd., 2018). X kromozomunda
bulundugundan dolayr BMP15 gen bolgesini erkekler yalnizca bir kopya tasir (XY) ve bunu

tim disi kuzulara aktarirken erkek kuzulara aktaramazlar (Abdelgader vd., 2020).

Koyunlarda dogurganligi etkileyen BMP-15 gen bdlgesinde 8 mutasyon tespit
edilmistir. Bulunduklart koyun 1rkina goére isimlendirilen bu mutasyonlar Inverdale
koyunlarinda FecXI, Cambridge koyunlarinda FecXG (Galway mutasyonu), Hanna
koyunlarinda FecXH, Belclare koyunlarinda FecXB, Lacaune koyunlarinda FecXL, Rasa
Aragonesa’da FecXR, Grivette koyunlarinda FecXGr, Olkuska koyunlarinda FecXO olarak
tanimlanmistir (Abdelgader vd., 2020).

FecX kalittm modeli, 11 koyundan 33 kuzu elde edilen Romney koyunu siiriisiinde
bulunmustur. Hem Hanna hem de Inverdale koyunlarinda tasiyici bir kogun, geni tiim koyunlara
aktarmasi sonucu dogurganlik artmistir. Ancak stiriideki erkeklerin higbirine gegmedigi tespit
edilmistir (Davis, 2004). X kromozomunun 2. ekzonunda yer alan Inverdale ve Hanna allelinin

bir kopyasi, batin boyutunu koyun basina 0,6 kuzu arttirirken, her iki ebeveynden allel alan
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homozigot koyunlarda kiigiik ve gelismemis yumurtaliklarla karakterize edilen kisirlik
goriilmektedir (Davis, 2004).

FecXG mutasyonu Cambridge koyunlarinda tespit edilmistir ve Galway mutasyonu
olarak bilinmektedir. BMP15 geninin ikinci ekzonunda bulunan bu mutasyon koyun basina

fazladan 0,7 kuzu verimine neden oldugu bildirilmektedir (Abdelgader vd., 2020).

Fransa’nin prolifik Lacaune koyunlarinda da art arda ¢oklu dogum gosteren bir siiriide
BMP15 mutasyonu varligindan siiphelenilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda Ekzon2’de tespit
edilen yeni bir C53Y mutasyonunun fekundite fenotipine neden oldugu bildirilmistir. Lacaune
koyunlarinda goriilen heterozigot FecXL tastyicilari, tastyict olmayanlara kiyasla yaklasik 1,5
kat ekstra yumurtlama gostermistir. Bu oran diger irklardan ziyade sadece Lacaune

koyunlarinda goriilmektedir (Bodin vd., 2007).

FecXB mutasyonu, Ingiltere’de bulunan Belclare irklarinda tespit edilmistir. BMP15
geninde Ekzon2 bolgesinde 1100. niikleotidde bulunan mutasyon sonucu Guanin niikleotidi
Timin niikleotidine doniligsmiistiir. Bu mutasyon sonucu serin aminoasidi izoldsin aminoasidine
doniiserek fekunditeye etki saglamistir. FecXB mutasyonu Cambridge siiriilerinde de

incelenmis ancak hig¢bir hayvanda goériilmedigi bildirilmistir (Hanrahan vd., 2004).

Polonya’da yetistirilen Olkuska koyun irki miikemmel analik kabiliyetine ve yiiksek
dogurganliga sahip olan bir koyun rkidir. Yiiksek iireme performansindan dolay: bu irkta da
BMP15 geni incelenmis ve FecXO olarak adlandirilan tek bir nokta mutasyonu tespit edilmistir.
FecXO mutasyonunu heterozigot olarak tasiyan koyunlarda 0,7, homozigot olarak tasiyan
koyunlarda ise 1,07 ekstra kuzu artis1 gozlenmistir. Diger BMP15 mutasyonlarinda bildirilen
homozigot koyunlardaki kisirlik durumu, FecXO mutasyonun homozigot tasiyicilarinda diger
BMPI15 mutasyonlarinin aksine infertilite olusmadigi, bu 0zelligi nedeniyle FecXO
mutasyonunun koyun yetistiriciliginde ¢ok degerli oldugu bildirilmektedir (Smolucha vd.,
2020).

Bazi1 koyun 1rklar1 dogal olarak prolifik olduklari i¢in yetistiriciler tarafindan daha fazla
tercih edilirler. Fransiz Grivette ve Polonya Olkuska 1rklar1 bu prolifik koyunlardandir. Bu
koyunlarda batin boyutu ve yumurtlama oranini arttiran mutasyonlarin incelenmesi amaciyla
genom boyu iligkilendirme (GWAS) analiz ¢alismalar1 yapilmis ve prolifik koyunlar ile prolifik
olmayan koyunlar genotiplendirilmistir. BMP15 geninde yapilan dizileme g¢alismalarinda

Grivette ve Olkuska irklarinda FecXGr ve FecXO mutasyonlarinin gézlemlendigi bildirilmistir
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(Demars vd., 2013). FecXGr ve FecXO mutasyonlarini tagiyan homozigot koyunlarin kuzu
verimi, diger BMP15 mutasyonlarinda bildirilen kisirlik ile tezat olarak hiperprolifiktirler.
FecXGr mutasyonu Treonin amino asidini izoldsin amino asidine déniistiiriirken, FecXO

mutasyonu ise Asparagini, Histidine doniistiirmektedir (Demars vd., 2013)

BMP15 gen bolgesi 2. ekzonunda meydana gelen mutasyonlardan birisi de Ispanyol
koyunu olan Rasa Aragonesa irkinda tespit edilen ve X kromozomunun 56.595.467-56.595.483
b¢ arasindaki 17 bg¢ bir delesyona sebep olan FecXR mutasyonudur. Bu delesyon sonucu
heterozigot koyunlarda dogurganlik artarken homozigot koyunlarda kisirhk goriildigi
bildirilmektedir (Martinez-Royo vd., 2009).

Benzer bir baska ¢alismada ise Rasa Aragonesa koyunlarinda GDF9 ve BMP15 gen
bolgelerinde BMP15 geninin Ekzon2 bolgesinde 17 bg bir delesyon meydana geldigi
bulunmustur. Koyunlarda kuzulama orani 1,36 iken delesyon olan heterozigot koyunlarda
yiiksek tiretkenlik tespit edilmis ve kuzulama orani 2,66 olarak bulunmustur. Heterozigot
koyunlarda ikiz ve ii¢iiz dogumlar meydana gelmisken homozigot koyunlarda yumurtalik

yetmezligi ve kisirlik goriilmistiir (Monteagudo vd., 2009).

Tiirkiye’de yetistirilen 5 farkli yerli koyun irkinda PCR-RFLP teknigiyle BMP15 gen
bolgesine ait mutasyonlarin incelendigi bir arastirmada ilgili gen bdlgesinde 4 farkl
mutasyonun (FecXG, FecXH, FecXI veFecXB) varligina bakilmistir. Daglig, Akkaraman,
Ivesi, Karakas ve Tuj rklarinda yapilan bu ¢alisma sonucunda biitiin 1rklar, FecXG, FecXH,
FecXI veFecXB bakimindan monomorfik olarak bulunmustur. Daha 6nce Abdelgader vd.
(2020), Davis (2004), Hanrahan vd. (2004) tarafindan yapilan calismalarda bildirilen

mutasyonlardan higbirine rastlanilamamistir (Karsli vd., 2012).

Ispanya’nin Rasa Aragonesa irki koyunlarda yapilan bir galismada BMP15 gen
bolgesinde FecXR mutasyonunu tasiyan koglar (n=10) ile tasimayan koglar (n=5)’da sperma
kalitesi, testis Ozellikleri ve dogurganlik hizlari agisindan farkliliklarin olup olmadigi
karsilagtirilmistir  (Abecia vd., 2020). FecXR mutasyonunu tasiyan koglarda mutasyon
tasimayan koglara gére hizli sperm oran1 (p<0,05), yiiksek kiitle hareketliligi p<0,05) ve diisiik
oranda yavas sperm orani (p<0,0001) tespit edilmistir. Bunun yaninda FecXR mutasyonu testis
uzunlugu, testis ¢apt ve ortalama skrotal ¢evre ile bir iliskiye rastlanilmamistir. Mutasyonu
tasiyan koglardan daha yiiksek oranda gebe koyun elde edilip sonug olarak yiiksek kaliteli

sperm tiretimi elde edilmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilere gore bazi sperm
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parametrelerinde, 6zellikle mas motilite ve hizli sperm oranini yiiksek bulunmustur (Abecia

vd., 2020).

Sudan irklarindan olan Dubasi, Shugor ve Watish koyun ckotiplerinde yapilan bir
calismada FecXG nokta mutasyonuna bakilmistir. incelenen irklarda BB, Bb ve bb olarak
bulunan genotiplerin frekanslar sirasiyla 0.31, 0.69 ve 0.00 iken; allel frekanslar1 B i¢in 0.66
ve b icin ise 0,34 olarak tespit edilmistir. Incelenen 1rklar igerisinde akraba olan Watish ve
Shugor 1rklarinda FecXG nokta mutasyonunun varliginin batin boyutunu 0.17 kuzu arttirdig

gbzlemlenmistir (Abdelgader vd, 2020).

Niu vd. (2021) tarafindan Cele Black irki koyunlarda yapilan ¢alismada BMP15 geni
Ekzon2 bolgesinde L251P pozisyonunda bir SNP tespit edilmistir. Bu SNP’in, Cele Black irki
koyunlarda dogurganhigi etkileyen énemli bir mutasyon oldugu gosterilmistir. Ekzonl’de 3
b¢’lik (CTT) bir delesyon tespit edilmistir. BB ve B+ olarak tespit edilen genotipler arasindan
koyunlarin batin boyutu arasinda 6nemli ol¢iide farkliliklar bulunmustur. Ancak mutasyon
tasimayan homozigot (++) ile mutasyon tasiyan homozigot (BB) arasinda ve mutasyon
tasimayan homozigot (++) ve heterozigot (B+) arasindaki farklar 6nemli bulunmamistir (Niu
vd., 2021).

2021 yilinda yayinlanan bir baska ¢alismada BMP15 gen bolgesinin tamami DNA dizi
analizi ile dizilenmistir. Yapilan iliski analizinde ise intron bolgesinde 3, Ekzon2 bolgesinde 1
adet (L251P) olmak {iizere 4 SNP, batin bdlgesi ile iliskilendirilmistir. S6z konusu SNP
bolgelerinde heterozigot koyunlarin homozigot koyunlara gore daha biiyiik batin boyutuna
sahip oldugu bulunmustur (Di vd., 2021).

