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OZET

TURKIYE’DEKI SULTAN IRKI TAVUK POPULASYONLARININ mtDNA
DiZi ANALIZINE DAYALI GENETIK KARAKTERIZASYONU

Kemal ESKIOGLU
YUksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Demir OZDEMIR
Subat 2021; 99 sayfa

Gelismekte olan iilkelerde oldugu gibi lilkemizde de ¢iftlik hayvanlarina ait yerli
gen kaynaklar1 yerlerini yabanci orijinli, yiiksek verimli ticari hibrit genotiplere
birakmistir. Ciftlik hayvanlarinda yasanan bu genetik erozyondan ise en fazla kanath
hayvan tiirleri etkilenmistir. Tiirkiye genetik ¢esitlilik bakimindan olduk¢a zengin bir
yaptya sahip olmasina ragmen bugiin yerli tavuk 1rki olarak sadece Denizli ve Gerze
wrklarin tescil edilmis olmast yerli tavuk irklarinda yasanan genetik erozyonun
boyutlarin1 agik¢a ifade etmektedir. Tiirkiye’nin birgok bolgesine basari ile uyum
saglamis yerel tavuk irklari bulunmasina ragmen, bu irklarin tanimlanmasi, morfolojik ve
genetik Ozelliklerin belirlenmesi itizerine simdiye kadar olduk¢a az sayida arastirma
yapilmigtir. Ulkemizdeki kanatli biyo-gesitlili§inin tanimlanmasi ve korunmasina destek
verilmesi amaciyla bu yiiksek lisans tez c¢aligmasinda TUrkiye’de uzun yillardir siis
tavugu olarak yetistirilen farkli lokasyonlardaki Sultan tavuk irki popiilasyonlarinin
mtDNA duzeyinde genetik karakterizasyonu hedeflenmistir. Bu tez kapsaminda Sfarkli
lokasyondaki Tiirkiye Siis Tavuklari ve Bahge Hayvanlar1 Federasyonu (TSHF) Uyesi
yetistirici kiimeslerinde bulunan Sultan tavuk ki popilasyonlarina ait toplam 30
bireyden tiy ornekleri toplanmistir. Ty 6rneklernden izole edilen mtDNA &drneklerinde
mitokondriyal D-Loop bdlgesine ait dizi analizi Yeni Nesil Dizileme yontemiyle
yapilmistir. Yapilan D-Loop dizi analizinde Sultan tavuk irkindan 29 bireyde 5
polimorfik bolgeyi temsil eden 3 haplotip tespit edilmistir. Haplotip ve nukleotid
cesitliligi sirasiyla 0,557 ve 0,001 olarak bulunmustur. Sultan tavuk irkinin farkliligin
ortaya koymak tizere Sultan irkina morfolojik olarak benzerlik gosteren toplam 8 tavuk
k1 ve filocografik iliskisinide belirlemek igin 2 adet yerli irkin dahil oldugu analizde 141
bireyde 46 polimorfik bdlgeyi temsil eden 32 haplotip tespit edilmistir. Yapilan haplotip
iligki analizi sonucunda Sultan tavuk ki diger yerli tavuk irklarimiz olan Denizli ve
Gerze wrklari ile E haplogrubunda yer almistir. Yapilan filogenetik analizler Sultan irkinin
ulkemizdeki gegmisini kanitlar nitelik bilgi vermektedir.
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ABSTRACT

GENETIC CHARACTERIZATION OF SULTAN CHICKEN POPULATIONS
IN TURKEY BASED ON mtDNA SEQUENCE ANALYSIS

Kemal ESKIOGLU
MSc Thesis in Agricultural Biotechnology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Demir OZDEMIR
February 2021, 99 Page

As in developing countries, domestic gene resources belonging to farm animals in
our country have been replaced by commercial hybrid genotypes of foreign origin with
high efficiency. Poultry species were most affected by this genetic erosion in farm
animals. Although Turkey has a very rich structure in terms of genetic diversity, the fact
that only Denizli and Gerze breeds have been registered as domestic chicken breeds today
clearly expresses the extent of genetic erosion experienced in domestic chicken breeds.
Although there are local chicken breeds that have successfully adapted to many regions
of Turkey, quite a few studies have been conducted so far on the descriptions,
morphological and genetic characteristics of these breeds. In order to identify and support
the protection of poultry biodiversity in our country, genetic characterization of Sultan
chicken breed populations in different locations that have been raised as ornamental
chicken in Turkey for many years has been made at the mtDNA level. A total of 30 feather
samples were collected for mtDNA isolation from populations in breeder coops in 5
different locations affiliated with the Turkish ornamental chickens and garden animals
Federation (TSHF). Mitochondrial D-Loop region and complete mitogenome sequence
analyses were performed in isolated mtDNA samples. In D-Loop sequence analysis, 3
haplotypes, haplotype diversity and nucleotide diversity representing 5 polymorphic
regions were found to be 0.557 and 0.00113 in 30 individuals of the Sultan chicken breed.
In the analysis, 32 haplotypes were identified, representing 46 polymorphic regions in
141 individuals, which included chicken breeds morphologically like the Sultan breed
and native breeds. In the network analysis, the Sultan chicken race took part in the Denizli
and Gerze breeds, which are our other local chicken breeds, and the E haplogroup. The
phylogenetic analysis carried out prove the history of the Sultan breed in our country, and
the project results are expected to contribute to the breed registration process of the Sultan
chicken.

KEYWORDS: Sultan chicken, mtDNA, D-Loop, Genetic characterization, Biodiversity
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ONSOZz

Bu tez ¢alismasinda, yiizyillar boyu iilkemiz cografyasinda yayilis gostermis ve
Osmanli déneminde saray bahgelerindeki 6zel kiimeslerde sergi amacl yetistirilmis olan
Sultan 1rk1 tavuklarinin mtDNA’ya dayali genetik karakterizasyonu yapilmistir.
Mitokondriyal DNA’ya tasarlanan spesifik primerler sayesinde istenilen bolgeler PCR ile
cogaltilmis ve sekanslatilmaya uygunlugun test edilmesi icin jel elektroforezi yapilmustir.
Hizmet alim1 sayesinde Sultan irki tavuk ve horozlarinda mtDNA D-Loop bolgesi ve
mtDNA’nin tamami sekanslatilmis ve sekans verileri biyoinformatik yazilimlar
sayesinde analiz edilmistir. Tez ¢alismasi sayesinde ilk kez Sultan tavuk irki ile alakali
genetik veri elde edilmis ve filogenetik analizi yapilmstir.

Akdeniz Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii
Yuksek Lisans egitim siirem boyunca bilgi, fikir ve tecriibelerinden faydalandigim, bana
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tezimin son halini almasinda yardimei olan, degerli danisman hocam Dr. Ogretim Uyesi
Demir OZDEMIR e, ¢alismalarimda desteklerini esirgemeyen ve yamimda olan basta
Berkant ismail YILDIZ, Emine = TOPARSLAN, Leyla BENER’e ve tiim calisma
arkadaglarima, tezimin gerceklesmesi i¢in materyal saglayan basta Tiirkiye Stis Tavuklari
ve Bahge Hayvanlari Federasyonu’na ve Federasona bagli Sultan Kliib bagkan1 Oner
GULEN ve tiim vyetistiricilere, Denizli ki fotograflarmi saglayan [lhan
KARAKAYA'ya, Gerze 1rki fotograflar icin Melih CINAR ’a, Ispeng 1rk1 fotograflari icin
Aleksandra RYWACKAya, maddi ve manevi olarak her zaman destek olan, bana inanan
ve glivenen aileme ve bana her zaman umut veren ve yanimda olan sevgili can yoldasim
Kiibra OKTUREN e sonsuz tesekkiir ederim.

Ayrica tez projemin gergeklesmesi siirecini destekleyen Akdeniz Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne tesekkiir ederim.
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GIRIS K. ESKIOGLU

1. GIRIS

Giliniimiiz tarimina ve gida lretimine katkida bulunan hayvan tiirleri, uzun bir
evcillestirme ve adaptasyon gegmisine sahiptir. Arkeolojik kazilar ve molekiiler genetik
arastirmalara dayali olarak yaklasik 12 biiyiik evcillestirme merkezi belirlenmistir (FAO
2007). Insanoglunun binlerce yillik gdgii, ticari hareketleri ve savaslari, Giftlik
hayvanlarinin orijin aldiklar1 bolgelerden diger bolgelere yayilmasina neden olmustur.
Bunun yaninda seleksiyonlar, kontrollii iireme ve diger evcillestirme merkezlerinden
gelen popiilasyonlarla yapilan melezlemeler, biiyiik genetik gesitliligin ortaya ¢ikmasinda
etkili olmustur. Yirminci ylizyilin sonlarinda giderek artan insan nifusunun ihtiyaglarini
karsilamak tizere hayvansal {iretim sinirli sayidaki yiiksek verimli hayvan tiirleri tizerinde
yogunlagmistir (FAO 2007). Bununla birlikte tarimsal alanda kullanilan hayvan
popiilasyonlar1 her gegen giin hibrit irklarin daha fazla tercih edildigi bir alan olmaya
baslamistir. Hayvansal {iretimin tiim dallarinda hibrit 1rklarin tercih edilmesi
yetistirildikleri cografyaya uyum saglamis bir¢ok yerel hayvan irki popiilasyonlarinin
uretim sirecinden cikarilmasina neden olmus ve bu durum yerel irklarin yetistirme
alanlarinin giderek daralmasina sebep olmustur. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Organizasyonu’nun (FAO) 2020 yilinda yaymnladigi hayvan genetik kaynaklari risk
raporuna gore 524 yerel hayvan irkinin yok oldugu ve 4271 yerel hayvan irkinin risk
durumunun ise bilinmedigi bildirmistir (FAO 2020). Ayni1 raporda 900 yerel tavuk irkinin
risk durumunun ise halen bilinmedigi ve simdiye kadar en fazla genetik kaybin kanath
tiir ve rklarinda oldugu bildirilmistir (FAO 2020).

Yerel hayvan genetik kaynaklarinda yasanan kayiplar gelismis iilkelerde hayvan
gen kaynaklarinin tespit edilmesini ve korunmasini amaglayan aragtirma ve desteklerin
sayisini artirmistir. Ulkemizde de Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu
(TUBITAK) tarafindan vizyon 2023 planlari arasinda gen kaynaklarinin
karakterizasyonu, muhafazasi ve biyolojik cesitliligin korunmasina yonelik teknolojilerin
gelistirilmesi oncelikli alanlar listesinde 6nemli bir yer teskil etmektedir. Tiirkiye’deki
mevcut tavuk 1rklari, irk tanimlamalari, envanteri ve risk durumlar hakkindaki bilgiler
oldukea sinirli kalmistir. Mevceut tavuk irklarinin atasi olarak kabpl edilen Kirmizi Orman
Tavugu’nun (Red Jungle Fowl) M.O. 6000°li yillarda Cin ve Hindistan bdlgesinde ilk
evcillestirilmelerinden bu yana Asya ve Avrupa arasinda bir kdprii gérevi goren, birgok
medeniyete ev sahipligi yapmis ve bir¢ok ticaret yolunun ugrak yeri olmus Anadolu’da
cesitli yerel tavuk irklarinin varligina ragmen, bugiin sadece Denizli ve Gerze tavuk
irklarinin resmi olarak taniniyor olmasi bu konuda yapilan ¢aligmalarin yetersizligini géz
oniine sermektedir (Ozdemir 2019).

Gelismekte olan tilkeler ¢iftlik hayvanlar1 biyo-gesitliliginde yasanan kayiplardan,
geligmis iilkelere gore daha fazla etkilenerek sahip olduklar1 birgok hayvan gen kaynagina
ait genetik varyasyon ciddi anlamda zarar gormiistiir (FAO 2015). Son yillarda yerel
hayvan gen kaynaklarinin mevcut durumunun tespit edilmesi ve korunmasina yonelik
ekonomik, yasal ve sosyal arastirmalar hizli bir sekilde artmaktadir (Ozdemir 2019).
Gilinlimiizde gelismis tilkelerin uyguladig: siirdiiriilebilir koruma programlarinda
popiilasyonun sahip oldugu genetik varyasyon molekiiler genetik yontemler kullanilarak
izlenmektedir. Biyoteknolojik araglar ¢iftlik hayvanlarinda genetik cesitliligin DNA
diuzeyinde birtakim molekiiler isaretgiler kullanarak incelenebilmesine olanak
saglamaktadir. Tarimsal liretimde 6nemli bir yere sahip olan tavuklarin kdkeni, genetik
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yapisi, evrimsel gelisimi  ve ¢esitliligini arastirmak i¢in bu belirteclerden
yararlanilmaktadir (Hillel vd. 2003; Mercan ve Okumus 2004; Arif ve Khan 2009).

Kanatli popiilasyonlarinda filogenetik tabanli kdken arastirmalarinda en g¢ok
tercih edilen molekiiler isaretgilerinden birisi hiicrenin mitokondri organeline 6zgii
mitokondriyal DNA (mtDNA)’dir. Nukleer DNA nDNA’ya gore 5-10 kat daha hizli bir
mutasyon hizina sahip olmasi, ayni1 nesilde meydana gelen mutasyonlarin takip
edilebilmesine olanak tanmimaktadir (Babayev ve Seli 2015). Mitokondriyal DNA'nin
anne soydan (maternal) aktarilmasi, niikleer genoma kiyasla evrimsel gelisim hakkinda
daha dogru bilgi vermesine imkan saglamaktadir. NUKleer DNA’dan farkli olarak
rekombinasyon gostermemesi, hiicre igeresinde ¢ok sayida kopyaya sahip olmasi ve
haploid Ozellik gostermesi gibi Ozellikler, mtDNA’y1 irklarin kimliklendirilmesinde
muikemmel bir molekiler arac¢ haline getirmektedir (Godinez vd. 2019). Mitokondriyal
DNA’nin bu avantajlarindan yararlanarak tavuk irklart tizerinde yapilmis ¢alismalarda,
mtDNA dizi varyasyonuna dayali popiilasyon ge¢misi, gen akis sekilleri, genetik yapilar
mtDNA dizi analizine gore tanimlanmistir (Flink vd. 2014; Jia vd. 2018; Dyomin vd.
2017).

Biyogesitliligin korunmasi ve stiriidiiriilmesi diinya ¢apinda 6nemli konularin
basinda gelmektedir. Bu amacgla yerli hayvan genetik kaynaklarin korunmasi ve
karakterizasyonu kapsaminda yapilan bu yiiksek lisans tez projesi, uzun yillardir
ulkemizin cesitli bolgelerinde yetistirildigi bilinen ancak heniiz yerli rk olarak tescil
edilmemis Sultan tavuk wrkinin mtDNA dizi analizine dayali filogenetik yapisinin
tanimlanmasini1  hedefleyen ilk bilimsel ¢alisma olma niteligi tasimaktadir. Proje
sonuclarindan elde edilen veriler dogrultusunda Sultan tavuk irk1 i¢in Tarim ve Orman
Bakanligi’na ilk defa yerli irk tescil bagvurusunda bulunulmasi planlanmaktadir. Ayni
zamanda elde edilen genetik karakterizasyon verilerinin FAO tarafindan olusturulan
“Evcil Hayvan Cesitliligi Bilgi Sisteminde” (DAD-IS) paylasilmasiyla Sultan tavuk
rkina ait tanimlayici bilgilerin evrensel diizeyde ilk defa taninirligi saglanacaktir. Yuksek
bir yumurta veya et verimine sahip olmayan Sultan tavugu bugiine kadar gosterisli
dekoratif tily yapisi sebebiyle hobi ve siis amaciyla yetistirilmistir. Son yillarda
yetistiricilere sagladig1 yliksek ekonomik getiri sebebiyle oldukca popiiler bir iiretim
yontemi haline gelen hobi ve siis tavugu yetistiriciliginde Sultan rki, ulusal ve
uluslararast platformlarda yiiksek fiyatlardan alici bulabilmektedir. Yapilan tez
calismasindan elde edilecek sonuglarin Sultan irkinin tarihsel, kiiltiirel ve ekonomik
Ozelliklerine bir katma deger saglayacagi on goriillmektedir. Ayrica bu ¢aligmadan elde
edilen tiim molekiiler genetik veriler ulusal ve uluslararas1 veri tabanlarina (NCBI,
GenBank, DDBJ, ENA gibi) sunularak ileride yapilacak ¢aligmalar igin bir referans
olusturacaktir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Tavugun evcillestirilmesi

Gilinimiizde insan beslenmesinde eti ve yumurtasi ile dnemli bir protein kaynagi
olan tavuklarin evcillestirilmesi ile ilgili ilk bulgular Pakistan’in sinirlar1 igerisinde yer
alan Mohenjo-Daro'da yapilan arkeolojik kazilardan (MO 2000) elde edilmistir. Bu
bulgulara dayanarak tavuklarin ilk olarak Indus Vadisi’'nde evcillestirildigi ileri
stiriilmistiir (Sewell ve Guha 1931; Zeuner 1963; Meadow 1986). Evcillestirilmelerinden
sonra tavuklarin bu bélgeden diinyaya yayilist ile ilgili bugiine kadar iki farkli goriis
bildirilmistir. Buna gore arkeolojik kazilar sonucunda tavuklarin indus Vadisi’nden
baslayarak Mezopotamya iizerinden Yunanistan'a yayildigi ve buradan da Keltler
aracilig1 ile Avrupa'ya ve sonrasinda Demir Cagi'nin sonlarinda Ingiltere'ye gétiiriildiigii
on goriilmiistiir (West ve Zhou 1988). Darwin (1875)’in 6nerdigi diger goriise gore
tavuklarin ilk olarak Giineydogu Asya'da ve Cin'de evcillestirildigi ve bu bdlgeden
Mezopotamya Uzerinden Giney Avrupa’ya oradan da Rus bozkirlarina gotiirtilerek
kabileler aracilifiyla Avrupa Keltlerine yayildigi yoniindedir (Darwin 1868; West ve
Zhou 1988). Tavuklarin Hindistan'da evcillestirilmesinden ¢ok daha sonra, bagimsiz
olarakGiineydogu Asya'dan bir yayilma ile gergeklestirildigi belirtilmektedir.
Hindistan'dan Cin'e (MO 1400), oradan Rusya'ya (MS 13. yiizyil) ve Avrupa'ya uzanan
kuzey rotasi, Brown (1929) tarafindan dnerilen ve orijinal {is olarak Hindistan"1 kullanan
¢ok sayida rotadan biri olarak belirtilmektedir (Brown 1929; West ve Zhou 1988).
Tavugun orjin aldig1 Indus Vadisi’nden diinyaya yayilimimi savunan her iki goriiste de
Anadolu, evcil tavugun diinyaya yayilma asamasinda ¢ok onemli roller iistlenmis ve bu
durum ulkemiz tavuk wklarmin genetik cesitliligi ve kdkeni bakimindan 6nem arz
etmektedir.

Gunimuzdeki tavuk irklarinin Hint ve Gilineydogu Asya orman kuslarinin
evcillestirilmesiyle orman tavugu (Gallus gallus) veya kirmizi orman tavugu (Red jungle
fowl) tdrlerinin bir kombinasyonundan (evcil form Gallus gallus domesticus) tiiredigi
ileri strilmektedir (West ve Zhou 1988). Gunumizde Gallus gallus domesticus’a
oldukga benzerlik gosteren ve Giney Asya orijinli 4 farkli yabani tavuk tiirii
bulunmaktadir (Sekil 2.1), (Cizelge 2.1) (Crawford 1990).

Cizelge 2.1. Yabani tavuk tirleri (Crawford 1990)

Ad Bolge

Kirmizi Orman Tavugu (Gallus gallus
domesticus)

a. Hindistan Kirmizist (Indian red) | Dogu Hindistan-Bati (in

b. Burma kirmizisi ((Burmese red) | Orta Cin

C. Tonkinez kirmizisi (Tonkinese | Cin’in Kuzey-Batist
red)

Sumatra adasi

14



KAYNAK TARAMASI K. ESKIOGLU

Cizelge 2.1.’in Devam

d. Bankiva veya Java kirmizisi

e. Kogin (Cochin)

Bati Cin

Gri Orman Tavugu (Gallus sonneratii) | Hindistan yarimadasi

Seylan (Ceylon) (Gallus lafayettii) Seylan adast

Yesil Orman Tavugu (Gallus varius)

d)

Sekil 2.1. Yabani tavuk turleri. a) Kirmizi Orman Tavugu (Gallus gallus); b) Gri Orman
Tavugu (Gallus sonneratii); ¢) Seylan Orman Tavugu (Gallus lafayettei); d) Yesil Orman
Tavugu (Gallus varius) (Anonymous 1)

Darwin (1868), evcil tavuklarin tek bir kokenden orjin aldigini ve kirmizi orman
tavugunun (RJF, Red Jungle Fowl) evcil tavuklarin en yakin atalari oldugunu belirtmistir
(Darwin 1868). Darwin’in bu hipotezine gore;

Evcil  tavugun  kirmizi  orman  tavugu  ile  serbestge
ciftlesebilmesine

Elde edilen yavrularin d6l verme kabiliyetlerinin yiiksek olmasina
Otiislerinin benzemesine

Akrabal1 yetistirmenin fazla oldugu kiimeslerde tiiy rengi bakimindan
yiikksek oranda RJF’ye benzeyen kirmizi-siyah tayll tavuklarin
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meydana geliyor olmasit Darwin’in bu hipotezi olusturmasinda biiyiik
katki saglamistir (Stevens 1991).

