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Bu arastirmada, Afyonkarahisar Tli Damizlik Koyun-Kegi Yetistiricileri Birligi damizlik istasyonunda 2016 ve
2017 ydlarinda ¢oklu ve tekli dogum yapanlardan sekizer bas olmak tizere toplam 16 bas Pirlak koyunda Bone
Morphogenetic Protein Receptor type 1B (BMPR1B), Bone Morphogenetic Protein 15 (BMP15) ve Growth
Differentiation Factor 9 (GDF9) genlerindeki polimorfizmin varligt ve bunun tespit edilmesi durumunda ¢oklu
dogumla iliskilendirilmesi amaclanmigtir. Genetik c¢aligmalarda kullanilmak Gzere toplanan kan 6rnekleri
hayvanlarin 1. jugularis’lerinden EDTA’lt vakumlu tiplere alinmis ve genomik DNA izolasyon kiti kullanilarak

DNA izolasyonlart yapilmustir. Ilgili genler yoniinden gerceklestirilen PCR ve DNA dizileme analizleri
sonucunda her t¢ gen yoniinden de Pirlaklarin monomorfik yapida oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Pirlak, D6l verimi, BMPR1B, BMP15, GDF9

Investigation of Possible Polymorphisms in BMPR1B, BMP15 and GDF9 Genes in Pirlak Sheep

ABSTRACT

This study was realised to determine the presence of polymorphism in major proliferacy genes named Bone
Morphogenetic Protein Receptor type 1B (BMPR1B), Bone Morphogenetic Protein 15 (BMP15) and Growth
Differentiation Factor 9 (GDF9) of 8 uniparous and 8 multiparous Pirlak sheep reared at Sheep and Goats
Breeders Association’s Breeding Station, Afyonkarahisar between 2016 and 2017. Blood samples collected for
using in genetic studies were taken from V. jugularis of animals into EDTA vacuum tubes and DNA isolations
were performed using genomic DNA isolation kit. The PCR and DNA sequencing analyzes carried out on the
basis of the respective genes revealed that Pirlaks are monomorphic in the aspect of above mentioned genes.
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GIRIS

Yaglt kuyruklu Dagliclar ile yagsiz kuyruklu
Kivirciklarin melezlenmesi sonucunda Pirlaklar elde
edilmistir. Bu irk orta irilikte olup renk beyaz, gbz
etrafinda, kulak uglarinda ve agiz etrafinda siyah
lekelere rastlanir. Ayaklari siyah lekeli olanlar da
gorilmektedir. Kulaklar yere paralel ve ileriye
dogrudur. Erkekler yanlara dogru acilan giicli
spiral boynuzlara sahiptir. Disiler genel olarak
boynuzsuzdur. Kuyruk inceden yari yagliya kadar
farklilik g6stermektedir. Kuyruk yagt uyluktan uca
dogru azalan bir yapidadir. Pirlaklarin  cevre
sartlarina diren¢ bakimmdan Kivirciklara ve kultiir
koyunlarina, canlt agihk ve kuzu verimi
bakimindan da Dagliglara gbére daha istiin
performans gdstermesi nedeniyle yayginliginin
artugini ve kesim kuzusu elde etmek amaciyla
yetistiricilerce  tercih  edildiklerini  belirtilmigtir
(Celikeloglu  2012).  Afyonkarahisar ili Suhut
ilcesinde yuritilen Pirlaklarin Halk Elinde Islahi-1
projesinin sonu¢ raporunda 2015 - 2016 dogum
sezonu i¢in doguran koyun basina disen kuzu
sayist elit strilerde 1.59 bildirilmistir (Tekerli ve
ark. 2016).

