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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

DENIZLI TAVUK POPULASYONUNDA MITOKONDRIYAL DNA D-LOOP
POLIMORFIiZMI

Hulusi Ozan TASKESEN

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Zootekni Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Mehmet Ali YILDIZ

Bu calismada, Tiirkiye yerli gen kaynaklarindan Denizli tavuk irkinda mitokondriyal
DNA (mtDNA) D-loop bolgesi bakimindan genetik varyasyon arastirilmistir.
Arastirmada Denizli tavuk 1rkina ait mensup toplam 20 tavuk ve 10 horoz kani materyal

olarak kullanilmustir.

Denizli tavuk irkinda mtDNA D-loop bdlgesinin DNA dizi analizi sonucunda yaygin
olarak iki farkli haplotip tespit edilmistir.

Denizli irkinda belirlenen haplotipler ile yabani orman tavugu (RJF) alt tlirlerinden G.
g. gallus, G. g. bankiva, G. g. spadiceus, iki farkli Beyaz Leghorn, Plymouth, Silky,
New Hampshire Red, Laos, Shamo ve Tirkiye yerli tavuk irklarindan Gerze tavuk
irklart arasindaki filogenetik iligki ortaya konmustur. MtDNA D-loop bolgesi
bakimindan Denizli irki ile diger irklar arasindaki genetik farklilik 0.000 — 0.016

arasinda hesaplanmustir.
Eyliil 2010, 60 sayfa
Anahtar Kelimeler: Tiirkiye yerli tavuk irki, Denizli, mtDNA, D-loop, haplotip,

mitotip.
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ABSTRACT

Master Thesis

MITOCHONDRIAL DNA D-LOOP POLYMORPHISM IN DENIZLI CHICKEN
POPULATION

Hulusi Ozan TASKESEN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Animal Science

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Ali YILDIZ

In this study, genetic variation on D-loop region of mtDNA was carried out in Turkish
native chicken Denizli. Total of 30 Denizli chicken (20 female, 10 male) were evaluated

in this research.

Especially two haplotypes were determined in Denizli chicken breed based on the

sequencing of mtDNA D-loop region.

Phylogenetic relationship between the haplotypes determined in Denizli chicken breed
and Red Jungle Fowl (RJF) subspecies G. g. gallus, G. g. bankiva, G. g. spadiceus, two
different White Leghorn, Plymouth, Silky, New Hampshire Red, Laos, Shamo and
Gerze chicken breed was represented. Genetic distances between Denizli and other

breeds regarding mtDNA D-loop region calculated between 0.000 — 0.016.

Eyliil 2010, 60 pages

Key Words: Turkish native chicken breed, Denizli, mtDNA, D-loop, haplotype,
mitotype.
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TESEKKUR

Laboratuvarinda bana bu konuda ¢alisma imkani saglayan, ¢aligmalarimi yonlendiren,
her konuda bilgi, 6neri ve yardimlarini esirgemeyen, yazim asamasindaki sonsuz sabir
ve Ozverilerinden dolayr danisman hocam saymn Prof. Dr. Mehmet Ali YILDIZ’a
(Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Biyometri ve Genetik Anabilim
Dali) tesekkiir ederim.

Aragtirmanin yiiriitiildiigii laboratuvarda bana ilk giinden beri hicbir yardimlarini
esirgemeyen hocam Aras. Gor. Hasan MEYDAN’a, ayrica tezin yazim ve kaynak
arastirmasi agsamasindaki yardimindan dolay1 I. Beste EKEN’e tesekkiir ederim.

Son olarak, varligima olan genetik katkisinin disinda yillardir bana sonsuz destek olan,
sabirla bircok fedakarliklar gosteren degerli annem Giilsiin KINIK’a minnettarligimi
ozellikle belirtmek isterim.

