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Ozet

Bu calismada, Turkiye'de yetistirilen alti yerli koyun irkinda, ¢oklu dogumu arttiran Booroola (BMPR-IB) majér geninde
FecB allelinin varhgi PCR-RFLP metodu kullanilarak arastirilmistir. Yapilan analizler sonucunda Tirkiye'nin degisik bélgelerinde
yetistirilen stiriilerden rastgele segilen Akkaraman (19 érnek), Morkaraman (19 érnek), Dagli¢ (18 érnek), ivesi (18 érnek), Tuj
(18 drnek) ve Karakas (19 érnek) koyunlarina ait toplam 111 érnekte FecB alleli tespit edilememistir.

Anahtar sbézcikler: Booroola geni, Coklu dogum, FecB alleli, Koyun

An Investigation of Presence of FecB Allele on BMPR-IB (Booroola) Gene
Raised in Turkey in Six Local Sheep Breeds Using PCR-RFLP Method

Summary

The presence of FecB allele on Booroola major gene (BMPR-IB) which has an significant effect on the prolificacy was
investigated in six local sheep breeds reared in Turkey, by using PCR-RFLP method. As a result of these analysis, FecB allele
couldn’t be determined in totally 111 samples obtained from Akkaraman (19 samples), Morkaraman (19 samples), Daglic (18
samples), Ivesi (18 samples), Tuj (18 samples) and Karakas (19 samples), which are the sheeps randomly selected from the
flocks which are reared in different regions of Turkey.
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GIRIS

Tirkiye'de koyun vyetistiriciligi oncelikle et Uretimi
icin yapiimaktadir. Koyunculuktan saglanan et verimi,
kuzu dretimiyle yakindan iliskilidir. Bu durum koyun
yetistiriciligi ile ilgili faaliyetleri bliyik oranda kuzu eti
Uretimine yoneltmistir *. Bu nedenle yiiksek dol verimi
ve bir batinda dogan yavru sayisi gibi 6zellikler 6n plana
cikmaktadir. Genel olarak ¢ok sayida gen tarafindan
kontrol edildigi bilinen ve kantitatif bir 6zellik olan
dol verimi distuk kaliim derecesine sahip esikli bir
karakterdir. Diger ciftlik hayvanlarindan farkli olarak bazi
koyun irklarinda dol verimi Gzerine major gen olarak
adlandirilan genlerin de etkileri vardir 2.

Koyunlarda bir batinda dogan yavru sayisinin selek-

siyon ile artirilmasi kalitim derecesi disik oldugu igin
uzun zaman almaktadir 3. Bir batinda dogan yavru sayi-
sini etkileyen major genler dogumdan hemen sonra
molekuler teknikler yardimiyla belirlenebilir. Bu genlerin
belirlenmesi, dol verimini artirmak icin yapilan seleksi-
yon c¢alismalarinin siresini kisaltabilir, daha hizli bir ge-
netik ilerleme elde edilebilir ve melezleme galismalari ile
bu genler diger irklara daha kolay aktarilabilir 4.

Major genler tarafindan saglanan verim artisindan en
Ust diizeyde yararlanabilmek igin, 6ncelikle bu genlerin
varliginin ve etki dizeylerinin ortaya konulmasi, her bir
bireyde s6z konusu lokustaki genotipin belirlenmesi ve
ciftlestirme planlarinin buna gére yapilmasi gerekir ®.
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Koyunlarda doél verimi Uzerine etkili ilk majér gen
Avustralya Booroola Merinoslarinda tespit edilen
Booroola (FecB) genidir. Booroola geni icin heterezigot
hayvanlarda ovulasyon oraninin (koyun basina) 1.5 kat,
homozigot hayvanlarda ise 3 kat fazla oldugu, ovulas-
yon oranindaki bu artisin ise bir batinda dogan yavru
sayisini sirastyla 1 ve 1.5 kat artirdigi bildirilmistir .