Tiirkiye irklarindan olan Ramli¢ ve Dagli¢c koyunlarinda yapilan bir ¢alismada BMP15,
GDF9 ve BMPR1B gen bolgeleri dizilenmistir. Calismada BMP15 geni Ekzonl bolgesinde 3
b¢ (CTT) bir mutasyon tespit edilmis ve bu mutasyonun c¢oklu dogumla iligkili oldugu
bildirilmistir (Celikeloglu vd., 2021).

2021 yilinda yapilan PCR-RFLP ¢alismasinda, FecXI (Inverdale) mutasyonunu Ivesi
irkinda (n=88) arastirilmig ancak herhangi bir mutasyon tespit edilememistir (Gedik 2021).

Dingel vd. (2015) tarafindan yerli Sakiz irkinda PCR-RFLP teknigiyle FecB (Booroola),
CAST (Calpastatin) ve BMP15 (FecXl ve FecXG) genlerindeki polimorfizmler arastirilmais,

incelenen yontem ile Sakiz irkinda mutasyon tespit edilememistir.

17



Yine Dingel ve arkadaslar1 2018 yilinda Tiirkiye yerli irklarindan Sakiz irkinda BMP15
geninin FecXB mutasyonu varligini arastirmislar ve yapilan PCR-RFLP ¢alismasi sonucunda

tiim bireylerde (n=77) FecXB mutasyonuna rastlanilamamistir (Dingel vd., 2018).
2.3 GDF9 (Growth Differentiation Factor-GDF9) Gen Bolgesi

Bir adet intron ve iki adet ekzon bolgesinden olusan GDF9 geni, 2,5 kb biiyiikliigiindedir
ve 453 amino asit kodlamaktadir. Koyunlarda ovulasyon ve dogum oranlarina etkisi oldugu
bulunan GDF9, 5. kromozom iizerinde bulunmaktadir (Celikeloglu vd., 2018). BMP15 gibi,
otozomal GDF9 geni de graniiloza hiicre fonksiyonu iizerindeki etkisiyle folikiiler biiyiimeyi

kontrol etmede 6nemli fonksiyona sahiptir (Galloway vd., 2000; Hanrahan vd., 2004).

GDF9 geninde tanimlanmig 29 varyasyon bulunmustur ve bu alellerin bazilari
koyunlarda yumurtlama oraninda artis ile iliskili oldugu bildirilmektedir. Cambridge ve
Belclare koyunlarinda fekundite ile G1-G8 olarak adlandirilan sekiz mutasyon tespit edilmistir.
GDF9 genindeki bir mutasyonun, BMP15 geninde bulunan aktive edici mutasyonlara benzer
bir sekilde artmis yumurtlama orani1 ve kisirliga neden oldugu ilk kez bu ¢alismada bildirilmistir

(Hanrahan vd., 2004).

BMPI15 gibi, otozomal GDF9 da graniiloza hiicre fonksiyonu iizerindeki etkisiyle
folikiiler biiyiimeyi kontrol etmede dnemli bir role sahiptir. GDF9, graniiloza hiicre fonksiyonu
tizerindeki etkisiyle folikiiler biiylimeyi kontrol etmede dnemli bir role sahiptir (Galloway vd.,
2000; Hanrahan vd., 2004). GDF9'un yoklugu homozigotlarda birincil agamada folikiiler
biiylimeyi bloke ederek kisirliga neden olurken, GDF9'un sadece bir kopyasinin inaktivasyonu
yumurtlama oranini artirmaktadir (Hanrahan vd., 2004). BMP15 ve GDF9 dogurganlik alelleri,
homozigot disilerde kisirlikla birlikte sirasiyla X'e bagli ve otozomal dominant kalitim modeli
gostermektedir (Galloway vd., 2000; Hanrahan vd., 2004). BMP15 ve GDF9'daki farkli

mutasyonlarin, yumurtlama oraninin artmasina veya kisirliga neden oldugu bildirilmektedir.

Izlanda Thoka koyunlarinda yapilan bir calismada GDF9 geni calisilmis ve heterozigot
koyunlarda dogurganlik artarken homozigot mutasyon goriilmeyen koyunlarda kisirlik oldugu
bildirilmistir (Nicol vd., 2009). Oosit faktoriiniin Gnemini vurgulayan bu ¢alismada homozigot
yumurtalik morfolojisinin ve biiyiiyen folikiillerde normal olarak aktivite olan bir dizi genin
analizi, GDF9’un oosit aktivasyonunda degil folikiiliin daha sonraki gelisiminde rol oynadigin1

gostermistir (Nicol vd., 2009).
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Brezilya Santa Ines koyunlarinda yapilan bir calismada GDF9 ve BMP15 gen bolgeleri
dizilenmis ve bulunan bir alelin yumurtlama oraninda % 82, dogurganlikta ise % 58 oraninda

artisa sebep oldugu tespit edilmistir (Silva vd., 2011).

fran’da Moghani ve Ghezel koyunlarinda yapilan bir calismada GDF9 ve BMP15 gen
bolgeleri RFLP yontemi ile genotiplendirilmis ve her iki bolgede de farkli genotiplere sahip her
iki rktan bireylerin % 12,5'i ikiz dogum yapmustir (Barzegari vd. 2010). BMP15 ve GDF9
genlerinde bazi niikleotid degisimlerinin kisirliga sebep oldugunun tespit edildigi ¢calismanin
aksine (Hanrahan vd., 2004) bir baska ¢alismada yedi fertil koyunun bu genlerdeki mutasyonlar
yoniinden homozigot oldugu gésterilmistir. Ilging bir sekilde, ¢alismada bulunan tek infertil
koyunun hem GDF9 hem BMP15’in homozigot varyantlarini tasidigi rapor edilmistir
(Barzegari vd., 2010).

Sakiz, Gokgeada, Kivircik ve Ivesi irklarinda PCR-RFLP teknigiyle yapilan ¢alismada
BMP15, GDF9 ve BMPR-1B genlerinde bulunan mutasyonlar arastirilmistir. Sonug olarak
FecXI, FecXH, FecXB ve FecB mutasyonlari homozigot tespit edilmisken yalniz FecXG ve
GDF9 gen bolgesinde yer alan FecGH mutasyonlari heterozigot olarak bulunmustur. Daha 6nce
bildirilen mutasyonlarda homozigot koyunlarda kisirlik ve heterozigot koyunlarda prolifiklik
ozelligi bildirilmistir. Prolifiklik 6zelligi ile bilinen sakiz koyununda bir batinda iki veya daha
fazla kuzu olmasmma karsin incelenen bu mutasyonlarda herhangi bir varyasyon tespit

edilememistir (Esen Girsel vd., 2011).

Hindistan’da prolifik 6zelligi ile biiyiik bir 6neme sahip olan Bonpala koyunlarinda
yapilan bir ¢calismada ise BMPR1B, GDF9 ve BMP15 genleri ¢alisilmistir. Yapilan ¢calismada
BMP15 geninde polimorfizm tespit edilememistir. Ancak GDF9 ve BMPRIB genlerinde
polimorfizm bulunmasina ragmen G1 (87 nolu SNP) ve G4 (241 nolu SNP) olarak tespit edilen
SNP’lerin batin boyutu ile anlamli bir iligki tespit edilememistir. Ayrica polimorfizmlerin ayni

anda bulundugu ilk koyun 1rkinin Bonpala koyunlari oldugu bildirilmistir (Roy vd., 2013).

Norve¢ Beyaz Koyununda yapilan Genom Boyu iliskilendirme (GWAS) calismasinda
GDF9 geninin yakininda QTL bolgesi tanimlanmis ve GDF9 kodlama bolgesinde yapilan
dizileme calismasi sonucunda tek niikleotid polimorfizmi (SNP) belirlenmistir. G7 (protein
pozisyonu=371) olarak bildirilen G—A mutasyonu sonucu Valin (Val) amino asidi Metiyonin
(MET) amino asidine doniismiistiir. Daha 6nce Cambridge ve Belclare irklarinda tanimlanan

bu SNP’in dogurganlikla iliskili olup olmadigi bulunamamistir. Ancak bu ¢alismada tahmini
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tireme degerlerine gére homozigot olan koglarin disi kuzulari, mutasyona sahip olmayan
koglarin disi kuzularina kiyasla minimum 0,46-0,57 ekstra kuzu verimi saglamistir (\Vage vd.,

2013).

Tiirkiye’de melez bir irk olan Pirlak (Dagli¢ ve Kivircik melezi) koyununda yapilan
calismada BMP15 ve GDF9 gen bolgeleri ¢alisilmistir. Yapilan dizileme ¢alismasi sonucunda
her iki gen bolgesinde de herhangi bir polimorfizm saptanamamustir (Celikeloglu vd., 2018).

2020 yilinda yoresel tip olarak tescil edilen Of Koyunu, Trabzon ili ve ilgelerinde
yetistirilmekte olup yaklagik 1800-2000 bas bulunmaktadir. Ikiz dogum oran1 % 35-40 olan Of
Koyununda GDF9 geninde bulunan FecG1 mutasyonu PCR-RFLP teknigi ile ¢alisilmistir. 24
bas saf koyunlarda yapilan ¢aligma sonucunda GA ve GG olmak {izere iki genotip bulunmus ve
genotip frekanslart 0,92 ile 0,08’dir. Heterozigot bireylerin fazla olmasi fekundite ile ilgili

calismalar i¢in biiyiik bir 6nem arz etmektedir (Kirik¢1 & Cam, 2020).

Tirkiye yerli irklarindan olan Karayaka irkinda yapilan ¢alismada GDF9 Ekzonl
bolgesinde G1 (87 nolu SNP) mutasyonuna sahip oldugu tespit edilmistir (Kirik¢1 vd., 2021).
G1 olarak bildirilen G—A mutasyonu sonucunda Arginin amino asidi Histidin aminoasidine
doniismistiir. Hossain vd. (2020) tarafindan yapilan ¢alismaya benzer sekilde batin boyutu
biiyiikliigi ile iliskilendirilmistir (Kirik¢1 vd., 2021).

Yerli irklaridan olan Ramli¢ ve Dagli¢ irklarinda yapilan dizileme ¢aligmasinda, GDF9
geni ekzon1 bolgesinde bir (R87H) ekzon2 bdlgesinde ise bes (V157V, L159L, K241E, E326E,
V332l) adet SNP tespit edilmis ancak tespit edilen SNP noktalar1 ¢oklu dogum ile iliski
bulunamamistir (Celikeloglu vd., 2021).