Hulusi Ozan TASKESEN
Ankara, Eylil 2010
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1. GIRIS

Biyolojik sistemlerin temel 6zelligi olan varyasyon, pek ¢ok faktore bagli olan tiir, 1rk
ve gen kayiplar1 nedeni ile giderek &nemli dlgiide azalmaktadir. Insanlarm temel
gereksinmelerinin karsilanmasi amaciyla diinyada 40 hayvan tiirliniin yetistiriciligi
yapilmakta ve bu tiirler icerisindeki yaklasik 7000 1tk gen kaynagi olarak kabul
edilmektedir. Belirtilen irklarin % 30°dan fazlasi yok olma riski tagimakta, bu durumun
diinya tarimin1 yakin gelecekte olumsuz yonde etkileyecegi tahmin edilmektedir. Bu
nedenle diinyada son yillarda hayvan gen kaynaklarinin korunmasina yonelik ¢aligma ve

cabalarda 6nemli bir artis gozlemlenmektedir (Ertugrul vd. 2010).

Yetistiriciligi yapilan hayvan tiirlerine iligkin genetik varyasyonun azalmasinda etkili
faktorler; ekonomik, sosyal ve gevresel gelismelerin hayvancilikta g¢esitli diizeylerde
entansiflesmeyi zorunlu kilmasi, kiiltlir irklar1 lehine yapilan seleksiyonlar ile az girdi
ile yetisebilen ancak diisiik verimli olan yerli irklarin yerini hizla kiiltiir irklariin

almasi olarak diistiniilebilir (Ertugrul vd. 2010).

Yerli wklar ekonomik, bilimsel, kiiltirel ve ekolojik nedenlerle koruma altina
alimmaktadirlar. Gergekten de yerli irklar, bulunduklar1 ¢evrenin kosullarma yiiksek
uyum saglamis olmalarina bagli olarak o c¢evre sartlarinda kiiltiir wrklar1 ve
melezlerinden daha yiliksek yasama giicii ve hastaliklara direng gostermektedirler.
Ancak iizerinde durulan verimler ve {iriin kalitesi bakimindan yiiksek nitelikli irk ve
hatlar elde edilmesine yonelik calismalar dahilinde nispeten diisiik verimli olan yerli
irklarin ticari 6nemi ve dolayisiyla mevcudu giderek azalmakta buna bagli olarak yerli

irklar yok olma tehlikesine maruz kalmaktadir (Ertugrul vd. 2010).

Hayvansal iiretim faaliyetlerinin gelistirilmesi, yiiksek verimli olmanin yani sira ¢evre
kosullarina uyumlu, hastaliklara direngli ve yasama giicii yiiksek olan 1tk ve hatlarin da
gelistirilmesine baglidir. Bunun i¢in biyolojik kaynaklar hem morfolojik hem de genetik
acidan 1iyi bir sekilde tanimlanmalidir. S6z konusu kaynaklarin gerek tanimlanmasinda
gerekse bu kaynaklardan yararlanmada biyoteknoloji yontemlerinden faydalanilmasi

cagimizin gereklerinden biridir.



Tavugun evcillestirilmesinin M.O. 5400 ila 8000 yillar1 civarinda, Asya’ya (Cin ve
Indus Vadisi) dayandigi bildirilmektedir (International Chicken Genome Sequencing
Consortium 2004, Liu vd. 2006). Bilinen dort yabani tavuk tiirii (Gallus gallus, Gallus
lafayettei, Gallus sonnerati, Gallus varius) olmasina karsin bir¢cok arastirmaci
tarafindan kabul edilen goriise gore evcil tavuk, Asya kirmizi orman tavugundan (red
jungle fowl [Gallus gallus]) koken alarak diinyaya yayilmistir (Hillel vd. 2003,
Komiyama vd. 2004a, Liu vd. 2006, Eriksson vd. 2008). Kirmizi orman tavugunun,
evcil tavuga atalik etmesi muhtemel bes alt tiiri vardir: Tayland ve komsu
bolgelerindeki G. g. gallus; Burma ve Cin’in Yunnan bolgesindeki G. g. spadiceus;
giney Cin ve Vietnam’daki G. g. jabouillei; Hindistan’daki G. g. murghi ve Java
adalarindaki G. g. bankiva. Bu alt tiirlerden hangisi/hangilerinin, evcil tavugun orijinini

meydana getirdigi halen net olarak bilinmemektedir (Liu vd. 2006).