Koyunlarda ¢oklu dogumu etkileyen majoér genler
bir mutasyon sonucu olusmaktadir. Koyunlarda ovu-
lasyon oranini artirdigi bilinen baslica mutasyonlarin
Bone Morphogenetic Protein Receptor-IB (BMPR-IB),
Bone Morphogenetic Protein-15 (BMP-15) ve Growth
Differentiation Factor-9 (GDF-9) genleri lizerinde oldugu
bildirilmistir 57,

Souza ve ark.® yaptiklari bir arastirmada insandaki
BMPR-IB gen bdlgesinin baz diziliminin, koyunlarda 6.
kromozom Uzerinde bulunan Booroola gen bolgesinin
dizilimi ile ayni oldugunu, sadece Booroola geninin
746. nikleotidinde adenin ile guanin bazlarinin yer
degistirmesine bagli olarak glutamin amino asiti yerine
arginin amino asitinin kodlandigini tespit etmislerdir.
Booroola geninin BMPR-IB geninde meydana gelen bir
nokta mutasyonu sonucu olusmasi nedeniyle bu gene
BMPR-IB geni de denilmektedir 7.

Hayvanlarda nokta mutasyonlarinin belirlenmesinde
kullanilan en yaygin yontem Polimeraz Zincir Reaksiyonu
-Restriksiyon Uzunluk Parca Polimorfizmi (PCR-RFLP)
metodudur. Bir ¢ok hayvan tiriinde degisik nokta mu-
tasyonlari PCR-RFLP yontemiyle arastirilmistir 14, Bili-
nen mutasyonlarin belirlenmesi amaciyla gelistirilmis
olan PCR-RFLP metodunda, 6ncelikle varyasyonun oldugu
DNA bolgeleri PCR ile ¢ogaltiilmakta ve elde edilen PCR
Urlnleri restriksiyon enzimleri ile kesime birakilmakta-
dir. Kesim sonucu olusan Urlnler agaroz ya da poli-
akrilamid jelde yurutilerek elde edilen bant profiline
gore, cogaltilan DNA bdlgesinin mutasyonu taslyip tasi-
madigi belirlenebilir **.

Bu calismada Akkaraman, Morkaraman, Daglig, ivesi,
Tuj irklari ile Akkaraman irkinin varyetesi olan Karakas
koyunlarina ait toplam 111 6rnegin Booroola geninde

FecB allelini tasiyip tasimadiklarinin belirlenmesi amag-
lanmistir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmanin hayvan materyalini olusturan koyunlara
ait ornek sayilari ve kan orneklerinin alindigi merkezler
Tablo 1'de gbsterilmistir. incelenen drnekler yetistirildik-
leri sGirtilerden rastgele secilmistir.

Kan Orneklerinin Alinmasi

DNA izolasyonu icin kullanilacak kan Vena jugularisten
steril tek kullanimlik ignelerle EDTA'lI tlplere alinmistir.
Alinan kan &rnekleri soguk zincirde Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiltesi Zootekni Bolimiu Genetik Laboratuarina
en kisa surede getirilmis ve DNA izolasyonu yapilana
kadar -20°C’de korunmustur.

Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA, Miller ve ark.'® tarafindan bildirilen
izolasyon protokolii ile elde edilmistir. izole edilen
DNA orneklerinin miktarlarinin belirlenmesinde spektro-
fotometre kullaniimistir. Elde edilen DNA yogunlugunun
20-150 ng/ul arasinda degistigi belirlenmistir. PCR uy-
gulamalarinda yaklasik 50 ng/ul yogunlukta DNA kulla-
nilmistir.

PCR-RFLP islemi

Daha once yapilan galismalar 17-19 incelenerek asa-
gidaki primer seti ve amplifikasyon kosullari belirlen-
mistir. PCR reaksiyonlari i¢in 190 b¢’lik bant amplifiye
eden forvard (5° CCA GAG GAC AAT AGC AAA GCA AA 3Y)
ve reverse (5° CAA GAT GTT TTC ATG CCT CAT CAA CAC
GGT C 3") baz dizininde bir primer seti kullaniimistir. PCR
ilk denatlirasyon 95°C’de 2 dak, denatiirasyon 95°C’de
45 sn, baglanma 62°C’de 45 sn, uzama 72°C’de 45 sn ve
son uzama 72°C’de 5 dak olmak lzere 30 dongl olarak
uygulanmistir. PCR reaksiyon karisimi 4 pl 10X buffer
(pH:8.5), 4 pl MgCl2 (25 mM), 7.5 pl dNTPs (2.5 mM),
1U Taq DNA polimeraz (BIORON), forvard primer 0.9 ul
(0.2 uM), reverse primer 0.9 pl (0.2 uM) ve yaklasik 50

