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Ö Z E T  M A K A L E  B İ L G İ S İ  

Of koyunu Trabzon ili Of, Çaykara, Dernekpazarı ve Hayrat ilçelerinde yetiştirilmekte olup 
2020 yılında yöresel tip olarak tescil edilmiştir. Saf olarak yetiştiriciliği yapılan Of koyunu 
sayısı 1800 ile 2000 baş civarında olup bunlarda ikiz doğum oranları %35-40’lara kadar 
çıkmaktadır. Bu çalışmada toplam 24 baş saf Of koyununda çoklu doğum ile ilişkili GDF9 
(FecG1) geni polimorfizmi, PCR-RFLP yöntemi ile araştırılmıştır. PCR ürünlerinin Hhal 
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda iki allel (G ve A) ve iki genotip (GA ve GG) 
tespit edilmiştir. A ve G allellerin frekansları; 0.46 ile 0.54, GA ve GG genotiplerin 
frekansları ise 0.92 ile 0.08 olarak bulunmuştur. Bu çalışma sonucunda Of koyununda 
GDF9 geni bakımından heterozigot birey sayısının fazla olması, bu genotipte çoklu doğum 
ile ilişkilendirme çalışmalarının yapılması için önemli bir fırsat sunmaktadır. 
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Investigation of GDF9 (FecG1) Gene Polymorphism by PCR-RFLP Method in Of Sheep, a Local 
New Sheep Type in Turkey 

A B S T R A C T  A R T I C L E  I N F O  

Of sheep, registered as a local type in the 2020 year, are bred in the districts of Of, Çaykara, 
Dernekpazarı, Hayrat in Trabzon, Turkey. The number of sheep raised as pure is around 1800 and 
2000 heads, and twin birth rates are up to 35-40 %. In this study, in a total of 24 head Of sheep, the 
GDF9 (FecG1) gene polymorphism, which is related to multiple births in sheep, was investigated by 
the PCR-RFLP method.  After the digestion of PCR products with the Hhal restriction enzyme, two 
alleles (A and G) and two genotypes (GA and GG) were identified. The frequencies of alleles A and 
G were found to be 0.46 to 0.54. The frequencies of genotypes GA and GG were found to be 0.92 to 
0.08. To conclude, many heterozygous individuals in terms of the GDF9 gene in Of sheep provide an 
important opportunity to conduct the studies on its relationships with multiple births in this genotype. 
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GİRİŞ 

Koyunlarda çoklu doğum, çok sayıda gen tarafından kontrol edilen ve düşük kalıtım derecesine sahip (0,06-0,18) bir 
özelliktir. Bu nedenle geleneksel ıslah yöntemleri ile bu özelliğin iyileştirilmesinde elde edilecek başarı sınırlıdır 
(Analla ve ark. 1997; Savas ve ark. 2000; Janssens ve ark. 2004; Vatankhah ve Talebi 2008). Safari ve ark. (2005), ikiz 
doğumlar lehine yapılacak seleksiyon ile kuzu doğum sayısındaki artış oranının ancak %1-2 arasında olabileceğini 
belirtmiştir. Bu nedenle kuzu veriminin ıslahında kullanılabilecek majör genler üzerindeki mutasyonların belirlenmesi 
ve üreme özellikleri ile olan ilişkisinin ortaya konması dünya genelinde bu alanda çalışan bilim insanlarının ilgisini 
çeken bir konu olmuştur (Amini ve ark. 2018).  
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Koyunlarda çoklu doğum oranı üzerine etkili olduğu kanıtlanan başlıca üç önemli aday gen bulunmaktadır. Bunlar 
bone morphogenic protein 15 (BMP15), bone morphogenetic protein receptor 1B (BMPR1B) ve growth differentiation 
factor 9 (GDF9) genleridir (Vage ve ark. 2013). Bu genler üzerinde yer alan mutasyonlar koyunlarda ovulasyon ve 
çoklu doğum oranlarında artış sağlama eğilimindedirler (Davis, 1991).  

Transforme Edici Büyüme Faktörü Beta (TGF-β) üst ailesinin bir üyesi olan GDF9 geni koyun 5. kromozomu üzerinde 
bulunan 2 ekzon ve 1 introndan oluşan ve koyunlarda normal foliküler gelişim için gerekli olan bir gendir. Gen 
üzerinde tanımlanan 8 farklı mutasyon (G1-G8) bulunmaktadır. GDF9 ekzon 1 260. nükleotidde G−A baz değişimi 
sonucu oluşan G1 (FecG1) mutasyonu 87. aminoasidinde Arjinin’nin (R) Histamin (H) ile yer değiştirmesine neden 
olmaktadır (Hanrahan ve ak. 2004). Çalışmalar bu gen bakımından heterozigot genotipe sahip koyunlarda ovulasyon 
oranlarının (1.88−1.78) homozigot olanlardan (1.22−1.16) yüksek olduğunu bildirmektedir (Moradband ve ark. 2011; 
Paz ve ark. 2015; Gorlov ve ark. 2018). 