Hossain vd. (2020), 5 farkli Banglades koyun irkinda yaptiklari PCR-RFLP
caligmasinda GDF9 geni 87. pozisyonundaki polimorfizmin batin boyutu ile 6nemli derecede
iligkili bulunmustur. G—A mutasyonu sonucunda Arginin amino asidi Histidin aminoasidine
dontigmiistiir. S6z konusu genotipler GG, AG ve AA olarak tespit edilirken genotip frekansi
stirastyla 51,59, 45,24 ve 3,17 allel frekansi ise G=74,21 ve A=25,79 olarak saptanmistir.
Homozigot GG genotipi, en diisiik batin boyutuna sahipken (n=65, 1,59+0,09) homozigot AA
genotipinde yiiksek batin boyutu tespit edilmistir (n=4, 2,00+0,09).

Najafabadi vd. (2021) tarafindan Yeni Zellanda koyun irklarinda yapilan bir ¢alismada
GDF9 geni ¢alisilmistir. Fin Landrace koyunu (n=104), Fin Landracex Texel-cross koyunu

20



(n=61) ve melez koyun (n=76) 1rklarinda yapilan ¢alismada protein kodu 326, 332 ve 371 olan
3 SNP noktasi tespit edilmistir. 326 nolu SNP A—G mutasyonu sonucunda Glutamat
aminoasidi Glutamat olarak kalmis degismemistir. Ancak 332 nolu SNP G—A mutasyonu
sonucu Valin aminoasidini izolosine ve 371 nolu SNP G—A mutasyonu sonucu Valin
aminoasidini Metiyonine doniistiirmiistiir. Fin Landrace x Texel irkinda homozigot frekansi
diisiik tespit edilmis, heterozigot frekansi ise 0,33 olarak bulunmustur. Fin Landrace x Texel
melezlemesinde 371 nolu SNP, batin boyutu ile iliskili bulunmasina ragmen diger SNP

noktalari ile herhangi bir iliski tespit edilememistir.

Wang vd. (2021) tarafindan yapilan DNA dizileme c¢alismasinda Luzhong koyunlari
kullanilmis ve onemli sonuglar ortaya konulmustur. GDF9 geninin tiim kodlama bdlgesi
dizilenmis, SNP’ler belirlenmis ve batin boyutu ile alakali iliski analizleri yapilmistir. Sonug
olarak GDF9 geninde yeni bir mutasyon ile birlikte 8 SNP tespit edilmistir. Ekzon1’de herhangi
bir mutasyon bulunamamustir. Intron bolgesinde bir tanesi yeni olmak iizere 5 SNP
bulunmustur. EKzon2’de ensembl veri tabaninda bulunan Protein kodu 159, 326 ve 332 olan
SNP noktalarinda yapilan iligkilendirme ¢aligmalarinda 326 ve 332 nolu SNP’lerin batin boyutu
ile iligkili oldugunu géstermistir. 326 nolu SNP A—G mutasyonu sonucu aminoasit degisimi
olmamistir. 332 nolu SNP G—A mutasyonu sonucu Valin aminoasidini Izolosine
dontistirmistiir. Her iki lokusta da heterozigot koyunlar homozigot koyunlara oranla daha

yiiksek batin boyutuna sahip olduklar1 bulunmustur.
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3. CALISMANIN AMACI

Kiiciikbas hayvan yetistiriciliginde ¢oklu dogum biiyiik bir 6éneme sahiptir. Coklu
dogumun gelistirilmesi ve diizenlenmesi amaciyla yapilan klasik 1slah ¢alismalariyla birlikte
son yillarda molekiiler genetik yontemler de gelistirilmistir. Yapilan kapsamli literatiir
arastirmast sonucunda Kemik Morfogenetik Proteini 15 (Bone Morphogenetic Protein 15
(BMP15) ve Biiyiime Farklilasma Faktorii 9 (Growth Differentiation Factor 9 (GDF9) gibi
genlerin baz1 koyun irklarinda ¢oklu dogum (fekundite) ile iliskili olduklar1 tespit edilmistir.
Bu tez calismasinda Tirkiye yerli koyun irklarinda BMP15 geni (Kivircik, Karacabey
Merinosu, Sakiz, Gokgeada, Cine Capari, Ivesi ve Karakagan) ve GDF9 geni (Kivircik,
Karacabey Merinosu ve Sakiz) incelenmis ve farkli mutasyon noktalarinin varligi, s6z konusu
gen bolgelerindeki olasi polimorfizmlerin ortaya konmasi ve irklar arasi genetik farkliliklarin
arastirtlmasi amaclanmistir. Calisma sonrasinda tespit edilen olast SNP noktalarmin c¢oklu

dogum (fekundite) ile iliskili olup olmadiklari belirlenmeye calisilacaktir.
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4. MATERYAL VE METOT
4.1 Materyal

Arastirmanin materyalini, Tarim ve Orman Bakanligi, Koyunculuk Arastirma Enstitiisii
blinyesinde yliriitiilen “Bazi Yerli Koyun Irklarinda Gastrointestinal Helminthlere ile Maedi-
Visna ve Paratiiberkiiloz’a Kars1 Genetik Direncin Arastirilmasi ve Monogenik Kalitsal
Hastaliklar, Hipotermi ve Fekunditeyle Ilgili Genlerin Molekiiler Karakterizasyonu” baslikli
TAGEM/HAYSUD/15/A01/P02/02-02 nolu proje o&rneklerinden elde edilen genomik
DNA’larin bir kismi1 olusturmustur. Tez ¢alismasi kapsaminda galisilan irklar ve 6rnek sayilar
Cizelge 4.1°de verilmistir. BMP15 gen bolgesinde toplam 7 irktan 311 bireyde, GDF9 gen
bolgesinde ise 3 irktan toplam 260 bireyde calisiimistir.

4.2 Metot

Hedeflenen gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda her 6rnekten 2,0-2,5 ul DNA (20-30 ng)
kullanilmistir. Her bir bireye ait DNA Ornegi alinarak 25 ul hacimde PCR reaksiyonu
hazirlanmistir. Bu amagla BMP15 gen bolgeleri igin, 10 mm Tris-HCI pH 8.3, 1 pmol forward
ve reverse primer, 0,5 uM dNTP (10 mM), 1,80 mM MgCl. ve 0,25 U Taq DNA polimeraz
enziminden olusan PCR karigimi kullanilmistir. GDF9 gen bolgeleri igin ise 10 mm Tris-HCI
pH 8.3, 0,5 pmol her iki primer, 0,5 uM dNTP (10 mM), 1,50 mM MgCl> ve 0,5 U Taq DNA
polimeraz enziminden olusan PCR karisimi kullanilmigtir. PCR analizleri, Tekirdag Namik
Kemal Universitesi, Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii, Molekiiler Genetik Laboratuvari ile
Koyunculuk Arastirma Enstitiisii, Biyometri ve Genetik Bolimii Laboratuvarinda
yiriitilmistir. DNA dizi analizleri, Koyunculuk Arastirma Enstitiisii biinyesindeki Islah ve

Genetik Boliimii Laboratuvarinda yapilmistir.

PCR isleminde primerlerin belirlenmesinde ENSEMBL veri tabanindaki
(https://www.ensembl.org/) GDF9 ve BMP15 gen bélgeleri i¢cin Oar_rambouillet v1.0 dizisi,
201 nolu transkriptlerden yararlanilmistir. Primer tasarlarken NCBI Online Primer Dizayn araci
kullanilmis olup, primer uzunluguna, baglanma sicakligina ve primer baz kombinasyonunun %
45-50 oraninda GC igerecek sekilde olmasina dikkat edilmistir. Caligilan bolgelere ait primer
dizileri, ¢ogaltilan fragment uzunluklar1 (b¢) ve NCBI Genbank veri tabaninda kayitli olan

Genbank Erisim Numaralari ile cogaltilan bolgelerin pozisyonlar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Calisilan irklar ve 6rnek sayilari (n)

Irk GDF9 (n) BMP15 (n)
Kivircik 48 19
Karacabey Merinosu 128 20
Sakiz 135 140
Ivesi - 26
Cine Capan - 19
Gokgeada - 17
Karakac¢an - 19
Toplam 311 260

Cizelge 4.2. BMP15 ve GDF9 gen bolgelerine ait primer dizileri, fragment uzunluklari ve
Genbank erisim numaralari

Calisilan Gen . r a4 Baz cifti Genbank Erisim No/
Bolgeleri primer Zigiicri (b¢) Baslangic Pozisyonu

BMP15-EX1Y-F 5-AAGCGTTATCCTTTGGGCTTTT-3’

ING55672
565 87-652

BMP15-EX1Y-R 5-GGAGCCCTAAAGGGAAGCAAA-3’

BMP15_EX2 F 5-GGTCCAGAAAAGCCCAACCA-3 iy INGEE672

BMP15_EX2 R 5-CTGAGCTAGCTGCACCTTTG-3’ S914-

GDF9-EX1-F  5-TAAGCACCTGGAAGTGGGAG-3’ AFO78545
994 1267-2261

GDF9-EX1-R  5°-AGCAGGGCCAACTCCTTTATG-3’

GDF9-EX2-F  5-TCAGGAACCTTTCCATCAGTGG-3 - HES66499

GDF9-EX2-R  5’-ATCAGGCTCGATGGCCAAAA-3’ 551-1459

Cizelge 4.2 de primerleri verilen dort gen bolgesi Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
yiikseltgenmistir. Bu amagla uygulanan PCR dongiileri Cizelge 4.3 *te verilmistir. PCR islemi
tamamlandiktan sonra PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. %
2’lik agaroz jel icin; 2 g agaroz tartilip daha sonra 100 mL 1X TBE tampon ¢ozeltisi erlen
icerisinde karistirilmis ve 3-5 dk mikrodalga firinda kaynatilarak ¢oziinmesi saglanmistir.

Ardindan hafifge galkalanarak 50-60 °C’ye kadar sogutulan ¢ozelti igerisine 2,5 pL. RedSafe
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boya ¢ozeltisi (Nucleic Acid Staining Solution (INTRON Biotechnology)) ilave edilmistir. Bu
¢ozelti, tarak yerlestirilmis jel tablasina yavasca dokiilmiis, jelin donmasi beklenmistir.
Tabladan tarak ¢ikartilarak jel, 1X TBE jel tampon ¢ozeltisi ile bulunan yatay elektroforez
tinitesine yerlestirilmistir. PCR iirtinleri yiikleme boyasi (loading dye) ile karistirilmis ve
kuyulara yiiklenip yaklagik 100V’ da 1,0-1,5 saatte elektroforez islemi gerceklestirilmistir.
Daha sonra UV goriintiileme cihazinda (Vilber Lourmat Quantum) &rnekler incelenerek

fotograflar1 ¢ekilmistir.