Verim yonii et olan koyun yetistiriciliginin karliligs
kuzularin agirligina ve sayisina baghdir. Bu nedenle,
seleksiyon  genellikle bu  6zellikler  tzerinde
yogunlasmaktadir (Tosh ve Kemp 1994). Fertilite
Ozelliginin kuzu eti Uretiminde karlilik ve verim
anlaminda biytk etkisi bulunmaktadir (Kumm
2008). Koyunlarda, ovilasyon orani ve bir
dogumdaki kuzu sayst, fertilite 6zelligi icin yiiksek
ckonomik 6neme sahiptit (Notter 2008). Fertilite
ile iligkili 6zelliklerin genellikle kalitm derecelerinin
distik olmast nedeniyle bu yonlii 1slahta molekiiler
tekniklerin  kullanilmasi  ve sonuglarin  sayisal
verilerle birlestirilmesi 6nem kazanmaktadir. Ayrica
koyunlarda ovilasyon orant ve bir dogumdaki kuzu
sayisi sadece disi cinsiyet Gzerinde ve ancak dogum
vaptiktan ~ sonra  gbzlemlenebilmektedir.  Bu
durumda 1slah  siirecinin  uzamast nedeniyle
molekiiler tekniklerin kullanimi agirhk
kazanmaktadir (Pramod ve ark. 2013).

Koyunlarda ¢oklu dogum o6zelligine ait major
genler tizerindeki genetik mutasyonlar ovilasyon
oranint  ve bir dogumdaki kuzu  sayisi
artrmaktadir (Karslt ve ark. 2012). Ovaryum’dan
elde edilmis Transforming Growth Factor-j
(TGFp) stiper familyasina ait BMPR1B, BMP15 ve
GDF9 genleri oviilasyon oranina etkilidir (Pramod
ve ark. 2013). Bu genlerin tek bir allelindeki
mutasyon Ozelligin  ekspiresyonu icin  yeterli
olmaktadir (Davis 2005).

BMPR1B diger adiyla Booroola (Fec B) geni, 6.
kromozom tzerinde olup ovaryumdaki bone

morphogenetic protein 1B reseptorini
kodlamaktadir (Davis 2005). Booroola geni, 1980°li
yillarda Avustralya’da ¢oklu dogum genleri icinde
ilk bulunan ve mutasyon tespit edilen gendir (Davis
ve ark. 1982). Bu genin, 1790k yillarda
Hindistan’dan getirilen Garole veya Bengal koyunu
olarak  bilinen koyunla getirildigi, merinos
strtlerinin fertilitesini artirmak icin kullamldigi ve
béylece  Booroola  hattinin  olusturuldugu
bildirilmektedir (Davis ve ark. 1982). Avrupa koyun
irklarinda olmadigi tespit edilen bu mutasyonun
Cin’de kisa kuyruklu Han ve Hu, Hindistanda
Kendrapada ve Endonezya’da  Javanese
koyunlarinda varligi tespit edilmistir ( Davis ve ark.
2002, Davis ve ark. 2006, Fogarty 2009). BMPR 1B
mutasyonu ovilasyon orant icin eklemeli, bir
dogumdaki kuzu sayist icin kismi dominanttir.
Heterozigotluk halinde oviilasyon orani 1.3- 1.72
ve homozigot mutasyon varliginda ise 2.7-3.0 kadar
yukselirken, bir dogumdaki kuzu sayist
heterozigotluk  halinde  0.9-1.32,  homozigot
mutasyon halinde ise 1.1-1.7 dizeyinde artmaktadir
(Piper ve ark. 1982, Logue ve ark. 1990, Dodds ve
ark. 1991).