Ülkemizde BMP15, BMPR1B ve GDF9 aday genleri üzerinde bulunan 6 farklı mutasyon (FecXI, FecXH, FecXG, 
FecXB, FecGH, FecB) bazı yerli koyun ırklarımızda PCR-RFLP yöntemi ile araştırılmıştır (Karslı ve ark. 2010; Gürsel 
ve ark. 2011; Karslı ve ark. 2012; Dinçel ve ark. 2015; Dinçel ve ark. 2018). Ancak çoklu doğum ile ilişkilendirilen bir 
mutasyon tanımlanmamış olmakla beraber ilgi genlerin çoğunlukla monomorfik yapıda oldukları bildirilmiştir.  

Of koyunu Trabzon ili Of, Çaykara, Hayrat, Dernekpazarı ilçelerinde yetiştirilmektedir. Saf olarak 6 işletmede (1800-
2000 baş) yetiştirilmekle birlikte bölgedeki diğer ırklarla melezlerine de rastlanmaktadır. Of koyunlarının sayıca az 
olmasına karşın gelir ve gıda kaynağı olmaları açısından bölgedeki yetiştiriciler için önemli bir genotiptir.  

Yerli ırklarımızda aday genler üzerinde ilgili mutasyonların tanımlanması ve üreme özellikleri ile ilişkilendirilmesi, 
kuzu veriminin arttırılması ve erken yaşta damızlık seçimi gibi sağlayacağı faydalarının yanında, sayıca az ve nesli 
tehlike altında olan koyun ırklarımız için gelecekte çözüm önerisi olabilir (Abdoli ve ark. 2019). Bu nedenle, planlanan 
bu çalışma ile Of koyunlarında çoklu doğum ile ilişkilendirilen GDF9 (FecG1) geni DNA polimorfizmin araştırılması 
amaçlanmıştır. 

MATERYAL VE YÖNTEM 

Araştırma materyalini saf olarak yetiştiricilik yapan işletmelerden ikiz doğum yapmış 24 baş Of koyunundan alınan kan 
örnekleri oluşturmuştur. Örnekler Ondokuz Mayıs Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Karar no: 
2017/32) tarafından belirtilen yönergeye uygun olarak veteriner hekim tarafından toplanmıştır. 
Kandan DNA’nın elde edilmesinde ticari izolasyon kiti (IDPURE™ Spin Column, USA) kullanılmıştır. İzolasyon işlemi 
üretici firmanın belirlediği protokol izlenerek gerçekleştirilmiştir. DNA’ların elde edilip edilmediği %1’lik hazırlanan 
agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmiştir. 
GDF9 ekzon 1 geni üzerinde 462 baz çifti (bç) uzunluğundaki bölgenin PCR ile çoğaltılmasında Kasiriyan ve ark. 
(2011) tarafından belirtilen primer çifti (Forward; 5′GAAGACTGGTATGGGGAAATG3′, Reverse; 
5′CCAATCTGCTCCTACACACCT 3′) kullanılmıştır. PCR işlemleri Applied Biosystems TM Veriti Thermal Cycler 
cihazında yapılmıştır. PCR reaksiyon bileşenleri; 12 µl Taq DNA polimeraz Master Mix red (2X), 1 µl (10 pmol/μL) 
ileri ve geri primeri, 1.5 μL genomik DNA ve son olarak toplam hacim 25 μL olması için distile su (H2O) eklenerek 
hazırlanmıştır. PCR işlemi, ilk dentürasyon 95 °C’de 5 dakika, denatürasyon 95 °C’de 1 dakika, primerlerin bağlanması 
64 °C’de 40 saniye, uzama 72 °C’de 5 dakika ve 72 °C’de 5 dakika son uzama olmak üzere 35 döngü olarak 
uygulanmıştır. PCR sonrası ürünlerde amplifikasyonların ve kontaminasyoların olup olmadığı %2’lik agaroz jel 
elektroforezinde kontrol edilmiştir. 
Hayvanların GDF9 Ekzon 1 geni bakımından genotipik yapılarının belirlenmesi amacıyla PCR sonrası ürünler Hhal 
restriksiyon enzimleri ile kesim işlemine tabi tutulmuştur. Kesim işlemi 30 µl hacimde; 1 µl fast digest Hhal enzimi, 2 
µl green buffer, 10 µl PCR ve 17 µl distile su eklenerek hazırlanmıştır. Hazırlanan örnekler kesim işleminin 
gerçekleşmesi için 37 ºC’de 15 dakika inkibatörde bekletilmiştir. Kesim işleminden sonra, örnekler %3’lük agaroz jel 
elektroforezinde yürütülmüştür. RFLP sonuçları jel görüntüleme sisteminde (MiniLumi, DNR Bio-Imaging Systems) 
EtBr (500 µl/mL in H2O) boyama ile görüntülenmiştir. 
Allel ve genotip frekansları, beklenen (Ho) ve gözlemlenen (He) heterozigosite değerleri ve Hardy−Weinberg dengesi 
PopGen32 programı kullanılarak hesaplanmıştır (Yeh ve ark. 2000). 
 