Tablo 1. Koyun wrklarina ait érnek sayilart ve elde edildikleri yerler
Table 1. Samples of the number of sheep breeds and obtained places

Irklar Ornek Sayisi Kan 6rneklerin alindigi merkezler
Akkaraman 19 Konya Bahri Dagdas Uluslararasi Hay. Ars. Enst.
Morkaraman 19 Atatiirk U. Ziraat Fakdiltesi

Dagli¢ 18 Seydisehir, Ketenli Kasabasi

fvesi 18 Atatiirk U. Ziraat Fakiiltesi

Tuj 18 Ataturk U. Ziraat Fakiltesi

Karakas 19

Y.Y.U. Ziraat Fakiiltesi




ng/ul genomik DNA olmak tizere toplam 50 pl hacminde
ayarlanmistir.

Elde edilen PCR urlinleri, G/GACC kesim bolgesine
sahip Avall restriksiyon enzimi (RE) (BIORON-1000u) ile
kesime birakilmistir. Yapilan benzer g¢alismalar incelene-
rek 17-19 asagidaki kesim programi ve miktarlar optimi-
ze edilmistir. RFLP islemi 10ul PCR Griind, 2.5 pl TE buffer,
1.5 pl enzim tampon sollisyonu ve 10U Avall enzimi ek-
lendikten sonra karisim 37°C’de 16 saat bekletilerek ya-
piimistir. Kesim Griinleri %3.5’luk agaroz jele (peqGOLD
Universal Agarose) 12.5 pl kesim Urlnd, 2.5 pl boya
(Loading Buffer) olarak yluklenmis ve 60 V’'da 150 dak
ylratalip ethidium bromide ile bantlar gorinir hale
getirilmistir. Elektroforez islemi sonunda goriintilenecek
olan bantlarin buyukliklerini saptamak i¢in 100 bg
araliklarla bant veren 1.5 kb biyukligtinde DNA marker
(BIORON-Kat.N0:306005) kullaniimistir. RE ile kesim igle-
minden sonra agaroz jelde, FecB alleli bakimindan
homozigot bireylerde 160 bg¢’lik tek bant, FecB alleli
bakimindan heterezigot bireylerde 190 ve 160 bg’lik iki
bant, bu alleli tagimayan bireylerde ise 190 b¢’lik tek
bant olmasi gerekmektedir.

BULGULAR

Tablo 1'de tanimlanan koyun irklarinda 190 bg
uzunlugundaki Booroola genini tasiyan bdlge PCR’da
basari ile ¢ogaltilmistir. Bu gen bolgesi Avall restriksiyon
enzimi ile muamele edilmis ve calisilan 111 6rnekte
Booroola geninde FecB alleli varligi belirlenememistir.
ivesi koyun irkinda elde edilen agaroz jel goriintisi
Sekil 1'de verilmistir.

3 4

TARTISMA ve SONUC

Elde edilen sonuclar, Polat’in 20 388 bas Sakiz ve 18
bas Sakiz X Kivircik melezi olmak tizere toplam 406 bas
koyunla yaptigi calismayla benzerlik gdstermektedir.
Davis ve ark.’ 13 (ilkeden 21 koyun irki ile yaptiklari ¢alis-
mada Hu (12 6rnek) ve Han (12 6rnek) koyunlari harig
diger 19 koyun irkinda benzer sonuglari elde etmistir.
Guan ve ark.2! Cin’de yetistirilen dokuz koyun irkinda
yaptiklari calismada sadece Hu (305 6rnek) ve Cin Et
Merinoslarinda (53 6rnek) bu genin varhigini belirle-
migler, diger yedi irkta ise tespit edememislerdir. Kumar
ve ark.!® Hindistan’a ait Garole (64 6rnek), Malpura (62
ornek) ve Garole X Malpura melezi (53 6rnek) koyun irk-
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lari ile yaptiklari ¢alismada, Garole ve Garole X Malpura
melezlerinde bu gen bakimindan homozigot ve hetero-
zigot bireyleri tespit etmisler ancak Malpura koyun-
larinda FecB allelinin bulunmadigini belirlemislerdir.
Kasariyan ve ark.? iran Sangsari koyunlarinda yaptik-
lari arastirmada FecB allelini tespit edememistir. Davis
ve ark. tarafindan yapilan calismada benzer olarak
Thoka, Woodlands, Olkuska, Belclare ve Cambridge koyun
irklarinda FecB alleli tespit edilememistir.