Weigend ve Groeneveld (2008)’e gore molekiiler genetik belirtegler kullanilarak
yapilan caligmalarda evcil tavugun Darwin’in belirttigi gibi tek bir canlidan kdken
almadigi, farkli canlilarla melezlendigi yonindedir. Bu hipotez, mtDNA analizleri
(Fumihito vd. 1994) ve Giliney Asya’daki evcil tavuklarin farkli kokenlere sahip oldugu
teorisiyle de desteklenmektedir (Oka vd. 2007).

2.2. Yerli tavuk irklarimiz
2.2.1. Denizli irka

Denizli ili ve ¢evresinde yayilim gostermis olan ve uzun Gtiisleriyle yetistiricilerin
dikkatini geken Denizli tavuk irki, uzun yillardir halk elinde muhafaza edilen yerel gen
kaynaklarimizdan birisidir. Zaman igerisinde Denizli yoresinin simgesi haline gelen bu
tavuk 1rki, uzun Otlis Ozelligi sayesinde yerli irklarimiz arasinda en iyi korunmus
irkimizdir. Genel morfolojik yapisi itibariyle yumurtaci irklara benzerlik gosteren Denizli
irkina ait ilk genetik ¢alismalar Leghorn tavugu ile yapilan karsilastirmali analizlerdir
(Zeki 1931).

Denizli tavuklarinda eseysel olgunluk yasi yaklasik olarak 8 ay civari oldugu,
horozlarimin ilk 6tiise 6-7 aylikken geldigi ve ergin horozlarin 6tiis siiresinin 15-25 saniye
stirdigii bildirilmistir (Sekeroglu 1994; Scrivener 2006). Denizli tavuk irkinin genel
viicut yapist; gozleri orta biiyiikliikte ve yuvarlak yapiya sahip, burun delikleri kiigtik,
gaga koyu gri ve uzun, kulaklar kisa tliylerle kapli, kulak loplar1 belirgin kirmiz1 ya da
kirmizi-beyaz lekeli renkte gozlenmektedir. Genis ve orta uzunlukta sakal yapisina sahip
olan Denizli irkinin boyun yapisi, horozlarda uzun ve tiiyli, disilerde ise orta uzunlukta
ve tlyludiir. Kuyruk, saglam ve horozlarda gosterisli yapidadir. Gogiis dik ve orta
derinliktedir. Viicudu kaplayan tily ve telekler siyahtir. Horozlarda boyun, sirt ve
kanattaki farkli renkteki tiylerin dagilimma gore horozlar, Demirkir, Pamukkir,
Pekmezkefi, Al ve Arap/Siyah olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.2). Irkin disilerinde ise,
bazilarinin boynunda goriilen az miktardaki sari-kahverengi tiiyler disinda tamamen
styahtir. Irkin deri rengi beyaz, incik, ayak derisi ve pullart koyu gri renkte olup tiiysiiz,
dort parmakli ve mahmuzlu bir ayak yapisina sahiptir. Denizli tavuk 1rk1 bugiin yetistirici
elindeki siirtiler disinda Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi (GTHB) biinyesindeki
Uluslararas1 Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi tarafindan kapali siirii halinde
koruma altinda tutulmaktadir (TAGEM 2009; Ozdemir vd. 2013). Ayrica 2001 yilindan
bu yana Denizli Tarim i1 Miidiirliigii biinyesinde ve iilke genelindeki damizlik talebini
karsilayabilmek iizere bir saf siirli olusturulmustur. Irka ait ortalama verim 6zellikleri
Cizelge 2.2°de verilmistir.
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Cizelge 2.2. Denizli irkinin ortalama verim ozellikleri (TAGEM 2009)
Ortalama Yillik Ortalama Cikim Agirhg
Cinsiyet Canh Yumurta Yumurta (9)
Agirhgi (g)  Verimi (Adet) Agirhgi (g)
Ergin Horoz 2050
Ergin Tavuk 1100 114 54
Civciv 40

Sekil 2.2. Denizli horozlarinda bulunan renk varyeteleri. a) Arap/Siyah; b) Pamukkir; c)
Demirkir; d) Pekmezkefi; e) Al

2.2.2. Gerze rki

Gerze tavuk 1rki, Orta Karadeniz bdlgesine yayilis gostermekte ve en fazla Sinop
ilinin Gerze ilgesinde yetistirilen lokal bir tavuk irkimizdir. “Hacikadi” olarak
isimlendirilen Gerze tavugu, Fransiz tavuk irk1 La Fleche ile morfolojik olarak benzerlik
gostermektedir. Gerze tavugunun en 6nemli 6zelliklerinden birisi gaga lizerindeki genis
burun deliklerine sahip olmasidir (Ekimci 1931; Karaesmer 1944). 1960’11 yillarda Sinop
Kiiciik Evcil Hayvanlar Istasyonu’nda kurulan kiimeste Gerze irkinin verim agisindan
beklentiyi karsilamamasindan dolayr popiilasyonunun azaltildig: hatta yetistirilmesinin
durduruldugu bildirilmistir. Bu istasyondaki Gerze tavuk ki iizerinde yapilan
arastirmada 1rkin parlak siyah tlylere, uzun beyaz kulak loblarina ve catal ibik sekline
sahip oldugu bildirilmistir. Beyaz ve iri yumurtalara sahip olan irkin yillik yumurta
verimlerinin ortalama 60-70 adet oldugu, ergin tavuklarin 2,7-3,2 kg horozlarin ise 3,4-
4,0 kg agirliklarina sahip oldugu bildirilmistir (Diizgiines 1990). Sekeroglu (1994)
tarafindan Sinop Tavukguluk Uretme Istasyonu’nda yapilan baska bir calismada yumurta
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verimleri 93.95 adet, yumurta agirliklar1 47,60 g olarak belirtilmis, irka ait ortalama canl
agirliklar ergin horozlarda 2317,86 g, tavuklarda 1706,32 g olarak tespit edilmistir.

TAGEM tarafindan yapilan irk tescil ¢alismasi sonuglarina gore irkin tanimlayici
Ozellikleri su sekildedir; bas, orta uzunlukta, ibik sekli ¢atal (V-dubleks), burun delikleri
gaga iizerine ¢ikintili ve bliyiik, gaga rengi gri tonlarinda ve orta uzunluktadir. Kulak
bolgesinde bulunan kisa tiiyler kulagi dis etmenlerden koruyucu bir yap1 sergilemekte ve
kulak lobu rengi horozlarda bariz belirgin olarak beyaz renktedir. Boyun yapisi
horozlarda uzun, disilerde orta uzunlukta ve tiiylii bir yapiya sahiptir. Kuyruk saglam
yapili ve gosterislidir. Kanat biiylik ve genistir. GOgiis ise orta derinliktedir. Viicut parlak
siyah tlylerle kapli, horozlarda kuyruk tiiyleri 1s1k altinda yesil-siyah rengi ile dikkat
cekici bir goriintii sergilemektedir. Deri rengi beyazdir. incik, ayak derisi ve pullar1 gri
tonlarinda, tliysiiz, dort parmakli ve mahmuzludur. Bacaklar horozlarda saglam yapili,
yiksek, disilerde ise daha kisadir. Yumurta kabuk rengi ise beyazdir (TAGEM 2009).
Irka ait verim Ozellikleri Cizelge 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.3. Gerze irkinin ortalama verim 6zellikleri (TAGEM 2009)

Ortalama Yilhk Ortalama Cikim Agirhgi
Cinsiyet Canh Yumurta Yumurta (9)
Agirhigi (g)  Verimi (Adet) Agirhgi (g)
Ergin Horoz 1850
Ergin Tavuk 1100 88 49
Civciv 37

Sekil 2.3. Gerze (Hacikadi) Tavuk Irki
2.2.3. Ispencirk

Halk arasinda hareketli, agresif tavirlar1 sebebiyle “cin” ve incik kemigini
tamamen Orten tiiyler nedeniyle “pagali” gibi isimlerle de tarif edilen Ispen¢ tavuk
genotipi Tiirkiye’de uzun yillar hobi ve siis tavugu yetistiricileri tarafindan 6zel ilgiyle
yetistiriciligi yapilan kayit dis1 tavuk irklarimizdandir. Irkin, Osmanli Imparatorlugu
doneminde c¢ogunlukla gayri misliimler tarafindan yetistiriciliginin  yapildig:
bildirilmistir (Ozdemir 2019). Ayrica “Ispen¢” isminin Osmanli Imparatorlugu
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doneminde gayri miisliimlerden alinan bir tarim vergisi anlamina geldigi ve isminin de
buradan geldigi varsayilmaktadir (Inalctk 1959; Ozdemir 2019). Irkin iilkemizdeki
gecmisine ait somut bir bilgi bulunmamasina ragmen Mersin’in Mut il¢esi yakinlarinda
yer alan ve M.S. 5. ylizyila ait Dag Pazar1 Kilisesi’nin taban mozaiklerinde ispeng tavugu
figurlerine rastlanildig bildirilmistir (Y1lmaz 2012). Irkin sahip oldugu spesifik ézellikler
sayesinde uzun yillar iilkemizin cesitli cografyalarinda yetistiriciligi yapilan Ispeng
genotipi, kiiglik viicut yapisi sayesinde birim alanda daha fazla hayvan yetistirme, diisiik
yem tlketimi (60-65 gr/giin), yumurta verimi (160-180 adet/yil) gibi avantajlar1 sayesinde
hobi tavukgulugu yapan yetistiriciler tarafindan tercih edilmektedir (Ozdemir 2019).
Avrupa Kanatli Giivercin-Kafes Kusu-Tavsan ve Kobay Yetistiricileri Birligi (EE)
tarafindan 2016 yilinda yayinlanan minyatiir tavuk 1rki standartlar1 raporunda diinya
genelinde 151 adet minyatiir tavuk 1rki tanimlanmis ve bu irklar arasinda yer almayan
Ispenc genotipi, Hollanda ve Belcika’da yetistirilen minyatiir tavuk irklariyla fenotipik
olarak benzerlik gosterse de sahip oldugu ibik yapisi, parmak sayisi, viicut durusu, kilig
ve paga tiiyleri gibi spesifik karakterler bakimindan Avrupa’daki benzerlerinden farklilik
gostermektedir (Ozdemir 2019). 2019 yilinda Ozdemir tarafindan yapilan “Ispenc
Tavugu ve Horozlarinda Baz1 Morfolojik Ozellikler”isimli ¢alisma ile Ispeng genotipine
ait ilk bilimsel veriler sunulmustur. Bu galisma sonucunda bulunan ortalama degerler
Cizelge 2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.4. Ispeng genotipine ait baz1 viicut dl¢iimleri (Ozdemir 2019)

Ortalama Ortalama Ortalama
Cinsiyet Ortalama Vicut Ortalama Gogiis Incik
Agirhk Uzunlugu Sirt Genisligi Uzunlugu
Uzunlugu
Horoz 7339 41,85 cm 11,58 cm 61,42 mm 60,09 mm
Tavuk 582 ¢ 35,59 cm 10,98 cm 55,32 mm 56,60 mm

Sekil 2.4. ispeng tavuk 1rki (Ozdemir 2019)
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2.2.4. Sultan rki

Ulkemizde uzun yillardir varligi bilinen ancak heniiz tescil edilmemis tavuk
irklarindan birisi olan “Sultan” tavugunun Osmanli Imparatorlugu zamaninda &zellikle
saray bahgelerinde bulunan ‘kusluk’ adi verilen 06zel kiimeslerde sergi amacl
yetistiriciligi yapildigi bilinmektedir. Sultan irkinin kokeni ile ilgili bilimsel bir ¢alisma
bulunmazken, yerli ve yabanct literatiirlerde kokeninin Tiirkiye oldugu belirtilmektedir.
Sultan tavugunun istanbul’da yetistiriciliginin yapildig1 1931°de Salih Zeki tarafindan
yazilmis olan Asri Tavukculuk kitabinda “Vaktile Istanbul da pek meshur olan ve fakat
bugiin misli bulunmayan susli ‘Sultan ve Timlrlenk’ tavuklar: ‘Padu’ wkinin yakisikli
bir nev’i olarak Istanbul’da yetistirilmistir” cimlesiyle bildirilmektedir (Zeki 1931).
Yabanct literatiirlerden 1867 yilinda yazilan ‘Poultry Book’ kitabinda bahsedildigi {izere
Sultan tavugu Londra’min Hampstead bolgesine ilk olarak Istanbul’dan getirildigi
belirtilmistir (Tegetmeier, 1867). Amerika kanatli dergisinin 1906 yilinin Eyliil ayinda
c¢ikan sayisinda ise Sultan tavugunun anavatanin Tiirkiye oldugu belirtilerek Amerika’nin
Maryland eyaletine Geo. O. Brown tarafindan 1877 yilinda getirildigi bildirilmistir (Sekil
2.5; Sekil 2.6). FAO (2012) tarafindan yayinlanan bildiriye gore, Sultan tavuk irkinin
anavatanin Tirkiye oldugunu ve risk durumunun bilinmedigini belirtmektedir
(FAO/DAD-IS). Sultan tavuk irki, 1874'te Amerikan Kiimes Hayvanlar1 Birligi (APA)
tarafindan yayinlanan ve daha sonra Miikemmellik Standardi olarak adlandirilan ilk
standarda dahil edilmistir (APA 1874).

Sekil 2.5. Sultan 1rki tavuk ve horozun genel viicut yapisi
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CHAPTER XVIL

alwage soticed & erviain uneertaiuty in a8 ul eommb,

Sekil 2.6. 1867 yilinda yayinlanan “Poultry Book™ kitabinda Sultan 1rki ile alakali bir
bolim (Tegetmeir 1867)

AMERICAN POULTRY JOURNAL. Koy 1
Pagés Fo. 1E—Bulkses, Bultang sad $azles, = The Sultans.
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Sekil 2.7. Sultan tavugunun orijininin Tirkiye oldugunu destekleyen bir belge.
(Amerikan Kanatl Dergisi, 1906)
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Bu bilgilere ek olarak Sultan tavuk irkinin Hollandali ressam Willem van Aelst
tarafindan 1658’de resmedilen “Kiimes Hayvanlariyla Natiirmort” adli esere konu oldugu
bilinmektedir (Sekil 2.7). Ressam Willem van Aelst tablosu Sultan irkinin sahip oldugu
morfolojik 6zelliklerinin gliniimiize kadar degismeden tagindiginin bir gostergesidir.

Sekil 2.8. Kiimes Hayvanlariyla Naturmort. (Anonymous 2)

Osmanli doneminde oldukga popiiler bir tavuk 1rki olan Sultan tavugu Osmanlt
Imparatorlugu’nun son bulmasi ve saray bahgelerindeki Kusluklar’m dagitilmas: ile
ulkemizdeki populasyon mevcudiyetini neredeyse kaybetmistir (Cakiler 2018). Ancak
son 20 yilda Tirkiye Siis Tavuklar1 ve Bah¢e Hayvanlar1 Federasyonu (TSHF)’na kayith
yetistiricilerin c¢abalar1 sayesinde iilkemizdeki Sultan tavugu popiilasyonlar1 yeniden
canlandirilmistir.

Sultan tavuk rkini 6zellikle siis tavukg¢ulugunda popiiler kilan birtakim morfolojik
farkliliklar bulunmaktadir. Bu 6zelliklerden en dikkat ¢ekeci olan1 irkin kafatasi tizerinde
yogunlasan yuvarlak tepe tiiyleridir. Bu morfolojik farklilik sebebiyle Sultan irki,
Padovana, Breda, Appenzeller, Brabanter, Polish, Pavlovskaya ve Silkie gibi tepeli tavuk
wrklar1 smifinda yer almaktadir. Tepeli tily yapisina sahip olan tavuklar ¢ok eski
zamanlardan beri insanlarin ilgisini gekmistir. Tepeli tavuk irklarina ait ilk tanimlamalar
M.S. 3. yiizyll baglarinda Romali yazar Claudius Aelianus tarafindan yapilmistir.
Ingiltere’de M.S. 4. yiizyilda Antik Roma dénemine ait bir bolgede saptanan arkeolojik
kalintilar, tepeli tavuklarin daha 6nce smiflandirilmis evcil tavuk irklart arasinda yer
alabilecegi bildirilmektedir (Brothwell 1979). Tepeli tavuklarda tepe tiiylerindeki
farkliligin eseysel dimorfizm gostermesi ve erkek bireylerin tepe tiiylerinin disilerinkine
oranla daha yogun bir goriintiiye sahip oldugu bildirilmistir (Wang vd. 2012). Tepeli
tavuk 1rklarinda kafatasinda yogunlagan tepe tiiyli olusumunun sadece tepe kismindaki
tiylenme farkliligindan kaynaklanmadigi, bu morfolojik 6zellige sahip olan tavuk
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irklariin kafataslarindaki frontal kemiklerin yukar1 dogru uzama egiliminde oldugu ve
anatomik olarak da farklilastig1 tespit edilmistir (Sekil 2.7) (Bartels 2003).

Sekil 2.9. Tavuk kafatas1 yapilari. a) Tepeli tavuk fizyolojisine sahip kafatasi sekli; b)
Normal tavuk fizyolojisine sahip kafatasi sekli. (Anonymous 3)

Serebrovsky ve Petrov (1928) tavuklardaki sekiz baglanti grubunun da dahil
edildigi bircok evcil hayvan tiirlinde yapmis olduklart ¢alismada ilk genetik baglanti
haritasin1 yaymlamiglar ve bu genetik haritanin igerisinde tepeli fenotipe neden olan gen
bolgesini de bildirilmistir (Serebrovsky ve Petrov 1928). Tavuklarda otozomal eksik
dominans kaliim gosteren mutant Crested geninin (Cr) etkisiyle sekillenen tepeli
fenotipinin tavuk genetigi ¢alismalarinda ilk ¢alisilan Mendel karakteristiklerinden birisi
oldugu bildirilmistir (Joller ve ark., 2018).

Tepe tiiyii 0zelligi disinda Sultan irkinin dikkat ¢eken bir diger karakteristik
ozelligi ise sahip oldugu V seklindeki ibik yapisidir. V ibik yapisi, yabani formda resesif
iki allel tarafindan kontrol edilen balta ibik formundan farkli olarak ii¢ allel gen tarafindan
kontrol edilmekte ve tavuklarda koyu tiiylenmeyle alakali olan CMC1 geninin igerisinde
olusan bir mutasyondan kaynaklandigi bildirilmistir. Olusan mutasyon CMC1 geninin
yakininda bulunan embriyonik ibik olusturma ile alakali olan EOSMES bdlgesinin
ektoderminde ektopik ekspresyona sebep oldugu igin ibik yapisinda farklilasma
gbzlendigi bildirilmistir (Dorshorst vd. 2015). Sultan irkinin karakteristik ibik yapisi
“Catal” veya “V dublex” ibik olarak adlandirilmaktadir. Catal ibik 6zelligi diger tavuk
rklarinda da farkli varyasyonlarda gzlenmekte olup bu varyasyonla ilgili gen bolgesinde
olusan ikinci bir mutasyonun bu ibik formuna sebep oldugu bildirilmistir (Dodgson 2003;
Dorshorst vd. 2015). Sultan irkindaki V ibik sekli tescil edilmis yerli tavuk irkimiz Gerze
(Hacikad1) tavugunda da gozlenmektedir (TAGEM 2009).

Sultan 1tk diger tavuk irklarindan ayiran diger bir 6zelligi ise ayak parmak
yapisidir. Yabani formda, tavuklar her bir ayakta 4 adet parmaga sahipken Sultan irkinda
her ayakta 5 adet parmak olusumu gozlenmektedir. Bircok memelide oldugu gibi bazi
tavuk 1rklarinda da ¢oklu parmak olusumuna mutant bir gen olan Polydaktyl (Po) geni
sebep oldugu bildirilmektedir (Huang vd. 2006; Sun vd. 2014). Omurgali uzuvlarinda sik
goriilen bir iskelet bozuklugu olan polidaktilite genine etki eden transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonu ve genin dozaj etkisi baz1 durumlarda tavuklarin ayaklarinda
farkli sayida parmak olusumuna neden olabilmektedir. Benzer bir sekilde Tiirkiye’deki
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baz1 Sultan 1rki popiilasyonlarinda da akrabali yetistirme diizeyine bagl olarak tavuk ve
horozlarin sag ve sol ayaklarindaki parmak sayilarinin birbirine esit olmadigi
gozlenmistir. Ayrica Sultan irki tavuklarin ayak deri renkleride farklilik gostermektedir.
Gri tonlarinda ayak deri rengine sahip olan 1irkin ayak bilekleri ve ayaklarinin lizeri paga
diye tabir edilen tuylerle 6rtultddr. Paga tlylerinin yani sira irka 6zgii karakteristik olarak
incik kemiklerinin tizerinden arkaya dogru uzanan ve yetistiriciler tarafindan “kilig”
olarak adlandirilan tiiyler bulunmaktadir.

