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SAKIZ IRKI KOYUNLARDA FSHR, LHB VE GPR54 GEN MUTASYONLARININ
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Bu calismada, koyunlarda ¢oklu doguma etki eden major genlerden ziyade etkisinin
olabilecegi s6z konusu olan ve major genlere bakilarak daha az ¢alisma yapilan FSHR, LHf ve
GPR54 gen mutasyonlarinin Sakiz irki koyunlarda polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon
parca uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi ile belirlenmesi amaglanmistir. Kirsehir Ahi
Evran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Béliim Laboratuvarinda yiiriitiilen arastirmada,
Sakiz 1rkina ait toplam 60 adet kan drnegi calisma materyali olarak kullanilmistir. Incelenen
gen bolgeleri PCR yontemiyle ¢ogaltilmis ve tiim 6rnekler genotiplendirme amaciyla sirasiyla
FSHR i¢in Xmnl, LH i¢in BsrBI ve GPR54 i¢in Tagql restriksiyon enzimleri ile kesim islemine
tabi tutulmustur. Analizler sonucunda sadece LHP geninde g.727C>T mutasyonu tespit
edilmistir. LHB geni bakimindan Sakiz irkina ait koyunlarda C ve T olmak tizere iki allel, CC
ve CT olmak lizere ise iki genotip tespit edilmistir. Allel ve genotip frekans degerleri sirasiyla,
C ve T allelleri i¢in 0.81ve 0.19, CC ve CT genotipleri i¢in ise 0.62 ile 0.38 olarak
hesaplanmigtir. Ki-kare analiz sonucuna gore ise Sakiz 1rki koyun popiilasyonunun LHP geni
bakimindan Hardy-Weinberg dengesinde oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Sakiz, Coklu dogum, FSHR, GPR54, LHf3, Mutasyon

II



ABSTRACT

MASTER’S THESIS

INVESTIGATION OF FSHR, LHB AND GPR54 GENE MUTATIONS IN CHIOS
BREED SHEEP BY PCR-RFLP METHOD

Melike KAVUZKOZ

KIRSEHIR AHI EVRAN UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF ANIMAL SCIENCE

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Koray KIRIKCI
Year: 2025, Pages: 43

Juries: Assoc. Prof. Dr. Koray KIRIKCI
Prof. Dr. Mehmet Akif CAM
Assoc. Prof. Dr. Ertugrul KUL

In this study, it was aimed to determine the FSHR, LHp and GPR54 gene mutations,
which are less studied than the major genes and may have an effect on sheep litter size, by using
the polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) method
in Chios sheep. In the study conducted at the Animal Science Laboratory of the Faculty of
Agriculture, Kirsehir Ahi Evran University, a total of 60 blood samples from Chios sheep were
used as research material. The target gene regions were amplified via PCR, and the PCR
products were digested using specific restriction enzymes for genotyping: Xmnl for FSHR,
BsrBI for LHP, and Tagql for GPR54. As a result of the analyses, the g.727C>T mutation was
detected only in the LHP gene. In terms of the LHP gene, two alleles (C and T) and two
genotypes (CC and CT) were identified in the Chios sheep. The allele frequencies were
calculated as 0.81 for C and 0.19 for T, while the genotype frequencies were 0.62 for CC and
0.38 for CT. According to the chi-square test, the Chios sheep population was found to be in
Hardy-Weinberg equilibrium with respect to the LHf} gene.

Key Words: Chios, Litter size, FSHR, GPR54, LHf, Mutation
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1. GIRIS

Koyun yetistiriciligi, tarimsal amacl kullanilmayan mera ve otlak alanlar1 en iyi
sekilde degerlendiren ve bunu et ve siit gibi protein degeri yiiksek ¢esitli hayvansal
iriinlere doniistiirerek insan beslenmesine katkida bulunan 6nemli bir hayvancilik
faaliyetidir (Kaymake¢1 ve Sonmez, 1996). Tirkiye’de 2024 yilinda yaklagik 44 milyon
bas koyun bulunmaktadir (TUIK, 2024). Diger iilkelerde oldugu gibi koyun yetistiriciligi
Tiirkiye igin de ekonomik acidan 6nemli bir faaliyettir (Ozmen, 2010). Tiirkiye’de
koyunculuktan elde edilen 906 945 ton siit, 509 539 ton et ve 84 276 ton yapag ile iilke
ekonomisine dnemli katkilar saglanmaktadir (TUIK, 2024).

Tirkiye, Diinya ve Avrupa {lkeleri arasinda sahip oldugu hayvan sayisi
bakimindan 6nemli bir yerde olsa da ekstansif yetistiricilikte hayvan basina diisen
verimler bakimindan bu avantaj tam anlamiyla degerlendirilebilmis degildir. Tiirkiye’de
mevcut koyun popiilasyonunun 6nemli bir kismini kiiltiir irklarina nazaran verim
diizeyleri daha diisiik olarak nitelendirilen yerli irklar olusmaktadir (Ozmen, 2010). 2050
yilinda diinya niifusunun 9 milyara ¢ikmasi beklenirken, gida iiretiminin ise 8 milyar
kisinin ihtiyacin1 karsilayacak diizeyde olacagi tahmin edilmektedir (Bonny ve ark.,
2017). Bununla birlikte, insan niifusunun artisi, go¢, mera alanlarin azalmasi, kiiresel
iklim degisiklikleri gibi unsurlarin genel olarak hayvancilik faaliyetlerini olumsuz yonde
etkileyecegi ve bunun sonucunda ise insan niifusunun ihtiya¢ duydugu giday1 karsilamada
birim hayvan basina verim artisinin zorunlu olacagi 6ngoriilmektedir. Bu nedenle, birim
hayvandan verim artisini saglayacak molekiiler 1slah yontemlerine olan ilginin gelecekte
daha da artmas1 beklenmektedir.

Koyun yetistiriciliginin karliligim1 ve siirdiiriilebilirligini etkileyen en 6nemli
unsurlarin basinda koyun basina dogacak kuzu sayisit gelmektedir. Koyunlarda ¢oklu
dogum, ¢ok sayida gen tarafindan kontrol edilen ve diisiik kalitim derecesine (0,06 ile
0,18) sahip bir 6zellik olmasi sebebiyle geleneksel 1slah yontemleri ile bu 6zelligin
iyilestirilmesinde elde edilecek basari sinirli kalmaktadir (Savas ve ark., 2000; Janssens
ve ark., 2004). Ikiz dogumlar lehine yapilacak seleksiyon ile kuzu dogum sayisindaki
artis oraninin %1-2 arasinda olabilecegi bildirilmistir (Safari ve ark., 2015). Bu nedenle
kuzu veriminin genetik 1slahinda kullanilabilecek genetik varyasyonlarin belirlenmesi ve
tireme Ozellikleri ile olan iliskilerinin ortaya konmasi 6nem arz etmetkedir (Amini ve ark.,

2018).



Son yillarda molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler ¢iftlik hayvanlarinda
yapilacak 1slah galismalarinda yeni fikirlerin ortaya ¢ikmasina 151k tutmustur. Ozellikle
DNA polimorfizmlerin tespit edilmesinde 6nem tasryan DNA markorleri ayni zamanda
bireysel tanimlama, genetik hastaliklarin tespiti ve ebeveyn tayininde uygun bir ¢alisma
alam saglamustir (Ozmen, 2010).

Ciftlik hayvanlarinda ekonomik deger tasiyan 6zellikler ile iliskilendirilen ¢ok
saylida major gen tanimlanmis olsa da her gegen giin yeni gen ve mutasyonlar rapor
edilmeye devam etmektedir. Koyunlarda transforme edici biiylime faktorii beta
(Transforming Growth Factor- B, TGF- P) ailesine ait ¢oklu dogum flizerinde etkili ii¢
onemli major gen bulunmaktadir. Bunlar; kemik morfogenetik protein reseptor-1B
(BMPR-1B), kemik morfogenetik protein reseptor-15 (BMPR-15) ve biiyiime farklilasma
faktorii-9 (GDF9) genleridir. Bu genler {izerinde olusan mutasyonlar 1rk diizeyinde etkisi
degismekle birlikte ciftlik hayvanlarinda kisirlhik veya dogumda elde edilecek kuzu
sayisinda artisa neden olabilmektedir (Galloway ve ark., 2002). Diinyada ilk kez
Avustralya Merinos koyunlarinda yiiksek ovulasyon oraniyla sonuglanan ve Boroola
mutasyonu olarak adlandirilan mutasyonun kesfi, bu alandaki caligmalara olan ilgiyi
artirmistir. Bu durum, benzer sekilde coklu dogum 6zelligi gésteren Sakiz irkinda da ayn1
mutasyonun bulunabilecegi diislincesini ortaya ¢ikarmistir. Ancak yapilan caligmalar
Boroola mutasyonunun Sakiz irkinda bulunmadigini ortaya koymustur (Davis ve ark.,
2006; Dingel ve ark., 2015). Bu nedenle, farkli genlerin arastirilmasina yonelinmistir.

Tirkiye'deki yerli koyun irklarinin majér genler bakimindan genetik yapisini
ortaya koyan c¢alismalar smirli olmakla birlikte, son yillarda yapilan arastirmalarda
bilinen major genlerle (Celikeloglu ve ark., 2018; Kirik¢1 ve ark., 2021; Kirike1, 2023a;
Kirikel, 2023b; Aymaz ve ark., 2024) sinirl kalinmadigi, ayn1 zamanda farkli genlerin de
ireme Ozellikleri lizerindeki etkilerinin incelendigi goriilmektedir.