Cizelge 4.3. BMP15 ve GDF9 gen bolgelerine ait PCR dongiileri

PCR programlart BMP15 Geni GDF9 Geni

On denaturasyon 94 °C - 5dk 94 °C — 5dk

Denaturasyon 94 °C — 1dk 94 °C — 1dk

Baglanma 56°C —» 1dk 24008l g5y 5500, g 3> dongi
Uzama 72°C — 1dk 72 °C — 45sn

Son uzama 72 °C — 10 dk 72 °C — 10 dk

DNA dizi analizi 6ncesi 6n Saflagtirma amaciyla kontrol edilen PCR iiriinleri enzimatik
temizlemeye tabi tutularak ortamdaki fazla primer ve niikleotidler inhibe edilmistir. Boylelikle
ornekler, DNA dizi analizi i¢in uygun hale getirilmistir. On saflastirma asamasi i¢in ExoSAP-
IT™ PCR iiriin temizleme reaktifi (Thermo Fisher Scientific) kullanilmistir (Korbie vd., 2015).
Ardindan enzimatik temizleme kullanilarak 6n saflastirmaya tabi tutulan 6rnekler, BigDye™
Terminator v1.1 Sekans Kiti (Applied Biosystems™) kullanilarak zincir sonlanma

reaksiyonuna tabi tutulmustur (Heiner vd., 2012).

Etanol ¢oktiirme ile son saflagtirma yapilarak ortamdaki fazla primer ve niikleotidler
inhibe edilmis ve ABI 3500 Genetic Analyzer kapiller elektroforezinde DNA dizi analizleri
gergeklestirilmistir.

4.3 Tammlaya Istatistikler ve Haplotip Tahminleri

DNA dizi analizi sonuglari kromatogram olarak elde edilerek bilgisayara kaydedilmis,

DNA dizileri, FincTV ve MEGA7 programinda hizalanmistir (Kumar vd., 2016). Calisilan gen
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bolgelerinde tespit edilen SNP’lere ait gdzlenen heterozigotluk, beklenen heterozigotluk,
Hardy-Weinberg (HW) esitligi p degerleri ve Minor Allel Frekanslari (MAF), Plink 1.07
(Purcell vd., 2007) programinda hesaplanmistir. Haplotip tahminleri ve baglanti dengesizligi
(LD) analizleri Phase v2.1 algoritmasinin (Stephens vd., 2001) gémiilii oldugu Haploview

(https://www.broadinstitute.org/) programiyla yapilmis ve ayni programla gorsellestirilmistir.

Haploview programi ¢ok cesitli veri kiimesi boyutlar1 i¢in kapsamli bir ara¢ paketi
saglamaktadir. LD bilgileri, populasyon haplotip frekanslari, haplotip bloklar1 ve tek
isaretleyici iligskilendirme istatistikleri yapmaktadir (Barret vd., 2005). Korelasyon iki veya
daha fazla degigkenler arasinda bulunan iliskiyi gostermekte olup aralarindaki iligki orani ise
korelasyon katsayisi ile bulunmaktadir (Sentirk & Asan, 2007). Haploview programinda
tahmin edilen haplotiplere ait r? degeri Pearson korelasyon katsayisim ifade etmekte olup r?
degeri ne kadar yiiksek olursa ele alinan SNP’ler arasindaki tesadiifi olmayan baglantinin 0
kadar yiiksek oldugunu gostermektedir ve r?> degeri ayn1 zamanda allel frekaslarina baglidir. D’
olarak gosterilen baglanti dengesizligi katsayisi ise ayni kromozom fizerindeki alleller
arasindaki LD degerinin bir baska 0lciisiidiir ve allel frekanslarindan bagimsizdir (Calabrese,
2019; Perera ve Hernandez, 2022). Haploview programinda gosterimler, renk semasi (ekran
mentisii) seklindedir ve baglant1 dengesizligi hakkinda bilgi vermektedir (Cizelge 4.4) Bir kag

LD renk semasi arasindan se¢cim yapmamizi saglamaktadir.

Cizelge 4.4. Haploview programinda standart renk semas1 gosterimi

D'<1 D'=1
LOD* <2 beyaz Mavi
LOD>2 pembe/kirmizi tonlari parlak kirmizi

*LOD: iki lokusun belirli bir kromozom iizerinde fiziksel olarak birbirlerine yeterince yakin veya bagli olup
olmadigina ve muhtemelen birlikte kalitilmalarina iligkin istatistiksel bir tahmin. 2 veya daha yiiksek bir LOD
puani, genellikle iki genin kromozom {izerinde birbirine yakin konumlandigi anlamina gelir (Calabrese, 2019;
Perera ve Hernandez, 2022).

Haploview programinda pearson korelasyon katsayisinin hesaplanmasinda asagida
verilen formiil ele alinmustir. r2 =1 ise tam korelasyon siyah ile, 0< r’<1 agik gri ile ve r>=0 ise

beyaz ile gosterilmektedir. Yine D’=1 ise parlak kirmizi ve D’<1 ise beyaz renk olugmaktadir.

nXxy) - ExQy)

2 =
T Iy - sy - @7
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Allel frekans1 hesaplanmasinda asagidaki formil kullanilmigtir. N toplam calisilan

hayvan sayist, nij allele sahip hayvan sayisidir (Yaman vd., 2015).

f = nij/N

5. SONUC VE BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda Tiirkiye yerli koyun irklarinda Kemik Morfogenetik Proteini 15
(BMP15) ile Biiylime Farklilasma Faktorii 9 (GDF9) genleri ile calisilmis ve calisilan

orneklerde DNA dizi analizi uygulanmistir.

Tez kapsaminda hedeflenen BMP15 ve GDF9 gen bdlgelerinin 1. ve 2. ekzonlar1 PCR
yontemiyle ¢ogaltilmistir. PCR sonuclar1 % 2°lik agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiilerek kontrol
edilmistir. Agaroz jelde ilgili gen bolgelerine iliskin bant uzunluklar1 tespit edilerek, PCR
ornekleri uygun saflastirma yontemleri kullanilarak Sanger sekans DNA dizileme yontemiyle

dizilenmistir.

Dizileme sonucunda FincTv programi kullanilarak kromotogramlar {izerinden
SNP’lerin dogrulamasi yapilmis olup, MEGA7 programi ile de tiim 6rneklerin DNA dizileri

hizalanmii ve SNP’ler tespit edilmis ve frekanslart bulunmustur.
5.1 Kemik Morfogenetik Proteini 15 (BMP15) Geni

BMP15 gen bolgesi; iki ekzon ve bir intron bolgesinden olusan, 5,6 kilobaz (kb)
biiytikliigiinde ve X kromozomu iizerinde bulunan bir gendir. Bu ¢alismada BMP15 Ekzonl
gen bolgesini cogaltmak Cizelge 4.2’de verilen igin primerler kullanilarak 565 bg’lik ve Ekzon2
gen bolgesi igin ilgili primerler kullanilarak 744 b¢’ lik PCR tirtinleri elde edilmistir. Tiim PCR
tirtinleri, % 2’ lik agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmis ve biitiin 6rneklerde tek bir PCR
banti goriilmiistir. BMP15 Ekzonl bdlgesi igin galisilan bazi Orneklere ait agaroz jel
goriintiileri sekilde verilmistir (Sekil 5.1). Daha sonra tiim 6rneklerin Sanger dideoksi zincir
sonlandirma yontemi ile DNA dizi analizleri yapilmistir. Dizileme sonrasinda ilgili

bolgelerdeki tek niikleotid farkliliklart (SNP) belirlenmistir.
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Sekil 5.1. BMP15 Ekzonl Bolgesi 565 bg PCR iirtinleri M: Thermo Scientific Gene Ruler 100bp
Ladder (SM0321)

Calisilan tiim 6rneklerde BMP15 Ekzonl boélgesinde DNA dizi analizi sonucu mutasyon

tespit edilememistir.

BMP15 Ekzon2 bolgesinde ise iki farkli noktada mutasyon saptanmistir. Sekil 5.2°de
BMP15 geni Ekzon2’de tespit edilen 248 numarali SNP’nin kromatogram goriintiisii
verilmigtir. SNP’lerin yerinin belirlenmesinde, NCBI ve Ensembl veri tabanlarinda “Genome
assembly: Oar_rambouillet_v1.0 (GCA_002742125.1)” tim genom shotgun dizilerinden
yararlanilmig ve SNP noktalart aminoasit degisimlerinin oldugu noktalar olarak verilmistir.
BMP15 Ekzon2’de 248. pozisyonunda T— C niikleotid degisimi sonucunda aminoasit
degistirmeyen (sinonim) SNP (P248P) elde edilmistir. P248P nolu SNP, Merinos ve Kivircik
irk1 koyunlarda tespit edilmistir. Tespit edilen bu SNP’in irklara gore dagilimi ve heterozigot

hayvan sayilar1 Cizelge 5.1 *de verilmistir.
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Sekil 5.2. BMP15 Ekzon2 bolgesi P248P numarali SNP’nin kromatogram goriintiisii
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BMP15 geni Ekzon2 bolgesinde P248P nolu SNP’in yanisira bir de aminoasit degistiren
(L251P) bir SNP daha tespit edilmistir (Sekil 5.3). BMP15 gen boélgesinin Ekzon2’de 251.

pozisyonunda T — C niikleotid degisimi sonucunda aminoasit degisimi gorilmistiir. 248.

pozisyonda Prolin amino asidi Prolin olarak kalirken 251. pozisyonda Losin amino asidinin

Proline doniistiigii tespit edilmistir. 251 nolu SNP, Karakagan, Merinos, Cine Capar1 ve Sakiz

irk1 koyunlarda tespit edilmistir. Tespit edilen bu SNP’in 1rklara gore dagilimi, heterozigot

hayvan sayilar1 ve oranlar1 Cizelge 5.1 *de verilmistir.