Tavuklarda genetik calismalar 20. yilizyil’in baslarina uzanmaktadir ve o giinden
giiniimiize kadar, yiizlerce iyi tanimlanmis mutant ve 1slah hatlar1 gelistirilmistir. Tavuk
embriyosu, in ovo embriyogenesisin deneysel avantajlarina bagli olarak gelisim
biyologlar1 i¢in oldukca kullanisli bir omurgali sistemi sunmaktadir. Bunun disinda
tavuk, immiinolojide, onkogenesiste ve virolojideki seminal c¢alismalarda
kullanilmaktadir. Son yiizyilin baglarinda tavuk genetik baglanti haritasi olusturulmaya
baslanmistir ve glinlimiizde toplam 4000 cM uzunlugunda 2172 genetik lokus igerdigi
bilinmektedir. Tavuk karyotipi, ¢ok farkli biiyiikliiklerde olan ve buna bagh olarak
mikro ve makro olarak adlandirilan 2n=78 adet kromozomdan meydana gelmektedir
(International Chicken Genome Sequencing Consortium 2004). Bu kromozomlar, 8 ¢ift
makrokromozom, 30 ¢ift mikrokromozom ve bir ¢ift de esey kromozomunu (ZW/ZZ)

kapsamaktadir (Pereira 2004).

20. yiizyilin ortalarinda kanatlilarda ticari amacl 1slah ¢aligmalarinin baslamasindan
beri, tavuklardaki genetik varyasyon nispeten az sayidaki Ozellesmis hatlara
boliinmiistiir. Bunun bir sonucu olarak, yiizyillar siiren evcillestirme ve melezleme ile
ortaya c¢ikan ¢ok sayidaki iki yonlii irk kaybolma riski ile kars1 karsiyadir. Ne var ki bu

wrklar gelecekteki 1slah ve arastirma caligmalari i¢in gen kaynaklaridirlar. Bu nedenle,



bu populasyonlarin gelecekteki yonetim ve korunmasi i¢in referans saglamak {izere
ticari hatlari, geleneksel irklari, deneysel hatlar1 ve kirmizi orman tavugunu da iceren
genis bir tavuk populasyonunda molekiiler seviyede genetik varyasyonun belirlenmesi
gerekmektedir. Genetik kaynaklarin korunmasi hakkinda alinacak kararlarin, lizerinde
durulan 6zellige gore degisen ¢esitli bilgi kaynaklarina dayanmasi gerekse de molekiiler
markerler 6nemli bir baslangic rehberi olarak gorev alabilirler. Evcil tavuklarda genetik
kaynaklarin korunmasi igin stratejiler gelistirilmesi siirecinde {izerinde durulan
populasyonun genetik essizliginin kantitatif olarak tayin edilebilmesi Onem arz
etmektedir ki bu da genetik uzakliklardan anlasilabilir. Molekiiler teknolojideki son
gelismeler DNA seviyesindeki genetik varyasyonun belirlenmesi i¢in yeni olanaklar

saglamaktadir (Hillel vd. 2003).

Bu yonde calisma yiiriitiilen alanlardan biri de mitokondriyal DNA (mtDNA)’dir.
Maternal kalittm gostermesi, haploit ya da mitotip yapisi ve hizli evrim orani ve
rekombinasyon eksikligi (Wenink vd. 1994) yiiziinden mtDNA, bir filogenetik analiz
markeri olarak ¢ok sayida avantaja sahiptir ve molekiiler sistematikte en ¢ok kullanilan
markerlerden biridir (Sorenson vd. 1999). Tavuk mitokondriyal genomu yaklagik 17
kb.’dan meydana gelen dairesel bir DNA olup, 2 rRNA, 22 tRNA ve 13 polipeptit
kodlayan 37 gen icermektedir (Chinnery and Schon 2003, Guan vd. 2007, Bao vd.
2008). Bu genlerin ifadesi, omurgalilarda enerji iiretimi, metabolizma, hiicresel
homeostasis ve apoptosis i¢in gereklidir. MtDNA farkli hizlarla evrimlesen farkl
bolgelere sahiptir. Bu bolgelerden biri de mtDNA agir ekseninin replikasyon orijinini ve
her iki eksenin (hafif ve agir eksenler) promotor bolgelerini barindiran mtDNA Kontrol
Bolgesi (D-loop bolgesi)’dir. Bu bolge, herhangi bir enzim ya da protein karsiligi
olmayan bir bdlge olmasina bagli olarak, mitokondriyal genomun diger kisimlarindan 3-
5 kat daha hizli evrimlesmektedir (Wenink vd. 1994). Giiniimiizde evcil tavugu (Gallus
gallus domesticus) da kapsayan bircok omurgalinin mtDNA Kontrol Bolgesi’nin tiim
sekansinin bilinmesine (Desjardins ve Morais 1990) ragmen kanatlilarda bu bolge