Memelilerde iireme, fizyolojik ve genetik ¢ok sayida faktoriin etkisi ile sekillenen
oldukca karmasik bir siirectir (Dube ve ark., 1998). Ge¢misten giiniimiize yapilan
caligmalar ile bu karmasik yap1 agiklanmaya calisilmaktadir. TGF-8 ailesi iiyeleri disinda
kalan baz1 farkli genlerin de koyunlarda ¢oklu dogum iizerine etkili oldugu belirlenmistir.
Bu genler arasinda 6zellikle folikiil uyaric1 hormon reseptorii (FSHR), liiteinlestirici
hormon- (LH-B) ve G protein bagli reseptor-54 (GPR54) genlerinin, 6zellikle Cin koyun
irklarinda ¢oklu dogumu artiricr etkileri oldugu bildirilmistir (Tang ve ark., 2012; Wang
ve ark., 2015; Wang ve ark., 2020).



Tiirkiye’nin prolifik irklarindan biri olan Sakiz koyunlarinda daha ¢ok ikiz ve
ticliz dogum goriilmekte olup dogum basina diisen kuzu sayis1 ortalamasi 1,46 ile 2,50
arasinda degisim gostermektedir (Tekerli ve ark., 2002; Sezenler ve ark., 2007). Bu irkta
ikiz dogumlarin yaninda uygun saha kosullarinda dordiiz, besiz, altiz ve {lizeri dogum
yapanlara da rastlanabilmektedir. Bu 06zelliginden dolay1r tilkemizde Sakiz irki
koyunlarindan 1slah ¢alismalarinda yararlanilarak Sonmez ve Bafra gibi koyun irklar
elde edilmistir (Kaymake1 ve Taskin, 2008). Bu irkta coklu dogum ile iliskili herhangi bir
mutasyonun tanimlanmasi ve etkisinin ortaya konmasi1 gerek DNA diizeyinde yapilacak
molekiiler 1slah ¢aligmalarina katki saglamasi bakimindan gerekse bu konuda yapilacak
arastirmalara yon vermesi bakimindan onem teskil etmektedir.
Mevcut tez calismasi, koyunlarda ¢oklu doguma etki eden major genlerden
ziyade etkisinin olabilecegi s6z konusu olan ve major genlere bakilarak daha az ¢alisma
yapilan FSHR, LHB ve GPR54 gen mutasyonlarinin Sakiz irki koyunlarda belirlenmesi

amactyla yapilmistir.






2. ONCEKI CALISMALAR
2.1. Genel Bilgiler

Koyun yetistiriciliginde verimliliginin stirdiirtilebilirligi ve artirilmasi, dol
veriminin iyilestirilmesine baglidir. D6l verimi, bakim, besleme ve siirii yonetimi gibi
cevresel kosullarin yanisira hormonlar ve genetik faktorlerin birlikte etkili oldugu
karmasik fizyolojik bir siiregtir. Burada, ireme siirecinde baslica rol oynayan FSH ve LH
hormonlar1 ile reseptor ve sinyal iletim mekanizmalar1 6zetlenecek, ardindan FSHR, LHf3

ve GPR54 genleri iizerine yapilan arastirmalara yer verilecektir.

2.1.1. Folikiil uyarici hormon (FSH)

Folikiil uyarict hormon (FSH), 6n hipofiz gonadotropik hiicreleri tarafindan
salgilanan bir gonadotropin hormonu olup, memelilerde liremenin merkezindedir ve
sentezi gonadotropin salgilatict hormonun (GnRH) periyodik salinimlar ile diizenlenir.
Aktivin, biyosentezi ve salgilanmay1 artirirken, inhibin FSH sentezini azaltir (Das ve

Kumar, 2018; Wang ve ark., 2021).

2.1.1.1. FSH’1n molekiiler biyolojisi ve fonksiyonu

FSH, hipotalamik GnRH tarafindan pulsatif olarak diizenlendikten sonra, hipofiz
bezindeki gonadotrop hiicreleri tarafindan salgilanir (Stamatiades ve ark., 2018). FSH,
memelilerde gonadlarda bulunan hedef hiicrelerin yiizeyinde etki eder ve hormon
kaynakli hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz ile iliskili sinyalleri tetikler. FSH, memelilerin
iireme ve gelisim siire¢lerinde 6nemli bir glikoproteindir. Yumurtaliklarda FSH, folikiil
gelisimini, oosit se¢cimini ve cinsiyet hormonlarinin iiretimini diizenleyerek {ireme
sistemini d6llenme, implantasyon ve gebelik icin hazirlar (Messinis ve ark., 2014). Bu
gonadotropin, erkeklerde testislerin gelisimini ve sperm {iretimini destekler (Huhtaniemi,
2015).

FSH, diger gonadotropinler ve tirotropin ile ortak olan bir a alt birimine ve G
proteinine bagli reseptorii (GPCR) olan FSHR'ye 6zgii olarak baglanan bir f§ alt birimine
sahiptir (Simoni ve ark., 1997). In siliko ve kristalografik yapisal analizler, a alt birimi
ile FSHR arasinda da etkilesim oldugunu ve reseptér baglanmasinin yalnizca B alt
birimine 6zgii olmadigin1 ortaya koymustur (Jiang ve ark., 2014). Hormonun baglanmasi,
reseptoriin  konformasyonel degisikliklerine yol agar ve bu degisiklikler, plazma
membraninda dogrudan protein etkilesimleri yoluyla sinyalin iletilmesini saglar. Bu,

karmasik bir sinyal ag1 olusturan bir dizi biyokimyasal reaksiyonla sonug¢lanir (Gloaguen
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ve ark., 2011; Jiang ve ark., 2012). Yapisal olarak, FSH, alfa ve beta alt birimleri i¢ceren
iki polipeptit biriminden olusan 35.5 kDa'lik dimerik bir glikoproteindir (Sekil 1.1).

Sekil 2.1. Folikiil uyarict hormon: aFSH (yesil), BFSH (turuncu) reseptér (FSHR, mavi)
ile gosterilmistir (Anonim, 2025).

Liiteinize edici hormon (LH), folikiil uyarict hormon (FSH), tiroid uyarici hormon
(TSH) ve insan koryonik gonadotropininin (hCG) alfa alt birimleri aynidir ve 96 amino
asitten olusur, beta alt birimleri ise farklidir ve hormona 6zgiidiir. Her iki alt birim de
biyolojik aktivite i¢in gereklidir. FSH'in beta alt birimi, 111 amino asitten olusur (FSH
B), bu da onun spesifik biyolojik etkisini saglar ve folikiil uyarict hormon reseptorii ile

etkilesimden sorumludur (Bhartiya ve Patel, 2021).

2.1.2.FSH reseptorii (FSHR)

2.1.2.1.FSH reseptor yapist
Memelilerde gonadlarda bulunan FSHR, ilk olarak sican sertoli hiicrelerinden
izole edilip dizilimi yapilmistir (Sprengel ve ark., 1990). FSHR'nin {ireme fonksiyonlari,
on hipofiz bezinden salgilanan FSH hormonuna yanit olarak diizenlenmektedir. Disilerde
FSHR, gelisen folikiillerin graniiloza hiicrelerinde yer alir ve FSH'in FSHR'ye baglanmasi
ile hiicrelerin ¢ogalmasi ve steroid hormonlarinin tiretimi tesvik edilmis olur. Cesitli
FSHR formlar1 bulunmakta olup ilk kesfedilen FSHR formu, G proteinine bagli olan ve
FSHR-1 olarak adlandirilan formdur (Sullivan ve ark., 2013). FSHR geni insanlarda 54
kbp, ratlarda 84 kbp'lik bir bolgeyi kapsamakta olup 10 ekzon ve dokuz introndan

olusmaktadir (Nogueira ve ark., 2007; Sullivan ve ark., 2013; Zhou ve ark., 2013).



Caligmalar ¢esitli hayvan tiirlerinde ve insanlarda farkli FSHR splice varyantlari
bulundugunu gostermektedir (Nogueira ve ark., 2007; Sullivan ve ak., 2013; Zhou ve
ark., 2013). Tespit edilen ¢ogu alternatif transkriptlerin bir proteine ¢evrilememesinden
dolay1 FSHR transkript varyantlarinin islevi ve diizenleyici roli iizerine smirh
arastirmalar yapilmistir. Ancak, koyunlarda FSHR geni ekzon 10 bolgesi igin tanimlanan
alternatif splice varyantlarinin potansiyel islevleri dikkat ¢ekmektedir.

Koyunlarda FSH-biiylime faktorii benzeri reseptoriin  tiim boyutlardaki
folikiillerde, ozelliklede erken Ostrus sirasinda elde edilen orta boy folikiillerde WT
varyantindan daha yiiksek oranda ifade edildigi tespit edilmis ve ilgili reseptoriin folikiil
gelisiminde rol oynayabilecegi 6ne stiriilmistiir (Sullivan ve ark., 2013). Bu ve diger
FSHR transkript varyantlarinin FSH'in pleiotropik etkilerinin araciligindaki roliinii daha
kesin bir sekilde tanimlamak i¢in ek ¢alismalara ihtiya¢ oldugu bildirilmistir (Ulloa-

Aguirre ve Zarifidn, 2016).