Cizelge 5.1 BMP15 Ekzon2 bolgesi P248P ve L251P nolu SNP’lerin goriildiigii heterozigot
hayvan sayilari ve frekanslar

Irklar n P248P Nolu SNP Oram L251P Nolu SNP Orani
Karakacan 19 1 0,05 6 0,32
Kivircik 19 2 0,11 0,00
Cine Capar1 19 0 0,00 2 0,11
Sakiz 140 0 0,00 9 0,06
canacebey g0 2 0,10 1 0,05
Gokgeada 17 0 0,00 0 0,00
Ivesi 26 0 0,00 0 0,00

248 nolu SNP’in goriildiigii hayvanlarda heterozigotluk oranlari Karakagan, Kivircik ve

Karacabey Merinosu irklarinda sirasiyla 0,05, 0,11 ve 0,10 olarak bulunmustur. 251 nolu

SNP’in heterozigotluk oranlar1 Karakacan, Cine Capari, Sakiz ve Karacabey Merinosu

irklarindaki sirasiyla 0,32, 0,11, 0,06 ve 0,05 olarak bulunmustur (Cizelge 5.1).
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Sekil 5.3. BMP15 Ekzon2 bolgesi L251P numarali SNP’nin kromatogram goriintiisii

Pt

Calisilan 6rneklerde BMP15 geni, P248P ve L251P numarali SNP’lerin MEGA7
programinda hizalanmis goriintiisii Sekil 5.4’te verilmistir. Ilgili SNP’lere ait gdzlenen
heterozigotluk, beklenen heterozigotluk, Hardy-Weinberg (HW) esitligi p degerleri ve Minor
Allel Frekanslar1 (MAF) Cizelge 5.2°de verilmistir.
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Sekil 5.4. BMP15 Ek20n2 bolges1 P24P8 ve L251P numarali SNP’lerin Mega7 goriintiisii
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Irklar icerisinde hesaplanan Hardy-Weinberg degerlerine gére L251P varyantinin Ivesi
ve Sakiz irklarinda dengede olmadigi (p < 0.05), her iki varyantin diger irklarda HW dengesinde
oldugu tespit edilmistir. Phase v2.1 algoritmasi (Stephens vd., 2001) ile haplotip
yapilandirilmasina gidilmis, BMP15 geninde tespit edilen iki varyantin haplotip olusturmadigi
gorilmiistiir.
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Cizelge 5.2 BMP15 Ekzon2 bolgesi SNP’lerine ait bilgiler, gézlenen heterozigotluk (Ho),
beklenen heterozigotluk (He), Hardy-Weinberg (HW) esitligi p degerleri ve Minor Allel
Frekanslar1 (MAF)

) Amino
Irk n Gen_om|k Kodon Asit Ho He HW MAF Alleller
Pozisyon Degrisimi p
Cine 19 X:56595196 ccT/ccC P248P 0,00 0,00 1,00 0,00 TT
capari X:56595188 cTg/cCg L251P 0,11 0,10 1,00 0,05 T:C

X:56595196 ccT/ccC P248P 0,00 0,00 1,00 0,00 TT
X:56595188 cTg/cCg L251P 0,00 0,00 1,00 0,00 TT
X:56595196 ccT/ccC P248P 0,00 0,00 100 0,00 T:T
X:56595188 cTg/cCg L251P 0,00 0,07 0,04 004 T:.C
X:56595196 ccT/ccC P248P 0,05 0,05 100 0,03 T:.C
X:56595188 cTg/cCg L251P 0,32 0,27 1.00 0,16 T:C
Kiviretk 19 X:56595196 ccT/ccC P248P 0,11 0,10 100 0,05 T:.C

X:56595188 cTg/cCg L251P 0,00 0,00 100 0,00 T:T
Karacabey 9 X:56595196 ccT/ccC P248P 0,10 0,10 1,00 0,05 T:.C
Merinosu X:56595188 cTg/cCg L251P 0,05 0,05 1,00 0,03 T:.C
Sakiz 140 X:56595196 ccT/ccC P248P 0,00 0,00 1,00 0,00 TT

X:56595188 cTg/cCg L251P 0,06 0,08 0,37 004 T:.C
*SNP’  lerin  genomik  pozisyon  bilgileri ~ Sheep_(Oar_rambouiller v1.0)‘’e  gore  verilmistir
(https://www.ensembl.org/Ovis_aries_rambouillet/Transcript/Exons?db=core;g=ENSOARG00020012408;r=X:5
6594565-56601245;t=ENSOART00020018955)

Gokceada 17

Ivesi 26

Karakagan 19

Yapilan ¢alismada Ivesi irkinda heterozigot birey tespit edilememistir. Ancak homozigot
C(n=1) ve homozigot T(n=25) allellerine sahip bireyler gézlenmistir. Cizelge 5.2°de verilen
gbzlenen heterozigotluk (Ho), beklenen heterozigotluk (He) degerlerine bakildiginda Ivesi
irkinda heterozigot birey olmamasina ragmen beklenen heterozigotluk 0,07 olarak verilmesinin

sebebi popiilasyonda homozigot C alleline sahip birey olmasindan kaynaklanmaktadir.
5.2. Biiyiime Farkhlasma Faktorii 9 (GDF9)

GDF9 geninin Ekzonl ve Ekzon2 bolgelerini ¢cogaltmak igin tasarlanan ileri ve geri
primer dizileri ve bilgileri, Cizelge 4.2’de verilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri, Sekil 5.5 ve

5.6°da verilmistir.
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Sekil 5.5. GDF9 Ekzonl bolgesi 994 bg¢ PCR iiriinleri
M:Thermo Scientific Gene Ruler 100bp Ladder (SMO321)

Sekil 5.6. GDF9 Ekzon2 bolgesi 909 bg PCR iiriinleri
M:Thermo Scientific Gene Ruler 100bp Ladder (SMO321)

GDF9 Ekzonl bolgesinde amino asit degisimini sebep olan bir (R87H), GDF9 Ekzon2
bolgesinde amino asit degisimine neden olmayan iki (L159L, E326E) ve amino asit degisimine
neden olan iki (E241K ve VV332l) tane olmak tizere toplam 5 adet SNP tespit edilmistir (Cizelge
5.4). R87H varyantinin sakiz irkinda HW esitliginden saptigi (p < 0.05), diger varyantlarin
incelenen 1rklarda HW dengesinde oldugu tespit edilmistir. Ekzonl ve Ekzon2 bolgelerinde
tespit edilen SNP’ler ve bu SNP’lerin goriildiigii heterozigot hayvan sayilar1 ve oranlar Cizelge

5.3’te verilmistir.

Cizelge 5.3. GDF9 Ekzonl ve Ekzon2 Bolgesi Heterozigot Hayvan Sayilar: ve SNP bdolgeleri

Irklar n R87H Oram L159L Oram E241K Orami E326E Orami V332l Oram

Kivircik 48 19 0,40 20 0,42 14 0,29 4 0,08 4 0,08

K.Merinosu 128 8* 0,19 58 0,45 19 0,15 16 0,13 16 0,13
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Sakiz 134 g« 011 65 049 30 0,22 61 046 61 0,46

*43 genotiplendirme, **72 genotiplendirme

Cizelge 5.4. GDF9 gen bolgesi SNP’lerine ait genomik pozisyon bilgileri, gbzlenen
heterozigotluk (Ho), beklenen heterozigotluk (He), Hardy-Weinberg (HW) esitligi p degerleri
ve Minor Allel Frekanslar1 (MAF)

. Amino

Irk n che”.om'k DK(,).d(.m. Asit  Ho He "™ MAE  Alleller

ozisyon egisimi Degisimi P
5:46547268 cGeIcAc  R87H 0396 0405 067 028  GA
5:46545932 CtA/CtG  L159L 0417 0497 1,00 046  GA
Kivirek 48 546545688 Gaa/Aaa  E241K 0,292 0432 053 032  GA
5:46545431 gaA/gaG  E326E 0,083 0,097 1,00 005  AG
5:46545414  GtUAtt V332l 0083 0097 1,00 005  GA
5:46547268 cGC/IcAc  R87H 0186 0,195 1,00 011  GA
5:46545032  CtA/CtG  L159L 0453 0500 1,00 049  AG
128 546545688 Gaa/Aaa E241K 0,148 0,149 000 008  GA
546545431 gaA/gaG  E326E 0,125 0127 1,00 007  AG
5:46545414  GtAtt V332l 0125 0127 1,00 007  GA
5:46547268 cGC/IcAc  R87H 0111 0242 000 0,14  GA
5:46545932 CtA/CtG  L159L 0485 0492 085 047  GA
Sakiz 134 546545688 GaaAaa E241K 0,223 0264 014 016  GA
5:46545431 gaA/gaG  E326E 0455 0422 051 030  AG
5:46545414  GtUAtt V332l 0455 0422 051 030  GA

K.
Merinosu

*SNP’ lerin genomik pozisyon bilgileri Sheep (Oar rambouillet v1.0)’e gore verilmistir
(https://www.ensembl.org/Ovis_aries rambouillet/Transcript/Exons?db=core;g=ENSOARG00020021
050:r=5:46544645-46547585:t=ENSOART00020032535)

GDF9 Ekzonl bolgesinde tespit edilen 87. protein pozisyonunda tespit edilen G— A
niikleotid degisimi, aminoasit degisimine sebep olmaktadir. Bu degisim Arginin amino asidini

Histidine doniistiirmektedir.

Sekil 5.7 ve Sekil 5.8’de GDF9 Ekzonl boélgesinin 87. protein pozisyonuna ait
kromotogram goriintiileri ve dizilerin hizalanma goriintiileri verilmistir. R87H nolu SNP, G—>A
niikleotid degisimi Kivircik, Karacabey Merinosu ve Sakiz irki koyunlarda goriilmistiir. Bu
SNP’in Kivircik, Karacabey Merinosu ve Sakiz irklarindaki heterozigotluk frekanslari sirasiyla
0,40, 0,19 ve 0,11 olarak bulunmustur.
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Sekil 5.7. GDF9 Ekzonl bolgesi R87H Nolu SNP’nin kromatogram goriintiisii

B s e B EIEaE A = A A K A K A K K A K A K

BfcacacaAaGcTTTGCR

BEfcacacaccecTydTccE
BEcacacacecTfrTGCE
cacacaccIYTTGCH

Sekil 5.8. GDF

©

Ekzonl bolgesi R87H numarali SNP’in Mega7 goriintiisii

Sekil 5.9 ve Sekil 5.10°da GDF9 Ekzon2 bdlgesinin 159. protein pozisyonuna ait
kromotogram goriintiileri ve dizilerin hizalanma gorintiileri verilmistir. GDF9 Ekzon2 gen
bolgesindeki L159L nolu SNP Kivircik, Karacabey Merinosu ve Sakiz ki koyunlarda
goriilmiistiir. Amino asit degisimine sebep olmayan 159. protein pozisyonundaki bu SNP,
A—G niikleotid degisimi sonucunda ortaya ¢ikmakta ve Losin amino asidini kodlamaktadir.
L159L nolu SNP’in heterozigotluk frekanslar1 oldukga yiiksek tespit edilmis olup Kivircik,

Karacabey Merinosu ve Sakiz irklarindaki sirasiyla 0,42, 0,45 ve 0,49 olarak bulunmustur.
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Sekil 5.9. GDF9 Ekzon2 L159L Nolu SNP’nin kromatogram goriintiisii
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Sekil 5.10. GDF9 Ekzon2 boélgesi L159L numarali SNP’in Mega7 goriintiisii

v}

Sekil 5.11 ve Sekil 5.12°de GDF9 Ekzon2 bdlgesinin 241. protein pozisyonuna ait
kromotogram goriintiileri ve dizilerin hizalanma goriintiileri verilmistir. GDF9 Ekzon2
bolgesinde 241 nolu SNP Kivircik, Karacabey Merinosu ve Sakiz irki koyunlarda tespit
edilmistir. A—>G niikleotid degisimi sonucunda ortaya ¢ikan bu SNP Glutamat (E) amino
asidini Lizin (K) amino asidine doniistiirmektedir. 241 nolu SNP’in heterozigotluk frekanslar
Kivircik, Karacabey Merinosu ve Sakiz irklarindaki sirasiyla 0,29, 0,15 ve 0,22 olarak

bulunmustur.