Bu tez c¢alismasi oncesinde Sultan irki tavuk ve horozlarinda yapilan bir 6n
calismada farkli yag donemlerine ve farkli lokasyonlara ait 152 horoz ve 226 tavukta 30
parametre incelenmistir. Arastirma bulgularina gore Sultan genotipine ait tavuk ve
horozlarda vicut deri rengi ve vicut tly rengi beyaz olarak saptanmistir. Biitiin
hayvanlarda yanak ve sakal tiiyleri gdzlenmistir. Sultan genotiplerine ait her iki cinsiyette
de ayak bileklerinde paca tiiyleri ile kili¢ olarak tabir edilen tiiyler ve her ayakta bes
parmak gozlenmistir. Sultan genotiplerine ait tavuk ve horozlarda ortalama canh
agirliklar sirastyla 1.080 ve 1.324 kg, viicut uzunlugu 50,30 ve 60,80 cm, acgik kanat
uzunlugu 70,74 ve 78,51 cm, sirt uzunlugu 13,79 ve 14,45 cm, sternum uzunlugu 109.83
ve 119,39 mm, gogiis genisligi 49,05 ve 53,60 mm, boyun uzunlugu 111,90 ve 122,60
mm olarak saptanmistir.

2.3. Mitokondri ve Mitokondriyal DNA (mtDNA)

Mitokondri, genel olarak dkaryotik hiicrelerin homeostazini ve hiicrede meydana
gelen reaksiyonlar igin gerekli olan ATP’nin biiyiik bir kisminin iretildigi organel
oldugundan hiicrenin “gii¢ merkezi” ya da “enerji santrali” olarak adlandirilmaktadir
(Pagliarini ve Rutter 2013). Hiicrede bulunma siklig1 ise hiicrenin enerji ihtiyacina gore
degisim gostermekle beraber sekilleri ve biiyiikliikleri de degismektedir. Mitokondrinin,
iki katl1 i¢ ve dis membran arasinda bosluk bulunmaktadir. I¢ membran oldukg¢a kivrimli
bir yapiya (krista) sahip olmakla birlikte membran icerisinde organelin kendine ait
kalitsal metaryali ve ribozomu bulunmaktadir. Mitokondri zarinda periferal ve integral
olarak rol alan F1 ve FO ATP sentazin bilesenidir (Hall ve Hall 2020) (Sekil 2.9) Ayrica
mitokondri, lipidler ve demir-kukdrt kiimeleri gibi makromolekdllerin biyosentezinde de
onemli bir rol oynamaktadir. Mitokondri, enerji iiretimi ve biyosentez destegi ile
proliferasyon, farklilasma ve strese adaptasyon gibi biyolojik strecglerin merkezi olma
ozelligindedir (Chandel 2015).
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Sekil 2.10. Mitokondri organelinin genel yapisi (Anonymous 4)

Okaryotiklerde, hiicre cekirdegi icerisinde yer alan DNA disinda mitokondri
organelinde de DNA bulunmasi evrimsel siiregteki birtakim olaylara dayandirilmaktadir.
Yaklasik olarak 1,5 milyar yil dnce, modern a-proteobakteriler ile iligkili bir bakteri
hicresinin, 6karyotik bir hiicrenin mitokondrisiyle simbiyotik bir iligki gergeklestirdigi
ve evrimsel slre¢ boyunca bakteriyel genom ile mitokondri organeli tamamen
biitlinleserek hiicresel aktivitede ©nemli bir rol oynamaya baslamis oldugu
distintilmektedir (Hori ve Osawa 1987). Bu sebeple evrimsel surecte sadece bir kez
gerceklesmis oldugu diisiiniilen bu olayin mitokondriyal kékenin monofiletik karaktere
sahip olmasina neden oldugu disiiniilmektedir (Gray vd. 1999; Degli 2014). Bu evrimsel
slrecte a-protobakterium’un genomunda meydana gelen gen kaybi ya da a-
protobakterium’dan niikleer genoma gen transferi oldugu ve bunun sonucunda organelin
genomunda sistemli bir azalma gerceklestigi diisiiniilmektedir (Martin ve Miiller 1998).

Mitokondri sayisi hiicre basina degiskenlik gostermekle birlikte genellikle bir
hiicrenin enerji talebi ile dogru orantilidir. Baz1 hiicrelerde birkag mtDNA kopyasi
bulunurken bazilarinda hi¢ bulunmamaktadir (Cavalier-Smith 2000). Memelilerin
cogunun somatik hiicreleri, yaklasik 102 ila 104 mtDNA kopyasi icerirken olgun bir
memeli spermatozoasinin orta bdlgesinde yaklasik 72-80 mitokondri hiicresi bulundugu
bilinmektedir (Sekil 2.11) (Freitas vd. 2017; Vertika 2020). Spermatozoada mitokondri,
en ¢ok enerji gerektiren kisim olan kuyruk mikrotiibiillerinin ¢evresinde bulunmakta ve
bu, mitokondrinin sperm hareketliligi i¢in gerekli enerjinin saglanmasinda dogrudan bir
rol oynamaktadir (St John vd. 2000).
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Sekil 2.11. Mitokondrinin sperm hiicresindeki konumu (Vertika vd. 2020)

Bununla birlikte, mitokondriyal islevler spermde enerji tiretimi ile sinirli degildir,
ayn1 zamanda tiim gamet iiretimi ve i{ireme siirecinde ¢esitli roller iistlenirler. Ureme ile
ilgili olarak, mitokondri, steroid hormon Uretimi icin merkezi bélge olarak bildirilmekte
ve iremenin diger bircok diizenleyici olayina dolayli katildigi vurgulanmaktadir
(Ramalho-Santos vd. 2009). Erkek germ hiicrelerinde bulunan mtDNA'larin ¢ogu,
yuvarlak spermatidlerin uzatilmis spermatidlere donilismesi sirasinda ortadan kaldirilir ve
sitoplazmanin ¢ogunu geride kalan cisimler olarak geride birakmaktadir. Geride kalan
germ hiicre sitoplazmasmin biiyiik bir kismini igeren kalintilar daha sonra Sertoli
hiicreleri tarafindan fagositozlanmaktadir (Vertika vd. 2020). Spermatogenez esnasinda,
mtDNA miktarinda baslangigctan yaklasik olarak %350 azalma olurken, oogenezde
mtDNA kopya sayisinda yiiksek amplifikasyon gbzlendigi bildirilmistir (Hecht ve Liem
1984). Oositlerde meydana gelen mtDNA artis1 ¢esitli dollenme olaylar1 ile 6nemini
go6stermektedir. Dollenme basarisizligindan muzdarip hastalarda oositler incelendiginde,
normal déllenme oranina sahip olanlara kiyasla dnemli 6l¢iide daha diisiik mtDNA kopya
sayisina sahip olduklar1 bulunmustur (Reynier vd. 2001). Sperm hiicresinde bulunan
mitokondri miktarindaki azalmanin biyolojik 6nemi ilging bir soru olmaya devam
etmektedir. Sperm hucresindeki disiik mitokondriyal sayiyr acgiklamak igin bir dizi
hipotez ortaya atilmistir; spermde mtDNA kopya sayisindaki azalmanin, mtDNA'ya ROS
aracilifiyla hasar sikligini azalttigini ve oldukg¢a zararli mutasyonlarin secici olarak
ortadan kaldirilmasinin, diisiik seviyede mitokondriyal icerikte en etkili oldugu da 6ne
stiriilmiistiir (Wai vd. 2010; Cecchino vd. 2018). Son zamanlarda, mtDNA’s1 mutasyona
ugratilmig farelerle yapilan bir calismada, mtDNA kopya sayisini azaltmanin testislerde
spermatosit ve spermatid anormalliklerini artirdigini bu karsin mtDNA kopya sayisindaki
artisin dogurganli@i ve normal testis morfolojisini diizelttigi bildirilmistir (Jiang vd.
2017).

Olgun disi gametlerindeki mitokondriyal say1, erkek gamet hiicrelerinden birkag
kat daha fazladir (Wai vd. 2010). Olgun oositler 150.000'den fazla mtDNA kopyasi
igerirken, insan spermatozoasi yalnizca yaklasik 700 kopya i¢cermektedir (Diez-Sanchez
vd. 2003). Bu farklilik, mitokondriyal DNA'nin (mtDNA) maternal kalittminin,
mitokondriyal icerikteki cinsiyete 6zgii bir tutarsizliga dayandigimi géstermektedir (Wai
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vd. 2010). Mitokondriyal DNA'nin maternal kalitimda etkili oldugu bilinsede bazi
tirlerde paternal (baba) kalitimda gosterdigi bildirilmistir (Wai vd. 2010). Insanlarda
paternal kalitimla ilgili simdiye kadar iki vaka bildirilmistir (Schwartz ve Vissing 2002;
Luo vd. 2018; Vertika vd. 2020). Mitokondriyal kalitimda paternal kalitim eksikligi 1)
spermin mtDNA sayisinin yumurta hiicresine oranla oldukea diisiik olmasi; ii) paternal
mtDNA’nin ubikitinasyon yoluyla elemine olmasi; iii) diisiik frekanstaki babaya ait
mtDNA allellerinin “darbogaz” etkisi gibi sebeplerden kaynaklandigi bildirilmistir
(Chinnery ve Hudson 2013).

Farkl1 tiirlerde paternal mtDNA'nin kaliimini 6nlemek i¢in ¢esitli mekanizmalar
calistig1 bildirilmistir. Caenorhabditis elegans (C. elegans), embriyo hicrelerindeki
paternal MtDNA’nin bozulmasinin, lizozom kaynakli otofajik yol ile meydana geldigi
bildirilmistir (E1 Rawi vd. 2011; Sato ve Sato 2011; Song vd. 2016). C. elegans'ta yapilan
molekiiler caligmalar, dollenmeden iki saat sonra paternal mtDNA'nin hiicreden
c¢ikarildigini ortaya koymustur (Song vd. 2016). Bununla birlikte, lizozomal bozukluklara
sahip hayvanlarda, paternal mitokondrinin ge¢ embriyonik asamalara kadar embriyonik
hicrelerde gorildigi gozlemlenmistir. C. elegans sperminin  mitokondrileri,
otofagozomlar tarafindan alinir ve ardindan 16 hiicreli embriyonik asamada bozunur. Bu
nedenle, C. elegans'ta lizozomal yolak, déllenme sirasinda oositteki baba mitokondrinin
yok edilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Song vd. 2016). Benzer sekilde yapilan bir
calismada Drosophila’da doéllenmeden sonra sperm mitokondriyal tdrevinin yok
edilmesinin otofajik bir yol kullandigimi gostermistir (Politi vd. 2014).

Tavuklar yaklastk 16.5 kb uzunlugunda, ¢ift sarmal yapida ve dairesel
mitokondriyal genoma sahiptir (Breton vd. 2007). Mitokondriyal genom GC oraninca
zengin olan agir zincir (HS: Heavy strand) ve hafif zincir (LS: Light strand) olarak
adlandirilan iki zincirden olusmaktadir. Ayrica tavuklarm mitokondriyal genomu, iki
ribozomal RNA (rRNA) geni, 22 transfer RNA (tRNA) geni ve adenozin trifosfat (ATP)
sentezi i¢in elektron tasinmasinda rol alan enzimlerin alt iinitelerini kodlayan 13 protein
geninden olusmaktadir (Sekil 2.10) (Sato ve Sato 2017). Mitokondriyal DNA histon
proteinlerinden yoksun olmasi sebebiyle bir paketleme sistemine sahip olmadigindan
DNA’y1 koruyucu bir mekanizma bulunmamaktadir. Bu durum ROS hasarina daha
duyarli olan mtDNA’nin niikleer genoma gore 15 kat daha fazla mutasyona ugrama
potansiyelini ortaya koymaktadir (Babayev ve Seli 2015). Mitokondriyal DNA’da
bulunan genler arasindaki diziler genellikle oldukca kisadir. Mitokondriyal DNA’da
yapisal genlerden yoksun ancak replikasyon ve transkripsiyonu baslatan dizileri iceren ve
zincir replikasyonun baglangig bolgesi ile iligkili herhangi bir enzim karsiligi olmayan bir
kontrol bolgesi bulunmaktadir. Bu bolgeye mtDNA’nin D-Loop (Displacement Loop)
(1500-1612 bg) bolgesi adi verilmektedir. Promotorlar ve agir zincirin baslangig orijini,
D-Loop bolgesinin 5* ucuna yakin bulunduklart i¢in bu lokusun tamamina genel olarak
D-Loop dlzenleme bolgesi ya da kontrol bolgesi (control region) olarak
adlandiriimaktadir (Shadel and Clayton 1997).

Tavuklarda D-Loop bolgesi; U¢ kisma ayrilmaktadir. Kontrol bdlgesinin 5’
ucundaki ilk bolge, sitozin amino asitince zengin bir bolge olan “C-stretch” ve “TAS”
(Termination Associated Sequence) bolgelerini icermektedir. C-stretch bolgesi (5 ucu)
kanathilarda karakteristik bir bolge olarak tanimlanmistir. Orta bdlge, ¢esitli yapisal
bilesenlerin bulundugu ve farkli kus familyalarinda bile karakterize edilebilen en
konservatif bolge olarak bilinmektedir (Desjardins ve Morais 1993; Quinn ve Wilson
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1993). Tavuklarda D-Loop bolgesinin “CSB1” (Conserved Sequence Block 1) ile
baslayan 3’ucundaki bolge genellikle en degisken bolgedir. Kanatli tiirlerindeki mtDNA
D-Loop dizi varyasyonlarinin esas olarak bu bolgede gergeklestigi ve bu bolgede
duplikasyonlar bulundugu bildirilmistir (Desjardins ve Morais 1990). Mitokondriyal
Transkripsiyon Faktortinin (mtTFA) CSB1 bolgesi ile iliskili oldugu, transkripsiyon ve
replikasyon gibi cesitli stireclerden sorumlu oldugu saptanmustir. Uglincii bélgenin geri
kalan kisminin fonksiyonel islemlere sahip olmadig: ve tiirler arasi genis insersiyon ve
delesyonlar ile tiir i¢i ardisik tekrarlar icerdigi bildirilmistir (Kvist 2000).

Mitokondriyal DNA’nin kontrol bolgesi oldukca degisken bir yapiya sahip olup
bireyler arasinda bile varyasyon gosterebilmektedir. Bu bolge birgok durumda ardisik
tekrarlar igermektedir. Bu oOzelliginden dolayr tiirler, alt turler ve populasyonlar
arasindaki filogenetik c¢alismalarda kullanilmaktadir (Zhang ve Hewitt, 1997).
Mitokondriyal DNA, nDNA’dan daha hizli evrimlesmesine ragmen 12S rDNA
(ribozomal DNA) olduk¢a korunmustur ve sube ya da alt sube gibi yiiksek taksonomik
basamaklarin filogenilerinin olusturulmasinda etkin bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir
(Ballard 1992).
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Sekil 2.12. Tavuk (Gallus gallus) mtDNA ‘s1

Mitokondrial DNA (izerinde bulunan genlerin isimleri: cyt b — sitokrom b; COI, COll ve

COIIll — sitokrom oksidazin I, II Sekil tablosu 6gesi bulunamadi.ve III numarali alt
birimleri; ND1, ND2, ND4, ND5 — NADH rediiktazin alt birimleri; ribozomal gen alt
birimleri 12S ve 16S olarak gosterilmistir.

28



KAYNAK TARAMASI K. ESKIOGLU

Mitokondrinin oksidatif fosforilasyon sistemindeki bes protein kompleksinden
biri olan kompleks III’iin olusumunda rol alan dokuz proteinden en popiiler olani
Sitokrom b (cytb)’dir. Mitokondri dis ya da i¢ membran bdlgelerince baglanan 8
transmembran boélge icermektedir. COIl ve cytb gen bolgeleri solunum esnasindaki
elektron iletimini saglayan 16S rRNA ribozomun biyuk alt birimi ve 12S rRNA,
ribozomun kiclk alt biriminin sentezinden sorumludur (Desjardins ve Morais 1990).
Nikotinamit diniikleotid (ND) gen ailesi de NADH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Hydrogen) dehidrogenaz proteinlerinin Uretilmesi icin gerekli bilginin iletimini
saglamaktadir. Bu protein ailesi, oksidatif fosforilasyon igin gerekli gesitli enzim
komplekslerinden birisi olan Kompleks I olarak da adlandirilan biiyiik bir enzimin bir
parcasidir. Bu enzim kompleksleri mitokondrinin zar kismma konumlanmis ve burada
oksijen ve basit sekerleri parcalayarak adenosin trifosfat (ATP) iiretilmesini saglarlar.
Mitokondriyal enzim kompleksleri ATP iiretimini saglayan kimyasal reaksiyonlari
katalizlerler (Desjardins ve Morais 1990).

Tavuklarda mtDNA’nin kalitimi1 insanlara benzer olarak maternal ve dolayisiyla
klonal yolla ger¢eklesmektedir (Birky 2001). Baba tarafindan aktarilan spermatozoal
mtDNA fertilizasyondan 6nce veya sonra yok olmaktadir (Xu 2005; White vd. 2008).
Ayrica disi germ hattindan iletilen mtDNA, bireysel ¢esitliligi azaltan giiclii bir darbogaz
etkisi yaratmaktadir (Shoubridge ve Wai 2007). Mitokondriyal DNA’nin anne soylardan
aktarim mekanizmasi tavuk itk ve hatlarmin pedigri kaydi olmaksizin kdkenlerinin
arastirilmasina olanak saglamaktadir (Avise vd. 1987).

2.4. Tavuklarda mtDNA Dizi Analizine Dayal Filogenetik Caliymalar

Macar yerli tavuklarin maternal kokenini arastirmak i¢in mtDNA D-Loop dizi
analizine dayal1 yapilan bir ¢alismada 9 wrk’a ait 74 yerli tavuk kullanilmistir. 9 1rka ait
74 Macar yerli tavugunun ve Genbanktan elde edilen sekans verileri kullanilarak yapilan
analiz sonucunda 530 b¢’lik D-Loop bdlgesinde toplam 11 haplotip (HIC_1-HIC11) ve
bu haplotipleri belirleyen 17 polimorfik bolge tespit edilmistir. Popiilasyonlarin niikleotid
cesitliligi (pi) ve haplotip cesitliligi (Hd) ise sirasiyla 0,626, 0,0049 olarak belirlenmistir.
NCBI GenBank veri tabanina gore yapilan arastirmada Macar yerli tavuklarin iig
haplotipi (HIC3, HIC8 ve HIC9) wrk'a 6zgli bulunmustur. Sonug¢ olarak Macar yerli
tavuklarina ait olan haplotiplerin %86'sinin muhtemelen Hint bélgesinden kaynaklanan
referans sekansla iligkili oldugunu, sekanslarin kii¢iik kisminin ise muhtemelen Gliney
Dogu Asya, Cin ve Japonya'dan geldiginin muhtemel oldugu bildirilmistir (Revay vd.
2010).

Hindistan’a ait 4 farkli yerel tavuk popiilasyonunun Kirmizi orman tavugu ile
genetik iligkisinin saptanmasint amaglayan c¢alismada mMtDNA D-Loop bolgesi
filogenetik belirteg olarak kullanilmistir (Bhuiyan vd. 2013). D-Loop’un 648 bcg
uzunlugundaki bolgesinde toplam 25 haplotip ve bu haplotipleri tanimlayan 39
polimorfik bolge tespit edilmistir. Haplotip ¢esitliligi ve niikleotid gesitliligi ise sirasiyla
0,745 + 0,901 ve 0,011 *+ 0,016 bulunmustur. AMOVA analizi sonucunda ise, toplam
genetik cesitliligin %89,16' sinin popiilasyon i¢i varyasyondan kaynaklandigi ve ¢alisilan
popiilasyonlar arasinda ¢ok az genetik varyasyon oldugunu gostermistir. Banglades yerli
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tavuklarinda yapilan network analizi sonucunda bes farkli haplogrup (A, D, E, F ve I)
olusmustur. Tiim Banglades yerel tavuk popiilasyonlarinda bireyleri temsil eden
haplogruplar D ve E olarak belirlenmistir. Bu yerel irklarin maternal kdken olarak Hint
Yarimadasi ve Giineydogu Asya tilkelerinden, 6zellikle Giiney Cin, Vietnam, Myanmar
ve Tayland'dan geldigi kanisina varilmasini saglamistir. Ayrica, Hindistan yerel tavuk
popiilasyonlariyla Kirmizi orman tavugunun alt tiirleri arasindaki filogenetik analiz
sonucuna gore Gallus gallus ve Gallus spadiceus tum haplogruplarda ortak olarak
paylastt ve Gallus gallus'dan daha biiyiik bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda, Hindistan yerel tavuklarin genetik varyasyonunun hala yeterince
biiyiik oldugu ve bu ¢esitliligin birden fazla maternal soydan kaynaklandigi bildirilmistir
(Bhuiyan vd. 2013).