BMP15 diger adiyla GDF9B (FecX) geni,
koyunlarda folikiiler gelisim icin gerekli olan ve
ovaryum  kokenli  biuyime  fakt6ri, bone
morphogenetic  protein 151  kodlayan gendir
(Hanrahan ve ark. 2004). Koyunlarda X
kromozomunda  bulunan  FecX, 54 kb
buyukligiindedir ve bir intron ile iki eksondan
olusmaktadir. Bu gen 393 aminoasit igeren bir
prepropeptid kodlamaktadir. Koyunlarda BMP15
folliktllerin preoviilasyon safhasina gelisimlerini
engellerken, follikiilogenezin erken donemlerinde
folliktllerin gelisimini destekler. Bu nedenle BMP-
15 ovillasyon sayist ve kuzulama sayisinin
belirlenmesinde cok 6nemli bir rol tstlenir (Girsel
2009). Bu gen X kromozomunda bulundugu icin
erkekler bu genin sadece bir kopyasint tagtyabilirler
ve bu kopyayt erkek yavrularina geciremezken disi
yavrularina  gecirebilmektedirler  (Davis  2005).
Homozigot tastyict olan disilerin kisir oldugu ilk
olarak Romney 1kt koyunlarda bulunmus ve
Inverdale geni (FecX!) olarak isimlendirilmistir.
Koyunlarda BMP15 follikillerin  preovillasyon
safhasina gelisimlerini engellerken, follikiilogenezin
erken  donemlerinde  follikilllerin  gelisimini
destekler. Bu nedenle BMP15 oviilasyon sayist ve
kuzulama sayisinin belitlenmesinde ¢ok énemli bir
rol ustlenir (Girsel 2009). Bu gline kadar yapilan
calismalarda  BMP15  geni icin  Romney
koyunlarinda FecX!, FecXH, Galway koyunlarinda
FecX6, Belclare koyunlarinda FecXPB, Lacaune
koyunlarinda FecX', Rasa Aragonesa koyunlarinda
FecXR, Grivette koyunlarinda FecX6r ve Olkuska
koyunlarinda FecX© olmak tizere sekiz adet tek
niikkleotid  polimorfizmi ~ (Single  nucleotide
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polimorphism: SNP) tespit edilmistir. (Davis 1982,
Alink ve ark. 2005, Davis 2005, Bodin 2007, Giirsel
2009, Monteagudo ve ark. 2009, Demars ve ark.
2013, Drouilhet ve ark. 2013). BMP 15 geni
yoninden, Romney koyunlarindaki FecX!, FecXH,
Galway koyunlarindaki FecX6, Belclare
koyunlarindaki FecXB, Lacaune koyunlarindaki
FecX!- ve Rasa Aragonesa koyunlarindaki FecXR
mutasyonlart heterozigot olarak tasindiginda bunun
oviilasyon oranini ve bir dogumdaki kuzu sayisint
artirdidi, ancak homozigotluk durumunda infertilite
problemlerine neden oldugu bildirilmistir (Davis
2005, Girsel 2009, Monteagudo ve ark. 2009,
Demars ve ark. 2013, Drouilhet ve ark. 2013).
Bununla beraber Grivette koyunlarindaki FecX6r
ve Olkuska koyunlarindaki FecX© mutasyonlarinin
digerlerinin  aksine homozigot hale gecmesi
durumunda koyunlarin ¢oklu dogum oraninda
yikselmeye yol actigt bildirilmistir (Demars ve ark.
2013).

GDF9 geninin koyunlarda oviilasyon ve dogum
oranlarina etkisinin oldugu ve koyunlarin 5.
kromozomunda bulunan 2.5 kb buyikliginde bir
adet intron ve iki adet eksondan olustugu, ayrica
453  aminoasitten olusan bir  prepropeptidi
kodladig1 bildirilmektedir (Sadighi ve ark. 2002).
GDF9 genindeki FecGH mutasyonu Chnin T'ye
degismesi sonucu olgunlasmus  peptidin = 77.
pozisyonunda  serinin  yerine  fenilalaninin
gecmesine neden olmaktadir (Hanrahan ve ark.
2004).  Girsel  (2009), GDF9  genindeki
mutasyonun ~ BMP15  mutasyonuna  kiyasla
ovillasyon orant Uzerine daha buyik -etkisinin
oldugunu bildirmistir. Dahast bu  arastirmaci
ovilasyon oraninin hem BMP15 hem de GDF9
mutasyonlarmt  birlikte  heterozigot  olarak
tastyanlarda, bu mutasyonlarin  sadece birini
heterozigot tastyanlara gére daha fazla oldugunu
ifade etmigtir.

Pirlaklarda daha 6nce ¢oklu dogum ve buna iliskin
genler uzerine yapimis bir calisma
bulunmamaktadir. Mevcut c¢alisma, bu yonuyle
o6ncl niteliginde olup ¢oklu dogum yéninden
literatiir  bildirisleri dogrultusunda major genler
olarak bilinen BMPR1B, BMP15 ve GDF9’daki
olast polimorfizmlerin Pirlak koyunlarda varhginin
arastirilmasini amaclamstir.