35



| B I O BT S BT E B Y RN B B S B BB B B R B RO R S B B B S I SRR S S T PR R S o N
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA [fAAcAccacclTocAcc AT e &1 1 ca
250 % 250

az0

241 nolu SNP

I M““““ i)

Sekil 5.11. GDF9 Ekzon2 boélgesi E241K nolu SNP’nin kromatogram goriintiisii

BEEEE-racarcrccclENNNEERNCRECE

BEETTACATGTGCGE

ErTacaTcTGe
.TTACATGTGCGR..

¢ B
HAEAGEAATANTCACATEECEETARRTE T TacATcTcCCERREEC
Sekil 5.12 GDF9 Ekzon2 bélgesi E241K numaralt SNP’in Mega7 goriintiisii

GDF9 Ekzon2 bolgesi E326E ile V332l protein nolu SNP’ler, Kivircik, Karacabey
Merinosu ve Sakiz irk1 koyunlarda tespit edilmistir (Sekil 5.13, Sekil 5.14). E326E nolu SNP’in
heterozigotluk frekanslar1 Kivircik, K. Merinosu ve Sakiz irklarinda sirasiyla 0,08, 0,13 ve 0,46
olarak bulunmustur. V332l nolu SNP’in heterozigotluk frekanslar1 Kivircik, K. Merinosu ve
Sakiz wrklarinda sirasiyla 0,08, 0,13 ve 0,46 olarak bulunmustur. Goriildigi gibi E326E ile
V3321 nolu SNP’lerin 1rklar bazinda goériilme frekanslarinin ayni oldugu saptanmis ve bu iki
SNP’nin birbirleri ile baglantili oldugu kanaatine varilmistir. A—G niikleotid degisimi
sonucunda ortaya ¢ikan 326 nolu SNP’te Glutamat (E) amino asidi degismeden kalirken, 332
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nolu SNP’te G—A niikleotid degisimi sonucunda Valin (V) amino asidi, Izolésin (1)
aminoasidine dontigmektedir. Ayrica ¢oklu dogum 6zelligi diger irklara gore ytliksek olan Sakiz
irkinda bu SNP’lerin frekanslarinin diger irklara gore onemli Olgiide yiiksek oldugu da

gbzlenmistir.

cccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccccc

326 nolu SNP

332 nolu SNP

v ALAAAAM

RTTGAAGAAGCCTCTGR.

BrrcaacancccrcrcEifcch

RTTGAAGAAGCCTCTGRER

lTTGAAGAAGCCTCTG..
BTTGAAGAAGCCTCTGER
ATTGAAGAAGCCTCTGEE

BETTGAAGAAGCCTCTGER
BrTcancaacccTcTGH
BTTGAAGAAGCCTCTGE
ATTGAAGAAGCCTCTGE
BTTGAAGAAGCCTCTGE
RTTGAAGAAGCCTCTGR|
BrTcaacAaAGCCTCTGE
BTTGAAGAAGCCTCTGEE

EcEcEEAmETrrcancancccTcTCEH
BrTcaacaacccTCTGER
SN EREE  w ~n~n oo e e B CEEERaRee,

Sekil 5.14. GDF9 Ekzon2 bolgesi E326E ile V3321 nolu SNP’lerin MEGA7’deki goriintiisii

GDF9 geni Ekzon2 bolgesinde bulunan E326E ile V332l nolu SNP’lerin Karacabey
Merinosu ve Kivircik rki koyunlarda heterozigotluk frekanslarinin birbirine yakin olmalari,
Karacabey Merinos 1rkinin 1slah ¢alismalart sirasinda Kivircik koyunlarinin kullanilmasindan
meydana geldigi diistiniilmektedir. Coklu dogum 6zelligi ile bilinen Sakiz irkinin diger irklara

oranla yiiksek heterozigotluk frekansi gosterdigi de gézlemlenmistir.
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Ayrica GDF9 gen bolgesinde tespit edilen SNP’ler ile yapilan haplotip yapilandiriimasi
sonucunda alt1 farkli haplotip tespit edilmistir (Cizelge 5.5). G/AI/GIG/IA, AIAIAIAIG,
G/AIG/AIG, GIGIG/IAIG haplotipleri Kivircik, Karacabey Merinosu ve Sakiz irklarinda
goriilirken, G/A/A/A/G haplotipi Kivircik ve Sakiz wrklarinda tespit edilmis, A/A/G/A/G
sadece Karacabey Merinosunda, A/G/G/A/G ise sadece Sakiz irkinda belirlenmistir. Kivircik
ve Karacabey Merinos irklarinda 5 farkli haplotip tespit edilirken, Sakiz irkinda 6 farkli haplotip

belirlenmistir.

Haploview programinda tahmin edilen haplotiplere ait r’> degeri E326E ve V332l
varyantlarinda yiiksek bulunmus ve E326E ile V332l varyantlarinin birbirleriyle baglantili
olduklar tespit edilmistir (Sekil 5.16).

Cizelge 5.5. Tiirkiye yerli koyun 1rklarinda tespit edilen haplotipler

GDF9 Haplotipler

Irk R87H / L159L / E241K / E326E / V332l Frekans
G/AIG/IG/IA 0,05
A/AIAIAIG 0,28
Kivircik G/A/A/IAIG 0,04
G/AIG/AIG 0,09
G/IGIG/AIG 0,54
G/AIG/IG/A 0,07
A/AIAIAIG 0,08
K. Merinos GIG/IGIAIG 0,49
A/AIGIAIG 0,02
G/AIG/AIG 0,35
G/AIG/IG/A 0,29
A/AIAIAIG 0,13
K G/A/AIAIG 0,03
Sakiz GIAIGIAIG 0,01
A/G/G/IAIG 0,01
G/IGIG/AIG 0,51

Yapilandirilan haplotiplerin D* ve r? degerlerine iliskin Haploview programinda elde
edilen gosterimleri Sekil 5.15 ve 5.16°de verilmistir. D’ olarak gosterilen baglanti dengesizligi
katsayisi, ayn1 kromozom {iizerindeki alleller arasindaki LD degerinin bir 6l¢iisii olarak kabul
edilmektedir. L159L, E241K, E326E, V332l SNP noktalar: ile yapilandirilan haplotiplerin
yilksek D’ degeri (kirmizi renk) vermesi bu haplotiplerin birbirleri ile baglantili oldugu

sonucunu ortaya koymaktadir (Sekil 5.15).
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L159L
E241K
E326E

V332l

Block 1 (0 kb
2 3

9

Sekil 5.15. Kirmizi renk yiiksek D’ degerini ifade etmektedir.

Haploview programinda haplotipler yapilandirilirken elde edilen SNP noktalarinin
birbirleri ile olan iligkilerinin durumunu gosteren korelasyon katsayis1 da hesaplanmaktadir.
Tam korelasyon durumunda r? =1 ise tam korelasyon siyah ile, 0< r’<1 agik gri ile ve r’=0 ise
beyaz ile gosterilmektedir. Bu ¢calismada elde edilen E326E ve V3321 SNP’lerinin birbirleri ile
tam korelasyon i¢inde oldugu E241K SNP’inin ise diger SNP’ler ile korelasyonunun olmadigi
goriilmektedir (Sekil 5.16).

L159L
E241K
E326E

V332l

Block 1 (0 k)
2 3

Sekil 5.16. Siyah renk yiiksek r? degerini ifade etmektedir.
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Kivircik, Karacabey Merinosu ve Sakiz irklarinda tespit edilen E326E ve V3321 nolu
SNP’ler biitiin 6rneklerde ayni anda tespit edilmistir. E326E nolu SNP noktasinda heterozigot
oldugu tespit edilen 6rneklerde V3321 nolu SNP bolgesinin de heterozigot oldugu goriilmiistiir.
Bu sonug ile E326E ve V332l nolu SNP’lerin birbiriyle iliskili oldugunu, calisilan irklarda
E326E ve V332I varyantlarin birlikte goriilmelerinden dolayi aralarinda tam korelasyon oldugu

belirlenmistir.
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6. TARTISMA VE ONERILER

Bu tez calismasinda Tiirkiye’de yetistirilen bazi yerli koyun irklarinda Kemik
Morfogenetik Protein Geni 15 (BMP15) ve Biiyiime Farklilasma Faktorii 9 (GDF9) genleri
incelenmis ve farkli irklara ait varyasyon noktalari arastirilmistir. Kivircik, Karacabey
Merinosu, Sakiz, Gokgeada, Cine Capari, Ivesi ve Karakacan irklarinda BMP15 ve GDF9

genleri, 1. ve 2. ekzon bdlgeleri DNA dizi analizi ile incelenmistir.