Avrupa bolgesinde Orneklenen tavuk irklarinda maternal kalitimin
modellenebilmesi i¢in yapilan bir ¢alismada; Asya, Orta Asya, Kirmizi Orman Tavavugu,
Akdeniz, Kuzeybat1 Avrupa, Dogu Avrupa bolgelerine ait 55 1rkta toplam 1256 bireyin
mtDNA D-Loop bolgesinin 455 bg'lik bir pargast analiz edilmistir. Asya, Orta Asya,
Kirmizi Orman Tavugu, Akdeniz, Kuzeybati Avrupa ve Dogu Avrupa bolgelerine ait
tavuklardan elde edilen Haplotip ve Nukleotid ¢esitliligi sirastyla, 0.761 + 0.076, 0.0104
+0,0040; 0,670 = 0.067, 0,0062 + 0,0032; 0,578 £ 0,107, 0,0051 + 0,0033; 0,561 + 0,091,
0,0030 £ 0,0017; 0,472 + 0,058, 0,0041 + 0,0019; 0,442 + 0,120, 0,0030 + 0,0009 olarak
tespit edilmistir. Yapilan haplotip ag analizi sonucunda elde edilen haplotipler 5
haplogrup’a ayrilmistir (Hap A-Hap E). Bunlarin igerisinde Haplogrup E, incelenen tiim
tavuk popiilasyonlari igerisinde en yaygmn haplogrup olarak bulmustur. Bu ¢alismanin
sonuglarini gore, Avrupa'daki evcil tavuklarin haplogrup dagilimu ile ilgili 6nceki yapilan
mtDNA ¢aligsmalarindan elde edilen bulgular dogrulanmistir. Haplogrup E'yi Hint, Orta
Dogu ve Avrupali tavuklar arasinda baskin irklar olarak bildirilmistir (Lyimo vd. 2015).

Turkiye ve iran kokenli yerli tavuk irklarmnin genetik cesitliligini ve maternal
kokenini degerlendirmek igin yapilan c¢aliymada Tiirk ve Iran yerli tavuk
popiilasyonlarinda toplam 24 polimorfik bolgeyi temsil eden 19 haplotip gozlenmis ve
yerli tavuklardaki haplotip ve nikleotid gesitliligi sirasiyla; 0,36 + 0,02, 0,0007; 0,36 *
0,02, 0,0021 olarak bulunmustur. Tiirkiye ve Iran tavuklarinda iki farkli haplogrup (A ve
E) bulunmustur. Oldukca yaygin olan haplogrup E’ye ait olan haplotip 1 (TRIRE1) olmak
lizere 18 farkli haplotipli Tiirkiye ve Iran tavuk popiilasyonlarida majér haplotip olarak
gbzlenmistir. Sonuc olarak, Tirkiye ve Iran tavuk popiilasyonlar1 mtDNA D-Loop
bolgesinde diisiik derecede polimorfizm gostermistir. Kirmizi orman tavugu ile
karsilastirildiginda, Tiirk ve Iran tavuk irklar birbirleriyle yakindan iligkili bulunmus ve
genetik benzerligin tarihsel kayitlarla aciklanabilecegi bildirilmistir (Crawford 1990;
1995). Arastirma sonucuna gore, Tiirk ve Iran tavuk popiilasyonlarinin biiyiik bir
kisminin Hindistan’1n alt kitasindan gelmis olabilecegi bildirilmistir (Meydan 2016).

Rusya yerli tavuk irklarinda maternal kalitimi arastirmak i¢cin mtDNA D-Loop
dizisine dayali yapilan bir caligmada alt1 farkli tavuk irkina ait 86 bireyde genetik
karakterizasyon yapilmistir (Dyomin vd. 2017). Yapilan ¢aligmada D-Loop (1231-132
bg) bolgesinde irklari tanimlayan 22 haplotip belirlenmis ve bu haplotipleri temsil eden
35 polimorfik bolge tespit edilmistir. En yiiksek haplotip cesitliligi 0,833 + 0,098 ve en
diisiik 0,561 + 0,154 tespit edilmistir. Analize diger Avrupa, Asya ve Rusyanin ¢esitli
bolgeleriden elde edilen tavuk fosil 6rneklerinde elde edilem mtDNA 6rneklerinin de
dahil edildigi analiz sonucu cesitli haplogruplar olusturulmustur. Bu haplogruplarin
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icerisinde en genis haplotip ¢esitliligini yansitan ve fosil drneklerinide kapsayan grup E1
olarak tespit edilmistir. E1 disinda kalan tiim haplotiplerin Dogu Avrupa tavuk gen
havuzuna yakin zamanda dahil oldugunu ispatlamaktadir (Dyomin vd. 2017).

Pavlov irkinda yapilan bir ¢alismada ise Rusya’nin {i¢ bolgesine ait olan toplam
37 tavukta mtDNA D-Loop dizi analizi yapilmistir. 1231/1232 bg¢ uzunluguna sahip
MtDNA D-Loop bélgesinde 22 polimorfik bolge bulunmustur. Pavlov popiilasyonlarinda
haplotip ve nukleotid ¢esitliligi sirasiyla; 0,8, 0,005; 0,399, 0,00077; 0.72, 0,0009
bulunmustur. Pavlov irkinin diger irklarla karsilastirilmasi ig¢in toplam 117 D-Loop
sekansi kullanilmig ve bunlardan 80 haplotip 11 haplogrup olusturmustur. Pavlov tavuk
irk1 bu haplogruplardan, yaygm olarak E1 ve A haplogruplarina tanimlanmustir. iki
yaygin haplogrup olusturan haplotip varyantlart E1 ve A olarak bildirilmistir. Ayni
zamanda, E1 haplogrubunun haplotipleri, Pavlov irkinin temsilcileri i¢in yaygindir. Son
verilere gore E1 haplogrup’u icerisinde yer alan tavuklar Avrupa’ya ilk giren tavuklarin
soyundan geldigi bildirilmistir (Storey vd. 2012; Girdland vd. 2014). Bu, Pavlov 1rkinin
dayandig ata popiilasyonlarinin Avrupa kokenli olabilecegini gostermektedir (Demin vd.
2017).

Lueyang black-bone tavuk irkinda mtDNA D-Loop bélgesine dayali yapilan
analizde 10 haplotip (LY1-LY10) tespit edilmistir. Bu haplotiplere gore, Lueyang black-
bone tavuklari icin NJ yontemleri kullanilarak filogenetik bir aga¢ olusturuldu ve bundan,
Lueyang black-bone tavugunun 10 haplotipi ti¢ bityiik farkli dalda kiimelendigi tespit
edilmistir. Filogenetik analiz sonucunda ise, Gallus gallus domestica'nin gri orman
tavugu (Gallus sonneratii) veya yesil orman tavugu (Gallus varius) ile genetik bir iligkisi
olmadigini gosterilmistir. Hint tavuk irklarimin Seylan orman tavugu (Gallus lafayetii) ile
yakin bir iligkisi oldugu belirtilmektedir. Lueyang black-bone tavuk, sirasiyla Dongan
black tavugu, Taoyuan tavugu ve Silky tavugunu temsil eden HUI1, HU4, JA3
haplogruplar ile kiimelenmistir. Sonuglar, Lueyang black-bone tavugun, diger siyah
kemikli tavuklarla yakin genetik iligkisi olan siyah tavuk ailesinin énemli bir iiyesi
oldugunu gostermistir (Zhang vd. 2018).

Cin’e ait 5 yerli tavuk irkinda maternal kokenini ve filogenetik iliskisini tespit
etmek i¢in 149 tavukta mtDNA D-Loop dizi analizi kullanilarak analiz yapilmistir. Analiz
sonucunda 1231 £ 1232 b¢ uzunluguna sahip D-Loop sekansinda (859 b¢) 9 haplotip ve
bu haplotipleri tanimlayan toplam 33 polimorfik bolge tanimlanmistir. Ortalama haplotip
ve niikleotid ¢esitliligi sirasiyla 0,862 + 0,017 ve 0,00591 + 0,00135 olarak bulunmustur.
Filogenetik analiz, Jiangsu tavuklarinin mtDNA haplotiplerinin genetik yapisinin 5
haplogrup’a (Hap A, Hap B, Hap C, Hap D, Hap E) dagildigin1 gdstermistir. Bununla
birlikte, bu ¢alismada karakterize edilen bireylerin ¢gogu haplogrupA’ya ait oldugu tespit
edilmistir. Popiilasyonlar arasi genetik uzaklik degerleri 0,0045 ile 0,0083 arasinda
degiskenlik gostermistir. Arastirma sonucunda ise Cin yerel tavuk popiilasyonlarinin
diisiik ntikleotid ve haplotip c¢esitliligine sahip oldugunu ve muhtemelen ortak olarak
farkli 5 1irkta maternal kalitim paylastigini gostermistir (Jia vd. 2018).

Islam vd. (2019)’un yapmis oldugu bir ¢alismada Hindistan yerli 5 tavuk irkina
ait toplam 60 bireyde mtDNA D-Loop dizi analizine dayali genetik gesitlilik ve maternal
koken arastirilmistir. Hindistan yerli tavuk irklarinda elde edilen 1232 b¢ uzunlugundaki
D-Loop sekansi ile Cin, Hindistan, Laos, Endonezya, Myanmar ve diger Avrasya
bolgelerindeki farkli evcil tavuk irklarini temsil eden 61 referans dizi dahil edilerek analiz
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yapilmigtir. Hindistan yerli tavuklarina ait 60 mtDNA D-Loop sekansinda toplam 21
haplotip ve bu haplotipleri temsil eden 35 polimorfik bélge tespit edilmistir. Hindistan
yerli tavuklarina ait bes popiilasyonda haplotip ve niikleotid cesitliligi sirastyla 0,921 +
0,018 ve 0,0061 + 0,0019 olarak tespit edilmistir. Hem mtDNA haplotip ag hem de
filogenetik analiz sonucunda, 61 referans haplotip ile birlikte Hindistan popiilasyonlarina
ait 21 haplotipte dort haplogrup (Haplo C, Haplo D, Haplo E, Haplo F) elde edilmistir.
Bu haplogruplar igerisinde, Hindistan tavuk wrklarinda en ¢ok birey haplogrupE’de
gbzlemlenmistir. Arastirma sonucunda Cin’e ait referans sekanslar ile Hindistan yerel
tavuklarinda yiiksek sayida benzersiz haplotip tespit edilmistir. Hindistan yerel
tavuklariin Cin, Myanmar ve Laos bolgelerine ait referans diziler ile yakin bir iliskisinin
oldugunu ve Hindistan yerel tavuklarinin bu cografyadan yayildigini bildirmislerdir.
Farkl1 haplogruplardan alinan haplotipler, filogenetik agac¢ yapilar1 ve filogenetik bilgiler
dogrultusunda Hindistan yerel tavuk irklarinin yiiksek genetik cesitliligini ortaya koymus
ve maternal olarak Hindistan, Cin, Myanmar ve Laos’tan koken aldig1 tespit edilmistir
(Islam vd. 2019).

Hata vd. (2020)’nin yapmis oldugu ¢alismada, 38 adet Japon yerli tavuk irkinda
MtDNA D-Loop bolgesine dayali analiz yapilmistir. Yapilan analizde farkl
cografyalardan yedi tavuk 1rki da dahil edilmis ve tavuk irklarinda toplam 37 haplotip
tanimlanmis olup ortalama haplotip ve ortalama niikleotid ¢esitliligi sirasiyla 2,992-
0,007 olarak tespit edilmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda Japon yerli irklarinda A,
B, C, D ve E olmak tizere toplam bes haplogrup belirlenmistir (Liu vd. 2006; Miao vd.
2013. En sik gozlenen haplotipler ise, AO1 ve A0S olarak tespit edilmis ve sirasiyla 16
irkta 100 bireyde; 12 wrkta 107 bireyde gozlenmistir. Analizde kullanilan bireyler 3
cografi konumdan 7527 sekans, dokuz haplogruba (A, B, C, D, E,F, G, H/1/K ve WZ)
ve dokuz haplogrubun frekanslarina siniflandirilmistir. Siniflandirilan kiiresel bolgeler
ise: Japonya, Dogu Asya, Cin ve Giiney Kore, Giineydogu Asya, Giiney Asya, Bat1 ve
Orta Asya, Avrupa, Afrika, Kuzey Amerika ve Giliney Amerika. Dogu Asya, dokuz
haplogrubun tiimiinii sergilemis ve A, B ve E haplogruplari en biiyiik haplogrup olarak
belirlenmistir ancak B ve D haplogruplari en sik goriilen birinci ve ikinci haplogrup olarak
bildirilmistir (Hata vd. 2020).

Bat1 Cezayir'in bes agro-ekolojik bolgesinden evcil tavugun genetik gesitliligini
ve maternal kokenini degerlendirmek i¢cin mtDNA D-Loop dizi analizi yapilmistir. 397
b¢ Dloop dizisinden, Cezayir evcil tavuklarinda 13 haplotipi tanimlayan 20 polimorfik
bolge belirlenmistir. Haplotip ve niikleotid ¢esitliligi sirasiyla 0.597 ve 0.003 olarak tespit
edilmistir. Filogenetik ve haplotip ag analizleri, iki haplogrubun (A ve E) varligim
gostermistir. Yalnizca bir haplotip haplogrupA gozlemlenirken, haplogrupunE’ye dahil
on iki farkli haplotip neredeyse tiim Cezayir yerli tavuklarinda bulunmustur. Bu bulgular,
Cezayir yerli tavuklarinin koken olarak Hindistan alt kitasinda bulunan en yaygin
haplogruptan tiiredigini ortaya koymustur. Sonug olarak, Kuzey-Bati1 Afrika tavugunun
kokeni ve ilk tavuk popiilasyonlariin Afrika kitasindan koken aldigina dair kanitlar
sundugu bildirilmistir (Boudali vd. 2020).

Jia vd. (2020)’nin yapmis oldugu c¢alismada, mitokondriyal genomu karakterize
etmek ve Tibet tavugunun filogenetik evrimini arastirmayt amacglanmigtir. Calismada 40
adet Tibet tavugunda mtDNA dizi analizi yapilmistir. Elde edilen D-Loop sekans
uzunlugu 1231 £ 1232 bg olarak tespit edilmis ve 859 b¢’de sadece 2 adet sekansta sitozin
niikleotinde mutasyon gozlenmistir. Mitogenom ise uzunlugul6.785 bg olarak tespit
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edilmis ve 22 transfer RNA (tRNA) geni, iki ribozomal RNA (rRNA) geni, 13 protein
kodlayan gen ve bir kodlamayan kontrol bélgesi (CR) icermektedir. Elde edilen D-Loop
sekans1 GenBank’ta mevcut olan Kirmizi Orman tavugu mtDNA’s1 ile analiz edilmistir.
Analiz sonucunda, 17 polimorfik bdlge ve 4 haplotip (Hapl-Hap4) tespit edilmis olup
dort haplotip, daha once yaymlanan ii¢ sinifa, yani HaplogrupA, HaplogrupB ve
Haplogrup E'ye ait oldugu tespit edilmistir. Tibet tavugu popiilasyonunun yarisinda
fazlas1 Haplogrup B’nin i¢erisinde bulunmustur. D-Loop sekans verilerine gore, ortalama
haplotip cesitliligi ve niikleotid ¢esitliligi sirasiyla 0,658 + 0,065 ve 0,00442 + 0,00094
olarak bulunmustur. Tibet tavuk popiilasyonlarinda tespit edilen niikleotid ve haplotip
cesitliligi diisik mitokondriyal genetik cesitliligin bir gostergesi oldugunu ifade
etmektedir. Bu sonuglar, Tibet tavugu germplazminin ex situ korunmasini ve daha fazla
birey toplanarak, birden ¢cok bolgeden uygun bir 6rnekleme yontemi ile gergeklestirilmesi
gerektigini gostermektedir (Jia vd. 2020).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.2. Sultan irki tavuk ve horozlarindan tly 6rneklerinin toplanmasi

Projenin hayvan materyali Tiirkiye’nin farkli lokasyonlarindaki Tiirkiye Siis
Tavuklar1 ve Bahge Hayvanlari Federasyonu’na (TSHF) kayith yetistirici siiriilerinden
saglanmistir. Ornekleme yapilan lokasyonlar Cizelge 3.1°de verilmistir. Sultan tavuguna
ait mtDNA izolasyonu i¢in gerekli olan tiiy 6rnekleri, Amerikan Kanatli Dernegi (APA)
ve Avrupa Siis Tavuklari ve Bahge Hayvanlar1 Konfederasyonu (EE) tarafindan
belirlenen Sultan 1k standartlarina uygun 6zellikteki, minimum 1000-1500 gr canli
agirliga sahip tavuk ve horozlardan alinmistir. Toplam 30 bireyden (12 erkek, 18 disi)
alinan tity 6rnekleri 50 m1’lik steril falkon tiiplerine tuylerin kalamus kism1 asag1 bakacak
sekilde yerlestirilerek mtDNA izolasyonu asamasina kadar -20°'C’ de muhafaza

edilmistir.

Cizelge 3.1. DNA dizilemesi yapilacak drneklerin lokasyonlari ve érnekleme sayilar

Lokasyon Ornekleme Yapilacak Ornekleme Koordinat
Kiimeslerin Kayith Oldugu | Yapilacak Hayvan
Dernek/Club Sayisi
Bilecik/Golpazari TSHF yesi olan Sultan 3(29-18) 40°16°45.6"N
Tavuklari Kuliibii (STKD) ne 30°19°47.97E
kayith yetistirici
kuimeslerinden
Bursa/Yildirim TSHF (yesi olan Sultan 4(29-23) 40°11°59.0"N
Tavuklar1 Kuliibii (STKD)’ne 29°06°47.0"E
kayith yetistirici
kuimeslerinden
Adapazari/Hendek/ TSHF Uyesi olan Sultan 5(32-28) 40°46°10.8”N
Uzunca Orman Tavuklar1 Kuliibii (STKD)’ne 3039°55.2”E
Koy kayith yetistirici
kuimeslerinden
Manisa/Sehzadeler TSHF uyesi olan Sultan 5(39-28) 38'37°08.1"N
Tavuklar1 Kuliibii (STKD)’ne 27°24°36.5"E
kayith yetistirici
kiimeslerinden
Duzce/Cilimli/Esenl TSHF Gyesi olan Sultan 3(129-18) 40°52°30.0"N
i Koyl Tavuklar1 Kuliibii (STKD)’ne 31°06°10.2”E
kayith yetistirici
kiimeslerinden
Antalya/Kepez TSHF (yesi olan Sultan 4(29-23) 36'54'24.5"N
Tavuklar1 Kuliibii (STKD)’ne 30'45'10.5"E
kayith yetistirici
kiimeslerinden
Bolu/Merkez TSHF (yesi olan Sultan 3129-18) 40°43'45.8"N
Tavuklar1 Kuliibii (STKD)’ne 31°36'06.4"E
kayith yetistirici
kiimeslerinden
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Cizelge 3.1.”in Devamm
Izmir/Menemen TSHF (yesi olan Sultan 3(129-18) 38°33'58.5"N
Tavuklar1 Kuliibii (STKD)’ne 27°04'33.5"E

kayith yetistirici
kiimeslerinden

3.1.3. Arag ve gerecler

Bu tez ¢alismasi Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji
Boliimii, Hayvansal Biyoteknoloji Bilim Dali’na ait Hayvansal Biyoteknoloji
Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Mitokondriyal DNA, Sultan tavugundan toplanan
tyler kullanilarak izole edilmistir. Arastirmada Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR),
Agaroz jel elektroforezi, UV goruntiileme, Jel purifikasyonu ve ihtiya¢ duyulan tampon
ve bilesiklerin tamami1 hayvansal biyoteknoloji laboratuvarinda yapilmistir. Elde edilen
saflagtiritlmig PCR {irtinleri NGS (Next Generation Sequencing) dizileme islemleri i¢in
hizmet alim1 (Sentebiolab, Tirkiye) seklinde gergeklestirilmistir. Sekanslama sonuglari
ise Mega X, DNAsp ve R programlariyla incelenerek analize hazir hale getirilmistir.

Arastirmada kullanilan laboratuvar ekipmanlari ise Cizelge 3.2° de verilmistir.