BULGULAR VE TARTIŞMA 
Türkiye’nin yerli yeni yöresel koyun tiplerinden biri olan Of koyunlarında GDF9 (FecG1) polimorfizmi araştırılmıştır. 
PCR analizi sonucunda, 462 bç uzunluğunda tek bir bant elde edilmiştir (Şekil 1). Elde edilen PCR ürünleri, çalışılan 
gen bakımından koyunların sahip oldukları genotipik yapılarının ortaya konması amacıyla Hhal restriksiyon enzimi ile 
kesim işlemine tabi tutulmuştur. Kesim sonrasında, A ve G allelleri ile GA ve GG genotipleri belirlenmiştir. GA 
genotipi için 4 bant (52 bç, 156 bç, 254 bç ve 410 bç) GG genotipi için ise 3 bant (52 bç, 156 bç ve 254 bç) görülmüştür 
(Şekil 1). 
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 Şekil 1. PCR ve RFLP sonucu elde edilen bant görüntüleri.  
 
 
PCR-RFLP analizi sonucu A ve G allellerin frekansları 0.46 ve 0.54 olarak bulunmuştur. GA ve GG genotiplerin 
frekansları ise 0.92 ile 0.08 olarak hesaplanmıştır. Diğer bir ifadeyle 24 baş Of koyununun 22’sinin (%92) heterozigot 
yapıda olduğu söylenebilir. Araştırmada Of koyunlarında AA genotipine sahip bireyler tespit edilmemiştir. Benzer 
bulgular diğer çalışmalarda da görülmüştür (Moradband ve ark. 2011; Kolosov ve ark. 2015). Çalışmada, Of koyunu için 
belirlenen heterozigot genotip oranlarının (%92) bazı Rusya (Vogograd koyunu; %16 ve Salsk koyunu: %12), Afrika 
(Sudan Watish çöl koyunu: %7) ve İran (Ghezel: %24.6) koyun ırklarından  yüksek olduğu görülmüştür (Eghbalsaied ve 
ark. 2017; Gorlov ve ark. 2018; Mohamed ve ark. 2019). 
Gözlemlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk değerleri 0.917 ve 0.507 olarak hesaplanmıştır. Ki-kare analiz 
sonuçlarına göre Of koyun popülasyonunun ilgili gen bakımından Hardy−Weinberg dengesinde olmadığı görülmüştür 
(P<0.001). Elde edilen bu sonucun sürü büyüklüklerinin küçük olması ve belirli yönde yapılan damızlık seçimlerinde 
kaynaklandığı düşünülmektedir (Kirikci ve ark. 2020).  
Türkiye’de BMP15, BMPR1B ve GDF9 aday genlerinde - çoklu doğum üzerinde etkili olan altı faklı mutasyon (FecXI, 
FecXH, FecXG, FecXB, FecB, FecXG), Kıvırcık, Sakız, İvesi, İmroz, Tuj, Karakaş, Dağlıç, Akkaraman ve Pırlak koyun 
ırklarında araştırılmıştır (Karslı ve ark. 2010; Gürsel ve ark. 2011; Karslı ve ark. 2012; Dinçel ve ark. 2015; Dinçel ve 
ark. 2018). Gürsel ve ark. (2011) tarafından yapılan bir çalışmada Sakız, İvesi, İmroz ve Kıvırcık ırkı koyunların FecGH 
(GDF9) mutasyonu bakımından homozigot yapıda oldukları belirtilmiştir. Diğer yandan Pırlak koyunlarında GDF9 
ekzon 1 bölgesinin DNA dizi analiz yöntemi ile araştırıldığı bir çalışmada ise bu gen bakımından koyunların 
monomorfik yapıda oldukları belirtilmiştir (Çelikeloğlu ve ark. 2018). Benzer bulgular Escobar-Chaparro ve ark. (2017) 
tarafından da rapor edilmiştir. Mehraban, Baluchi, Lori olmak üzere çoğu İran koyun ırklarında ise GDF9-G1/FecG1 
genin polimorfik yapıda oldukları belirtilmiştir (Moradband ve ark. 2011; Abdoli ve ark. 2013; Zamani ve ark. 2015; 