2.1.2.2. FSH reseptoriiniin baglanmas1 ve reseptor aktivasyonu

Disi ve erkeklerde cinsiyet hiiclerinin olusumunda FSH ile FSH reseptorii (FSHR)
arasindaki etkilesim onemli rol oynamaktadir. G proteinine bagl reseptor (GPCR) siiper
ailesinin bir iiyesi olan FSHR, rodopsin resopterlerle akraba olan d alt ailesine
mensuptur (Fredriksson ve ark., 2003). FSHR, diger glikoprotein hormon reseptorleri
olan luteinize edici hormon/koryonik gonadotropin reseptorii (LHCGR) ve tiroid uyarici
hormon reseptorii (TSHR) ile yapisal benzerlik gostermektedir. FSHR, ligand tanima ve
baglanma gorevini {istlenen biiyiik bir ekstraselliiler amino (NHz) terminal alan (ECD)
icermektedir.

ECD, reseptoriin aktivasyonu ve sinyal iletim islevlerinde gorev alan, yedi adet a-
heliksin birbirine i¢sel ve dissal dongiilerle baglandig transmembran domain (TMD) ile,
"mentese bolgesi" olarak adlandirilan yapisal bir baglant1 araciligiyla iligkili durumdadir.
FSH molekiilii, oncelikle ECD’ye baglanarak reseptorii aktive eder. Bunun yani sira,
TMD’nin ekstraseliiler uzantilar1 olan birinci ve {iclincii dongii bolgeleri, potansiyel
ikincil baglanma bolgeleri olarak goérev yapar (Jiang ve ark., 2014). Ligand
baglandiginda, transmembran alfa helikslerde konformasyonel degisiklikler meydana
gelir ve bu degisiklikler hiicre i¢i uzantilar boyunca iletilir. Boylece, reseptore bagh G
proteinleri ile diger sinyal iletim proteinlerinin etkilesimi baglatilir. Bu etkilesimler, hiicre
icinde cesitli sinyal yollarinin aktivasyonunu tetikler ve biyolojik yanitlarin olugsmasina

neden olur (Ulloa-Aguirre ve ark., 2018).



2.1.3.FSH reseptor sinyal iletim yolu

Hiicrelerde sinyal iletim mekanizmalarinin isleyisi benzerlik gdsterse de bu
yolaklar karmagik yapilar ve ¢ok sayida dallanma i¢ermektedir. Hiicre igi sinyal iletim
yolaklarindan biri olan JAK-STAT (Janus Kinaz — Transkripsiyonun Sinyal Aktaricisi ve
Aktivatorii) yolu, hiicre i¢indeki proteinler arasinda gerceklesen bir etkilesim zinciridir
ve basta bagisiklik yaniti, hiicre boliinmesi, programli hiicre 6liimii (apoptoz) ve timor
olusumu gibi bir¢ok biyolojik siirecte dnemli rol oynamaktadir (Demir, 2024). JAK-
STAT sinyal iletim yolu, hiicre disindaki kimyasal sinyallerden hiicre ¢ekirdegine bilgi
ileterek, genlerin transkripsiyon siireci araciligiyla aktif hale gelmesine neden olur.

JAK-STAT sinyal iletim yolu, Janus kinazlar (JAK'lar), sinyal transdiiser ve
transkripsiyon aktivatorleri (STAT'lar) ile bu bilesenleri aktive eden sitokin reseptorleri
olmak tizere {i¢ temel bilesenden olusmaktadir (Aaronson ve Horvath, 2002). JAK/STAT
sinyal iletim yolunun embriyonik hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve primordiyal
follikiillerin olusumunda 6nemli rol oynadig1 ortaya konmustur (Gentili ve ark., 2006;
Huang ve ark., 2018). Ayrica, embriyonik gelisim ve hiicre cogalmasi ile iliski BMPR1B,
BMP2 ve TF4 gibi genlerin JAK/STAT sinyal yolaklar1 bakimindan oldukg¢a zengin
olduklar1 gosterilmistir (Cui ve ark., 2024).

JAK/STAT sinyal iletim yolu, ¢esitli sitokinler, hormonlar ve biiylime faktorleri
tarafindan aktive edilebilmektedir (Xu ve ark., 2017). FSH, FSHR’ye baglandiginda
reseptoriin yapisinda bir degisiklik meydana gelir ve bu degisiklik JAK-STAT yolunu
aktive etmektedir. FSHR’nin aktivasyonu JAK kinazlarin (6zellikle JAK2)
aktivasyonuna yol agar ve aktif JAK kinazlar da STAT proteinlerini fosforile eder.
Fosforile olan STAT proteinleri ise, dimerler olusturarak hiicre c¢ekirdegine girer ve

burada belirli genlerinin ifadesini baslatir (Sekil 1.2).
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Sekil 2.2. JAK-STAT aktivasyon yolagi (Xu ve ark., 2017)

JAK-STAT sinyal iletim yolu ve FSHR arasindaki iliski, 6zellikle iireme sistemi
ve hiicre biiyiimesi ile ilgili siire¢lerde kritik bir rol oynamaktadir. Ozellikle, FSH'in
yumurtalik folikiillerinin biiylimesi ve olgunlasmasi iizerindeki etkileri, JAK-STAT yolu
araciligiyla gergceklesmektedir.

2.1.4.Liiteinize edici hormon (LH)

LH diger bir adiyla Lutropin, adenohipofizin bazofilik graniiler hiicreleri
tarafindan salgilanan ve glikoprotein yapisinda olan bir hormondur (Gharib ve ark.,
1990). Bu gonadotropin hem erkeklerde hem de disilerde hipotalamik-hipofiz
kompleksinden gonadlara entegre merkezi bilgiyi ileterek omurgalilarin iireme
fonksiyonunda 6nemli bir rol oynar (Evans ve Long, 1922). Disilerde, LH artis1 ile
birlikte ovulasyon tetiklenirken korpus luteumun gelisimi uyarilmaktadir. Erkeklerde ise

LH androjen iiretimini ve spermatogenezi uyarmaktadir (Ando ve ark., 2021).

2.1.4.1. LH 1n molekiiler biyolojisi ve fonksiyonu
LH'n biyolojik etkisini gosterme sekli hedef hiicrenin zarlar1 {izerinde bulunan

0zel reseptorleri aracilifi ile olmaktadir. Bu hormonun salinim siklig1 ve dalga boyu
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arttiginda oosit matiirasyonu ve oviilasyon uyarilirken tersi etki oldugunda yani salinim
sikl1g1 ve dalga boyu diistiigiinde ise liiteal yapinin devamlilig1 saglanmaktadir (Colak ve
ark., 2015). LH salinimi ise estradiol ve testosteron gibi gonadal steroidler tarafindan
diizenlenmetkedir (Ando ve Urano, 2005).

LH, her biri tek bir gen tarafindan kodlanan ortak bir a alt birimi (LHa) ve
hormona 6zgiinliik kazandiran  alt biriminden (LHP) olusan bir heterodimerdir (Li ve
Ford, 1998). Molekiiler agirlig1 yaklasik 29.000 Dalton olan LH molekiilii, yapisinda %16
oraninda karbonhidrat icermektedir. iki alt birimden olusan bu molekiilde, alfa alt birim
92, beta alt birim ise 115 amino asit igermektedir (Ruckebusch ve ark., 1991). Alfa alt
birimi, LH, FSH ve TSH olmak {iizere {i¢ hipofiz hormonunda ortaktir, ancak beta alt
birimi farklilik gostermektedir. Bu nedenle, LH'nin biyolojik aktivitesi ve reseptor
etkilesimi biiyiik 6l¢iide beta alt birimi tarafindan belirlenir. Glikoprotein yapisinda olan
bu hormon, glikozilasyon diizeylerindeki farkliliklar (Baenziger ve ark., 1992) nedeniyle,
bazi durumlarda protein yapilariyla karakterize edilen (Ward ve ark., 1989; Hartree ve
Shownkeen, 1991) cesitli heterojen izoformlar seklinde bulunabilmektedir. LH nin bu
heterojen izoformlar1 hem biyolojik hem de immiinolojik aktiviteleri agisindan, hayvanin
fizyolojik durumuna bagli olarak 6nemli Ol¢lide farklilik gosterebilmektedir. Sonug
olarak, LH'nin yapis1 ve iglevi, lireme siireclerinin diizenlenmesinde kritik 6neme sahiptir.

Ciftlik hayvanlarinda LH hormonunun iireme sisteminin diizenlenmesinde 6nemli
rolii bulunmaktadir. Bu hormon disilerde folikiiler gelisimi destekler, dstrojen salgisini
artirirarak ovulasyonu tetikler ve korpus luteumun olusumunu saglayarak progesteron
iretimini tesvik eder (Bai ve ark., 2016). Erkeklerde ise LH, testislerdeki Leydig

hiicrelerini uyararak testosteron iiretimini artirir (Pierce ve Parsons, 1981; Querat, 2021).