Cizelge 3.2. Arastirmada kullanilan ekipmanlar

Mevcut Altyapr/Ekipman
Tard, Modeli

Mevcut Oldugu
Kurum/Kurulus

Kullanim Amaci

Sogutmali Santrifiij (Hettich
320E)

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimmsal Biyoteknoloji
Bolimu Laboratuvarlar:

DNA izolasyonu ve PCR

asamalarinda 6rneklerin

sicaga hassas 0rneklerin
bozulmadan santrif(j
edilerek ¢oktirulmesi

Mini Santriflij (Hettich-
Micro 120)

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimu Laboratuvarlarn

DNA izolasyonu ve PCR
asamalarinda 6rneklerin
kisa siireli santrifiij edilerek
cokturilmesi

Tissue Lyser (Qiagen)

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimu Laboratuvarlar:

Dokularin par¢alanmasi ve
DNA — RNA ekstraksiyonu

-20 °C derin dondurucu

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimu Laboratuvarlar

Ornek ve gesitli sarf
malzemelerin saklanmasi

Prima-TRIO™

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimu Laboratuvarlari

PCR ile lokuslarin
cogaltilmasi
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Cizelge 3.2.’in Devamm

Jel gorunttleme (GEN-BOX)

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimu Laboratuvarlar

DNA izolasyonu, PCR
tiriinleri ile lokuslarin jelde
goruntilenmesi ve
bilgisayar ortamina
aktarilmasi

Otoklav (50 L, TOMY-
SX500E)

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolumi Laboratuvarlari

Kullanilan malzemelerin
sterilizasyonu

Hassas terazi (DESIS-
TM600)

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimu Laboratuvarlar

Tampon ¢ozeltilerin
hazirlanmasinda sarf
malzemelerin tartilmasi

Yatay elektroforez sistemi
(BioRad)

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolumi Laboratuvarlari

DNA izolasyonu ve PCR
drtinlerinin tespit edilmesi,
restriksiyon sonucu elde
edilen bant modellerinin
jelde belirlenmesi

Elektroforez gii¢ kaynagi

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimu Laboratuvarlar

Elektroforez islemi i¢in
gerekli kesintisiz dizenli
elektrik akiminin
saglanmasi

Manyetik karistirict
(MTOPS-M300)

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimu Laboratuvarlar:

Tampon ¢ozeltilerin
hazirlanmasi

Vorteks

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimu Laboratuvarlarn

Tampon ¢ozeltilerin
hazirlanmas1 ve DNA
izolasyonu

Otomatik pipet seti

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji

Mikro seviyede sivi

Eppendorf k larin hazirl
(Eppendorf) Bélimii Laboratuvarlart arigimlarin hazirlanmasi
Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Mikro dalga firin TaflinsaIUBi oteiarfols'i Cozeltilerin hazirlanmasi ve
(ARCELIK) Y ) jel hazirlama

Bolimu Laboratuvarlan
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Cizelge 3.2.’in Devamm

Akdeniz Un. Ziraat Fak. Tampon ¢ozeltilerin
pH metre (HANNA-PH211) | Tarimsal Biyoteknoloji | hazirlanmasi igin gerekli pH
Bollimu Laboratuvarlari ‘nin belirlenmesi

3.2. Metot

Tez kapsaminda hazirlanan ¢ozeltiler ve uygulanan metotlar alt bagliklar halinde
asagida siralanmastir.

3.2.1. Tampon ve soliisyonlarin hazirlanmasi

Analize baslamadan Once labarotuvar sartlarinda gerekli olan tampon ve
kimyasallar steril bir sekilde hazirlanmigtir. Calisma siiresince kontaminasyon ve her
tiirli kirliligi 6nlemek i¢in biitliin asamalar eldiven giyilerek yapilmuistir.

TAE (Tris Asetat EDTA) Tamponun 1X Olarak Hazirlanmasi: Molekuler
biyolojide, genel olarak buyik fragmentlerde DNA ve RNA gibi nikleik asitlerin
ayrilmast i¢in agaroz jel elektroforezinde tampon olarak TAE kullanilmaktadir. Analize
baslamadan 50X stok soliisyonu 1X’e seyreltilmistir. Bu islem i¢in 500 ml olarak
hazirlanan tamponun 1X konsantrasyonda olacak sekilde; 50X’lik konsantre stoktan 10
ml alinarak tizeri 500 ml ddH20 ile tamamlanmustir.

%1’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi: Elektroforez jel kaseti, her test uygulamasindan
once ddH-0 ile yikanarak iyice temizlenmistir. Molekiiler biyoloji ¢aligmalarinda biiyiik
molekiillerin ayristirilmasi i¢in kullanilan agarozun miktar1 yapilan ¢calismada elde edilen
fragmentin biiyilikliigli ve jel elektroforezinde uygun zaman ve voltaj biiylikliigl kadar
cesitli parametrelerce kontrol edilmektedir. Yaptigimiz aragtirmada kullandigimiz agaroz
yogunlugu %1 olarak ayarlanmistir; 100 ml 1X TAE tamponu igerisine hassas terazide 1
gr agaroz tartilarak TAE tamponu icerisinde homojen oluncaya kadar karistirildiktan
sonra mikrodalga firininda kaynaymcaya kadar isitilir daha sonra sogumasi igin
bekletilmistir. Yeterince soguduktan (50°C) sonra icerisine 10 pl SYBR Safe-Green
eklenerek ve iyice karistirilmistir. SYBR Safe-Green homojen bir sekilde agaroz jele
karistirildiktan sonra elektroforezin jel kasetine dokiilerek donmasi beklenmistir.

3.2.2. Toplanan tiy drneklerinin par¢alanmasi

Farkli lokasyonlardan Bilecik/Golpazari, Bursa/Yildirim,
Adapazari/Hendek/Uzunca Orman Koyili, Manisa/Sehzadeler, Diizce/Cilimli/Esenli
Koyii, Antalya/Kepez, Bolu/Merkez ve Izmir/Menemen illerinde toplanan ve
laboratuvara getirilen tily 6rnekleri %70’lik etanol ile birka¢ defa yikanarak sterilize
edildikten sonra DNA izolasyon kitinde belirtilen sekilde tiiyler I mm biiytikliiglinde
olacak sekilde bistiiri yardimi ile par¢alanmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.1. Tiiy 6rneklerinin laboratuvar sartlarinda pargalanmasi

Ty oOrnekleri pargalama islemi yapilmadan 6nce uygulama yapilacak alan ve
kullanilan bistiiri, cimbiz ve cam kesme tahtasinin her iki tarafi %70’lik etanol ile
sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Farkli bireylere ait Ornekler arasi gegislerde
sterilizasyon asamasi tekrarlanmigtir. Ty Ornekleri steril cam kesme standi Uzerine
alinarak kalamus kisimlar1 kilcal tiiylerden ayrilmistir. Daha sonra bistiiri yardimiyla
tyln saft kismindan yukaridan asagi dogru dogrusal bir kesik atilarak tiiyiin esit iki
pargaya ayrilmasi saglanmistir. Esit bir big¢imde ayrilan tily 0,1-1 mm olacak sekilde
kesilip mikrosantrifuj tuplerine alinarak madde miktar1 50£5 mg olacak sekilde hassas
terazide tartilarak hazirlanmistir.

3.2.3. Tiyden mtDNA izolasyonu

Mitokondriyal DNA izolasyonu i¢in hazirlanan tiy ornekleri, QlAamp DNA
Investigator Kit (50) (katolog no: 56504 ve LOT no: 166034458) protokoliune gore
yaptlmigtir. Mitokondriyal DNA izolasyonuna baslamadan Once, tiim santrifiij
basamaklarinin oda sicaklakliginda (14-25°C) gergeklestirilmesine dikkat edilmistir.
Tampon ATE’ yi veya ddH0 ‘yu eliisyon igin oda sicakligina (15-25°C) dengelenmistir.
Termomikser veya 1sitilmis orbital inkiibatorii 56°C'ye ve ileride kullanmak icin ikinci
bir termomikser veya 1sitilmis orbital inkiibatorii 70°C'ye ayarlanmistir. AL Tamponu
veya ATL Tamponu cokeltiler iceriyorsa, hafifce calkalayarak 70°C'ye 1sitarak
¢cOziinmiistiir. Sulu bir IM DTT (ditiyotreitol) stok soliisyonu hazirlanmistir. 19 ml AW1
konsantresini igeren siseye 25 ml etanol (%96—-100) eklenmistir. Etanoliin eklendigini
belirtmek icin sise etiketindeki onay kutusu isaretlenmistir.
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50 mg’lik pargalanmis tiily Ornekleri 1,5 ml'lik bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarilarak tizerine 300 ul Tampon ATL, 20 ul proteinaz K ve 20 ul 1 M DTT eklenmis
ve 10 saniye boyunca vorteksleyerek karistirlmigtir. Karistirma isleminden sonra
Ornekleri iceren tiip bir termomiksere yerlestirilmis ve tiily 6rneklerinin liziz durumu
kontrol edilerek en az 1 saat 900 rpm'de calkalayarak 56°C'de inkiibe edilmistir.
Calkalama sirasinda 1.5 ml’ lik santrifiij tiipiiniin kapagina bulasan damlalar1 gidermek
icin kisa siireli bir santrifiij yapilmigtir. Santrifiij isleminden sonra tiipiin igerisine 300 pl
AL Tamponu eklenmis ve AL tamponunun madde ile iyice karistirilmasi i¢in 10 saniye
kuvvetli vorteks islemi yapilmustir. Iyice karisan &rnekleri iceren 1.5 ml’ lik tiip
termomikser’ e yerlestirilmis ve 10 dakika 900 rpm'de ¢alkalayarak 70°C'de inkiibe
edilmistir. Kapaktaki damlalar1 gidermek i¢in 1,5 ml'lik tiip kisa siire santrifiijlenmistir.
Daha sonra 6rnek igerisine 150 pl etanol (%96-100) eklenerek 15 saniye boyunca
vortekslenmigtir. Kapaktaki damlalart gidermek i¢in 1,5 ml'lik tip kisa siire
santrifiijlenmistir. Santrifiijj isleminden sonra olusan siipernatant’st QIAamp MinElute
kolonunun Jantini 1slatmadan dikkatlice aktarilmistir. QIAamp MinElute kolonu 6000
xg'de (8000 rpm) 1 dakika santrifiijlenmistir. QIAamp MinFElute kolonu temiz bir 2 ml
toplama tlipiine yerlestirilmis ve akisi igeren toplama tiiplini atilmistir. QlAamp
MinElute kolonunun iizerine dikkatli bir sekilde 500 pl AW1 tamponu eklenerek 6000
xg'de (8000 rpm) 1 dakika santrifiijlenmistir. QLIAamp MinElute kolonunu temiz 2 ml'lik
bir toplama tiipiine yerlestirilmis ve akisi iceren toplama tiipiinii atilmistir. QlAamp
MinElute kolonunun tizerine dikkatli bir sekilde 700 ul AW2 tamponu eklenerek 6000
xg'de (8000 rpm) 1 dakika santrifiijlenmistir. Santrfifiij isleminden hemen sonra QlAamp
MinElute kolonu temiz bir 2 ml toplama tiipline yerlestirilmis ve akisi iceren toplama
tiipii atilmistir. QIAamp MinElute kolonunun iizerine dikkatli bir sekilde 700 pl etanol
(%96-100) eklenerek 6000 xg'de (8000 rpm) 1 dakika santrifiijlenmistir. QIAamp
MinElute kolonu temiz bir 2 ml toplama tilipline yerlestirilmis ve akisi iceren toplama
tipii atilmistir. QlAamp MinElute kolonunun membranini tamamen kurutmak igin 3
dakika boyunca tam hizda (20.000 xg; 14.000 rpm) santrifiij islemi yapilmistir. QIAamp
MinElute kolonunu temiz bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmis ve akis1 igeren
toplama tiipti atilmistir. QIAamp MinElute kolonunun kapagi dikkatlice ag¢ilmis ve oda
sicakliginda (15-25°C) 10 dakika inkiibe edilmistir. QlAamp MinElute kolonunun
membran merkezine dikkatli bir bicimde 20-50 ul ATE tamponu uygulanmistir. 1.5
ml’lik santrifiij tiip oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edilmis ve 1 dakika boyunca tam
hizda (20.000 x g; 14.000 rpm) santrifiijlenmistir. Elde edilen DNA kullanilmak {izere
+4°C’ye kaldirilngtar.

3.2.4. Primerlerin tasarlanmasi ve hazirlanmasi

1. Mitokondriyal DNA D-Loop bolgesine spesifik primerler ¢iftlerinin tasarimi ve
olusabilecek olasi dimer, sa¢ tokasi, baglanma sicakliklarinin uyumlar1 gibi
6nemli hususlar NB Calculator, Primer3Plus, Oligo Evaluator, Amplify4 gibi
yazilimlar kullanilarak kontrol edilmistir.

2. Tasarlanan primer ciftleri 50 nmol OPC saflikta hizmet alimi (Sentebiolab)
seklinde sentezletilmistir.

3. PCR’da kullanilacak primerlerin seyreltilmesi gerekmektedir. Bu amagla
oncelikle, kullanilacak primerler +4°C den ¢ikarilarak 10 saniye santrifiij
edilmistir.
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4. lleri ve geri olmak Uzere sentezlenen primerler kullanim talimatinda belirtilen

miktarlara gore saf su eklenerek seyreltilmistir.

5. Seyreltilen primerler vortekslenip ardindan santrifiij edilmistir.

6. 10 uM derisim i¢in ana stoktan 10 ul alinarak 90 pl saf su eklenmistir. Ardindan
vortekslenip santrifiij edildikten sonra -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.5. D-Loop bdlgesinin in-vitro cogaltilmasi

Sultan tavuk ve horozlarinin mtDNA D-Loop bélgesinin ¢ogaltilabilmesi igin
tavuk mtDNA D-Loop bolgesine spesifik primerler gesitli programlar araciligi ile
tasarlanmistir. (Cizelge 3.3). PCR bilesenleri ve yogunluklari kullanilan MyTaq™
(Katalog No: BIO-21105) DNA Polimeraz enziminin kullanim talimatina gore
belirlenmistir (Sekil 3.3). Primerin D-Loop tizerinde baglanma bolgeleri Sekil 3.2° de

verilmistir.

Cizelge 3.3. Mitokondriyal DNA D-Loop bdlgesi igin kullanilan primerlere ait bilgiler

Primerler Primer Dizileri (5°- 3°) Baz Lokasyonu | Uzunlugu
D-LoopF 5'- CCCATAATACGGCGAAGGA-3’ 19 be
D-LoopR 5'- CTGGGATGCGGATACTTGC-3’ 19 be 16632-1368 1522 b
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Sekil 3.2. Ileri ve geri primer ¢iftinin mtDNA D-Loop sekans Uizerinde gosterimi
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5X MyTaq reaction Buffer: 10 pl
Template DNA : 200 ng/ul
20 uM F-Primer: 1yl ——
20 uM R-Primer: 1 ul

«-re

MyTaq DNA polymerase: 1 ul ddH20 ile 50 pl'ye

tamamlanmistir

Sekil 3.3. Mitokondriyal DNA D-Loop bélgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan PCR
bilesenleri ve yogunluklari

Mitokondriyal DNA D-Loop igin PCR isleminde kullanilan MyTaq polimeraza
gore optimize edilerek tiim PCR islemleri (Prima-TRIO™) gerceklestirilmistir (Sekil
3.4.).

On Denatiirasyon ] Denatiirasyon

95°C 95°C Uzama ] [Son Uzama |

03:00 00:10 72°C 72°C
00:48 10:00
[ Baglanma J
57°C

00:15

35 Dongi

Sekil 3.4. Mitokondriyal DNA D-Loop bolgesinin ¢ogaltilmast i¢in kullanilan PCR
dongusu
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Piima-TriQ
Thermal Cycler

Sekil 3.5. Analizlerde kullanilan PCR cihazi
Elde edilen PCR drlnleri %0,7’lik agaroz jel hazirlanarak 1X TAE tamponunda

90 dakika 45 V uygulanarak jel elektroforezinde kosturulmustur (Sekil 3.6). Jel
goruntilemesi UV Transilluminator cihazinda gergeklestirilmistir (Sekil 3.7)
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Sekil 3.7. UV goriintiileme cihazi (Gen-Box)
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3.2.6. Jelden DNA purifikasyonu

Polimeraz zincir reaksiyonundan sonra UV Transilluminator ile elde edildigi
belirlenen fragmentlerin saflagtirilma isleminde jel piirifikasyon kiti (EcoTech, ECoGP-
50x Katalog No’lu EcoSpin) kullanilarak yapilmustir.

Asagidaki jel piirifikasyon protokoliinde, DNA {iriinleri iceren 100 mg jel baz
alinarak icerisine eklenecek tamponlar hesaplanmistir. Eger kesilen jel diliminin agirligi
100 mg’ dan biiyiikkse, Binding Buffer ve Izopropanol miktar1 orantili birsekilde
hesaplanmalidir.

PCR 0runt %0,8-2" lik agaroz jele yiiklenir ve jel elektroforezinde hazilanilan
agaroz tamponu ile aym1 (1X TAE veya 1X TBE) tampon kullanilarak molekiillerin
birbirinden ayrilmasi saglanmistir. Elektroforez isleminden sonra bir UV
Transilluminatér yardimiyla bantlarin goriilmesi saglanmistir. Daha sonra %70 lik
Ethanol ile steril edilen bustri yardimiyla agaroz jelinden istenilen DNA fragmenti
dikkatli birsekilde kesilmistir (Sekil 2.7). Kesilen DNA fragmenti 1.5 ml’ lik steril bir
ependorf tlipline aktarildi ve jel diliminin kiitlesi belirlendi. Kiitlesi 6grenilen jel dilimi
100 mg agaroz jel dilimine 300 ul EcoSpin Binding Buffer eklenmistir. Jel diliminin
icerisinde bulunan DNA 6rneginin serbest birakilmasi i¢in 55°C’de 10 dk calkalayic1 su
banyosunda inkiibe edilmesi saglanmistir. DNA’nin jelden ayrilmasini saglamak i¢in her
2-3 dak da bir kisa siire vortekslenmistir. Agaroz jel dilimi tamamen ¢ozildiikten sonra
ilk bastaki tartilan jel diliminin kiitlesini 100 mg’ a 150 pl Izopropanol olacak sekilde
hesaplanarak eklenir ve iyice karistirilir. Homojen sekilde karisan jel dilimi kit’ in
icerisinden ¢ikan 1.5 ml’ lik toplama tiipiine EcoSpin kolonu eklenerek ornek igerisine
aktarilmistir. Oda sicakliginda mikrosantrifiij cihazinda 30 saniye boyunca maksimum
hizda (13.3 rpm) santrifiijlenmistir. Santrifiijden sonra toplama tiiptinde toplanan suziinti
atilarak EcoSpin kolonuna yeni toplama tiipii yerlestirilir ve kolonun merkezine gelecek
sekilde 700 pl Wash Buffer eklenmis ve oda sicakliginda 30 saniye boyunca maksimum
hizda santriflij edilmistir. Santrifiijden sonra toplama tiipiinde toplanan siiziintii atilarak
EcoSpin kolonuna yeni toplama tiipii yerlestirilir ve yikama tamponundan tamamen
uzaklastirmak i¢in tam hizda 1 dk daha santrifiij yapilmistir. Santrifiij isleminde kolondan
asag1 akan akisi iceren toplama tiipii atilarak EcoSpin kolona 1.5 ml steril santrifiyj tlipii
takilmigtir. EcoSpin kolon membraninin merkezine 30-50 ul EcoSpin Elution Buffer
eklenerek1 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir (Inkiibasyon siiresi DNA’nin
Elution Buffer’a baglanmasi igin énemli bir adimdir). Inkiibasyon isleminden sonra
EcoSpin kolonu 30 sn boyunca tam hizda santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminden sonra
kolon atilarak 1.5 ml ependorf icerisindeki saflastirilmis PCR 6rnegi kullanilmak iizere -
20°C’ye kaldirilmstir.
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Sekil 3.8. Jel piirifikasyon islemi

Yapilan jel piirifikasyon isleminde kullanilan kitin protokoliinde belirtilen
basamaklar uygulanmistir. Jelden istenilen bdlgenin elde edilmesini saglamak i¢cin UV
transimilator cihazinin tizerinde uygulanan UV dalga boyuna maruz kalma siiresinin ¢ok
kisa tutulmasina 6zen gosterilmistir.

3.2.7. Yeni nesil sekanslama (NGS)

Mitokondriyal DNA’nin D-Loop bdolgesine spesifik primerler kullanilarak elde
edilen 1522 b¢ uzunlugundaki fragmentin sekanslatilmasi i¢in hizmet alimi (Sentebiolab)
yaptlmistir. Hizmet aliminda bulunan yeni nesil dizileme hizmetleri icin lon Torrent
Personal Genome Machine (PGM) cihazi kullanmaktadir. PGM dizileme sistemi, yar1
iletken teknolojisini kullanan tezgah Ustl bir sistemdir. lon Torrent teknolojisi, DNA
replikasyonu sirasinda agiga ¢ikan hidrojen iyonlarmi gercek zamanli olarak kantifiye
etmek i¢in ¢ok sayida paralel dizilmis yar1 iletken sensor kullanmaktadir. Kompakt olarak
diizenlenmis kuyu dizileri, milyonlarca paralel reaksiyon i¢in reaktdr gorevi gormektedir.
Biitlinlesmis akiskanlar bu kuyucuklardan gelen reaktiflerin akisini sensor dizisine baglar
ve mikromakina ve yar1 iletken teknolojisinin yardimiyla, genetik diziyi dijital verilere
cevirir ve 2000 Mb’e (318 ¢ip) kadar dizileme yapabilmektedir.