lizerine ¢aligmalar halen baslangi¢c asamasindadir.



Bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye yerli tavuk irklarindan birisi olan Denizli tavuk 1rkina ait
populasyonun mitokondriyal DNA molekiiliinde D-loop bdlgesine iliskin genetik

varyasyonun tespit edilmesi amag¢lanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1 Evcil Tavugun Sistematikteki Yeri ve Kokeni

Tavuk, Yakin ya da Orta Dogu’dan kdken almayan tek yaygin evcil tiirdiir. Giiniimiizde
tiim arastirmacilarca kabul edilen ortak goriise gére Tavuklar Asya’da, bugiinkii Cin ve
Hindistan yakinlarinda evcillestirilerek, diinyaya buradan yayilmislardir (Sekil 2.2).
Tavugun evcillestirilmesinin tarihi ise lizerinde goriis birligi saglanmamig bir konudur.
Stevens (1991)’in bildirisine gore tavugun M.O. 2000 yillarinda, Indus Vadisi’nde
evcillestirildigine inanilmaktaysa da daha yeni arkeolojik bulgulara gore bu
evcillestirme M.O. 6000 yillarinda Cin’de gerceklesmistir. S6z konusu tarihin M.O.
5400 ila 8000 yillart civarina dayandigr da bildirilmektedir (International Chicken
Genome Sequencing Consortium 2004, Liu vd. 2006). Bilinen dort yabani tavuk tiirii
(Gallus gallus, Gallus lafayettei, Gallus sonnerati, Gallus varius) olmasina karsin
bir¢ok arastirmaci tarafindan kabul edilen goriise gore evcil tavuk, Asya kirmizi orman
tavugundan (red jungle fowl [Gallus gallus]) koken alarak diinyaya yayilmistir
(Crawford 1990, Stevens 1991, Fumihito vd. 1995, Hillel vd. 2003, Komiyama vd.
2004a, Liu vd. 2006, Eriksson vd. 2008).

Gri Orman
Tavugu

»

Seylan Orman Tavugu \ q%

Java Orman Tavugu [N ﬁ,’

Sekil 2.1 Giiney Asya’da kirmizi orman tavugu (Gallus gallus), Seylan orman tavugu (Gallus lafayettei),
gri orman tavugu (Gallus sonnerati) ve Java orman tavugu (Gallus varius)’ nun cografi dagilimi (Stevens
1991°den degistirilerek ¢izilmistir).




Sekil 2.2 Tavugun evcillestirme yollar1 (Stevens 1991)

Cesitli tavuk populasyonlarinin niikleer mikrosatelit analizleri ile kirmizi orman
tavugunun, evcil tavugun esas atasi oldugu desteklenmektedir (Hillel vd. 2003). Kirmizi
orman tavugunun, evcil tavuga atalik etmesi muhtemel bes alt tiirii vardir: Tayland ve
komsu bolgelerindeki G. g. gallus; Burma ve Cin’in Yunnan bdlgesindeki G. g.
spadiceus; giiney Cin ve Vietnam’daki G. g. jabouillei; Hindistan’daki G. g. murghi ve
Java adalarindaki G. g. bankiva. Bu alt tiirlerden hangisi/hangilerinin, evcil tavugun
kokenini meydana getirdigi halen net olarak bilinmemekte ve evcil tavugun kokenine
iliskin tartismalar, s6z konusu kokenin monofiletik mi yoksa polifiletik mi oldugu

noktasinda toplanmaktadir. (Crawford 1990, Stevens 1991, Liu vd. 2006).