MATERYAL ve METOT

Hayvan Materyali

Arastirma, Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar
Genel Mudurligi (TAGEM) koordinatorliigiinde
Halk Elinde Ulkesel Kiigiikbas Hayvan Islaht
projesi kapsaminda Pirlaklarda yuriitilen projeye
paralel olarak Afyonkarahisar Ili Damizlik Koyun-
Keci Yetistiricileri Birligi damizlik yetistirme ve test
istasyonunda elit sturti olarak yetistirilen en az iki

kez tek ve en az iki kez ¢oklu dogum yapmis 16 bas
Pirlak koyun tzerinde 2016-2017 yillart arasinda
yuritilmustir. Ayrica mevcut calisma icin Afyon
Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan 08.11.2016 tarihli ve 49533702/160
sayilt karar ile etik kurul onayt alinmustir.

Kan  Orneklerinin  Alinmast  ve DNA
Izolasyonu

Genetik calismalarda kullanilmak tizere toplanan
kan 6rnekleri hayvanlarda 1. jugularisden EDTA’lt
vakumlu tiiplere alinmugtir. Kan 6rnekleri soguk
zincir ile laboratuvara getirilmis ve DNA
izolasyonu agamasina kadar cryo tlplere konup
-200C’de saklanmistir. Kandan DNA izolasyonu
spin kolon kullanilarak Boom ve ark. (1990)’nin
yontemi ile gerceklestirilmisti. DNA Ornekleri
%0,6’lik agaroz jelde biitinlikleri acisindan kontrol
edilmis, miktar1 ve kalitesi spektrofotometre
cihazlart (Multiscan GO ve Qubit) kullandarak
olculmustir. DNA Ornekleri 20 ng/pl olacak
sekilde ayarlanmis ve analize kadar -20°C’de
saklanmustir.

PCR ve DNA Dizileme Analizleri

PCR analizi i¢in Tablo 1’de verilen ve FastPCR 6.0
paket  programi  ile  hazirlanan  primerler
kullandmistir (Kalendar ve ark. 2009).

Toplam 25 pl olan PCR karisiminda, 2 ul DNA (20
ng/ul), her bir primerden (10pmol) 0,7 ul, 10xPCR
buffer 2.5 pl, ANTP karistmindan 0.5 pl (10mM,
Roche), Platinium Taq Polimeraz (Thermo) 0.125
' ve ddHO dan 185 upl bulunmaktadir.
Reaksiyonlar ~ ABI ~ Veriti PCR  cihazinda
gerceklestirilmistit. PCR cihazt 94 °Cde 2 dk; 35
dongii 94 °Cde 40 sn, Ty (melting temperature)
(Tablo 1) 30 sn ve 72°C’de 1 dk, son asamada
72°C’de 10 dk olacak sekilde programlanmustir.
Daha sonra PCR  rinleri agaroz jelde
gorintilenmistir.

PCR riinlerini  gorintilemek amaciyla %2’lik
agaroz jel hazrlanmis ve Vilber Lourmat BIO-
VISION jel gorintileme sistemi  kullaniarak
gorintilenmistir. PCR  driinleri daha sonra
ExoSAP ile temizlenmistir. PCR Urtnlerinin
temizlenmesi amactyla PCR tiipu icerisine 5 pl PCR
drintnin, 0,5 pl Exonuclease-I  (Thermo,
ENO0582) ve 1,0 pl FastAP (Thermo, EF0652)
cklenmistir. Hazirlanan  kariggim PCR  cihazina
konularak 37 °C ' de 15 dakika, 85 °C ' de 15
dakika olacak sekilde ayarlanmustir.

DNA dizileme analizi i¢cin BigDye Terminator
v3.1’den 2 pl, 1x sequencing buffer’dan 11 ul, ileri
veya geri primerden (1 pmol) 5 ul ve PCR
triiniinden 2 pl olmak tizere toplam 20 pl karisim
hazirlanmis ve PCR cihazt 96°C’ de 30 sn on
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denatiirasyon; ayridma 96°C’ de 10 sn, yapisma
50°C’ de 15 sn ve uzatma 60°C’ de 4 dk 30 dongt
olacak sekilde programlanmistir. Daha sonra PCR
trtanleri BigDye XTherminator ile temizlenmis ve
DNA dizileme cihazina (ABI 3500) yetlestirilmistir.
DNA dizileme analizi sonucu her bir 6rnek
Sequencher 5.4.1 (Gene Code Corporation, Ann
Arbor, Michigan, USA) analiz programi ile
diizenlenmis, BioEdit 7.0.9 Sequence Alignment
(Hall 1999) programi yardimtyla hizalanmis ve
polimorfizmler belirlenmistir.