Eghbalsaied ve ark. 2017). 
Ülkemizde PCR-RFLP yöntemi ile GDF9 (FecG1) mutasyonu yerli ırklarımızda bugüne kadar çalışılmamıştır. Ancak, 
Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) veri tabanında yerli ırklarımızdan Karayaka koyun ırkında ilgili mutasyonun 
bulunduğunu gösteren sekans dizileri yer almaktadır (Erişim numaraları; MT295368-MT295371). FecG1 mutasyonu İran 
Baluchi, Sangsari ve Mehraban korun ırklarında da rapor edilmiştir (Abdoli ve ark. 2013). Bu gen bakımından 
koyunların homozigot veya heterozigot olma durumlarına göre kuzulama oranlarında artış veya azalışların meydana 
geldiği yapılan çeşitli çalışmalarda gösterilmiştir. 
Bangladeş koyununda yapılan bir çalışmada, GDF9-G1 geni A alleli bakımından homozigot olan koyunlarda (AA) 
kuzulama oranlarının (2.00±0.41) G alleli bakımından homizgot olan koyunlardan (GG) daha yüksek olduğu 
(1.59±0.09) belirtilmiştir (Hossain ve ark. 2020). Bu çalışmanın aksine, Rusya’nın Salsk ve Volgograg ırklarında ise 
heterozigot (AG) koyunlarda kuzuluma oranlarının (1.80 ± 0.12 − 1.88 ± 0.17) homozigot (GG) koyunlara kıyasla 
(1.13 ± 0.09 − 1.22 ± 0.11) daha yüksel oldukları rapor edilmiştir (Gorlov ve ark. 2018). Dolayısıyla, çalışılan ırka 
göre genotipik yapıların çoklu doğum üzerindeki etkileri değişebilmektedir. 
Literatürde koyunlarda kuzulama oranları üzerinde GDF9-G1 mutasyonun etki düzeyi çalışmalar arasında farklılık 
göstermektedir. Bu farklılığın başlıca sebepleri kullanılan teknikler ve hayvan sayılarındaki değişimler olabileceği 
belirtilmiştir (Eghbalsaided ve ark. 2017)  
Yöresel koyunlar, genetik kaynak olarak önemli olmalarının yanında, yeni gen kombinasyonlarının oluşturulmalarında, 
istihdam, gıda ve gelir kaynağı olmaları bakımından önemlidir. Sayıca az olan yöresel koyun tiplerinin 
sürdürülebilirliğinin sağlanmasında kuzu verimin arttırılması gerekmektedir. Bu çalışmada Of koyunlarının GDF9 
(FecG1) geni bakımından çoğunlukla heterozigot yapıda olmalarının tespit edilmesi önemi bir bulgudur. 
 
 
 

http://www.journals.manas.edu.kg/


101 

Kırıkçı & Çam / Manas Journal of Agriculture Veterinary and Life Sciences 10 (2) (2020) 98-102 

MJAVL Volume 10 (Issue 2) © 2020 www.journals.manas.edu.kg 
 

 
SONUÇ  
Sunulan çalışma Of koyunlarının GDF9 (FecG1) geni bakımından genetik yapısını ortaya koyan ilk çalışmadır. Çalışma 
sonucunda, Of koyunlarının bu gen bakımından polimorfik oldukları tespit edilmiştir. Literatürde GDF9 (FecG1) geni 
bakımından heterozigot genotipe sahip koyunlarda kuzulama oranlarının yüksek olduğunu gösteren çalışmalar 
bulunmaktadır. Bu nedenle GDF9 (FecG1) geni için tespit edilen genetik varyasyonun Of ve diğer yerli koyun ırklarında 
çoklu doğum ile ilişkilendirilmesini konu alan kapsamlı çalışmaların yapılması önerilmektedir. 
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