Stevens (1991)’in aktardiklarina gore, Darwin (1868), kanitlarinin giiclii olmadigini
belirtmekle beraber, tavugun tek bir kokenden evcillestirildigini ileri sirmiistiir. Darwin
(1868)’in gorilise ulasmasini saglayan ana noktalar soyle 6zetlenmektedir: (i) evcil tavuk
ve Gallus gallus ciftlesmekte ve dollerin dol verimi daha yiliksek olmaktadir, (ii)
G.gallus ve evcil tavugun sesleri birbirine daha benzerdir, (iii) evcil tavukla yapilan
melezlemelerden ¢ogunlukla G.gallus’unkilere benzeyen siyah-kirmizi benekli ddller
elde edilmektedir. Fumihito vd. (1995), 6nceki ¢alismalarina da atifta bulunarak, evcil
tavugun monofiletik bir kokenden geldigini 6ne siirmiis, buna ek olarak evcil tavugun,
kirmizi orman tavugunun (Gallus gallus) ada seviyesindeki alt tiirlerinden (6rn.: Gallus

gallus bankiva) degil; kitasal alt tiirlerinden (6rn.: Gallus gallus gallus, Gallus gallus



spadiceus) koken aldigimi savunmustur. Ne var ki Liu vd. (2006), Fumihito vd.
(1996)’1n g¢alismalarinda kimi sinirlamalar oldugunu bildirmekte ve bunlar arasinda
arastirmacinin elinde Cin ve Hindistan’dan evcil ve yabani kirmizi orman tavugu alt
tiirlerine ait Orneklerin bulunmayisini ve kullanillan 6rnek genisliginin ¢ok kiiclik
olusunu (G. g. gallus, n=6; G. g. bankiva, n=3; G. g. spadiceus, n=3; G. g. domesticus,
n=9) saymaktadir.

Buna karsilik molekiiler kanitlara dayanan daha yeni c¢alismalar, daha eski
calismalardaki tek bir kokenden gelme (monofiletik) goriisiiniin eksik ve/veya yanlig
orneklemelerden kaynaklanabilecegini, farkli kokenlerden gelme (polifiletik) goriisiiniin
daha olas1 oldugunu ve evcil tavugun birden fazla tiir ya da alt tiirden koken almis
olabilecegini bildirmektedirler (Komiyama vd. 2003, Komiyama vd. 2004a Komiyama
vd. 2004b, Nishibori vd. 2005, Liu vd. 2006, Oka vd. 2007).

Tiim bu bilgiler 1518inda evcil tavugun sistematikteki yeri de su sekilde

tanimlanmaktadir (Crawford 1990):

Alem : Animalia (Hayvanlar)
Alt Alem : Metazoa (Cok hiicreliler)
Sube : Chordata (Kordalilar)
Alt Sube  : Vertabrata (Omurgalilar)
Siif : Aves (Kuslar)

Takim : Galliformes

Familya : Phasianidae (Siiliingiller)
Cins : Gallus
Tir : Gallus gallus



2.2 Tiirkiye Yerli Tavuk Irklar

Tiirkiye’de yerli tavuk irklarina ait ilk gozlemler Ekimci (1931) ve Bilgemre (1939,
1950) tarafindan yapilmis, bunlar1 Karaesmen (1944), Sénmez (1966) ve Hemsinlioglu
(1969) izlemistir. Tiirkiye yerli tavuk 1rklar1 olan Denizli v Gerze tavuklarina ait ilk
caligmalar son yillarda Kaya (2008) tarafindan yapilan doktora tez caligmasinda

Ozetlenmistir.