Yapilan ¢alismalarda BMP15 ve GDF9 vb genlerin bazi koyun 1rklarinda ¢oklu dogum
(fekundite) ile iliskili olduklar1 bildirilmistir. Dogurganlik bir yilda iiretilen kuzu sayisi, yillik
kuzulama sayis1 ve bir batindaki yavru sayisi olarak ifade edilmektedir. Ureme 6zellikleri tipik
olarak diisiik ile orta kalitima sahiptir; bu nedenle fenotipik verilere dayali geleneksel yetistirme
yontemleri, yalnizca zaman alic1 bir siire¢ olmaktadir. Bu nedenle klasik 1slah ¢aligmalart ile
birlikte molekiiler yontemlere dayanan seleksiyon ve 1slah ¢alismalari tireme verimliliginin
genetik olarak iyilestirilmesi i¢in yiiksek bir 6neme sahiptir (Abdoli vd., 2016). Yilda birden
fazla kuzulamanin, Fin, Romanov ve Dorset Horn gibi koyun 1rklarinda goriildiigii bildirilmis,
yerli koyun 1rklarimizda ise Sakiz 1rki, yiiksek ikizlik goriilmesi sebebiyle dol verimi yiiksek
olan irkimiz olarak literatiire gegmistir (Kaymakei, 2013). Ancak yerli koyun irkimiz olan Sakiz
irkinda, her ne kadar ¢oklu dogum 6zelligine sahip olsa da, BMP15 ve GDF9 genleri diizeyinde

yapilmis olan herhangi bir iliskilendirme ¢alismasina rastlanilamamastir.

Kemik morfogenetik proteini 15 (BMP15) veya FecX geni, X kromozomu iizerinde 5,6
kb biyiikliigiinde, iki ekzon ve bir intron bélgesinden olusan, 393 aminoasit kodlayan ve
dogurganhigi etkileyen major genlerden biri olarak kabul edilmekte ve oositlerde eksprese
edilmektedir. Bu gen bolgesi, koyunlarda dogurganlig: etkileyen genler arasinda en polimorfik

lokus olarak da bilinmektedir (Abdoli vd., 2016, Celikeloglu vd., 2018).

Koyunlarda dogurganlig: etkileyen BMP15 gen bolgesinde ¢ok sayida mutasyon tespit
edilmistir. Baslangicta bulunduklari koyun irkina gore isimlendirilen bu mutasyonlar, Inverdale
koyunlarinda FecXI, Cambridge koyunlarinda FecXG (Galway mutasyonu), Hanna
koyunlarinda FecXH, Belclare koyunlarinda FecXB, Lacaune koyunlarinda FecXL, Rasa
Aragonesa’da FecXR, Grivette koyunlarinda FecXGr, Olkuska koyunlarinda FecXO vb. daha
sonralar1 mutasyon sekli (delesyon vb) ve tespit edilen SNP noktalar1 ile isimlendirilmistir

(Abdelgader vd., 2020).
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Niu vd. (2021) tarafindan Cele Black 1rki koyunlarda yapilan ¢alismada BMP15 geni
Ekzonl’de 3 b¢’lik (CTT) bir delesyon tespit edilmistir. BMP15 geni Ekzonl bdlgesinde
bildirilen bu ii¢ bazlik delesyon, Tiirkiye irklarindan olan Ramli¢ ve Dagli¢ koyunlarinda da
tespit edilmis ve bu mutasyonun ¢oklu dogumla iliskili oldugu bildirilmistir (Celikeloglu vd.,
2021). Ancak bu tez c¢aligmasinda galigilan tiim 1rklarda s6z konusu ii¢ bazlik delesyon

goriilmemistir.

Bu ¢alisma kapsaminda BMP15 geni Ekzon2’de tespit edilen L251P SNP noktasi, daha
once Di vd. (2021) ile Niu vd. (2021)’de tespit edilmis olup, bu ¢aligmalarda bu SNP’e sahip
heterozigot koyunlarin homozigot koyunlara gére daha biiyiik batin boyutuna sahip olduklari
(Di vd., 2021) ve bu SNP’in, Cele Black 1rki koyunlarda dogurganligi etkileyen nemli bir
mutasyon noktasi olabilecegini bildirmislerdir. Bu tez c¢alismasinda L251P SNP’in
heterozigotluk oranlar1 Karakacan, Cine Capari, Sakiz ve Karacabey Merinosu irklarinda
sirastyla 0,32, 0,11, 0,06 ve 0,05 olarak bulunmustur. Bu SNP’in en ¢ok gorildigi irk
Karakagan olarak bulunmus, Sakiz irkinda ise nispeten diisiik frekansta tespit edilmistir, bu
nedenle bu SNP bolgesinin koyunlarda dogurganlig: etkileyen bir bolge oldugunu sdylemek bu

calismada elde edilen veriler sonucunda pek miimkiin goriilmemektedir.

Esen Giirsel vd. (2011) tarafindan Sakiz, Gokgeada, Kivircik ve Ivesi irklarinda BMP15
gen bolgesinde FecXG olarak bilinen mutasyon bildirilmis olmasina ragmen yapilan bu tez
calismasinda s6z konusu mutasyonlar tespit edilememistir. BMP15 gen bolgesinde Tiirkiye
yerli koyun 1rklarinda yapilan diger ¢alismalarda FecXI (Inverdale) mutasyonunu Ivesi irkinda
tespit edilemedigi (Gedik, 2021), Pirlak koyunlarinin BMP15 gen bolgesinde monomorf
bulundugu (Celikeloglu vd., 2021). Sakiz irkinda ise FecB (Booroola), BMP15 (FecXI ve
FecXG@) ile FecXB polimorfizmlerinin arastirilmasi sonucu yine mutasyon tespit edilemedigi

bildirilmistir (Dingel vd. 2015, 2018).

Biiyiime farklilasma faktorii 9 (GDF9) geni, bir adet intron ve iki adet ekzon
bolgesinden olusan, 2,5 kb biiytikliigiinde ve 453 amino asit kodlayan bir gen bolgesidir.
Koyunlarda ovulasyon ve dogum oranlarina etkisi oldugu bildirilen GDF9, 5. kromozom
tizerinde bulunmaktadir (Celikeloglu vd., 2018). BMP15 gibi, otozomal GDF9 geninin de
graniiloza hiicre fonksiyonu tizerindeki etkisiyle folikiiler bliylimeyi kontrol etmede onemli

etkisi oldugu bildirilmektedir (Galloway vd., 2000; Hanrahan vd., 2004).
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GDF9 geninde bildirilen 29 varyasyon noktasi bulunmaktadir ve SNP’lerin bazilarinin
koyunlarda yumurtlama oraninda artis ile iligkili oldugu bildirilmistir (Hanrahan vd., 2004).
Ornegin Misir koyun 1rklarinda tespit edilen G1(87), G4(241), G5(332), G7(371) ve G8(395)
nolu SNP’lerden E241K’nin tespit edildigi heterozigot koyunlarda kuzulama ve ikiz kuzu
sayisinda artig goriildigi bildirilmistir (Aboelhassan vd., 2021). Ancak Roy vd., (2013)
tarafindan bildirilen R87H, E241K ve V3321 nolu SNP’lerde ise herhangi bir iligki
bulunamamistir. R87H nolu SNP, Hossain vd. (2020) yaptiklar1 ¢alismada batin boyutu ile,
Kirik¢t & Cam (2020) tarafindan yapilan ¢alismada ise ¢oklu dogum ile iligkili bulunmustur.

Dagli¢ ve Kivircik melezi olan Pirlak irki koyunlarda Celikeloglu vd. (2018), GDF9 gen
bolgesinde ¢alismiglar ancak bu irkta herhangi bir varyasyon tespit edilmedigini bildirmislerdir.

Celikeloglu vd., (2021) tarafindan Tirkiye’de yatistirilen Dagli¢c ve Ramli¢ (Daglic x
Rambouillet melezi) ki koyunlarda BMPR1B, BMP15 ve GDF9 gen bolgeleri DNA dizi
analizi yontemiyle ¢alisilmistir. GDF9 gen bolgesinde yapilan dizileme sonucunda Dagli¢ ve
Ramlig 1rklarinda tespit edilen €.260G>A, c.477G>A, ¢.721G>A ve .994G>A SNP
noktalarmin sirastyla R87H, L159L, E241K ve V332l SNP’leri oldugu ve yapilan tez
caligmasinda da bu SNP noktalarin tespit edildigi goriilmektedir. Ancak Dagli¢ ve Ramlig
irklarinda diger tespit edilen SNP’ler (c.471C>T (157 nolu SNP) ve ¢.978 A>G) bu ¢alismada
caligilan irklarda tespit edilememistir. Celikeloglu vd., (2021) bildirdikleri bu SNP noktalarinda
coklu dogum yada bagska bir 6zellik ile ilgili herhangi bir iliski bildirmemislerdir. Ancak Di vd.,
(2021) tarafindan batin boyutu ile 6nemli 6l¢iide iligkili bulunan E326E ve V332l nolu SNP
noktalarimin her iki lokusta da heterozigot koyunlarda homozigot koyunlara oranla daha yiiksek
batin boyutuna sahip olduklarini tespit etmislerdir. Sakiz irkinda kog alti koyun basina gore
kuzu verimi ve ¢oklu dogum oraninin diger yerli irklardan (Kivircik ve Gokgeada) daha ytliksek
degerlere sahip oldugu pek ¢ok galismada bildirilmektedir (Ceyhan vd., 2007). Yiiriitiilen bu
tez calismasinda Di vd., (2021)’e benzer olarak ¢oklu dogum o6zelligi ile bilinen Sakiz irki
koyunlarda heterozigotluk frekansi, diger irklara gore yiiksek oranda bulunmustur. E326E ve
V3321 nolu SNP bolgelerindeki heterozigotluk frekanslari, Kivircik, Karacabey Merinosu ve
Sakiz irkinda sirastyla 0,08, 0,13 ve 0,46 olarak tespit edilmistir. E326E ve V332 protein nolu
SNP’lerin 1irklar bazinda goriilme frekanslarinin ayni oldugu saptanmig Haploview
programimda r>=1 olarak bulunmustur buradan yola ¢ikarak bu iki SNP’nin birbirleri ile
baglantili oldugu kanaatine varilmistir. Ayrica coklu dogum 6zelligi diger irklara gore yiliksek

olan Sakiz irkinda bu SNP’lerin frekanslarinin diger irklara gore 6nemli dl¢tlide yiiksek oldugu
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da bu calisma ile ilk kez tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan c¢aligmalarda ¢oklu dogum
ozelligine sahip olan Sakiz 1rki ile iliskili olarak bildirilmis baglantili olan bir gen bdlgesi
bulunmamaktadir. Bu a¢idan bakildiginda Sakiz irkinin ¢oklu dogum 6zelliginin GDF9 Ekzon2
bolgesindeki E326E ve V332l nolu SNP noktalarindaki heterozigotluktan kaynaklanabilecegi,
ancak gerek kog alt1 koyun gerekse dogan kuzu sayilarinin da dahil oldugu daha fazla arastirma
yaptlmasinin gerektigi diisliniilmekte ve bu konuda daha fazla sayida hayvanda SNP’ler
belirlenerek dol verimi, dogan kuzu sayist, ikizlik oran1 vb. verilerin elde olacagi iliskilendirme

