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OZET

Of koyunu Trabzon ili Of, Caykara, Dernekpazari ve Hayrat il¢elerinde yetistirilmekte olup
2020 yilinda yoresel tip olarak tescil edilmistir. Saf olarak yetistiriciligi yapilan Of koyunu
sayist 1800 ile 2000 bas civarinda olup bunlarda ikiz dogum oranlar1 %35-40’lara kadar
cikmaktadir. Bu ¢aligmada toplam 24 bas saf Of koyununda ¢oklu dogum ile iliskili GDF9
(FecG") geni polimorfizmi, PCR-RFLP ydntemi ile arastirilmistir. PCR iiriinlerinin Hhal
restriksiyon enzimi ile kesimi sonucunda iki allel (G ve A) ve iki genotip (GA ve GG)
tespit edilmistir. A ve G allellerin frekanslari; 0.46 ile 0.54, GA ve GG genotiplerin
frekanslar1 ise 0.92 ile 0.08 olarak bulunmustur. Bu ¢alisma sonucunda Of koyununda
GDF9 geni bakimindan heterozigot birey sayisinin fazla olmasi, bu genotipte ¢oklu dogum
ile iligkilendirme ¢alismalarinin yapilmasi i¢in dnemli bir firsat sunmaktadir.
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ABSTRACT

Of sheep, registered as a local type in the 2020 year, are bred in the districts of Of, Caykara,
Dernekpazari, 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 (FecG') 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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GIRIS

Koyunlarda ¢oklu dogum, ¢ok sayida gen tarafindan kontrol edilen ve diigiikk kalitim derecesine sahip (0,06-0,18) bir
ozelliktir. Bu nedenle geleneksel 1slah yontemleri ile bu 6zelligin iyilestirilmesinde elde edilecek basari sinirlidir
(Analla ve ark. 1997; Savas ve ark. 2000; Janssens ve ark. 2004; Vatankhah ve Talebi 2008). Safari ve ark. (2005), ikiz
dogumlar lehine yapilacak seleksiyon ile kuzu dogum sayisindaki artis oraninin ancak %1-2 arasinda olabilecegini
belirtmistir. Bu nedenle kuzu veriminin 1slahinda kullanilabilecek major genler iizerindeki mutasyonlarin belirlenmesi
ve iireme Ozellikleri ile olan iliskisinin ortaya konmasi diinya genelinde bu alanda ¢alisan bilim insanlarinin ilgisini
¢eken bir konu olmustur (Amini ve ark. 2018).
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Koyunlarda ¢oklu dogum orani iizerine etkili oldugu kanitlanan baslica {i¢ 6nemli aday gen bulunmaktadir. 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 (izerinde yer alan mutasyonlar koyunlarda ovulasyon ve
coklu dogum oranlarinda artis saglama egilimindedirler (Davis, 1991).

Transforme Edici Blyume Faktori Beta (TGF-) iist ailesinin bir iiyesi olan GDF9 geni koyun 5. kromozomu iizerinde
bulunan 2 ekzon ve 1 introndan olusan ve koyunlarda normal folikiiler gelisim igin gerekli olan bir gendir. Gen
iizerinde tanimlanan 8 farkli mutasyon (G1-G8) bulunmaktadir. GDF9 ekzon 1 260. niikleotidde G—A baz degisimi
sonucu olusan G1 (FecG') mutasyonu 87. aminoasidinde Arjinin’nin (R) Histamin (H) ile yer degistirmesine neden
olmaktadir (Hanrahan ve ak. 2004). Caligmalar bu gen bakimindan heterozigot genotipe sahip koyunlarda ovulasyon
oranlarinin (1.88—1.78) homozigot olanlardan (1.22—1.16) yiiksek oldugunu bildirmektedir (Moradband ve ark. 2011;
Paz ve ark. 2015; Gorlov ve ark. 2018).