Kaya (2008) tarafindan da ozetlenen ilk ¢alismalarda Ekimci (1931), yurdumuzdaki
yerli tavuklara iligkin bir inceleme ve deneme yapilmadigini, buna bagh olarak hangi
bolgelerde ne tiir tavuklarin bulunduguna iliskin esasl bir bilgi olmadigini belirtmistir.
Eserinde Bartin, Gerze, Afyon Karahisar, Dumlupmar, Adapazari, inebolu, Bilecik ve
diger bolgelerde, fazla sayida ve iri yumurtladiklar bildirilen tavuklar oldugunu ancak
bunlar iizerinde herhangi bir inceleme yapilamadigindan bu iddialarin gegerliligi
hakkinda bir bilgi edinilemedigini bildirmistir. Yerli tavuk irklarindan yalnizca Denizli
ve Haci kadin tavuklarmin safliklarini korudugunu bildirmis ancak bunlara ek olarak

Sultan, Siislii, Timurlenk ve Berat irklarindan da bahsetmistir (Ekimci 1931).

Yiiksek Ziraat Enstitiisii Genel ve Ozel Zootekni Profesdrii ve Tavukculuk Enstitiisii
Direktorii Ord. Prof. Dr. Kadri BILGEMRE (1939, 1950)’ye gore, yurt genelindeki
bir¢ok yerli addedilen tavuk, cesitli sebeplerle kendi iglerinde ve diger iilkelerden
getirilmis hayvanlarla karismis, melezlesmis ve irk niteliklerini kaybetmislerdir.
Bilgemre (1939), saf oldugu iddia edilen bir¢ok tavuk ve horozda &zellikle gecmiste
Anadolu’ya yayilmis olan Plymouth wrkinin izleri goriildiiglinii, giliney illerinde,
Kocaeli’nin bir kisminda yerli tavuklarm renklerinin italyan tavuguna benzedigini
belirtmistir. Karaesmen (1944) de bu konuya de§inerek memleketin en {icra
koselerindeki tavuklar arasinda bile basta Plymouth olmak iizere yabanci irklarin
etkisinin gézlemlendigini belirtmistir. Bunlara ek olarak Bilgemre, yerli tavuklarimizin
genellikle az verimli oldugunu, iklim baskisina daha dayanikli ve daha kanaatkar
goriindiiklerini, ancak normal bakim sartlarinda kiiltiir irklarindan bazilarinin da bir iki
sene i¢in verimlerini kaybetmeden, dis faktorlere karsi yerli irklar kadar mukavemet

kazandiklarini bildirmistir (Bilgemre 1939, 1950, Kaya 2008).



Bundan sonra Tiirkiye’deki yerli tavuk irklariyla ilgili olarak rastlanan ilk calisma
Sekeroglu (1994)’lin aktardigina gore Tatman (1971)’e aittir. SOzii gegen ¢aligmada
Denizli tavuk 1rkina iliskin ilk detayli derleme yapilmistir. Denizli ve Gerze irklarinin
yumurta verimi ve kalite 6zelliklerinin belirlendigi ilk bilimsel ¢alisma ise Sekeroglu
(1994)’na aittir. Ozdogan ve Giircan (2006)’1n aktardiklarina gore 1995 yilinda Nazlhigiil
vd. yerli rklar1 da iceren kimi irklarda bazi1 verim 6zelliklerinin belirlenmesi {izerine
calismislardir. Giiniimiize gelindikge yerli 1irklarda esas olarak verim 6zellikleri tizerinde

duran ¢alisma sayisi nispeten artmistir.

2.2.1 Denizli tavuk irka

Denizli tavuk irki iizerine ililkemizde ¢esitli ¢alismalar yapilmis olup bu g¢alismalar
Denizli tavuk ve horozlarinin farkli karakterleri {izerinde durmuslardir. Ayrica 2004
yilinda yerli hayvan irk ve hatlarinin tescili hakkinda yayinlanan teblig kapsaminda
Denizli tavuk k1 standardi olusturularak resmi gazetede
(http://rega.basbakanlik.gov.tr/Eskiler/2004/12/20041212.htm) yayinlanmistir (Cizelge
2.1).