2.1.5. Liiteinize edici hormon beta alt birimi (LHp)

Ciftlik hayvanlarinda, kizgimhigin olusumu ve folikiiler gelisim gibi {lireme
stireclerinde 6nemli rolleri bulunan LH hormonu, farkli kromozomlarda yer alan genler
tarafindan kodlanan o ve B olmak tizere iki alt birimden olusmaktadir (Bonneau ve ark.,
1994). LHP molekiiliiniin yapi, fonksiyon ve etki mekanizmalartyla ilgili memelilerde
yapilan ¢esitli aragtirmalar sonucunda Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)’inde
arastirmacilarin erisebilecegi DNA dizileri elde edilmistir (Basavarajappa ve ark., 2008).
LH molekiilii glikoprotein hormonlarinda oldugu gibi tiim memelilerde ortak olan bir alfa

alt birimine sahiptir ve hormona asil biyolojik 6zgiilliik kazandiran kismi ise beta alt
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birimidir. Bu nedenle aragtirmalar daha ¢ok  alt biriminde yapilmistir (Pierce ve Parsons,
1981).

Koyunlarda 14. kromozom iizerinde bulunan LHf geni, iki intron ve {i¢ ekzondan
olusmaktadir (Archibald ve ark., 2010). LHB-alt birimi hormonun heterodimer yapisinin
olusumu ve biyolojik aktivitesi agisindan kritik rol oynayan, ii¢ disiilfit kopriisiiyle
stabilize edilen bir sistin diigiim (cystine knot) motifi icerir. Bu motif, LH'nin a-alt
birimiyle dogru sekilde eslesmesini ve fonksiyonel bir hormon kompleksinin olusmasini
saglamaktadir (Lapthorn ve ark., 1994). LHJ alt biriminin amino asit dizisi koyunlarda
ilk kez 1972 yilinda, insanlarda ise 1984 yilinda belirlenmistir (Liu ve ark., 1972;
Talmadge ve ark., 1984). Insanlarda 19. kromozomun kisa kolunda (19q13.3) yer alan
ve Ui¢ ekzondan olusan LHf geni ise yaklasik 523 baz icermektedir. Genlerin bu yapisal
ozellikleri, hormonlarin fonksiyonlarini yerine getirmesi, reseptor hormon etkilesimleri

ve hedef hiicrelerde biyolojik yanitlarin saglanmasi agisindan temel 6neme sahiptir.

2.1.6. G-protein bagh reseptor 54 (GPR54)

GnRH salgilayan noronlarin aktivitesinin diizenlenmesindeki rolii ile {ireme ile
iliskisi bulunan kisspeptin reseptorii (KISS1R) veya diger adiyla bilinen GPR54 ilk olarak
1999 yilinda rat beyninden klonlanmistir (Lee ve ark., 1999). GPR54 geni tarafindan
kodlanan G-protein bagli reseptor, hipotalamustaki kisspeptin adl1 ndropeptitle etkilesime
girerek hipotalamus-hipofiz-gonad (HPG) eksenini aktive etmesiyle LH ve FSH
hormonlarinin salgilanmasini uyararak tireme ile iliskili kimi temel fizyolojik olaylarin
baslatilmasinda rol oynamaktadir (Kotani ve ark., 2001; Muir ve ark., 2001; Ohtaki ve
ark., 2001; Oakley ve ark., 2009). Calismalar, GPR54 geninin agirlik olarak
hipotalamusta ifade edildigini ortaya koymustur (Muir ve ark., 2001; Irwig ve ark., 2005;
Pompolo ve ark., 2006). Koyunlarda bildirilen kimi GPR54 gen varyantlarinin kodlanan
proteinde yapisal degisimlere yol acarak iireme iizerinde -etkilerinin oldugunu
gostermektedir (Majd ve ark., 2019).

Insan GPR54 geni, 19. kromozomun kisa kolunda (19p13.3) yer almakta olup, bes
ekzondan ve dort introndan olugsmaktadir. Genin agik okuma cgercevesi yaklasik 1197 baz
cifti uzunlugundadir ve 398 amino asitten olugan bir proteini kodlar. Bu protein, yedi
transmembran bolgesi ile birlikte, hiicre zarinda yer alan tipik bir G-protein bagli reseptor
yapisina sahiptir ve ii¢ potansiyel N-baglantili glikozilasyon bolgesi icerir (Muir ve ark.,
2001; Acierno ve ark., 2003). Arastirmalar, GPR54 transkriptlerinin, balik (Parhar ve
ark., 2004), sican (Irwig ve ark., 2005), fare (Han ve ark., 2005) ve maymun (Shibata ve
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ark., 2007) hipotalamusunda GnRH noéronlart ile birlikte lokalize odlugunu
gostermektedir. Bu ise genin liremenin diizenlenmesindeki roliinii ortaya koymaktadir.
GPR54 geninde olugan kimi mutasyonlarin insanlarda ergenlige ulasim yasinin
gecikmesine neden oldugu yapilan cesitli ¢aligmalar ile gosterilmistir (Semple ve ark.,
2005; Cerrato ve ark., 2006; Pallais ve ark., 2006; Tenenbaum-Rakover ve ark., 2007).
GPR54 geninden yoksun birakilmigs fare modellerinde, ergenlige gecisin
ger¢eklesmedigi, bireylerin kisir, olgunlasmamis gonadlara sahip ve ikincil cinsel
karakterlerinden yoksun oldugu rapor edilmistir. Ayrica, GPR54 geninden yoksun
birakilan farelerde steroid hormonlar1 ve gonadotropin diizeylerinin belirgin sekilde
diisiik oldugu gozlemlenmistir (Funes ve ark., 2003; Colledge, 2004; Kaiser ve Kuohung,
2005). Buna karsilik, GPR54 geninin asir1 aktivasyonuna neden olan mutasyonlarin,
insanlarda erken puberte gelisimi ile baglantili oldugu gosterilmistir (Luan ve ark., 2007;
Teles ve ark., 2008). Tiim bu bulgular, KISS-1/GPR54 sinyal yolunun, memelilerde
ergenlik baglangicinin temel diizenleyicisi ve tetikleyicisi oldugunu ve cinsel
olgunlagmanin noroendokrin kontroliinde merkezi bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.
Ayrica, kisspeptin gen ekspresyonunun, 6zellikle mevsimsel {ireme stratejileri gosteren

tiirlerde, fotoperiyodik degisikliklerle diizenlendigi bildirilmistir (Greives ve ark., 2007).

2.1.7. FSHR genine yonelik yapilan calismalar

Guo ve ark. (2013) farkli primer setleri kullarak yaptig1 ¢alismada, FSHR geni 5’
diizenleyici bdlgesinde polimeraz zincir reaksiyonu—tek sarmalli konformasyon
polimorfizmi (PCR-SSCP) yéntemi ile (3 keci ikinda (Jining Grey, Boer ve Ig¢
Mogolistan Kasmir) polimorfizm tespit etmislerdir. Arastirmada Primer P1 ile ilgili
olarak, Boer kecilerinde 2 genotip (AA ve BB) tespit edilirken, Jining Grey ve I¢
Mogolistan Kasmir kegilerinde yalnizca AA genotipi tanimlanmistir. Dizileme, BB
genotipinde, AA genotipine kiyasla, amplifiye edilen bdlgenin 26. pozisyonunda bir
T—A doniisiimii ve 61. pozisyonunda bir A—C doniisiimii oldugunu ortaya ¢ikarmustir.
Primer P2 ile ilgili olarak, yukarida belirtilen 3 keg¢i irkinda 3 genotip (CC, CD ve DD)
tanimlanmistir. DNA dizileme analizi sonucunda, DD genotipinde, CC genotipine
kiyasla, amplifiye edilen bdlgenin 70. pozisyonunda bir T—A doniisimii ve 130.
pozisyonunda bir G—C doniisiimii oldugu ortaya konmustur. Arastirmacilar, Jining Grey
kegilerinde, CC genotipli olanlarin, CD ve DD genotipine sahip olanlardan 0.46 (P <0.05)
ve 1.03 (P <0.05) oraninda daha fazla oglak diinyaya getirdigini, CD genotipli kecilerin
ise DD genotipine sahip olanlardan 0.57 (P <0.05) oraninda daha fazla yavru diinyaya
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getirdigini bildirmislerdir. Bu sonuglar, FSHR geninin C allelinin kegilerde dol verimini
artirmak i¢in potansiyel bir markor oldugunu gostermektedir.