BULGULAR

PCR analizi sonucunda BMPRIB geninin 9.
eksonunda 419 be, 10. eksonunda 696 bg ve 13.
eksonunda 852 bg¢ ile 957 be¢ biytkliginde,
BMP15 geninin 1. cksonunda 462 bg¢ ve 2.
eksonunda 924 bg, GDF9 geninin 1. eksonunda
708 bg ve 2. eksonunda 1043 b¢ buyikliginde
PCR iriinleri elde edilmistir (Sekil 1-2, Tablo-1).
Yapilan DNA dizileme analizi sonrast DNA dizileri
diizenlenmis  ve  hizalanarak  polimorfizmler
yontunden degerlendirme yapilmugtir.  Analizler
sonucunda tek ve ¢oklu dogum yapan Pirlaklarda
BMPR1B, BMP15 ve GDF9 genlerinde
polimorfizm saptanmamugtir.

Tablo 1. Coklu dogumu etkileyen genler, bitytiklikleri ve Tm dereceleri
Table 1. Sizes and Tm degtrees of Genes affecting fecundity

T. Biyiklik

Gen Ileri (Forward) primer Geri (Revers) primer ©0) (b)
Ekson 9 TGTGTCTGCTGTATTGGCACAC  GCTAGGAAACCCTGAACATCG 59 419
Ekson 10 AGACACCTATGACAAAGGACG GCACACAATCCCAGACATTAGC 59 696
BMPRIB Ekson 132 GTATCGAGTGCCAGCCTTGCA TCCCACATCCTCTGAAGCTGC 63 852
Ekson 13b  TCTGGGGATTCCCACCCATGAC  GCAAAGAAGAGGGGCTTCCCAA 59 957
Ekson 1 ACATGTTGCTGAACACCAAGC AGGCAATGTGAAGCCTGACA 63 462
BMPIS Ekson 2 CAGTTTGTACTGAGCAGGTC GGCAATCATACCCTCATACTCC 63 924
Ekson 1 GAATTGAACCTAGCCCACCCAC  AGCCTACATCAACCCATGAGGC 63 708
GDF9 Ekson 2 AGGAACCTTTCCATCAGTGGA TCCTCCCAAAGGCATAGACAGG 58 1043
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Sekil 1. GDF9 ve BMP 15 genlerine ait PCR
rtinlerinin jel gérintisi
Figure 1. Gel electrophoresis of PCR products of
GDF9 and BMP15 genes

Sekil 2. BMPR 1B genine ait PCR urinlerinin jel
goriintlisit

Figure 2. Gel electrophoresis of PCR products of
BMPR1B gene
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TARTISMA

Ovilasyon oranmt artiran BMPRIB (booroola)
geninin, Garole, Han, Hu, Kendrapada ve Javanese
koyun irklarinda varligi tespit edilmistir (Davis ve
ark. 2002, Davis ve ark. 2006, Fogarty 2009).
BMPR 1B mutasyonu oviilasyon orant igin
eklemeli, bir dogumdaki kuzu sayist icin kismi
dominanttir. Heterozigotluk halinde oviilasyon
orant 1.3-1.6 ve homozigot mutasyon varliginda ise
2.7-3.0%e yukselitken, bir dogumdaki kuzu sayist
heterozigotluk ~ halinde  0.9-1.2,  homozigot
mutasyon halinde ise 1.1-1.7 diizeyinde artmaktadir
(Piper ve ark. 1982, Dodds ve ark. 1991). Logue ve
ark. (1990) tarafindan yapilan bir arastirmada
Texellerle Booroola Merinoslarinin melezlenmesi
sonucu meydana gelen Texel x Booroola Merinosu
Fi koyunlarinin oviilasyon diizeyinin Texel 1rki
koyunlara kiyasla 1.72 ve bir dogumda kuzu
sayisinin ise 1.32 kat yiikseldigi tespit edilmistir.. Bu
bulgulara gére BMPR1B geninin diger irklarda da
dol  verimi  iizerine pozitif etkisi oldugu
anlasilmaktadir. Bu arastirmada Pirlak koyunlarda
BMPR 1B geninde incelenen eksonlar bakimindan
polimorfizme rastlanmamugtir.