Bu ¢alismada, her koyun irkindan 18-19 6rnek olmak
Gzere toplam 111 ornek kullaniimigtir. Polat 20 ise sade-
ce Sakiz koyun irki icin toplam 406 6rnekle galismistir.
Davis ve ark.'? tarafindan Hu ve Han koyunlarinda yapi-
lan calismada, sadece 12 o&rnekle bu genin varhg
belirlenmistir. Ayrica, Guan ve ark.?! Booroola genini
Cin et Merinoslarinda 50 6rnekle, Kumar ve ark.' ise
Garole X Malpura melezlerinde 53 6rnekte tespit etmis-
tir. Yapilan benzer galismalar 6rnek buyiklikleri agisin-
dan incelendiginde ¢ok buyik farkhilklar géze carpmak-
tadir. Bu tip calismalarda irkin 6zelliklerini yansitan saf
yetistirilmis bireyler kullaniimali ve elde edilebilecek
maksimum ornekle galisiilmahdir.

Bugline kadar Turkiye’de ¢oklu doguma neden olan
major genlerin sadece Sakiz koyunlarinda arastirilma-
sinin nedeni, yerli koyun irklarinda ¢oklu dogum oran-
larinin Sakiz koyun irkina oranla daha diisiik olmasi ola-
bilir. Ancak, bu durum yerli irklarin major genleri tasima-
digi anlamina gelmemektedir. Davis ve ark.?? tarafindan
prolifik (bir batinda dogan yavru sayisi ortalamalari li¢
civarinda) Finn (21 6rnek), Lleyn (16 6rnek) D’Man (15
ornek), Romanov (11 6rnek) koyunlarinda yapilan aras-

Sekil 1. Ivesi PCR driinlerinin Avall restriksiyon
enzimi ile kesilmesi

I Fig 1. Digestion of Ivesi PCR products by Avall
restriction enzyme

tirmada FecB alleli tespit edilemezken, Kumar ve ark.°
coklu dogum orani daha dusiik olan Garole (bir batin-
da dogan yavru sayisi ortalamasi 1.5-2) koyunlarinda bazi
bireylerin tek kuzulamasina ragmen homozigot FecB tasi-
yicisi oldugunu saptamistir. Bunun sebebinin de embriyo
olimleri, FecB geninin ifade edilememesi, besleme fak-
torlerine bagli hormonel dengesizlik ve bilinmeyen cevre
faktorleri olabilecegini belirtmislerdir.

Bu calismada Booroola geninin tespit edilememis
olmasi, bu irklarin baska bir major gen tasimayacagi
anlamina gelmemektedir. Bu nedenle Turkiye yerli koyun
irklari ¢oklu doguma neden olan diger major genler ba-
kimindan da incelenmelidir. Clinkii major genler sadece
yiksek dol verimi igin degil ayni zamanda BMP15-
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GDF9 genleri gibi bazi major genler kisirhga neden ol-
duklari igin koyun yetistiriciliginde onemlidirler. Turkiye
yerli koyun 1irklari tim major genler bakimindan ince-
lenmelidir. Major genler tespit edilmesi durumunda,
dol verimi igin yapilan islah ¢alismalarinda kullanilabilir.
Tespit edilememesi durumunda ise major genleri tasi-
yan mevcut irklar ya da bu irklardan sperma ithal edile-
rek major genlerin yerli irklara aktarilmasi diisiinilebilir.
Bu sayede Tirkiye’de kasaplk kuzu Gretimi yapan islet-
melerin biytilmesi ve yayginlastirilmasi saglanabilir.
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