Pan ve ark. (2014) koyunlarda gen ifade diizeyleri ile ilgili yaptiklart arastirmada
FSHR'nin diger dokulara (kalp, karaciger, dalak, akciger, bobrek, iskembe, duodenum,
kas, yag, hipotalamus ve hipofiz) kiyasla gonadlarda (testis ve yumurtalik) anlaml
derecede daha yiiksek diizeyde ifade edildigini gostermislerdir (P<0.05). Ayrica,
arastirmacilar FSHR geni lizerindeki bir mutasyonun do6l verimi iizerinde Onemli
derecede etkisi oldugunu ortaya koymustur. Calismada, CC genotipli koyunlarin TC ve
TT genotipli olanlara gore sirastyla 0.42 (P<0.01) ve 0.53 (P<0.01) oraninda daha fazla
kuzunun dogdugu rapor edilmistir. Sonuglar, koyunlarda FSHR'nin do6l verimi ile
iligkisini ve FSHR'nin endiistriyel koyun yetistiriciliginde tireme o6zelliklerini
tyilestirmek i¢in aday bir gen olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Nazifi ve ark. (2015) Baluchi, Iran kara ve Arman koyun irklarinda FSHR ve
FSHp genlerindeki polimorfizmi ve bunlarin dol verimi ve viicut agirhigr 6zelligi ile
iliskisini aragtirmiglardir. Calismada FSHR/MSCI polimorfizmi i¢in incelen irklarda AA,
AB ve BB olmak iizere ii¢ genotip gozlemlenmistir. Incelenen tiim irklarda B alleli ve
AA genotipi en yiiksek frekans degerlerinde bulunmustur. Arastirmacilar FSHR ve FSHf3
genlerinin d6l verimi {izerindeki etkisinin yalmizca Baluchi koyun irkinda anlamli
diizeyde yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Mutant alellerin, yabanil tip olanlara gére dol
verimi ortalamasini 6nemli Olglide arttirabilecegi belirtilmistir. FSHR lokusundaki
polimorfizm ile viicut agirligi 6zelligi arasindaki iliskiler incelendiginde yalnizca Arman
koyun irkinda bazi yaglarda genotipler arasinda anlamli fark goriilmiistiir. Calismada
genel olarak yabanil AA genotipine sahip koyunlarin viicut agirligi bakimdan daha iyi
performans gosterdigi tespit edilmistir.

Abdel-Rahman ve ark. (2019) Misir Ossimi koyun irkinda FSHR gen ekzon 10
bolgesi polimorfizmleri ile ¢oklu dogum arasindaki iliskiyi PCR-SSCP yontemi ile
arastirmiglardir. Calismada sirasiyla 0.64 ve 0.36 frekans degerleriyle AA ve AB olmak
iizere iki genotip tespit edilmistir. Tespit edilen A ve B allellerin frekans degerleri ise
sirastyla 0.82 ve 0.18 olarak bulunmustur. Aragtirmacilar FSHR geni i¢in istatistiksel
olarak onemli olmasa da AB genotipli koyunlarin (1.4+0.36) AA genotipli olanlardan
(0.74+0.67) ortalama daha fazla kuzu diinyaya getirdigini tespit etmiglerdir. Calisma
sonucunda FSHR geninin Ossimi koyunlarinda dél veriminin arttirilmasi i¢in markor

destekli seleksiyon (MAS) ¢alismalarinda kullanilabilecegi belirtilmistir.
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He ve ark. (2021) dort farkli koyun irkinda (Hu, Wadi, Tan ve Kii¢iik kuyruklu
Han) FSHR gen polimorfizmi ile gen ifade diizeylerini arastirmiglardir. Arastirmacilar
Hu ve Tan koyun wrklarinda kizgimlik dongiisii ovaryumlarda gen ifade diizeyleri
bakimindan farklilik oldugunu bildirmislerdir. Calismada FSHR geni {izerinde, incelenen
tiim koyun 1rklarinda ti¢ farkl tekli niikleotit polimorfizm (T1235C, AG2357-2358CT ve
A149G) rapor edilmistir. Degisen frekanslarda olmak tizere T1235C polimorfizmi i¢in
Hu (TT:0.72 ve CC:0.28), Kiiclik Kuyruklu Han (TT:0.78 ve CC:0.22), Wadi (TT:0.71
ve CC:0.53) ve Tan (TT:0.47 ve CC:0.53) koyunlarinda iki genotip rapor edilmistir.
Arastirmacilar, Kiigiik Kuyruklu Han koyunlarinda FSHR geni g.1235 T>C polimorfizmi
icin TT genotipli koyunlarin (2.37+0.10) CC genotipli olanlardan (1.95+0.18) ortalama
daha fazla kuzu diinyaya getirdiklerini ve ilgili genin 1slah programlarinda genetik markor
olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Tao ve ark. (2024) FSHR geni {izerinde tespit ettikleri polimorfizmin
(2.80789180) Dualang ve Suffolk koyun irklarinda ¢oklu dogumu arttirdigini tespit
etmislerdir. Ilgili gen bakimindan her iki koyun 1rkinda ii¢ farkli genotip (TT, TG ve GG)
tespit edilmis olup, her iki irkta da en yiiksek frekans degerine sahip genotip TT olmustur
(Suffolk irkinda; 0.566, Duolang 1rkinda; 0.566). FSHR geni bakimindan GG genotipli
Dualang koyunlarinda ¢oklu dogum ortalamasi 1.75040.439 iken TT genotipli olanlarda
bu deger 1.463+0.500 bulunmustur. Benzer sekilde Suffolk koyun irkinda da GG
(1.667+0.500) genotipli koyunlar TT (1.176+0.383) olanlardan ortalama daha fazla kuzu
diinyaya getirmislerdir.

Yang ve ark. (2025) GnRHR, BMP6 ve FSHR genlerini dort fakli kegi irkinda
(Chongqing black, Chuanzhong black, Leizhou, ve Nubian) c¢oklu dogum iizerine
etkilerini aragtirmiglardir. Calismada FSHR geni {izerinde iki tekli niikleotit polimorfizm
(g.-112C> T ile g.3236C>A) tespit edilmistir. Arastirma sonuglar1 Nubian kegisi disinda
(g.-112C>T ve g.3236C>A) polimorfizmlerin ¢oklu dogum ile 6nemli iliskilerinin

oldugunu gostermistir.

2.1.8. LHP genine yonelik yapilan cahismalar
Li ve ark. (2011) Boer kecilerinde PRLR ve LHB gen polimorfizmlerin ¢oklu
dogum iizerindeki etkilerini aragtirmiglardir. Calisma sonucunda her iki gen iizerinde
tespit edilen polimorfizmlerin farkli diizeylerde ¢oklu dogum ile iliskilerinin oldugu rapor

edilmistir.
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Bai ve ark. (2016) Cin koyun irklarinda LHPB geni tizerinde ii¢ tekli niikleotit
polimorfizm (C551T, G391A ve G394A) tespit etmislerdir. Her ii¢ polimorfizm
arastirillan tiim koyun irklarinda (Biiyiik kuyruklu Lanzhou koyunu, biiyiik ve kii¢iik
kuyruklu Han koyunlari, Mogol koyunu, ve Yuxi yagh kuyruklu koyunu) tespit
edilmistir. C551T C/T polimorfizmi i¢in tespit edilen allel frekanslari, Lanzhou biiyiik
kuyruklu koyun, kii¢iik kuyruklu han koyun, Mogol koyunu, biiyiik kuyruklu han koyun
ve Yuxi yagh kuyruklu koyunlarda sirasiyla; 0.927/0.073, 0.811/0.189, 0.868/0.132,
0.840/0.160, 0.594/0.406 ve 1.00/0.00 olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde, G391A G/A
polimorfizmi i¢in 0.711/0.289, 0.705/0.295, 0.780/0.220, 1.00/0.00, 1.00/00 ve 1.00/0.00,
G394A G/A polimorfizmi igin ise sirastyla 0.656/0.344, 0.668/0.332, 0.698/0.302,
1.00/0.00, 1.00/0.00 ve 1.00/0.00 olarak hesaplanmistir. Arastirmacilar, LHB geni
iizerinde tespit edilen mutasyonlarin koyunlarda iireme performansi lizerindeki etkilerini
inceleyen daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyuldugu belirtmislerdir.

Cun ve ark. (2019) koyunlarda FSHf3 ve LHf} genlerinin hipotalamik-pitiiiter-over
eksenindeki (HPOA) gen ifade kaliplarini ve yiiksek dol verim mekanizmasini agiklamayi
amaclamiglardir. Arastirmacilar FSHP ve LHP genlerin beyin, beyincik, hipotalamus,
ovaryum, uterus, ovidukt ve hipofiz dokularinda ifade edildigini gostermislerdir.
Calismada, FSHP geninin 6zellikle hipotalamus ve overde; LHB geninin ise hipofiz
bezinde yliksek diizeyde ifade edildigi bildirilmistir. Yapilan ¢alismada ¢oklu dogum
yapan koyunlarin hipotalamus, ovaryum ve uterus gibi ¢esitli dokularinda FSHf3 ve LHf3
gen ifade diizeylerinin tekli dogum yapan koyunlardan 6nemli derecede yiiksek oldugu
bildirilmistir. Sonuglar, FSHP ve LHP genlerinin koyunlarda dogurganligin
diizenlenmesinde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Wang ve ark. (2020) yaptiklan ¢alismada, koyun LHB geninin ¢cDNA dizisini
klonlayip analiz etmislerdir ve LHB'min ekspresyon paternlerini belirlemislerdir. Kiigiik
Kuyruklu Han koyunlarinda LHRB genindeki SNP'nin do6l verimi {izerindeki etkisi
incelenmistir. Iliskilendirme analizi sonuglari, koyun LHB geninin g.727C>T
polimorfizminin dol verimi ile anlamli sekilde iliskili oldugunu gdstermistir (p<0.05).
Ayrica, TT genotipini tastyan koyunlarin dol verimleri, CC ve TC genotiplerini tasiyan
koyunlarin dol verimine kiyasla artmistir (dogum bagina sirasiyla 0,39 ve 0,42). Bu
bulgular, koyunlarda doél veriminin 1slahinda LHB geni g.727C>T polimorfizmin
molekiiler belirte¢ olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Plakkot ve Kanakkaparambil (2021), Attappady Black ve Malabari keci irklarinda
FSHP ve LHP genlerinin ekzon bdlgelerinde SNP’lerin varhigini arastirmislardir.
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Attappady Black kecisinin LHP geninde, ekzon pozisyonu 455'te arginin (R) yerine
glutamin amino asitinin degigimi ile sonuclanan bir SNP tespit edilmistir. Tekli ve ¢oklu
dogum yapan onar adet Attappady Black ke¢i 6rneginin bireysel dizilimi yapildiginda,
tekli dogum yapan ili¢ hayvan ve ¢oklu dogum yapan bes hayvan, LHf transkriptinde
pozisyon 455'te G — A degisikligi gostermistir. Her iki irktan alti hayvandan hipofiz
ornekleri toplanmis ve her iki genin ifadeleri qRT-PCR teknigi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
Irklar arasinda hipofiz FSHf ifadesinde onemli bir fark bulunmamistir. Ancak, LHf
ifadesinde iki 1rk arasinda anlamli bir fark (P<0.01) bildirilmis ve Attappady Black
irkinda gen ifade diizeyi 2.61 kat artmistir. Arastirmacilar, keci irklarinda dogurganligi
kontrol eden genetik agda LH’1n ana rol oynayabilecegini ancak bu konuda daha kapsamli

calisamalara gereksinim oldugunu belirtmislerdir.