Ulkemizde BMP15, BMPR1B ve GDF9 aday genleri iizerinde bulunan 6 farklt mutasyon (FecX', FecXH, FecXG,
FecX®, FecG", FecB) bazi yerli koyun irklarimizda PCR-RFLP ydntemi ile arastirilmistir (Karsh ve ark. 2010; Giirsel
ve ark. 2011; Karsli ve ark. 2012; Dingel ve ark. 2015; Dingel ve ark. 2018). Ancak ¢oklu dogum ile iliskilendirilen bir
mutasyon tanimlanmamis olmakla beraber ilgi genlerin ¢ogunlukla monomorfik yapida olduklar: bildirilmistir.

Of koyunu Trabzon ili Of, Caykara, Hayrat, Dernekpazari ilgelerinde yetistirilmektedir. Saf olarak 6 isletmede (1800-
2000 bas) yetistirilmekle birlikte bolgedeki diger irklarla melezlerine de rastlanmaktadir. Of koyunlarinin sayica az
olmasina karsin gelir ve gida kaynagi olmalari agisindan bolgedeki yetistiriciler i¢in 6nemli bir genotiptir.

Yerli wrklarimizda aday genler iizerinde ilgili mutasyonlarin tanimlanmasi ve tireme &zellikleri ile iliskilendirilmesi,
kuzu veriminin arttirtlmast ve erken yasta damizlik se¢imi gibi saglayacagi faydalarinin yaninda, sayica az ve nesli
tehlike altinda olan koyun irklarimiz igin gelecekte ¢6ziim Onerisi olabilir (Abdoli ve ark. 2019). Bu nedenle, planlanan
bu ¢alisma ile Of koyunlarinda ¢oklu dogum ile iliskilendirilen GDF9 (FecG") geni DNA polimorfizmin arastiriimasi
amaglanmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Arastirma materyalini saf olarak yetistiricilik yapan isletmelerden ikiz dogum yapmis 24 bas Of koyunundan alinan kan
ornekleri olusturmustur. Ornekler Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (Karar no:
2017/32) tarafindan belirtilen yonergeye uygun olarak veteriner hekim tarafindan toplanmustir.

Kandan DNA’nin elde edilmesinde ticari izolasyon kiti (IDPURE™ Spin Column, USA) kullamlmustir. izolasyon islemi
iiretici firmanin belirledigi protokol izlenerek gerceklestirilmistir. DNA’larin elde edilip edilmedigi %1°lik hazirlanan
agaroz jel elektroforezi ile kontrol edilmistir.

GDF9 ekzon 1 geni iizerinde 462 baz gifti (bg) uzunlugundaki bdlgenin PCR ile ¢ogaltilmasinda Kasiriyan ve ark.
(2011)  tarafindan  belirtilen primer ¢ifti (Forward; 5'GAAGACTGGTATGGGGAAATG3', Reverse;
5'CCAATCTGCTCCTACACACCT 3') kullamlnugtir. PCR islemleri Applied Biosystems ™ Veriti Thermal Cycler
cihazinda yapilmigtir. PCR reaksiyon bilesenleri; 12 pl Taqg DNA polimeraz Master Mix red (2X), 1 ul (10 pmol/uL)
ileri ve geri primeri, 1.5 pL genomik DNA ve son olarak toplam hacim 25 pL olmast i¢in distile su (H,O) eklenerek
hazirlanmistir. PCR islemi, ilk dentiirasyon 95 °C’de 5 dakika, denatiirasyon 95 °C’de 1 dakika, primerlerin baglanmasi
64 °C’de 40 saniye, uzama 72 °C’de 5 dakika ve 72 °C’de 5 dakika son uzama olmak (zere 35 dongl olarak
uygulanmistir. PCR sonrasi {irlinlerde amplifikasyonlarin ve kontaminasyolarin olup olmadigr %2’lik agaroz jel
elektroforezinde kontrol edilmistir.

Hayvanlarin GDF9 Ekzon 1 geni bakimindan genotipik yapilarinin belirlenmesi amaciyla PCR sonrasi iiriinler Hhal
restriksiyon enzimleri ile kesim islemine tabi tutulmustur. Kesim islemi 30 ul hacimde; 1 pl fast digest Hhal enzimi, 2
pl green buffer, 10 ul PCR ve 17 pl distile su eklenerek hazirlanmigtir. Hazirlanan o6rnekler kesim isleminin
gerceklesmesi i¢in 37 °C’de 15 dakika inkibatérde bekletilmistir. Kesim igleminden sonra, 6rnekler %3’liik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiilmistiir. RFLP sonuglari jel goriintiileme sisteminde (MiniLumi, DNR Bio-Imaging Systems)
EtBr (500 pl/mL in H,O) boyama ile goriintillenmistir.