3.2.8. Molekuler veri analizi

Sultan 1rkina ait olan mtDNA D-Loop dizisi verileri Sultan irkina morfolojik
olarak benzerlik gosteren yabanci orijinli tavuk irklari ve yerli tavuk irklarimiz Denizli
ve Gerze wrkina ait mtDNA dizi verileri ile karsilastirilarak analiz edilmistir.
Karsilagtirmada kullanilan diger tavuk 1rklarina ait mtDNA dizi verileri veri
bankalarindan (NCBI, GenBank) elde edilmistir. Analizde kullanilan tiim tavuk irklarinin
mtDNA D-loop dizilerinin hizalanarak analize hazir hale getirilmesi, polimorfik alanlarin
pozisyonu ve sayisina karsilik gelen haplotipler MEGA v.6.0 (Tamaro vd. 2013) ve
RStudio (v.4.0.3) yazilimlar ile hesaplanmistir. Haplotip ¢esitliligi (Hd) ve niikleotid
cesitliligi (pi) gibi parametrik Olcimler DnaSP (v.3.5) yazilimi ile hesaplanmigtir
(Excoffier ve Lischer 2010). Olusan haplotiplerin evrimsel iliskileri Hamming-distance
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hesaplama yontemi baz alinarak RStudio (v.4.0.3) programi ile yapilmistir. Populasyon
ici ve arasi dizi analizine dayali molekiiler varyans (AMOVA) ARLEQUINSuite v.3.5
(Excoffier ve Lischer 2010) yazilimi kullanilarak hesaplanmigtir. Fst analizlerine dayali
popiilasyonlar arasi genetik mesafe ARLEQUINSuite (v.3.5) yazilimi kullanilarak
tahminlenmistir. Sultan 1rkinin farkli popiilasyonlar arasindaki filogenetik agaglar,
Neighbor-Joining yontemine (Saitou ve Nei 1987) gore RStudio (v.4.0.3) yazilimi ile
gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR
4.2. PCR Amplifikasyonlarin UV Isik Altinda Gorunttlenmesi
Farkli lokasyonlardaki 30 bireyden toplanan drneklerde mtDNA D-Loop bolgesine ait

fragmentlerin (1522 bg) amplifikasyonu agaroz jel goriintiisiinde dogrulanmistir (Sekil
4.1).

5000 bg

1500 b(; 1522 b(;

Ol ke e - e G —

RARALIELY

500 bg

Sekil 4.1. %0,7’1lik agaroz jelde Sultan tavuk irklarina ait D-Loop bélgesi amplikon
goruntdsu

4.3. Sultan Irkina Ait Bireylerin mtDNA Dizi Analizi

Tiirkiye’nin farkli lokasyonlarindan elde edilen toplam 30 mtDNA 6rnegi NGS
hizmet alim1 ile sekanslanmis ancak 1 Ornek analiz igin yeterli kalitede olmadigi igin
analiz dis1 birakilmistir. Sekil 4.2.'de, Sultan tavuk irkina ait 29 bireyin birbiriyle genetik
iligkisini gosteren filogenetik aga¢ ve bireylerin isimlerine karsilik gelen hizalanmis
mtDNA D-Loop dizileri (1514 bg) verilmistir. Filogenetik agactan elde edilen sonuglara
gore; izmir, Manisa ve Antalya’ya ait 4 birey birbirine en yakin genetik mesafeye sahiptir
ve olusan bu dal diger bireylerden en uzak mesafeyi temsil etmektedir.
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Sekil 4.2. Sultan rkinda filogenetik bir aga¢ ile gorsellestirilmis ¢oklu mtDNA dizi
analizine dayali dendogram

Filogenetik agacin dallar1 genetik iligkiyi temsil edecek sekilde belirtilmigtir.

Genetik mesafe koyu renkten agik renge dogru artmaktadir. Bireyler arasindaki dizi
varyasyonu, nikleotid basina %0,003 olarak saptanmuistir. Bireylere ait hizlanmigs mtDNA
D-Loop dizilerindeki niikleotidlerin her biri farkli bir renkle temsil edilmistir.

Sultan tavuk irkina ait bireylerin mtDNA D-Loop dizi analizi sonrasi1 3 adet

haplotip (H1, H2, H3) tespit edilmistir. Ornekleme yapilan bireylerin biiyiik bir
cogunlugu H1 haplotipi igerisinde (18 birey) yer almistir (Cizelge 4.1). Haplotipler
arasinda 5 polimorfik bdlge tespit edilmis olup niikleotid pozisyonlar1 Cizelge 4.1°‘de
verilmistir. 1137. Nukleotid pozisyonunda 3 nukleotidde varyasyon gozlemlenirken
digerlerinde iki niikleotid varyasyonu gozlenmistir. Sultan irkinda haplotip ¢esitliligi;
0.557 ve nikleotid gesitliligi; 0.001 olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.1. Sultan tavuk 1rk1 Haplotiplerinin sekanslari ve frekanslari

Nukleotid Pozisyonu

3 4 1 1 1

Haplotipler Birey 8 8 1 1 4
Sayisi 3 0 3 3 4

6 7 6

H1 18 C T A T C

H2 7 : @ : : T

H3 4 T cC T A T

Ayni niikleotidler (.) ile gosterilmistir
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Sekil 4.3'te haplotipler arasi1 genetik uzaklik, filogenetik aga¢ ve 1s1 haritasi ile
gosterilmistir. Is1 haritasi sonucuna gore; H1 ve H2 haplotipleri birbine en yakin, H1 ve
H3 haplotipleri ise birbirine en uzak genetik mesafede tespit edilmistir. Is1 haritainden
elde edilen sonuglar Cizelge 4.1°deki sonuglarla uyumludur.

o N —
I I I

Sekil 4.3. Sultan tavuk popiilasyonlarinda olusturulan 1s1 haritasi

Filogenetik agacin her bir dali, haritada karsilik gelen haplotipi temsil etmektedir.
Haplotipler arasi yakin genetik iligkiler koyu kirmizi renkle, uzak genetik iligkiler beyaz
renkle belirtilmistir

Haplotipler arasindaki genetik ilisiki agi RStudio yazilimi kullanilarak
olusturulmustur. Sekil 4.4’te haplotiplerin ¢ap1 sahip oldugu birey sayisina gore sematize
edilmistir. Sultan tavuk 1rkina ait bireyler toplandiklari illere gore renklendirilerek
sematize edilmistir. HI ve H2 haplotipleri arasinda iki, H2 ve H3 haplotipleri arasinda
tc nikleotid pozisyonunda farklilik gozlenmistir. H1 ve H3 haplotipleri arasinda toplam
5 nukleotid fark tespit edilmistir. Elde edilen haplotip iliski ag1 sonuglari, Sekil 4.2°deki
filogenetik agag ve Sekil 4.3 teki 1s1 haritasi ile uyumlu bulunmustur.
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Sekil 4.4. Sultan 1rkinin popiilasyon bazinda olusturulan haplotip ag1

Haplotip daireleri igerisindeki her dilim bir bireyi temsil etmektedir. Haplotipler
arasindaki baglantilar {izerinde bulunan her ¢izgi bir niikleotidi temsil etmektedir.

4.7. Sultan Tavuk Irkinda Molekiiler Varyans Analizi (AMOVA)

Sultan tavuk popiilasyonundaki genetik varyasyonun tespit edilmesi i¢in yapilan
analiz sonucu Sekil 4.9.’da verilmistir.

Cizelge 4.2. Sultan tavuk irkinin molekiiler varyans analizi

Varyasyon Kaynagi d.f. Karelerin Varyans Varyasyon
Toplam Bilesenleri Y Uzdesi
Popiilasyonlar arasi 7 9,450 0.18224 20,83
Popilasyon igi 21 14,550 0,69286 79,17
Total 28 24,000 0,87510
Fixation index Fst 0,20825

Sultan tavuk irkinda yapilan AMOVA analizi sonucunda genetik varyasyonun
%211 populasyon igi bireyler arasi varyasyondan %79°u ise popilasyonlar arasi
varyasyon farkindan kaynaklanmaktadir. Fst degeri 0,20825 olarak tespit edilmistir.

4.8. Sultan Tavuk Irki ile Polidaktilite Ozelligi Bakimindan Benzerlik Gosteren
Tavuk Irklarinin mtDNA Dizi Analizi

Sultan tavuk wkinda yabani formun aksine her ayakta bes adet parmak
bulunmaktadir. Sultan tavuk irki bu 6zelligi sayesinde birgok tavuk irkindan farklilik
gosterirken Silkie ve Beijing Youkei gibi bes parmakli tavuk irklarina da benzerlik
gostermektedir. Bu 0zellik bakimindan irklarin mtDNA D-Loop’a dayali yapilan
analizinde, Sultan (S: 29 birey), Silkie (SL: 25 birey) ve Beijing Youkei (BY: 4 birey)
tavuk irklart molekdler olarak karsilastirilmigtir. Toplam 58 bireyin birbiriyle genetik
iligkisini gosteren filogenetik aga¢ ve bireylerin isimlerine karsilik gelen hizalanmis
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mtDNA D-Loop dizileri (468 bg) Sekil 4.6’da verilmistir. Filogenetik agacin dallar
genetik iligkiyi temsil edecek sekilde belirtilmistir ve genetik mesafe koyu renkten acik
renge dogru artmaktadir (Sekil 4.6). Sultan irki Silkie ve Beijing Youkei irklari ile bes
parmaklilik 6zelligi bakimindan birbirlerine benzemelerine ragmen mtDNA dizi
analizine dayali filogenetik dendogramda ayr1 kiimelerde yer almistir.

branch.length  seq

2010
e

0.005 9

0.000

>
EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

Sekil 4.5. Polidaktilite 6zelligi bakimindan benzer irklarda mtDNA dizi analizine ait
dendogram

SL: Silkie, BY: Beijing Youkei. Bireyler arasindaki dizi varyasyonu, nikleotid
basina %0,2 olarak saptanmustir.

Polidaktilite 6zelligi gosteren tavuk irklarina ait bireylerin mtDNA D-Loop dizi
analizi sonras1 8 adet haplotip (H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7 ve HR8) tespit edilmistir.
Haplotipler arasinda 18 polimorfik bdlge tespit edilmis olup niikleotid pozisyonlar
Cizelge 4.2°de verilmistir. Tavuk popiilasyonlar1 icerisinde frekansi en yiiksek olan
haplotip H3 haplotipi olarak tespit edilmistir. Analiz yapilan tavuk popiilasyonlarinda
haplotip gesitliligi 0,816 ve nikleotid ¢esitliligi; 0,014 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.3. Polidaktilite 6zelligi gosteren tavuklarin haplotiplerin sekanslari ve frekanslar

Nukleotid Pozisyonu

1111 222222222 33333
Haplotipler Birey Sayisi 3889 011123588 01333
8 386 434772216 132438
H1 T GCC TGCCCTATCCAACT
H2 C. .
H3 18 : c. . .o T . . .
H4 1 T CA. . CcCG. . . G. TC
HS 12 AT cC. TTTC. CT.
H6 4 . AT . C. TTTC. CTT.
H7 10 c. TT C. T. TC. C.
H8 1 c. TT C. T. TC. C.
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Polidaktilite Ozelligi gosteren tavuklara ait haplotipler arasi genetik uzaklik
haritasi, iki haplotip arasindaki niikleotid sayisindaki farkliliga gore hesaplanmistir. Sekil
4.7'de haplotipler aras1 genetik uzaklik filogenetik agac ve 1s1 haritasi ile gosterilmistir.
Is1 haritas1 sonucuna gore; H1-H2, H2-H3, H5-H6, H7-H8 haplotipleri birbine en yakin,
H4-H6 haplotipleri ise birbirine en uzak genetik mesafede tespit edilmistir. Is1 haritainden
elde edilen sonuclar Cizelge 4.2’deki sonuglarla uyumludur.

{
4[

Sekil 4.6. Polidaktilite 6zelligi gosteren tavuk 1rklarinda olusan haplotipler arasindaki 1s1
haritasi

Filogenetik agacin her bir dali, haritada karsilik gelen haplotipi temsil etmektedir.
Haplotipler aras1 yakin genetik iligkiler koyu kirmizi renkle, uzak genetik iliskiler beyaz
renkle belirtilmistir

Sekil 4.8’de haplotiplerin ¢ap1 sahip oldugu birey sayisina gore sematize
edilmistir. Sultan tavuk irki bireylerini bulunduran H3-H2 ve H1-H2 haplotipleri arasinda
bir niikletoid, H1 ve H3 haplotipleri arasinda ii¢ niikletoid fark bulunmustur. H1 ve H3
haplotipleri arasinda toplam 5 nukleotid fark tespit edilmistir. Polidaktilite 6zelligi baz
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alinarak mtDNA D-Loop dizisinde yapilan haplotip ag analizi sonucunda Sultan (S) tavuk
k1, Silkie (SL) ve Beijing Youkei (BY) irklarindan ayrilarak tamamen ayr1 haplotiplere
mensup bulunmusgtur.

[l Beijing Youkei

O silkie

oe

O sultan

@;

N\

Sekil 4.7. Polidaktilite sergileyen tavuk popiilasyonlarinda olusturulan haplotip ag

Haplotipler arasindaki genetik ilisiki ag RStudio yazilimi kullanilarak
olusturulmustur. Haplotipler arasindaki baglantilar iizerinde bulunan her ¢izgi her bir
nukleotid farkliligini temsil etmektedir.

4.12. ibik Ozelligi Yoniinden Benzerlik Gosteren Irklarin mtDNA Dizi Analizi

Sultan tavuk 1kinin ibik yapisi “V” dubleks ya da “catal” olarak
adlandirilmaktadir. Sultan tavuk popiilasyonlarinda gozlenen bu ibik yapisi tavuk
irklarinda nadir gozlemlenen bir 6zelliktir. Bu ibik yapisi baz alinarak mtDNA D-Loop’a
dayali yapilan analizde [Sultan (S: 29 birey), Appenzeller (AP: 7 birey), Brabanter (BRB:
4 birey), Gerze (GR: 2 birey), Polish (PL: 5 birey)] toplam 47 bireyin birbiriyle genetik
iligkisini gosteren filogenetik agac ve bireylerin isimlerine karsilik gelen hizalanmis
mtDNA D-Loop dizileri (448 bg) Sekil 4.9°da verilmistir. Filogenetik agagtan elde edilen
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sonuglara gore; Sultan tavuk irki ibik yontnden benzerlik gosteren diger irklar ile genetik
olarak yakin iliskide bulunmustur.

branch length _l ---------------------------------------- s_izv4 NI INAMAVT TR
e | b szt VLM A1
(LA AN O

Sekil 4.8. ibik 6zelligi bakimindan benzer irklarda mtDNA dizi analizine ait dendogram

Filogenetik agacin dallar1 genetik iliskiyi temsil edecek sekilde belirtilmistir.
Genetik mesafe koyu renkten agik renge dogru artmaktadir. Bireyler arasindaki dizi
varyasyonu, niikleotid basina %0,2 olarak saptanmigtir

Ibik ozelligi gosteren tavuk irkina ait bireylerin mtDNA D-Loop dizi analizi

sonrast 11 adet haplotip bulunmustur. Haplotipler arasinda 21 polimorfik bolge tespit
edilmis olup niikleotid pozisyonlar1 Cizelge 4.3°te verilmistir. Tavuk popiilasyonlari
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icerisinde frekansi en yiiksek olan haplotip H3 haplotipi olarak tespit edilmistir. Analiz
yapilan tavuk popiilasyonlarinda haplotip ¢esitliligi 0,722 ve nikleotid ¢esitliligi; 0,004
olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.4. Ibik yoniinden benzer tavuklard ait haplotiplerin sekanslari ve frekanslart

Nukleotid Pozisyonu

12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3 4
Haplotipler Birey 2 3 1 3 4 4 6 7 7 8 9 9 0 0 5 7 3 4 4 9 3
Sayisi 2 3 0 4 2 0 8 8 1 4 1 6 5 5 7 4 6 1 4
H1 1 T T T A AT C C C € C A CT T C C G T T C
H2 1 c . C
H3 15 c C .
H4 1 c C T A
HS 20 c C T :
H6 4 c C T
H7 1 cC C . T
H8 1 c C . T
H9 1 c C C T .
H10 1 c C C G . G G T
H11 1 c C C T T T T C C C
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Sekil 4.10'da haplotipler arasi genetik uzaklik filogenetik aga¢ ve 1s1 haritasi ile
gosterilmistir. Is1 haritasi sonucuna gore; birbirine 1 niikleotid farkla en yakin haplotipler;
H3-H5, H3-H6, H3-H7, H3-H8 ve H4-H5 haplotipleridir. En buylik fark ise 13
nikleotidle H10-H11 haplotipleri arasinda tespit edilmistir. Is1 haritainden elde edilen
sonuclar Cizelge 4.3’teki sonuclarla uyumludur.

H11

H10

H4

H1

H2

H9

H3

H5

H8

HG6

H7

H11
H10
H4
H1
H2
Ho
H3
H5
H8
He
H7

Sekil 4.9. V ibik 6zelligi sergileyen 1rklarda olugan haplotipler arasindaki 1s1 haritasi

Genetik uzaklik haritasi, iki haplotip arasindaki niikleotid sayisindaki farkliliga
gore hesaplanmustir. Filogenetik agacin her bir dali, haritate karsilik gelen haplotipi temsil
etmektedir. Haplotipler arasi1 yakin genetik iliskiler koyu kirmizi renkle, uzak genetik
iliskiler beyaz renkle belirtilmistir.

Haplotip ag analizinde Sultan tavuk irkina ait 18 birey ve Brabanter tavuk irkina
ait iki birey H6 haplotipinde gozlenmistir. Sultan irkina ait 4 birey sadece H7’yi
olusturmustur. Sultan irkina ait geri kalan 7 birey Appenzeller ve Brabanter tavuk
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wrklariyla ayni haplotipte (H3) gozlemlenmistir. Sultan tavuk 1rki ile Polish, Brabanter,
Appenzeller ve Gerze yerel wkinin karsilastirmali analizi sonucunda genetik olarak
birbirlerine yakin bulunmus fakat Sultan irkina ait bireyler kendi icerisinde ayri
haplotipler olusturmustur.

Sekil 4.10. V ibik yapis1 sergileyen tavuk popiilasyonlarinda olusturulan haplotip ag1

Haplotipler arasindaki genetik ilisiki ag1 RStudio yazilimi kullanilarak
olusturulmustur. Haplotiplerin cap1 sahip oldugu birey sayisina gore sematize edilmistir.
Haplotipler arasindaki baglantilar lizerinde bulunan her c¢izgi bir niikleodi temsil
etmektedir. Sultan irkiyla ibik yoniinden benzer tavuk irklart renklendirilip sematize
edilmistir.

4.16. Tepe Tuyl Yoniinden Benzerlik Gosteren Tavuk Irklarinda Yapilan
mtDNA’nin Dizi Analizi

Yabani formdaki tavuk morfolojisinden ¢ok farkli bir gorunti sergileyen tepeli
tavuk irklar1 arasinda yapilan mtDNA D-Loop dizi analizinde tepe tliyl bakimindan
benzer bireyler [Sultan (S: 29), Appenzeller (AP: 7), Breda (BR: 3), Brabanter (BRB:
4), Pavlovskaya (PAV: 20), Padova (PD: 6), Polish (PL: 5), Silkie (SL:25)] arasindaki
genetik iliskileri gosteren filogenetik aga¢ Sekil 4.8’de verilmistir ve bireylerin
isimlerine karsilik gelen hizalanmig mtDNA D-Loop dizileri (349 bg) verilmistir.
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Filogenetik agactan elde edilen sonuglara gore; Sultan irki diger tepeli irklariyla yakin
genetik iliski olusturmus ve filogenetik agacta yakin dallara ait oldugu tespit edilmistir.

branchlengh e g
=l e
e o iy
| I . Ll
e % f%

g _|SL 18
o SL 14

t i

0.002

Sekil 4.11. Tepelilik 6zelligi bakimindan benzer irklarda mtDNA dizi analizine ait
dendogram

Genetik mesafe koyu renkten agik renge dogru artmaktadir. Bireyler arasindaki
dizi varyasyonu, niikleotid basina %0,2 olarak saptanmustir.