2.1.9. GPR54 genine yonelik yapilan ¢calismalar

Feng ve ark. (2009) dort farkl kegi irkinda KISS-1 ve GPR54 gen mutasyonlarini
PCR-SSP yontemi ile arastirmislardir. Calismada sadece GPR54 geninde mutasyon
tanimlanmistir. Arastirmacilar Jining Grey kecilerinde GPR54 geni igin tespit ettikleri B
ve D allellerinin dogumda oglak sayisini arttirdigini bildirmislerdir.

Tang ve ark. (2012) tarafindan Kii¢iik Kuyruklu Han ve Corriedale koyun
irklarinda GPR54 geninin 5' diizenleyici bolgesi iizerinde tekli niikleotit polimorfizmi
(A125QG) ile bir indel (insertion-deletion) mutasyonu tespit etmislerdir. Arastirmacilar
yapmis olduklar1 6n g¢alisma ile tespit ettikleri indel mutasyonunun iireme {izerinde
onemli roliinun olabileceigini 6ngdrmiislerdir.

Maitra ve ark. (2014) 9 farkli Hint keci irkinda GPR54 geninin ekzon 1, 2 ve 3 ile
intronik bolgelerini 5 primer ¢ifti ile amplifiye etmislerdir. Calismada her biri ekzon 1
(C1122T) ve intron 1 (T1830C) iizerinde olmak iizere 2 yeni SNP tespit edilmistir. Tiim
varyasyonlar ve SNP'ler anlamli bulunmustur. Sonuglar, bu mutasyonlarin erken ve geg
gelisen ke¢i wrklari ile diisiik ve yiiksek dogurganlik gosteren keci irklarinda mevcut
oldugunu gostermistir. Sonuglar, keci GPR54 geninin genetik varyasyonu hakkinda
sinirli bilgiyi genisletmekte olup, kec¢i verimliligini artirmak i¢in molekiiler 1slah
caligmalarina katkida bulunabilir.

Aljubouri ve ark. (2025) Karakul ve ivesi koyun irklarinda KISS1 gen
polimorfizminin biiylime 6zellikleri tizerindeki etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada 72 G>C

polimorfizmi tespit edilmistir. Arastirmacilar, ilgili polimorfizm bakimmdan GG
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genotipli kuzularin 3 aylik yas i¢in 6l¢iilen bliylime 6zellikleri bakimindan digere kuzular
ile mukayese edildiginde daha iistiin olduklarini rapor etmislerdir.

Majd ve ark. (2019) saf ve melez Iran koyun irklar1 iizerinde yapmus olduklar:
arastirma sonucunda GPR54 geni i¢in tanimlanan bazi tekli niikleotit polimorfizmlerin
Mehraban koyun irkinda ¢oklu dogum ile iligkisi oldugunu ortaya koymustur.

Chu ve ark. (2019) koyunlarda KiSS-1 ve GPR54 gen mutasyonlarint PCR-SSCP
yontemi ile arastirmiglardir. Yapilan ¢calismada ¢oklu dogum 6zelligi gosteren (Kiigiik
Kuyruklu Han ve Hu koyunlar1) ve gostermeyen koyun irklarinda (Dorset, Texel ve
Corriedale koyunlar1) KiSS-1 geni ekzon 1ve GPR54 geni ekzon 1, ekzon 2 ve ekzon 5
bolgelerinde tekli niikleotid polimorfizmlerin tespit edilmesi amaciyla dort ¢ift primer
kullanilmigtir. KiSS-1 geni ekzon 1 bolgesinde tespit edilen polimorfizm bakimindan
yiksek dogurganlik gosteren Kiiclik Kuyruklu Han koyunlarinda ii¢ (AA, AB ve BB) ve
Hu koyunlarinda ise (AA ve CC) iki farkli genotip tespit edilmistir. GPR54 geni ekzon
2 bolgesi bakiminda ise sadece Hu koyunlarin polimorfik yap1 gosterdikleri bildirilmistir.
Aragtirmacilar, BB veya AB genotipine sahip Kii¢iik Kuyruklu Han koyunlarinin, AA
genotipine sahip olanlardan daha fazla kuzu diinyaya getirdiklerini bildirmislerdir.

Wu ve ark. (2019) domuzlar {izerinde yapmis olduklar1 ¢calismalarinda GPR54
geni T6789C mutasyonunun ilk iki yas ve sonraki yillarda dogan yavru sayisini ve dogum
agirhiginm etkiledigini bildirmislerdir.

Dingel ve ark. (2024)’nin Saanen kegileri lizerinde yapmis olduklar1 ¢alismada
KISS1 geni g.2124 T>A polimorfizmi i¢in degisen frekanslarda ti¢ farkli genotip (AA:
%10,35 AT: %34,48 ve TT: %55,17) rapor edilmistir. Arastirmacilar g.2124 T>A

polimorfizmin incelenen fertilite 6zellikleri lizerinde etkisinin olmadigini bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
Arastirmanin materyalini Canakkale ilinde yetistirilen Sakiz irkina ait toplam 60
bas koyundan alinan kan ornekleri olusturmustur (Etik kurul; Kirsehir Ahi Evran
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanligi, No: 68429034/1). Her bir
koyundan 10 mI’lik EDTA’l1 tiipler igerisine alinan kan 6rnekleri soguk zincirde Kirsehir
Ahi Evran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvarina ulagtirilarak DNA

izolasyonuna kadar -20 °C de muhafaza edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. DNA izolasyonu

Aragtirmada kan orneklerinden DNA izolasyonu Thermo Scientific GeneJET
Whole Blood Genomic DNA Purification Mini Kit kullanilarak yapilmistir. DNA
izolasyonu kitin iceriginde yer alan ve asagida da belirtilen protokole uygun bir sekilde
yapilmustir.

e 200 pL tam kana 20 pL Proteinase K ve 400 uL Lizis soliisyonlar1 eklenip
karigtirtlmastir.

e Numune 56 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir. Bu sirada ara ara hiicreler
tamamen lizise ugrayana kadar vortekslenmistir.

e 200 pL etanol (96-100%) eklenip pipetleme ile karigtirilmastir.

e Hazirlanan karisim spin kolona aktarilmis ve 6,000 x g (~8,000 rpm) hizinda 1
dakika santrifiij edilmistir.

e Flow-through (gecis sivisi) igeren toplama tiipii atilarak Spin kolon yeni bir 2
mL’lik toplama tiipiine yerlestirilmistir.

e 500 pL Wash Buffer (Yikama Tamponu) WB I (6nceden etanol eklenmis)
eklenmistir. 8,000 x g (~10,000 rpm) hizinda 1 dakika santrifiijlenmistir. Flow-
through sivis1 atilip, spin kolon ayni1 toplama tiipiine geri yerlestirilmistir.

e 500 uL Wash Buffer (Yikama Tamponu) WB II (6nceden etanol eklenmis) spin
kolona eklenmistir. Maksimum hizda (>20,000 x g, >14,000 rpm) 3 dakika
santrifiijlenmistir.

e Toplama tlipli bosaltilip, saflastirma kolonu tekrar ayni tiipe yerlestirilmis ve

maksimum hizda (>20,000 x g, >14,000 rpm) 1 dakika daha santrifiijlenmistir.
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e Flow-through (gecis sivisi) igeren toplama tiipii atilip, kolon steril bir 1.5 mL
mikro santrifiij tiipline aktarilmistir.

e 200 pL Elisyon Tamponu, genomik DNA’nin elde edilmesi igin kolon
membraninin tam ortasina eklenmistir.

e Oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edilip, ardindan 8,000 x g (~10,000 rpm)
hizinda 1 dakika santrifiijlenmistir.

e Saflastirma kolonu atilip, elde edilen saf DNA -20 °C’de saklanmustir.