BMP15 geninde FecX! ve FecX" mutasyonlarina
sahip heterozigot koyunlarda oviilasyon 1.0, ¢coklu
dogum 0.6  diizeyinde  yikselmekte iken
homozigotluk durumunda infertilite problemleri
ctkt1g bildirilmistir (Davis 1992, Alink ve ark. 2005,
Davis 2005). Belclare allelinin bir kopyasini tastyan
heterozigot koyunlardaki oviilasyon orant 1.0
diizeyinde  yikselmekte olup  diger FecX
mutasyonlarinda oldugu gibi homozigot FecXB
koyunlarinin steril oldugu belirtilmektedir (Davis
2005). Galway allelinin  bir kopyasint tagiyan
koyunlarin oviilasyon orantnin 0.7 oraninda yuksek
oldugu tespit edilmistir. FecX! ve FecXH
mutasyonlarinda oldugu gibi FecXS mutasyonunu
homozigot olarak tastyan koyunlarda sterilite
sekillenmektedir (Davis 2005, Girsel 2009).
Lacaune 1wrkinda saptanan FecX' mutasyonunu
heterozigot olarak tastyanlarin, tasimayanlara gore
ortalama 1.5 adet daha fazla oviilasyona sahip
oldugu bildirilmistir. Bu mutasyonu homozigot
olarak tastyanlarda ise infertilite problemi oldugu
saptanmistir ~ (Bodin ~ 2007).  Ispanya koyun
irklarindan  olan Rasa Aragonesa koyunlarinda
bulunan FecXR mutasyonunu tagiyan heterozigot
koyunlarda ¢oklu dogum orant 2.66’ya yikselirken
tasimayan koyunlarda bu oranin 1.36 oldugu tespit
edilmistir. Mutasyonu ~ homozigot  olarak
tastyanlarda  infertilite =~ problemi  yasandigt
bildirilmistir (Monteagudo ve ark. 2009). Demars
ve ark. (2013) Fransa’nin Grivette ve Polonya’nin
Olkuska koyun rrklarindaki BMP15 geninde FecX6r
ve FecX© mutasyonlart bulundugunu ve diger
mutasyonlarin aksine homozigot mutasyona sahip

koyunlarin  ¢oklu dogum oraninda yiikselme
oldugunu bildirmislerdir. Ancak bu arastirmada
BMP 15 geni bakimindan Pirlaklarin bir varyasyon
gostermedikleri ve monomotfik olduklart tespit
edilmistir.

Koyunlarda yapilan Slctimlere dayanilarak GDF9
mutasyonunun BMP15 mutasyonuna kiyasla
ovilasyon orani Uzerine daha biytk etkisi oldugu
ve Cambridge ile Belclare 1rklarinda bir adet FecGH
tastyanlarin  oviilasyon oranlarinin  ortalama 1.4
civarinda arttg bildirilmistir (Giirsel 2009). Tlging
bir sekilde hem BMP15 hem de GDF9
mutasyonlarint  heterozigot  tastyanlar,  bu
mutasyonlart  ayrt  ayrt  tagiyan  heterozigot
tastyictlardan  daha yiksek ovilasyon miktarina
sahip olmaktadirlar (Giirsel 2009). Bu ¢alismada
GDF9 geni yontunden pirlaklarda herhangi bir
polimorfizme rastlanmamustir.

SONUC

Arastirmada, ¢oklu dogumu belifleyen BMPR1B,
BMP15 ve GDF9 isimli ti¢ farklt gen ele alinmis ve
her ¢ gen yoninden de Pirlak koyunlarin
monomorfik yapida olduklart tespit edilmistir. Bu
bilgiler 1siginda,  Pirlaklarda  ¢oklu  dogumu
belirleyen bu genler yoéntinden daha kapsamli
arastirmalar yapilmast ve ¢oklu dogumu etkileyen
diger genler yoninden de 1irkin incelenmesi
gerektigi kanaatine vardmistir.
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