¢alismalarinin yapilmasi dnerilmektedir.
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EK1

BMP15 Geni Ekzonl

BMP15-Ex1Y-F: 5’-AAGCGTTATCCTTTGGGCTTTT-3’

BMP15-Ex1Y-R: 5’-GGAGCCCTAAAGGGAAGCAAA-3’

RV COMP-TTTGCTTCCCTTTAGGGCTC

AAGCGTTATCCTTTGGGCTTTTATCAGAACATGTTGCTGAACACCAAGCTTTTCAA
GATGGTCCTCCTGAGCATCCTTAGAATCCTTTGGGGACTGGTGCTTTTTATGGAAC
ATAGGGTCCAAATGACACAGGTAGGGCAGCCCTCTATTGCCCACCTGCCTGAGGC
CCCTACCTTGCCCCTGATTCAGGAGCTGCTAGAAGAAGCCCCTGGCAAGCAGCAG
AGGAAGCCGCGGGTCTTAGGGCATCCCTTACGGTATATGCTGGAGCTGTACCAGC
GTTCAGCTGACGCAAGTGGACACCCTAGGGAAAACCGCACCATTGGGGCCACCA
TGGTGAGGCTGGTGAGGCCGCTGGCTAGTGTAGCAAGGCCTCTCAGAGGTGAGTT
ATCATACTATATTGTTCTGGTGGGAGGGGGGGAGAAAATGGGGAAGAAAAGTGT
AGAAAAAAGTGGATCTGTCAGTTTTCTGTCAGGCTTCACATTGCCTACAGGGTAG
GTGGTTTTCAAAAGATGGCACCCTTGGGAGAACCTGGCTCCAAATTTGCTTCCCTT
TAGGGCTC

BMP15 Geni Ekzon2
BMP15 EX2 F: 5’-GGTCCAGAAAAGCCCAACCA-3
BMP15 EX2 R: 5’-CTGAGCTAGCTGCACCTTTG-3’

RV COMP- CAAAGGTGCAGCTAGCTCAG

TGGGTCCAGAAAAGCCCAACCAATCACTTTCCTTCTTCAGGAAGAGGCTCC
TCAAAGCCTTCCCTGTTGCCCAAAACTTGGACAGAGATGGATATCATGGAACATG
TTGGGCAAAAGCTCTGGAATCACAAGGGGCGCAGGGTTCTACGACTCCGCTTCGT
GTGTCAGCAGCCAAGAGGTAGTGAGGTTCTTGAGTTCTGGTGGCATGGCACTTCA
TCATTGGACACTGTCTTCTTGTTACTGTATTTCAATGACACTCAGAGTGTTCAGAA
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GACCAAACCTCTCCC;
CTCTTGAGGAGGGCT(
CCAGGGAGCATGATG

[AAAGGCCTGAAAGAGTTTACAGAAAAAGACCCTTCTCTT
CGTCAAGCAGGCAGTATTGCATCGGAAGTTCCTGGCCCCT
SGCCTGAAAGTAACCAGTGTTCCCTCCACCCTTTTCAAGT

CAGCTTCCAGCAGCTAGGCTGGGATOCACTGGATCATTGCTCCCCATCTCTATACCC
CAAACTACTGTAAGGGAGTATGTCCTGGGGTACTACACTATGGTCTCAATTCTCC
CAATCATGCCATCATCCAGAACCTTGTOAGTGAGCTGGTGGATCAGAATGTCCCT

CAGCCTTCCTGTGTCC

CTTATAAGTATGTVCCCATTAGCATCCTTCTGATTGAGGC

AAATGGGAGTATCTTGTACAAGGAGTATGAGGGTATGATTGCCCAGTCCTGCACA
TGCAGGTGACGGCAAAGGTGCAGCTAGCTGAGGTTTGCCCAAGAAATTCGAAAA

GGATTTATAATAAATACTGTTAAATCTGAGAGTGCTCAACCCAAGTGCTCTACCC
AATCTGTAGATTCTATTICCTTGCCTTCAGCATNGTACTTTAAGTCTTCTTCCCCTAT
TTATGAGTGCCTCACTTITATAAACAGTTCTGATGCCAAA

v

248 Nolu SNP 251 Nolu SNP

50



GDF9 Geni Ekzonl

GDF9-EX1-F: 5’-TAAGCACCTGGAAGTGGGAG-3’

GDF9-EX1-R: 5’-AGCAGGGCCAACTCCTTTATG-3’

RV COMP- CATAAAGGAGTTGGCCCTGCT

CACCTGAAAACGTCTTTAAACCTTTCAATTAAAGTATGCATAGATGAATGAGCAG
ACCCAAATAAAGGCACCAAGATATTATACTTTAAAGTGAGTCAAGATTAAATGTG
ATGTCCTCCTTTTTAAAGCATATTGCAGTATTCCAAGTACATATCCTTAAAAGGCT
GCGAGAACTAGGCAAAATAGCAGTTCTCTGCTCTCTGGAATCTCAATTTCAGTTG
TGAATTTCTCTCACCCTCCAAATCAACATGCAGTAAATAAATATTCTAAGCACCT
GGAAGTGGGAGAAGTGGTACAGATCCAGGGAGAAGAGTAAACCCAATACCATAA
GTTGCATACAAACAGATCTGGGTATCATCATGAATCATTAGCTGTTCCCCATGCCT
TCGAAGTTTCAGCAAGCATCTAGGGAACATTTTAAAAATCCTAATCTCTCTCAAG
AAATCGGCCGCTTTTTTTTTTAAAGATCACTCCTTGTAGCCTTTCAGCTACATAGC
TAGTCCATTAAGTTAAGAGATTTTAAATAAATGCCAGGGGAAAGGAAAAGGAAA
ACTATATGGCCAAGTAAATCTGAATCTAATTAGGACAAACTGAATGAATAGGGTG
TTGTCAGCTGATAAAAATTATCCACAGCTAAGCATCCTTAAGGTCTGATTACAGA
ATTGAACCTAGCCCACCCACACACCTAAAGTTTATTTAAGAGACCAACCGAGGCT
CTTCCTGGTTTTTAGGAAGAAGACTGGTATGGGGAAATGTGTTCCTTGCTAATTCT
TCCAAGCCATGGCGCTTCCCAACAAATTCTTCCTTTGGTTTTGCTGCTTTGCCTGG
CTCTGTTTTCCTATTAGCCTTGATTCTCTGCCTTCTAGGGGAGAAGCTCAGATTGT
AGCTAGGACTGCGTTGGAATCTGAGGCTGAGACTTGGTCCTTGCTGAACCATTTA
GGTGGGAGACACAGACCTGGTCTCCTTTCCCCTCTCTTAGAGGTTCTGTATGATGG
GCACGGGGAACCCCCCAGGCTGCAGCCAGATGACAGAGCTTTGCGCTACATGAA
GAGGCTCTATAAGGCATACGCTACCAAGGAGGGGACCCCTAAATLCAACAGACG
CCACCTCTACAACACTGTTCGGCTCTTCACCCCCTGTGCTCAGCALAAGCAGGCTC
CTGGGGACCTGGCGGCAGGTGTGTAGGAGCAGATTGGTTAATGGGTGGAGGGAA
GAAGAAAGACCTTTTTGCATTTCAGTTACATAAAGGAGTTGGCCLCTGCTCCTTGA
CTTGCATTTTACTTTGCATGGTACTCAATATCCAAACAAACCTGETGCTTGATCTT
ACTGTTTATTCCTAATGCCCTCATGGGTTGATGTAGGCTAAATCITCTTGCTAGAAG
AGATTTAATGGCCTTAAAAC

87 Nolu SNP
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GDF9 Geni Ekzon2

GDF9-EX2-F:5’-TCAGGAACCTTTCCATCAGTGG-3’

GDF9-EX2-R:5’-ATCAGGCTCGATGGCCAAAA-3’

RV COMP- TTTTGGCCATCGAGCCTGAT

TCAGGAACCTTTCCATCAGTGGATCTGCTGTTTAACCTGGATCGTGTTACT
GTTGTGGAACATTTATTCAAGTCAGTCTTGCTATATACTTTCAACAACTCCATTTC
ITTTCCCTTTCCTGTTAAATGTATATGCAACQGTGGTGATAAAAGAGCCAGAGTTTT
CTAGCAAGACTCTCCCTAGAGCTCCATACYCATTTACCTATAACTCACAGTTTGAA
TTTAGAAAGAAATACAAATGGATGGAGATTGATGTGACGGCTCCTCTTGAGCCTC
TGGTGGCCTCCCACAAGAGGAATATTZACATGTCTGTAAATTTTACATGTGCGGA
AGACCAGCTGCAGCATCCTTCAGCGLGGGACAGCCTGTTTAACATGACTCTTCTC
GTAGCGCCCTCACTGCTTTTGTATLZTGAACGACACAAGTGCTCAGGCTTTTCAQAG
GTGGCATTCCCTCCACCCTAAAAGGAAGCCTTCACAGGGTCCTGACCAGAAGAGA
GGGCTATCTGCCTACCCCGTGGGAGAAGAAGCTGCTGAGGGTGTAAGATCGTLCC
GTCACCGCAGAGACCAGGAGAGTGCCAGCTCTGAATTGAAGAAGCCTCTGETTCC
AGCTTCAGTCAATCTGAGAGAATACTTCAAACAGITTCTTTTTCCCCAGAATGAAT
GTGAGCTCCATGACTTTAGACTTAGCTTTAGTCAGCTGAAGTGGGACAACTGGAT
TGTGGCCCCACACAAATACAACCCTCGATACAGTAAAGGGGACTGTLCCAGGHGCG
GTCGGACATCGGTATGGCTCTCCGGTTCACACCATGGTGCAGAAQATCATCQATG
AGAAACTTGACTZCTCAGTGCCAAGACCATCCTGTGTACCTGCZAAGTATAGCCC
TTTGAGTGITTYGGCCATCGAGCCTGATVGGCTCAATCGCTTAAAAAGAATATGAA
GATATGATABCCACTAAGTGTACCTGTCGTTAACAGACTCLCTGTCAAGTAAAACC
ATGAGTGTLCTGGCCAGTGTAAATGBECCGCGCCCCTGTCYATGCCTTTGGGAGGAA
GT

159 Nolu SNP 326 Nolu SNP 332 Nolu SNP 241 Nolu SNP
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