3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
Aragtirmaya elde edilen DNA oOrneklerinde calisilacak genlerin PCR ile
cogaltilmasiyla devam edilmistir. Caligmada kullanilan FSHR, GPR54 ve LHP} genlerinin
primer dizileri, baglanma sicakliklar1 ile RFLP analizi i¢in kullanil kesim enzimlerinin

listesi Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Genlere ait primer dizileri, baglanma sicakliklar1 ve kesim enzimleri

Gen Primer Dizisi (5’-3°) Baglanma Restriksiyon Kaynak
Sicakhig Enzimi
FSHR  F: GCTATTGTCTGGAAGTGACCGATAA 58 °C Xmnl He ve ark.
R: AGAGTACAGCACCCAAGAACGAATG (2022)
LHp F: TGCTCCAGGTAAGTCTGTAGGG 67.5°C BsrBl Wang ve
R: AGCGTCTGCTGGCTTTGG ark. (2020)
GPR54 F: ACCTGGCATCCGCGCAGTT 58 °C Taql Tang ve
R: CTCAGAGGGGCCCGTCTTGAT ark. (2012)

3.2.2.1. FSHR geninin PCR metodu ile cogaltilmasi
FSHR geninin PCR ile c¢ogaltilmasinda kullanilan kimyasal bilesenler ve

reaksiyon kosullar1 sirastyla Tablo 3.2 ve Tablo 3.3’te verilmistir.

Tablo 3.2. FSHR geni i¢in kullanilan PCR bilesenleri
PCR bilesimine

PCR Bilesenleri Stok Konsantrasyon
eklenen miktar (pl)

Master Mix 7 ul 12mM MgCI2

Primer Forward 1wl 10 pmol/ pl

Primer Reverse 1wl 10 pmol/ pl

Distile Su 6 ul

DNA 2 ul

Toplam 17 nl

Tablo 3.3. FSHR geni i¢in uygulanan PCR reaksiyon kosullari
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Asamalar Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi

[k Denatiirasyon 95°C 1 dk 1
Denatiirasyon 95 °C 1 dk
Baglanma 58 °C 1 dk 35
Uzama 72 °C 1 dk
Son Uzama 72 °C 7 dk 1

3.2.2.2. LHP geninin PCR metodu ile ¢cogaltilmasi
LHP geninin PCR ile ¢ogaltilmasinda kullanilan kimyasal bilesenler ve reaksiyon

kosullar1 sirasiyla Tablo 3.4 ve Tablo 3.5’te verilmistir.

Tablo 3.4. LHP geni i¢in kullanilan PCR bilesenleri

PCR Bilesenleri PCR bilesimine eklencn Stok Konsantrasyon
miktar (ul)

Master Mix 7 ul 12mM MgCI2

Primer Forward 1l 10 pmol/ pl

Primer Reverse 1l 10 pmol/ pl

Distile Su 6 ul

DNA 2 ul

Toplam 17 ul

Tablo 3.5. LHP geni i¢in uygulanan PCR reaksiyon kosullar1

Asamalar Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
ik Denatiirasyon 95°C 1 dk 1
Denatiirasyon 95 °C 1 dk

Baglanma 62 °C 1 dk 35
Uzama 72 °C 1 dk

Son Uzama 72 °C 7 dk 1

3.2.2.3. GPR54 geninin PCR metodu ile gogaltiimasi
GPR54 geninin ¢ogaltilmasi i¢in hazirlanan PCR bilesenleri Tablo 3.6 ve PCR

reaksiyon kosullar1 Tablo 3.7’de verilmistir.
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Tablo 3.6. GPR54 geni i¢in kullanilan PCR bilesenleri

PCR Bilesenleri PCR bilesimine eklenen Stok
miktar (ul) Konsantrasyon

Master Mix 7wl 12mM MgCI2

Primer Forward 1wl 10 pmol/ pl

Primer Reverse 1wl 10 pmol/ ul

Distile Su Sul

DNA 3ul

Toplam 17 pl

Tablo 3.7. GPR54 geni i¢in uygulanan PCR reaksiyon kosullari

Asamalar Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
{1k Denatiirasyon 95°C 1 dk 1
Denatiirasyon 95 °C 1 dk

Baglanma 55°C 1 dk 35
Uzama 72 °C 1 dk

Son Uzama 72 °C 7 dk 1

3.2.3. Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP)
FSHR, LHB ve GPR54 gen mutasyonlarinin belirlenmesinde ilgili genlere ait PCR
iirtinleri sirastyla Xmnl, BsrBI ve Taql kesim enzimleri kullanilarak RFLP islemine tabi
tutulmustur. Her {i¢ gen i¢in takip edilen RFLP protokolii benzer olup kullanilan

reaksiyon bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 3.8. RFLP analizi i¢in kullanilan reaksiyon bilesenleri ve miktarlar

PCR-RFLP yonteminde kullanilan bilesenler; Miktar
PCR {iriini 10 uL
10X Buffer Tango 2 uL
Enzim (Pdml) 1 uL
Distile Su 18 uL

RFLP analizi i¢in her tiipe 10’ar pL PCR friinii 21 pL reaksiyon bileseni
eklenerek ornekler dnce 16 saat boyunca 37.5 °C’de, daha sonra 20 dakika boyunca 65
°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra &rnekler %2’lik agaroz jel hazirlanarak
elektroforez tankinda yiiriitiilip UV cihazindan goriintiilemeleri  saglanmigtir.

Elektroforez islemi sonunda bantlarin biiyiikliikkleri 100 bp DNA ladder kullanilarak
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belirlenmistir. Bireylerin sahip olduklar1 genotipik yapilar elde edilen bantlarin sayis1 ve

buiytikliiklerine gore belirlenmistir.

3.2.4. Agaroz jel elektroforezi ve bantlarin gozlenmesi

Elde edilen PCR ve RFLP sonuglarinin kontroliinde Agaroz jel elektroforez
yontemi kullanilmistir. Calisma sirasinda elektroforez ¢ozeltisi i¢in hazir TAE tamponu
kullanilmistir. Agaroz jel Iul jel yiikleme boyast kullanilarak %2 yogunlukta
hazirlanmistir. %2’lik yogunlukta hazirlanan agaroz jel, hava kabarcigi olusumunu
engelleyecek sekilde yavasca taraklari yerlestirilmis jel teknesine dokiilmiis ve oda
sicakliginda donmasi i¢in beklenmistir. Bu islemden sonra, PCR ve RFLP iiriinleri,
kuyucuklara dikkatlice yiiklenmis ve bir kuyucuga bantlarin yaklasik biiyiikliiklerinin
tahmin edilmesi amaciyla 100 bp’lik DNA ladder eklenmistir. Calisilan genler
bakimindan genotiplemenin yapilabilmesi i¢in RFLP iirtinleri 110 V elektrik akimi
uygulanarak 30 dakika siireyle elektroforez islemine tabi tutulmustur. Elektroforez islemi
sonrasinda ise jel teknesi tanktan alinip UV transilluminator cihazinda ultraviyole 151k

altinda goriintiilenmistir.

3.2.5. istatistiksel analizler

Calismada allel ve genotip frekanslar ile gézlemlenen ve beklenen heterozigosite
degerleri ve ¢alisilan popiilasyonun Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadiginin test

edilmesinde PopGene 3.2 programi kullanilmistir (Yeh ve ark., 2000).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Son yillarda, diinyada yapilan genom boyu iliskilendirme analizleri sonucunda
coklu dogumu etkileyen farkli gen bolgeleri ve mutasyon tiirleri tanimlanmakta ve bunun
sonucunda ise yeni arastirma imkanlar1 dogmaktadir. Ornegin, Cin prolifik koyun
irklarinda yapilan ¢alismalarda, FSHR, LHB ve GPR54 gen mutasyonlarinin ¢oklu dogum
iizerinde etkileri oldugu ortaya konmustur (Tang ve ark., 2012; Chu ve ark., 2019; Cun
ve ark., 2019; He ve ark., 2021). Bu ¢alismada, Tiirkiye yerli koyun 1rklarinda daha ¢ok
incelenen major genlerin (Agyar ve Kirikei, 2022; Giirsel ve ark., 2011; Karsh ve ark.,
2012; Kirik¢t ve Cam, 2020; Kirike¢l, 2023a; Kirik¢i, 2023b) yerine FSHR, LHP ve
GPR54 genlerinin arastirilmis olmasi, tez c¢alismasina bilimsel agidan 6zgiinlik
kazandirmaktadir. Tiirkiye yerli koyun irklar izerine ad1 gecen genler lizerinde herhangi
bir ¢aligmaya rastlanilmamasindan dolay1 ise tartisma kisminda farkli tiir ve genler

iizerinde yapilan ¢aligsmalara da yer verilmistir.

4.1. DNA Izolasyonu ve PCR
Calismda Sakiz irkina ait 60 adet kan Orneginden genomik DNA’nin elde
edilmesinden sonra FSHR (1068 bg), LHB (1018 bg) ve GPR54 (349 bg) genleri
iizerindeki hedef bolgeler PCR ile cogaltilmistir. Agaroz jel elektroforezi ve UV
goriintiileme islemleri sonrasinda Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de goriildiigii lizere calisilan

hedef gen bolgeleri tiim 6rnekler i¢in basarili bir seklide elde edilmistir.