Tepeli Tavuk Irklarinda yapilan Haplotip Analizi sonucunda mtDNA D-Loop dizi
analizi sonrasi 17 adet haplotip tespit edilmistir. Haplotipler arasinda 30 polimorfik bolge
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tespit edilmis olup niikleotid pozisyonlart Cizelge 4.4‘te verilmistir. Tavuk
popiilasyonlar1 igerisinde frekansi en yiiksek olan haplotip H4 haplotipi olarak tespit
edilmistir. Analiz yapilan tavuk popiilasyonlarinda haplotip ¢esitliligi; 0,815 ve nukleotid
cesitliligi; 0,011 olarak hesaplanmistir.
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Cizelge 4.5. Tepeli tavuklara ait Haplotiplerin sekanslart ve frekanslari

Nukleotid Pozisyonu
241 1111111111112 22222222233333

Birey 591 4 4 6 6 6 78 88 9 9 900013466689 0114 4

Haplotipler

9 07 249756 845816 8 3 3279 24559 3 4
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Is1 haritas1 sonucuna gore; Birbirine bir niikleotid farkla en yakin haplotipler; H1-
H4, H4-H5, H4-H6, H4-H7, H4-H9, H4-H10, H4-H1l, H14-H15 ve H16-H17
haplotipleridir. En buytk fark ise onlg nukleotidle H12-H14 haplotipleri arasinda tespit
edilmistir. Is1 haritainden elde edilen sonuclar Cizelge 4.4’teki sonuclarla tamamen
uyumludur.

H13
H12

H15

H14

H17
H16
H2

i)

H8
H3
H11
H10

H4
H9
H1
H7
H5
H6

H13
H12
H15
H14
H17
H16
H2
H8
H3
H10
H4
Ho
H1
H7
H5
H6

H11

Sekil 4.12. Tepe tiiyii 6zelligi gosteren tavuk 1rklarinin haplotipler arasindaki 1s1 haritasi

Genetik uzaklik haritasi, iki haplotip arasindaki niikleotid sayisindaki farkliliga
gore hesaplanmistir. Haplotipler aras1 genetik uzaklik filogenetik agag¢ ve 1s1 haritasi ile
gosterilmistir. Filogenetik agacin her bir dali, haritada karsilik gelen haplotipi temsil
etmektedir. Haplotipler arasi yakin genetik iligkiler koyu kirmiz1 renkle, uzak genetik
iliskiler beyaz renkle belirtilmistir

Sultan 1rkiyla tepe tlyl yoniinden benzer tavuk irklari renklendirilip sematize
edilmistir. Tepe tayl 6zelligi baz alinarak mtDNA D-Loop dizisinde yapilan haplotip ag
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analizi sonucunda Sultan tavuk 1rkina ait 18 birey ve Brabanter tavuk irkina ait iki birey
H10’da gozlenmistir. Sultan 1rkina ait 4 birey sadece H6’y1 olusturmustur. Sultan irkina
ait geri kalan 7 birey popiilasyon igerisinde en fazla haplotip frekansina sahip olan ve
Appenzeller, Brabanter, Padova, Silkie, Pavlovskaya ve Brabanter tavuk irklarininda
dahil oldugu H4’te gozlemlenmistir. Sultan irki tavuk popiilasyonlarinin biiyiik bir
kismini kapsayan H10 ile onu takiben gelen H3 haplotipleri arasinda ise bir niikleotid
farklilik bulunmustur. Sadece 4 adet Sultan irkin1 kapsayan H7 haplotipi ise H6
haplotipinden sadece iki niikleotid farklilik gostermektedir.

g | Appenzeller

M Paviovskaya

[ padova

M silkie

[ sultan

M polish

Sekil 4.13. Tepe tiiyii 6zelligi gosteren tavuk 1rklarinda olusturulan haplotip ag

Haplotipler arasindaki genetik ilisiki ag RStudio yazilimi kullanilarak
olusturulmustur. Sekil 4.14’te haplotiplerin c¢apr sahip oldugu birey sayisina gore
sematize edilmistir. Bu nedenle haplotip daireleri igerisindeki her dilim bir bireyi temsil
etmektedir. Haplotipler arasindaki baglantilar {izerinde bulunan her ¢izgi bir niikleodi
temsil etmektedir

4.20. Sultan Irk: ile Paca Tiiyii Ozelligi Gosteren Tavuk Irklarinda Yapilan
mtDNA’min Dizi Analizi

Sultan 1rkinin paga tiiyii 6zelligi bakimindan diger pagali tavuk irklart ile mtDNA
D-Loop dizi analizi (368 b¢) bakimindan karsilagtirilmistir.  Analizde [Sultan (S: 29),
Breda (BR: 3), Breda (BR: 3), Pavlovskaya (PAV: 20), Silkie (SL:25), Beijing Youkei
(BY: 4)] toplam 81 bireyin birbiriyle genetik iliskisini gosteren dendogram Sekil 4.15’te
verilmistir. Filogenetik agagtan elde edilen sonuglara gore; Sultan ki ile sadece
Pavlovskaya irki incelenen yakindan iliskili olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.14. Paga tiiyii 6zelligi bakimindan benzer irklarda mtDNA dizisine ait dendogram

66



BULGULAR K. ESKIOGLU

Genetik mesafe koyu renkten agik renge dogru artmaktadir. Bireyler arasindaki
dizi varyasyonu, niikleotid basina %0,2 olarak saptanmustir.

4.21. Paca Tuyu Ozelligi Yoniinden Benzer Tavuk Irklarinda yapilan Haplotip
Analizi

Paca tiiyii 6zelligi bakimindan benzerlik gosteren tavuk irklarma ait bireylerin
MIDNA D-Loop dizi analizi sonras1 13 adet haplotip tespit edilmistir. Haplotipler
arasinda 27 polimorfik bolge tespit edilmis olup niikleotid pozisyonlart Cizelge 4.5te
verilmistir. Tavuk popiilasyonlar1 igerisinde frekansi en yiiksek olan haplotip H2
haplotipi olarak tespit edilmistir. Analiz yapilan tavuk popiilasyonlarinda haplotip
cesitliligi 0,829 ve nlkleotid ¢esitliligi; 0,013 olarak hesaplanmustir.
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Cizelge 4.6. Pagali tavuklara ait Haplotiplerin sekanslar1 ve frekanslari

Nukleotid Pozisyonu
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4.22. Pagah Tavuk Irklarinda Haplotip Mesafe Haritai ve Is1 Haritasi

Genetik uzaklik haritai, iki haplotip arasindaki niikleotid sayisindaki farkliliga
gore hesaplanmugtir. Sekil 4.16'da haplotipler arasi genetik uzaklik filogenetik agag ve 1s1
haritai ile gosterilmistir. Filogenetik agacin her bir dali, haritate karsilik gelen haplotipi
temsil etmektedir. Haplotipler aras1 yakin genetik iliskiler koyu kirmizi renkle, uzak
genetik iliskiler beyaz renkle belirtilmistir. Is1 haritai sonucuna gore; Birbirine bir
nlkleotid farkla en yakin haplotipler; H1-H2, H2-H3, H2-H5, H2-H6, H4-H5, H9-H10,
H10-H11 haplotipleridir. En buyuk fark ise onug nikleotidle H7-H9 ve H7-H11
haplotipleri arasinda tespit edilmistir. Is1 haritainden elde edilen sonuglar Cizelge 4.5 teki
sonuclarla uyum icerisindedir.

H12
H13
H10
H9
H11
H8
H7
Ha
H6
H2
H5
H1
H3

Sekil 4.15. Pagali irklarda olusan haplotipler arasindaki 1s1 haritasi
4.23. Pacalh Tavuk Populasyonlarinda Haplotip Ag Analizi

Haplotipler arasindaki genetik ilisiki ag1 RStudio yazilimi kullanilarak
olusturulmustur. Sekil 4.17’de haplotiplerin ¢ap1 sahip oldugu birey sayisina gore
sematize edilmistir. Bu nedenle haplotip daireleri igerisindeki her dilim bir bireyi temsil
etmektedir. Haplotipler arasindaki baglantilar iizerinde bulunan her ¢izgi bir nukleodi
temsil etmektedir. Sultan irkiyla paga yoniinden benzer tavuk irklari renklendirilip
sematize edilmistir. Paga tlyl o6zelligi bakimindan benzerlik gosteren tavuk irklart
arasinda mtDNA D-Loop dizisine dayali haplotip ag analizi sonucunda; 18 birey sadece
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H6 haplotipinde tanimlanirken, 7 birey ise Pavlovskaya ve Silkie irklari ile ayni
haplotipte (H2) yer almistir. Sultan ki populasyonundan 4 birey H3 haplotipinde yer
alarak ayr1 bir kiime olusturmustur. Sultan 1rk1 tavuk popiilasyonlarinin biiytik bir kismin
kapsayan H6 ile onu takiben gelen H2 haplotipleri arasinda ise sadece bir niikleotid
farklilik bulunmustur. Sadece 4 adet Sultan irkin1 kapsayan H3 haplotipi ise H6
haplotipinden sadece iki niikleotid farklilik gostermektedir.

\2’: L
® ¥ [ Paviovskaya
;- [ sultan

@ [ silkie

Sekil 4.16. Pagali tavuk popiilasyonlarinda olusturulan haplotip agi

4.25. Sultan Tavuk Irkinin mtDNA D-Loop Boélgesine Dayali Maternal Koken
Analizi

Sultan tavuk irkina diger tavuk irklariyla mtDNA D-Loop bdlgesi bakimindan
maternal koken analizi yapilmistir. Analizde referans tavuk irklarina ait mtDNA D-Loop
bolgesi dizisi (310 bg) NCBI alinarak toplam 141 birey kullamlmistir [Sultan (S),
Appenzeller (AP), Breda (BR), Brabanter (BRB), Pavlovskaya (PAV), Padova (PD),
Polish (PL), Silkie (SL), Beijing Youkei (BY), Denizli (DN), Gerze (GR), Gallus gallus
murghi (GMHX, GMHY, GMHZ, GMHW), Gallus gallus spadiceus (GSHB), Red
Jungle folw (GGHE, GGHF)]. Filogenetik agactan elde edilen sonuclara gore; Sultan
irkinin evcil tavugun atasi olarak kabul edilen kirmizi orman tavugu ve diger tavuk irklari
ile karsilagtirmal1 analizi sonucunda Sultan irkinin butln bireyleri ayni agacin dallarinda
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ya da genetik varyasyon anlaminda birbiriyle ¢ok kiiguk farklilik gosteren dallar arasinda
cikmustir. Morfolojik olarak benzer ve yerli tavuk irklariyla ¢ok yakin genetik iliskide
oldugu tespit edilmis ancak Beijing youkei irkina uzak bulunmustur.
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Sekil 4.17. Filogenetik bir agag ile gorsellestirilmis mtDNA analizine ait dendogram
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Genetik mesafe koyu renkten agik renge dogru artmaktadir. Bireyler arasindaki
dizi varyasyonu, niikleotid basina %0,2 olarak saptanmustir.

4.26. Tavuk Irklarinda yapilan Haplotip Analizi

Paca tiyu 6zelligi gosteren tavuk irkina ait bireylerin mtDNA D-Loop dizi analizi
sonrast 32 adet haplotip (H1-H32) tespit edilmistir. Haplotipler arasinda 46 polimorfik
bolge tespit edilmis olup niikleotid pozisyonlar1 Cizelge 4.6°da verilmistir. Tavuk
popiilasyonlar1 igerisinde frekansi en yiiksek olan hapotip H4 haplotipi olarak tespit
edilmis ve bu haplotip haplogrup E’yi temsil etmektedir. Analiz yapilan tavuk
popiilasyonlarinda haplotip ¢esitliligi 0,882 ve Nukleotid ¢esitliligi; 0,016 olarak
hesaplanmustir.
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Cizelge 4.7. Haplotiplerin sekanslar1 ve frekanslar1 (H: Haplotipler, B
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4.27. Haplotip Mesafe Haritai ve Is1 Haritasi

Genetik uzaklik haritai, iki haplotip arasindaki niikleotid sayisindaki farkliliga
gore hesaplanmugtir. Sekil 4.18'de haplotipler arasi genetik uzaklik filogenetik agag ve 1s1
haritas1 ile gosterilmistir. Is1 haritast sonucuna gore; Birbirine bir nikleotid farkla en
yakin haplotipler; H3-H4, H4-H5, H4-H6, H4-H8, H4-H9, H4-H11, H4-H14, H4-H15,
H6-H7, H16-H17, H19-H20, H20-H21, H22-H23 ve H28-H30 haplotipleridir. En buyik
fark ise onbes nukleotidle H19-H31 ve H21-H31 haplotipleri arasinda tespit edilmistir.
Is1 haritainden elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’daki sonuclarla uyumludur.

H32
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H23
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H14
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Hé

H15
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H1

Hz24
H18
H2

H30
Hz8
H25
H26

|

ﬁﬁﬂﬁ%ma

Sekil 4.18. Haplotipler arasindaki niikleotid farkliliklarinin sayisina gore gorsellestirilen
1s1 haritasi

Filogenetik agacin her bir dali, haritate karsilik gelen haplotipi temsil etmektedir.
Haplotipler aras1 yakin genetik iliskiler koyu kirmizi renkle, uzak genetik iliskiler beyaz
renkle belirtilmistir.
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4.28. Tavuk Populasyonlarinda Haplotip Ag Analizi

Haplotipler arasindaki genetik ilisiki ag1 RStudio yazilimi kullanilarak
olusturulmustur. Sekil 4.19’da haplotiplerin ¢ap1 sahip oldugu birey sayisina gore
sematize edilmistir. Bu nedenle haplotip daireleri i¢erisindeki her dilim bir bireyi temsil
etmektedir. Haplotipler arasindaki baglantilarin Uzerinde bulunan her ¢izgi her bir
nikleodi temsil etmektedir. Sultan irkiyla morfolojik olarak benzer irklar, yerel irklar ve
haplogruplar1 temsil eden bireyler renklendirilip sematize edilmistir. Genetik kdkenin
ortaya koyulmasi i¢in yapilan haplotip ag analizinde literatiirde 6nceden belirlenen A, B,
C,D,E, F, W, X, Y, Z haplogruplarina mensup bireyler kullanilmigtir (Miao vd. 2013).
Haplotip ag analizi sonucunda tavuk popiilasyonlar1 igerisinde frekansi en yiiksek
haplotip H4 (39 birey) ve onu takiben 22 bireyi kapsayan H6 haplotipi bulunmustur.
Yapilan analizde 29 adet Sultan tavugu kullanilmis ve bu bireylerden 18 tanesi H6
haplotipinde tanimlanmis olup Silkie ve Appenzeller irklarindan bireylerle ayni
haplotipte yer almistir. Sultan tavuk 1rkina ait 7 birey ise popiilasyonda frekansi en yiiksek
(39 birey) olan H4 haplotipinde Appenzeller, Padova, Brabanter, Gerze, Denizli,
Pavlovskaya, Polish, Silkie ve literatiirde belirtilen ve HaplogrupE’ ye dahil olan tavuk
rklartyla birlikte tespit edilmistir (Sekil 4.20). Sultan 1rkina ait geri kalan 4 birey ise H8
haplotipini olusturmaktadir. Sekil 4.20’de goriildiigii tizere Sultan tavuk irklarinin dahil
oldugu Haplotipler arasinda; H4-H6 arasinda bir niikleotid, H4-HS8 arasinda bir niikleotid
ve H6-H8 arasinda ise iki niikleotid farklilik gézlenmistir. Yapilan analiz sonucunda
Sultan popiilasyonlarint olusturan bireyler ¢ok yakin bulunmus ve fizyolojik olarak
benzer irklar ve Tiirkiye’nin tescilli yerli tavuk genotipini olusturan Denizli ve Gerze
tavuk irklartyla mtDNA D-Loop dizi analizine dayanarak yakindan iligkili bulunmustur.

76



BULGULAR

K. ESKIOGLU

mC
H81 ) "

Sekil 4.19. Tavuk popiilasyonlarinda olusturulan haplotip ag

77

OB

OAPPENZELLER
OBREDA
OBRABANTER
EBEIJING YOUKEI
EDENIZLI
BGERZE

B PAVLOVSKAYA
@ PADOVA
OPOLISH
ESULTAN
ESILKY



TARTISMA K. ESKIOGLU

5. TARTISMA

Tirkiye’nin farkli lokasyonlarindaki Sultan 1rki tavuk popiilasyonlarindan
(Adapazar1, Antalya, Bolu, Bilecik, Diizce, Bursa, Manisa, izmir) elde edilen 29 adet
mtDNA Dloop (1514 bp) dizisinde yapilan analiz sonucunda 5 polimorfik bolgeyi temsil
eden 3 haplotip tespit edilmistir. Olusan haplotipler arasinda niikleotid ¢esitliligi oldukca
diisiik bulunmus olup genetik acidan birbirine ¢ok yakin oldugu agik bir sekilde
gozlenmistir. Saptanan haplotiplerden popllasyonda frekansi en yiiksek olan ise 18 birey
ile H1 haplotipi olmustur. Lokasyonlara gore yapilan bu analiz sonucunda ayni illerden
alinan 6rneklerin biiyiik bir kism1 ayn1 haplotipi paylastig1 goriilmiis bu sonug lokal olarak
yetistirilen bireylerdeki genetik varyasyonun korunmus oldugunu ortaya koymustur.
Analiz sonucunda Sultan 1irki tavuk popiilasyonundaki haplotip ve niikleotid ¢esitliligi
sirasiyla 0.557, 0.001 olarak bulunmustur. Bu bulgular dogrultusunda bireyler arasindaki
genetik varyasyonun ¢ok diisiik oldugu fakat bu olusan varyasyonlarin korunmus oldugu
yapilan analizle ifade edilse de genis kapsamda bu kaniy1 artirmak igin birey sayisinin
arttirilmasi daha dogru bir yaklagim olacaktir.

Sultan 1rk1 ayakta 5 parmak sayisi, V ibik sekli, bas tizerindeki tepe tlyleri ve ayak
bileklerini 6rten paca tiyleri gibi morfolojik 6zellikler bakimindan bir¢ok tavuk irkindan
farklilik gostermektedir. Bu 6zellikler tek tek veya ayni andan birkag tavuk irkinda da yer
alabilmektedir. Bu yiikseklisans tez ¢alismasinda Sultan tavuk irkinin mtDNA D-Loop
bolgesinin dizi analizinin yani sira Sultan tavuk irkinin benzer morfolojik 0zelliklere
sahip diger tavuk irklartryla mtDNA D-Loop dizi analizine dayali genetik karsilastirmasi
ortak morfolojik 6zellikler baz alinarak yapilmistir.

Genel olarak, tavuklarin her ayaginda dort ayak parmagi bulunmaktadir. Polidaktil
Ozellik gosteren kanatl tiir ve irklarinda ise ekstra ayak parmaklari bulunmaktadir. Bu
ekstra ¢ikan ayak parmaklari, gelismis omurgalilardaki parmak olusum mekanizmasindan
farklilik gostermektedir (Warren 1944). Yaygmn olarak diger tiirlerde preaksiyal
polidaktilite veya PPD olarak adlandirilan tavuklarda ise otozomal dominant bir gen olan
polidaktilite (Po) geninin kalitimiyla aktarilan bir 6zellik olan polidaktilite bir iskelet
kusurudur (Somes 1990). Bu iskelet kusuru Sultan, Silkie (Zhang vd. 2016), Beijing You
(He vd. 2017) ve diger birkag¢ tavuk irkinda tanimlanmistir. Sultan irki ile Silkie irkin
yiiksek derecede fenotipik benzerlik gdstermesinden kaynakli bu iki irkinin yakindan
iligkili oldugu bildirilmistir (Dorshorst 2010). Bu tez ¢alismasinda ise Sultan irkina hem
polidaktilite 6zelligi gosteren hem de dis goriiniis itibariyle benzer Silkie ve Beijing
Youkei tavuk irklarinin mtDNA D-Loop bdlgesinin 468 b¢’lik kismi karsilagtirilmistir.
Yapilan karsilastirma analizi sonucunda 8 haplotip belirlenmistir. Silkie ve Beijing
Youkei tavuk wrklar1 Sultan tavuk irklarindan ayri bir kiime olustururken, Sultan tavuk
ki ise kendi icerisinde 3 haplotip olusturmus ve Sultan tavuk irklarinin olusturdugu bu
kiimelere sadece Silkie irkindan iki birey dahil olmustur. Her ne kadar Sultan irkina ait
ic haplotip belirlenmis olsa da haplotipler arasinda en fazla 2 niikleotid farklilik tespit
edilmistir. Bu sonu¢ Sultan 1rk1 haplotipleri arasindaki genetik varyasyonun niikleotid
bazinda oldukca diisiik oldugunu gostermistir. Ayrica yapilan karsilastirma analizi
NCBI’da Silkie ve Beijing Youkei irklarina ait sekanslara uyumlu olarak 468 bg¢’lik bir
bolgede analiz yapilmistir. Sinirlt bir bolgeyi kapsayan bu analizde birbirine fenotipik
olarak son derece benzer Sultan, Silkie ve Beijing Youkei tavuk irklari birbiriyle iligkili
olarak diistiniilse de Sultan 1rki incelenen mtDNA D-Loop bolgesi bakimindan ayri bir
kiime olusturmustur. Sultan 1irkinin dahil oldugu H2 haplotipi diger irklarin bulundugu
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haplotiplere 7 ve 8 niikleotid farkliligi gostererek Silkie ve Beijing Youkei irklarindan
468 be’lik bolgede ayrildigini agikca ortaya koymustur.