Allel ve genotip frekanslari, beklenen (Ho) ve gbzlemlenen (He) heterozigosite degerleri ve Hardy—Weinberg dengesi
PopGen32 programi kullanilarak hesaplanmistir (Yeh ve ark. 2000).

BULGULAR VE TARTISMA

Tiirkiye’nin yerli yeni yoresel koyun tiplerinden biri olan Of koyunlarinda GDF9 (FecG") polimorfizmi arastirilmistir.
PCR analizi sonucunda, 462 bg¢ uzunlugunda tek bir bant elde edilmistir (Sekil 1). Elde edilen PCR iiriinleri, ¢alisilan
gen bakimindan koyunlarin sahip olduklari genotipik yapilarinin ortaya konmasi amaciyla Hhal restriksiyon enzimi ile
kesim iglemine tabi tutulmustur. Kesim sonrasinda, A ve G allelleri ile GA ve GG genotipleri belirlenmistir. GA
genotipi igin 4 bant (52 bg, 156 bg, 254 be ve 410 bg) GG genotipi i¢in ise 3 bant (52 bg, 156 bg ve 254 bg) goriilmiistiir
(Sekil 1).
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Sekil 1. PCR ve RFLP sonucu elde edilen bant goruntleri.

PCR-RFLP analizi sonucu A ve G allellerin frekanslar1 0.46 ve 0.54 olarak bulunmustur. GA ve GG genotiplerin
frekanslari ise 0.92 ile 0.08 olarak hesaplanmigtir. Diger bir ifadeyle 24 bag Of koyununun 22’sinin (%92) heterozigot
yapida oldugu sOylenebilir. Arastirmada Of koyunlarinda AA genotipine sahip bireyler tespit edilmemistir. Benzer
bulgular diger ¢aligsmalarda da goriilmiistiir (Moradband ve ark. 2011; Kolosov ve ark. 2015). Calismada, Of koyunu i¢in
belirlenen heterozigot genotip oranlarinin (%92) bazi Rusya (Vogograd koyunu; %16 ve Salsk koyunu: %12), Afrika
(Sudan Watish ¢6l koyunu: %7) ve iran (Ghezel: %24.6) koyun irklarindan yiiksek oldugu gériilmiistiir (Eghbalsaied ve
ark. 2017; Gorlov ve ark. 2018; Mohamed ve ark. 2019).

Gozlemlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk degerleri 0.917 ve 0.507 olarak hesaplanmustir. Ki-kare analiz
sonuglarina gore Of koyun popiilasyonunun ilgili gen bakimindan Hardy—Weinberg dengesinde olmadig1 goriilmiistiir
(P<0.001). Elde edilen bu sonucun siirii biiytikliiklerinin kiigiik olmasi ve belirli yonde yapilan damizlik se¢imlerinde
kaynaklandig diisiiniilmektedir (Kirikci ve ark. 2020).

Tiirkiye’de BMP15, BMPR1B ve GDF9 aday genlerinde - ¢oklu dogum iizerinde etkili olan alti fakli mutasyon (FecX',
FecX", FecXC®, FecX®, FecB, FecXG), Kuvircik, Sakiz, ivesi, Imroz, Tuj, Karakas, Daglic, Akkaraman ve Pirlak koyun
wrklarinda arastirilmistir (Karsli ve ark. 2010; Giirsel ve ark. 2011; Karshi ve ark. 2012; Dingel ve ark. 2015; Dingel ve
ark. 2018). Girsel ve ark. (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada Sakiz, Ivesi, Imroz ve Kivircik irki koyunlarin FecG"
(GDF9) mutasyonu bakimindan homozigot yapida olduklari belirtilmistir. Diger yandan Pirlak koyunlarinda GDF9
ekzon 1 bolgesinin DNA dizi analiz yontemi ile arastirildigi bir c¢aligmada ise bu gen bakimindan koyunlarin
monomorfik yapida olduklari belirtilmistir (Celikeloglu ve ark. 2018). Benzer bulgular Escobar-Chaparro ve ark. (2017)
tarafindan da rapor edilmistir. Mehraban, Baluchi, Lori olmak iizere gogu iran koyun irklarinda ise GDF9-G1/FecG*
genin polimorfik yapida olduklart belirtilmigtir (Moradband ve ark. 2011; Abdoli ve ark. 2013; Zamani ve ark. 2015;
Eghbalsaied ve ark. 2017).