Sekil 4.1. PCR sonras1t FSHR genine ait jel goriintiisii
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Sekil 4.2. PCR sonrast GPR54 ve LHp genlerine ait jel gortintiisii

4.2. PCR-RFLP Analizi
PCR-RFLP islemi sonrasinda Sakiz irkinda sadece LHf} geni iizerinde g.727C>T
mutasyonu tespit edilmistir. FSHR ve GPR54 genlerinde ise polimorfik bir yapi
gozlenmemistir. Bu nedenle sadece LHP geni igin PCR-RFLP sonuglar1 verilmistir.
Calismada LHP geni i¢in iki allel (C ve T) ve iki genotip (CC ve CT) belirlenmistir. Tespit

edilen homozigot CC ve heterozigot CT genotiplerine ait jel goriintiisii Sekil 4.3’te

verilmistir.

Sekil 4.3. PCR-RFLP sonrasi jel goriintiisii

Calisma sonucunda, Sakiz irkinda sadece LHP geni bakimindan polimorfizmin
bulundugu, diger iki genin ise monomorfik bir yap:r gosterdigi tespit edilmistir. Bu
nedenle, Tablo 3.11°de de goriilecegi lizere allel ve genotip frekanslar1 sadece LHP geni

icin hesaplanmistir.
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Tablo 3.9. LHP geni allel ve genotip frekanslari ile heterozigosite degerleri

Gen Allel Frekansi Genotip Frekansi Ki-Kare
H H
C T cC CT @) ? ¢
LHp
0.81 0.19 0.62 0.38 3.205971 0.383 0.313

LHP geni i¢in Sakiz irkinda CC ve CT olmak {izere iki genotip tespit edilmis olup
frekans degerleri sirasiyla %62 ve %38 olarak hesaplanmistir. Popiilasyonda en yaygin
bulunan allel %81 frekans degeri ile C alleli olmustur. T allel frakans degeri ise %19
olarak hesaplanmistir. Benzer sekilde Cin Han koyununda ise C alleli en yiiksek frekans
degerinde bulunmustur (Wang ve ark., 2020). Kiiclik Kuyruklu Han koyunu prolifik bir
ik olup TT genotipli bu irka ait koyunlarin daha fazla kuzu diinyaya getirdikleri
bildirilmistir. Mevcut calismada ise dogurganlik oraniyla 6ne ¢ikan Sakiz irkinda CC
genotipin frekans degeri oldukc¢a yiiksek bulunmustur. Domuz ve kegi tiirlinde yapilan
kimi arastirmalarda da LHP geni bakimindan polimorfik sonuglar elde edildigi
bildirilmistir (Zhang ve ark., 2010; Zi ve ark., 2013). Prolifik ve prolifik olmayan
kecilerde LHP gen ifade diizeylerinin karsilastirildig: bir ¢alismada, gen ifade diizeyinin
prolifik irklarda daha yiiksek oldugu ortaya konmustur (Zi ve ark., 2013). Mevcut
caligma, Sakiz irkinin LHP geni i¢in genetik varyasyona sahip oldugunu gdstermistir.
Sakiz 1rki koyunlar, ¢oklu dogum o6zelligi gostermesine karsin sayica az ve koruma
altinda olan 6nemli bir gen kaynagidir. Bu baglamda, gelecekte yapilacak kapsamli
arastirmalar ile LHB geninin ¢oklu dogum iizerindeki etkisinin ortaya konmasi, Sakiz
irkinda molekiiler teknikleri i¢eren yeni koruma stratejilerinin olusturulmasina katki
saglayabilecektir.

Sakiz irkinda FSHR geni iizerinde herhangi bir mutasyon tespit edilmez iken
Dualang ve Suffolk koyun irklarinda tespit edilen polimorfizmin (g.80789180) coklu
dogum lizerinde etkisi oldugu bildirilmistir. Benzer sekilde kimi Cin koyun irklarinda (He
ve ark., 2021; Tao ve ark., 2024) ve Jining Grey kegisinde (Guo ve ark., 2013) FSHR geni
bakimindan polimorfik yapi bildirilmistir. Polimorfizmlerin tespit edilmesinin olasi
nedenleri arasinda calisilan 1tk ve gen boélgelerinin farklilik gdstermesi ile kullanilan
molekiiler yontemler ile 6rnek biiytikliikleri gosterilebilir. Diger yandan FSHR geni
ekzon 10 bolgesi bakimindan Endonezya Siyah alaca sigirlarmin polimorfik yap1
gosterdikleri ve tespit edilen g.2037C>G polimorfizminin gebelik basina servis periyodu
ile iliskisi oldugu bildirilmistir (Setyorini ve ark., 2023). Benzer polimorfik yap1 bazi
Sudan sigir irklarinda da bildirilmistir (Prihandini ve ark., 2021).
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Calismada monomorfik yap1 gosteren bir diger gen ise GPR54 diir. Cin Han
koyununda GRP54 geni iizerinde sekiz farkli bdlgenin arastirilmasi neticesinde
polimorfik yapi elde edilmistir (Tang ve ark., 2012). Hindistana 6zgii dokuz keg¢i irkinda
GPR54 geni lizerinde incelenen bes farkli bolgenin ikisinde polimorfizm bildirilmistir
(Maitra ve ark., 2014). Domuzlarda yapilan bir ¢alismada ise GPR54 geni {izerinde alt1
farkli ekzon bolgesinin arastirilmasi sonucunda ti¢ tekli niikleotit polimorfizm (T3739C,
C3878T ve T6789C) tanimlanmistir (Wu ve ark., 2019). Sigirlar lizerinde yapilan bir
baska arastirmada ise bes farkli tekli niikleotit polimorfizm tanimlanmis olup
1s442633552G>A ve rs42022871C>T polimorfizmlerinin kuruda kalma siiresiyle dnemli
iligkisinin oldugu ve rs42022871C>T polimorfizmin ise siit verim 6zellikleri tizerinde
onemli rol oynadig1 ortaya konmustur. Yukaridaki deginilen arastirmalarda da goriildiigii
iizere polimorfizmlerin tanimlanmasinda ¢alisilan tiir, irk ve arastirilan gen bélgelerinin
onemli rolii oldugu sdylenebilir.

Calismada LHP geni i¢in gézlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigosite degerleri
sirastyla 0,383 ile 0,313 olarak hesaplanmistir. Ki-kare analizi sonucuna gore ise,
arastiritlan Sakiz irki koyun popiilasyonunun Hardy-Weinberg dengesinde oldugu
sonucuna varilmistir (X’= 3.205971, P>0.05). Bunun olas1 sebepleri arasinda ise
isletmelerde ciftlestirmelerin kontrollii yapilmasi ve kullanilan koglarin belirli araliklar

ile degistirilmis olmasi gosterilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, ilk kez FSHR, LHP ve GPR54 genlerine ait mutasyonlar Sakiz
irkinda arastirilmis ve sadece LHP geninde g.727C>T mutasyonu tespit edilmistir. Sakiz
koyun irkinda LH geni i¢in iki allel (C ve T) ve iki genotip (CC ve CT) tespit edilmistir.
Calismada C ve T allel frekanslar1 sirasiyla 0,62 ve 0,38 olarak hesaplanmistir.
Arastirmada CT genotipli birey sayisinin CC genotipli birey sayisindan daha az olmasinin
sebebi T allel frekansinin arastirilan popiilasyonda az bulunmasidir.

Ki-Kare analizi sonucunda Sakiz irki koyun popiilasyonunun Hardy-Weinberg
dengesinde oldugu goriilmiistiir. Bunun baslica olas1 nedenleri arasinda, 6rneklemelerin
yapildigi isletmelerde ¢iftlestirmelerin kontrollii yapilmasi ve koglarin doniistimlii olarak
kullanilmasi yer almaktadir. Arastirmada FSHR ve GPR54 genleri ise monomorfik bir
yapi1 gostermistir.

Sakiz koyun 1irkinda LHP geninde mutasyon tespit edilmesi, gelecekte bu alanda
yapilacak caligmalara fikir vermesi agisindan 6nemlidir. LHB geni {izerindeki tespit
edilen varyasyon, Sakiz irkinda LHf geni ile dol verim 6zellikleri arasindaki iligkilerin
arastirilmasi i¢in gelecekte onemli bir firsat olusturacagi diisiiniilmektedir. Ancak, su da
bilinmelidir ki ¢oklu dogum &zelliginin sadece LHB mutasyonundan kaynaklandigini
sOylemek, ilgili 6zelligin kantitatif dogasindan dolay1 olduk¢a zordur.

Sonug olarak, Sakiz irki koyunlarda ¢oklu dogum ile iliskili major veya diger
genler lizerinde herhangi bir mutasyonun tanimlanmasi ve bu irkta etkisinin ortaya
konmasi gerek DNA diizeyinde yapilacak molekiiler 1slah ¢alismalarina katki saglamasi
bakimindan gerekse bu konuda yapilacak arastirmalara yon vermesi bakimindan 6nem
teskil etmektedir. Ayrica, Sakiz irkinda kullanilabilecek bir mutasyonun tespiti, Sakiz
irkinin ¢oklu dogum 6zelliginden daha etkin ve ekonomik sekilde yararlanilmasina katki
saglayacaktir. Gelecekte, fenotipik verilerin oldugu ¢ok sayida 6rnek ve gen bdlgesini
iceren ¢aligmalarin yapilmasi ile Sakiz irkinda dol veriminin genetik mekanizmasi daha

kapsaml1 ortaya konabilecektir.
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