Tavuklar ibik sekli bakiminda; giil ibik, balta ibik, bezelye ibik, yastik ibik, diiglin
cicegi ibigi, ¢ilek ibik, ¢atal ibik olmak {izere 7 gruba ayrilmaktadir. Bu ibik sekillerinden
en yaygin olani ise balta ibiktir. V-dubleks veya ¢atal olarak adlandirilan ibik yapisina
sahip olan Sultan ki ibik sekli bakimindan da bir¢ok tavuk irkindan farklilik
gostermektedir. V ibik yapisinin, yabani formda resesif iki allel tarafindan kontrol edilen
balta ibik formundan farkli olarak ii¢ allel gen tarafindan kontrol edildigi ve tavuklarda
koyu tiiylenmeyle alakali olan CMC1 geninin igerisinde olusan bir mutasyondan
kaynaklandig1 bildirilmistir (Dorsthorst 2015). Sultan rkina benzer bir bicimde V ibik
yapisina sahip olan Appenzeller, Polish, Gerze, Brabanter tavuk irklarinin mtDNA D-
Loop bdlgesinin 448 bg’lik dizisine dayali karsilastirma analizi yapilmistir. Yapilan bu
analizde 11 adet haplotip bulunmus ve bu haplotiplerde H3, H6 ve H7 haplotipleri Sultan
tavuk 1rkinda tanimlanmigtir. Saptanan Haplotipler arasinda niikleotid farkliligi oldukga
diisiik bulunurken H3 haplotipi bakimindan Appenzeller ve Brabanter irklari ibik yapisi
ozelligi bakimindan benzerlik gostermistir. Sultan irkinin olusturdugu diger bir haplotip
olan H6 haplotipi Brabanter irkinda da tanimlanmistir. Mitokondriyal DNA D-Loop
bolgesinin 448 bg’lik bolgesinde yapilan analiz sonucu Sultan 1rki kendi igerisinde
konservatif bir yap1 gostererek varyasyon sergilememis ve Brabanter 1rki ile ibik 6zelligi
bakimindan yakin bulunmustur.

Sultan tavuk wrkini siis tavukgulugunda en ¢ok on plana ¢ikaran ozelligi kafa
tizerindeki gosterisli tily yapisidir. Osmanli doneminde padisahlarin kullandig1 kavuklari
andiran bu morfolojik yap1 sebebiyle 1rkin “sultan” olarak adlandirildig
diistiniilmektedir. Kafatas1 Uzerindeki kraniyal deride uzun tiylerin gelisimini
destekleyen bir otozomal mutasyon (Cr) etkisindeki tepe tiiyii 6zelligi, Sultan tavugunda
oldugu gibi Appenzeller, Crévecceur, Izlanda, Jinhuwu, Polonya, Silkie ve Sulmtaler
tavuk rklarinda da goriilmektedir (Wang vd. 2012). Sultan 1rk1 gibi bir¢ok tavuk irkinda
bulunan bu 6zelligin ortak bir atadan kalitildig1 diisiiniilmektedir (Wang vd. 2012). Sultan
rkina tepe tiiyli 6zelligi bakimindan benzerlik gosteren Appenzeller, Breda, Brabanter,
Polish, Padova, Silkie ve Pavlovskaya irklarinin mtDNA D-Loop dizisine ait 349 bg’lik
bolgenin karsilagtirmali analizi yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda 17 haplotip elde
edilmis ve bu haplotiplerden H4, H6 ve H10 haplotipleri Sultan irkinda tanimlanmaistir.
Incelenen diger 6zelliklerde oldugu gibi tepe tilyii dzelligi bakimindan yapilan genetik
karsilagtirma analizinde de Sultan 1rki haplotipleri arasindaki nlkleotid varyasyonu
oldukca diisiik bulunmustur. Sultan irki bireyleri H10 haplotipi yoniinden Brabanter 1rk1
ile ayn1 yerde kiimelenirken ve H4 haplotipi yoninden Padova, Pavlovskaya, Silkie,
Brabanter ve Appenzeller wrklar1 birbiriyle iligkili bulunmustur. Bu sonug tepe tlyu
Ozelligini determine eden mutasyonun (Cr) ortak bir atadan aktarildigi diisiincesini
kanitlar niteliktedir. Morfolojik olarak Polish tavuk irki Sultan irkiyla son derece
benzerlik gésterse de maternal kalitimi temsil eden mtDNA D-Loop bolgesinin 349 be¢’lik
bolgesine dayali yapilan karsilagtirma analizi sonucunda tamamen ayri bir yerde
kiimelendigi ve buna karsin Polish irkinin Silkie ile yakindan iliskili oldugu bulunmustur.

Sultan irkin1 yabani formdaki tavuk irklarindan ayiran bir diger 6zellik de paca

tilylidiir. Bu 6zellik bakimindan benzerlik gosteren Breda, Beijing Youkei, Silkie ve
Pavlovskaya irklarinin mtDNA D-Loop dizisine ait 368 b¢’lik bolgenin karsilastirilmali
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analizi yapilmistir. Yapilan bu analiz sonucunda 13 adet haplotip tespit edilmis olup bu
haplotiplerden H2, H3 ve H6 haplotipleri Sultan tavuklarinda tanimlanmis ve bu
haplotipler arasinda niikleotid varyasyonu ¢ok diisiik bulunmustur. H2 ve H6 haplotipleri
sadece Sultan rkinda tanimlanmistir. H3 haplotipi bakimmdan Pavlovskaya ve Silkie
irklar1 Sultan irkina benzerlik gOstermistir. Sultan irkinda bulunan spesifik 6zellikler
bakimindan yapilan mtDNA D-Loop dizi analizleri sonucunda Sultan irkina maternal
olarak en benzer tavuk irkinin Pavlovskaya irki oldugu tespit edilmistir. Pavlovskaya irki
Rusya’nin yerel bir irki olup tepe tiiyli ve catal ibik bakimindan Sultan irkina benzerlik
gostermektedir.

Mitokondriyal DNA, yillar icerisinde hayvan tiir ve irklariin genetik kokenlerinin
tespit edilip yayilis bolgelerinin belirlenmesindeki en énemli dayanak olarak kabul
gormiis ve tavuklarda yapilan c¢alismalarda en Onemli genetik belirte¢ olarak
kullanilmaktadir. Tavuklarin atasi olarak kabul edilen Kirmizi orman tavugundan
giintimiize kadar varyasyon gosteren tavuk irklarinda yapilan mtDNA D-Loop dizilerine
dayali filogenetik caligmalarda niikleotid sekansina gore olusturulan haplotipler farkli
cografyalar ve farkli irklarda temsil edilmektedir. Tespit edilen bu haplotipler kendi
iclerinde niikleotid bazindaki genetik iliskiye gore haplogruplar1 ve alt haplogruplari
olusturmaktadir. Sultan tavuk irkinin mtDNA D-Loop bdlgesine dayali yapilan dizi
analizinde Sultan irkinin maternal kalitim gosterdigi cografyay: ve diger tavuk irklartyla
olan genetik iliskisini tespit edebilmek ic¢in yaygin olarak goézlenen ve literatiirde
belirtilen A, B, C, D, E, F, H, X, Y, Z, W haplogruplarina ait bireyler analize dahil
edilmistir (Miao vd. 2013). Toplam 141 birey ve bu bireyleri temsil eden 310 b¢’lik D-
Loop boélgesinde yapilan analiz sonucunda popiilasyon icerisinde 46 polimorfik bdlgeyi
temsil eden 32 haplotip belirlenmis ve bu haplotiplerden en yiiksek haplotip frekansina
sahip olan H4 haplotipinin igerisinde Sultan irkina ait 7 birey ile Brabanter, Appenzeller,
Polish, Silkie, Padova, Pavlokskaya, tavuk irklarindan bireyler de yer almistir. Yerli tavuk
irklarimiz Denizli ve Gerze wrklari da ayni haplotipin igerisinde yer almig ve Sultan
tavugunun, Yerli tavuk irklariyla benzer genetik kokene dayandigi tespit edilmistir. H4
haplotipi ise E haplogrubuna tanimlanmis ve bu haplogrup’a giren Denizli ve Gerze yerel
tavuk irklar1 6nceki yapilan ¢aligmalarla ortiismektedir (Meydan vd. 2016). E haplogrubu
icerisinde yer alan diger tavuk irklar1 da dnceki ¢alisma sonuglari ile uyum igerisindedir
(Li vd. 2020; Miao vd. 2013; Gao vd. 2017). Sultan irkina ait bireylerin dahil oldugu E
haplogrubu, Hint, Orta Dogu ve Avrupa tavuk irklar1 arasinda en konservatif Haplogrup
oldugu ve bu haplogrubun Hindistan alt kitasindan koken aldigi bildirilmistir (Lyimo vd.
2015). Tarihi kayitlar ve arkeolojik bulgular, Avrupa’da baglayan Demir Cagi’nin erken
donemlerinden bu yana evcil tavuklarin varligini ortaya ¢ikartarak yayilis rotalarinin iki
ticaret yolu lizerinde gergeklestigini bildirmistir. Bunlarin en onemlilerinden birisi
Cinden Rusya’ya uzanan Kuzey yolu digeri ise iran ve Akdeniz iizerinden indus vadisine
uzanan Guney yoludur (West ve Zhou 1988; Crawford 1995; Tixier-Boichard vd. 2011;
Storey vd. 2012). Bu yiikseklisans tez ¢alismasinda elde edilen sonuglar E
Haplogrubunda yer alan Sultan irkinin genetik koken bakimindan orijine yakin oldugunu
desteklemektedir. Tavugun ilk olarak Cin-Hindistan bolgesinde evcillestirilmesi
sonrasinda Anadolu iizerinden diger kitalara yayildigi bildirilirken (Storey vd. 2012)
bircok kaynakta orijini Tiirkiye olarak gosterilen Sultan irkinin diger yerli irklarimizla
ayni haplogrupta yer almasi irkin cografik kokeninin Anadolu olarak gdsterilmesini
destekler niteliktedir. Tez ¢alismasi Ornekleminde birbiriyle akrabalik gegmisi
bulunmayan farkli lokasyonlardaki strtilerden 6rneklemeler yapilmasina ragmen Sultan
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k1t mtDNA D-Loop bolgesi dizi varyasyonu bakimindan oldukc¢a konservatif bir genetik
yapi sergilemistir.
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6. SONUCLAR

Anadolu yilizyillardan beri birgok medeniyete ev sahipligi yapmis ve g¢esitli ticaret
yollar1 ile birgok kiiltiirlin kaynasmasina olanak saglamistir. Sahip oldugu cografi
konumu sebebiyle bir¢ok hayvan tiir ve irkina ev sahipligi yapmistir. Sahip oldugu zengin
biyo-gesitlilige ragmen bugiin iilkemizde sadece Denizli ve Gerze (Hacikadin) yerel
tavuk 1rklart resmi olarak tescil edilmis durumdadir. Uzun yillardir iilkemiz sartlarina
uyum saglamis bir¢ok yerel tavuk 1rk1 mevcut olmasina karsin bu kanatli tiir ve irklarinin
morfolojik ve genetik oOzellikleri hakkinda ne yazik ki yeterli sayida ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu durum mevcut kanatli biyogesitlilik kaynaklarinin bilinmemesine
ve risk durumunun tespit edilememesine neden olmaktadir. Bu baglamda yapilan tez
calismasinda uzun yillardir TUrkiye’de yetistirilen ancak heniiz tescil edilmemis tavuk
irklarindan birisi olan Sultan tavugunun mtDNA dizi analizine dayali genetik
karakterizasyonunu hedeflenmistir. Tez kapsaminda Tiirkiye’nin 8 farkli lokasyonundan
Sultan tavuk irkina ait 6rnekler toplanmis ve mtDNA dizi analizi yapilmistir. Analiz
sonucunda Sultan tavuk irkina ait bireyler yakindan iligkili bulunarak konservatif bir
popiilasyon yapisi saptanmistir.

Sultan 1rkini yabani tavuk formundan ayiran birgok ozelligi bulunmaktadir.
Bunlardan ibik seklinin ¢atral ibik olmasi, her ayaginda 5 adet parmak bulunmasi, tepe
tiyii Ozelligi gostermesi, paca yapisina sahip olmasi gibi morfolojhik farkliliklar
bulunmaktadir. Sultan tavuk irki bulundurdugu bu 6zellikler sayesinde yetistiriciler
tarafindan 6zel ilgiyle yetistirilmektedir. Morfolojik olarak bu 6zellikleri bulunduran
tavuklar yakindan iliskili olarak diisiiniilmekte ve akrabalik derecelerinin yakin oldugu
On goriilmektedir. Bu baglamda Sultan tavuk irkina morfolokjik olarak benzerlik gdsteren
ve GenBank’ta sekanslart bulunan diger tavuk irklariyla da mtDNA dizi analizi
yapilmistir. Yapilan karsilastirma analizi sonucu Sultan tavuk irk1 digerlerinden ayr1 bir
kiime olusturmustur. GenBank’tan elde edilen verilerle yapilan bu analizde Sultan tavuk
rk1 analiz edilen bu bolge bakimindan konservatif bir yap1 sergilemistir.

Literatiirde onceden bildirilen ve filocografik konumu belli olan tavuk irklari,
tescilli yerli irklarimiz (Denizli ve Gerze) ve morfolojik olarak benzerlik gdsteren tavuk
wrklariyla yapilan mtDNA dizi analizinde Sultan tavuk irki morfolojik olarak benzerlik
gosteren 1rklar ile yapilan mtDNA dizi analizinde Sultan tavuk irki yerli rklar ve
morfolojik olarak benzerlik gosteren tavuk irklari ile E Haplogrubunda yer almistir. Bu
anakliz sonucunda Sultan tavuk 1rki ve yerli irklarin ayni haplogrupta yer almasi Sultan
tavugunun orjininin Tiirkiye topraklart oldugu kanisimi arttirmaktadir. Yapilan tez
caligmasinda elde edilen veriler dogrultusunda Sultan tavuk irki i¢in 1k tescil
bagvurusunda bulunulacak ve bu sayede smirli sayida tescil edilmis yerli tavuk
irklarimiza bir yenisi eklenmis olacaktir.
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8. EKLER

EK-1. Veri analizinde kullanilan tavuk irklarinin GenBank ID’leri
Organizma Irk GenBank ID
Gallus gallus Appenzeller KP141230.1
Gallus gallus Appenzeller KP141231.1
Gallus gallus Appenzeller KP141232.1
Gallus gallus Appenzeller KP141233.1
Gallus gallus Appenzeller KP141234.1
Gallus gallus Appenzeller KP141235.1
Gallus gallus Appenzeller KP141236.1
Gallus gallus Bairiong Silkie GQ227993.1
Gallus gallus Bairiong Silkie GQ227994.1
Gallus gallus Bairiong Silkie GQ227995.1
Gallus gallus Bairiong Silkie GQ227996.1
Gallus gallus Bairiong Silkie GQ227997.1
Gallus gallus Brabanter KP141245.1
Gallus gallus Brabanter KP141246.1
Gallus gallus Brabanter KP141247.1
Gallus gallus Brabanter KP141248.1
Gallus gallus Polish KP141334.1
Gallus gallus Polish KP141335.1
Gallus gallus Polish KP141336.1
Gallus gallus Polish KP141337.1
Gallus gallus Polish KP141338.1
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EK-1.in Devam
Gallus gallus Pavlovskaya KP307097.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307096.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307095.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307094.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307093.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307092.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307091.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307090.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307089.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307088.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307087.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307086.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307085.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307084.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307083.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307082.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307081.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307080.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307079.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307078.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307077.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307076.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307075.1
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EK-1’in Devamm
Gallus gallus Pavlovskaya KP307074.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307073.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307072.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307071.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307070.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307069.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307068.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307067.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307066.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307065.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307064.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307063.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307062.1
Gallus gallus Pavlovskaya KP307061.1
Gallus gallus Silky ABO007746.1
Gallus gallus Silky AB007747.1
Gallus gallus Silky ABO007740.1
Gallus gallus Silky AB007735.1
Gallus gallus Silky AB007733.1
Gallus gallus Silky KY308085.1
Gallus gallus Silky KY308084.1
Gallus gallus Silky KY308083.1
Gallus gallus Silky KY308082.1
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EK-1’in Devamm
Gallus gallus Silky KY308081.1
Gallus gallus Silky KY308080.1
Gallus gallus Silky KY308079.1
Gallus gallus Silky KY308078.1
Gallus gallus Silky KY308077.1
Gallus gallus Silky KY308076.1
Gallus gallus Silky KY308075.1
Gallus gallus Silky KY308074.1
Gallus gallus Silky KY308073.1
Gallus gallus Silky KY308072.1
Gallus gallus Silky KY308071.1
Gallus gallus Silky KY308070.1
Gallus gallus Silky KY308069.1
Gallus gallus Silky KY308068.1
Gallus gallus Silky KY308067.1
Gallus gallus Silky KY308066.1
Gallus gallus Silky KY308065.1
Gallus gallus Silky KY308064.1
Gallus gallus Silky KY308063.1
Gallus gallus Silky KY308062.1
Gallus gallus Silky KY308061.1
Gallus gallus Padovana KP141412.1
Gallus gallus Padovana KP141411.1
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EK-1’in Devamm

Gallus gallus Padovana KP141410.1
Gallus gallus Padovana KP141409.1
Gallus gallus Padovana KP141408.1
Gallus gallus Padovana KP141407.1
Gallus gallus Breda HM015603
Gallus gallus Bairiong Silkie GQ228000
Gallus gallus Bairiong Silkie GQ227995
Gallus gallus Red Junglefowl AF512158
Gallus gallus Gallus gallus murghi EU847789
Gallus gallus Gallus gallus spadiceus HM462202
Gallus gallus Gallus gallus gallus AB009441
Gallus gallus Gallus gallus gallus D82901
Gallus gallus Gallus gallus murghi EUB47756
Gallus gallus Gallus gallus bankiva D82898
Gallus gallus Brabanter HMO015610
Gallus gallus Polish HMO015610
Gallus gallus Gallus gallus murghi GU447581
Gallus gallus Red Jungle fowl GU448666
Gallus gallus Red Junglefowl GU448923
Gallus gallus Red Junglefowl GuU447617
Gallus gallus Red Junglefowl GU448603
Gallus gallus Red Junglefowl GU447597
Gallus gallus Red Junglefowl GU447596
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EKLER K. ESKIOGLU
EK-1’in Devamm

Gallus gallus Red Junglefowl GU447643
Gallus gallus Breda fowl HM015609
Gallus gallus Red Junglefowl GU448498
Gallus gallus Red Junglefowl GU447613
Gallus gallus Gallus gallus spadiceus D82907

Gallus gallus Red Junglefowl AF512153
Gallus gallus Red Junglefowl AF512157
Gallus gallus Gallus gallus murghi GU447585
Gallus gallus Silkie GU448560
Gallus gallus Silkie AB263948
Gallus gallus Breda fowl HMO015613
Gallus gallus Jiangsu Silkies GU448532
Gallus gallus Gallus gallus murghi GU447581
Gallus gallus Silkie AB263966
Gallus gallus Brabanter HMO015614
Gallus gallus Bairiong Silkie GQ227998
Gallus gallus Brabanter HMO015612
Gallus gallus Silkie AB263953
Gallus gallus Red Junglefowl GU448928
Gallus gallus Red Junglefowl AF512156
Gallus gallus Silkie AB009432
Gallus gallus Gallus gallus gallus AB009437
Gallus gallus Gallus gallus murghi EU847749
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EKLER

K. ESKIOGLU

EK-1’in Devam

Gallus gallus

Gallus gallus murghi

EU847795

EK-2. izole edilen DNA 6rneklerinin Biodrop 8l¢iimii

izole Edilen Birey Kodu BioDrop Olgiimii
BOLG-1 49 ng/ul
BOL-2 1760 ng/ul
BOL2-1 91 ng/ul
ANT-1 85 ng/ul
ANT-2 585 ng/ul
ANT-3 48 ng/ul
ANT-4 46 ng/ul
BUR-2 89 ng/ul
BUR-3S 62 ng/ul
BUR-4S 53 ng/ul
BUR-5S 12 ng/ul
IZM-1 49 ng/ul
IZM-2 21 ng/ul
IZM-4 66 ng/ul
ADP-3 50 ng/ul
ADP-1 519 ng/ul
ADHA-1 109 ng/ul
ADNN-3 26 ng/ul
ADN-4 11 ng/pul
DUz-1 74 ng/ul
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EKLER

K. ESKIOGLU

EK-2 ‘in Devamm

DUZ-2Y 2027 ng/ul
DUZ-3Y 935 ng/ul
MAN-6 20 ng/ul
MAN-11 81 ng/ul
MAN-12 61 ng/ul
MAN-13 262 ng/ul
MAN-14 A7 ng/pl
BIL-2 101 ng/pl
BIL-7A 3054 ng/pl
BiL-10 79 ng/ul
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