Ulkemizde PCR-RFLP yontemi ile GDF9 (FecG') mutasyonu yerli irklarimizda bugiine kadar ¢alisiimamustir. Ancak,
Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI) veri tabaninda yerli irklarimizdan Karayaka koyun irkinda ilgili mutasyonun
bulundugunu gosteren sekans dizileri yer almaktadir (Erisim numaralari; MT295368-MT295371). FecG' mutasyonu iran
Baluchi, Sangsari ve Mehraban korun irklarinda da rapor edilmistir (Abdoli ve ark. 2013). Bu gen bakimindan
koyunlarin homozigot veya heterozigot olma durumlarina gére kuzulama oranlarinda artis veya azaliglarin meydana
geldigi yapilan cesitli ¢aligmalarda gosterilmistir.

Banglades koyununda yapilan bir ¢aliymada, GDF9-G1 geni A alleli bakimindan homozigot olan koyunlarda (AA)
kuzulama oranlarinin (2.00+0.41) G alleli bakimindan homizgot olan koyunlardan (GG) daha yiiksek oldugu
(1.59£0.09) belirtilmistir (Hossain ve ark. 2020). Bu caligmanin aksine, Rusya’nin Salsk ve Volgograg irklarinda ise
heterozigot (AG) koyunlarda kuzuluma oranlarinin (1.80 £ 0.12 — 1.88 + 0.17) homozigot (GG) koyunlara kiyasla
(1.13 £ 0.09 — 1.22 £+ 0.11) daha yiiksel olduklari rapor edilmistir (Gorlov ve ark. 2018). Dolayisiyla, ¢aligilan irka
gore genotipik yapilarin ¢oklu dogum tizerindeki etkileri degigebilmektedir.

Literatiirde koyunlarda kuzulama oranlar1 iizerinde GDF9-G1 mutasyonun etki diizeyi ¢aligmalar arasinda farklilik
gostermektedir. Bu farkliligin baslica sebepleri kullanilan teknikler ve hayvan sayilarindaki degisimler olabilecegi
belirtilmistir (Eghbalsaided ve ark. 2017)

Yoresel koyunlar, genetik kaynak olarak 6nemli olmalarinin yaninda, yeni gen kombinasyonlarinin olusturulmalarinda,
istihdam, gida ve gelir kaynagi olmalar1 bakimindan Onemlidir. Sayica az olan ydresel koyun tiplerinin
siirdiiriilebilirliginin saglanmasinda kuzu verimin arttirtlmasi gerekmektedir. Bu calismada Of koyunlarinin GDF9
(FecG") geni bakimindan gogunlukla heterozigot yapida olmalarimin tespit edilmesi Gnemi bir bulgudur.
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SONUC

Sunulan ¢aligma Of koyunlarmnin GDF9 (FecGh) geni bakimindan genetik yapisini ortaya koyan ilk ¢aligmadir. Calisma
sonucunda, Of koyunlarinin bu gen bakimmdan polimorfik olduklar: tespit edilmistir. Literatiirde GDF9 (FecG?) geni
bakimindan heterozigot genotipe sahip koyunlarda kuzulama oranlarinin yiiksek oldugunu gdsteren ¢aligmalar
bulunmaktadir. Bu nedenle GDF9 (FecG") geni igin tespit edilen genetik varyasyonun Of ve diger yerli koyun irklarinda
¢oklu dogum ile iligkilendirilmesini konu alan kapsamli ¢aligmalarin yapilmasi 6nerilmektedir.
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