Ekimci (1931), cesitli oOzellikler bakimindan Denizli ki ile Leghorn 1rkini
kiyaslamistir. Bu kiyaslamaya gore;

e Leghorn ki tavuklarinin nemli iklimlerde, agir ve killi topraklarda yasama ve
yumurtlamaya dayanamadigini, boyle sartlarda sik¢a hastalandiklarini, biiyiime
geriligi ve verim diisiikliigii gosterdiklerini buna karsilik Denizli irkina mensup
tavuklarin kendi yorelerine ait bu olumsuz sartlarda iyi gelistiklerini ve
yumurtladiklarini,

e Beyaz Leghorn tavuklarinin ciisselerinin ufak oldugunu (1.5 kg) ve iyi
semirtilemediklerini buna bagli olarak da et veriminin diisiik oldugunu ancak
Denizli irkinin biiytik ciisseli oldugunu (2.5 — 3 kg) ve kolay semirdiklerini,

e Beyaz Leghorn’un etinin sert, Denizli irkinin ise lezzetli oldugunu,



e Leghorn tavuklarinin yumurtalarinin hafif (50 — 52 g) oldugunu, Denizli
tavuklarinin yumurtlarinin ise nispeten iri ve agir (60 — 65, bazen 70 g)

oldugunu bildirmistir.

Ege bolgesine ait oldugu ancak bagka bolgelerde de rastlandigi bildirilen (Karaesmen
1944) Denizli horozlarinin uzun otmeleri ile tanindiklari, viicut yapilisi itibariyle
yumurtaci 6zellikleri gosterdikleri, beyaz tavuklarin genellikle renklilerden daha yiiksek
viicut yapilisli, biiyiik kuyruklu ve az verimli olduklari, beyazlarin iri, renklilerin ise
kiicik yumurta verdikleri, Denizli 1ki1 tavuklarinin  kuluckaya yatmadigi
bildirilmektedir (Bilgemre 1939, 1950). Bu ozellikleri teyit eden Sonmez (1966) ve
Hemsinlioglu (1969) Denizli irkinin en géze ¢arpan 6zelliginin gozleri ¢cevresinde siyah

bir halka olusu oldugunu belirtmektedirler.

Sekeroglu (1994)’nun aktardigma gore; Tatman (1971), yaptig1 derlemede, Denizli
tavuklarinin dis goriiniis itibariyle degisik 6zellikler gosteren bes varyetesinin oldugunu
belirtmis bunlarin ortak 6zelliklerinin; canli, parlak, siyah ve siirmeli gozler, gri renkli
bacaklar, balta ibik, siyah gaga, kirmizi ya da kirmizi-beyaz benekli kulakg¢iklar
oldugunu bildirmistir. Ayni derlemede yillik yumurta verimlerinin 80-100 adet,
disilerde cinsel olgunluk yasinin ortalama 8 ay, cinsel olgunluk agirligmin 2-2.5 kg

olarak bildirildigi aktarilmaktadir (Sekeroglu 1994).

Bunlara ilaveten Gerze ve Denizli tavuklarina ait yasama giicii, % 5 ve % 50 verim yas1
ve agirliklar, yumurta verim ve agirligl, yem tiiketimi ve kulugka degerlerinin
karsilastirildigi bir calismada Gerze iwrkina ait degerler Denizli irkindan yiiksek
bulunmus (Sekeroglu 1994), Denizli tavuklarinda canli agirlik, yumurta agirlign ve
yumurta agirligina iliskin 6zellikleri incelemek i¢in yapilan arastirmada 35 haftalik canli
agirlik ortalamasi 2597 + 63.93 g, 35-42. haftalar aras1 yumurta agirligi ortalamasi
56.47 £ 0.21 g olarak bildirilmis (Atasoy ve Giircan 2000), Denizli tavuklarinin kan
grubu allelleri lizerine yapilan ¢alismada A, B, C, D, E ve L kan gruplarina ait alleller
ile D kan grubu icinde yeni bir alleller belirlenmis (Aksoy vd. 2000), Denizli irki
giinliik civcivlerde tilylenme 6zelliklerinden yararlanarak cinsiyeti belirleme olanaklari

incelenmis (Aksoy vd. 2002), Denizli tavuklarinda yumurtalarda kulucka esnasinda
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meydana gelen agirlik kaybinin gesitli yumurta kalite 6zellikleri ile iliskisi incelenmis
(Tiirky1lmaz vd. 2005), Lalahan Hayvancilik Merkez Arastirma Enstitiisii’nde bulunan
koruma altina alinmis Denizli tavuklarinda 24 ve 52. haftalar arasinda yumurta verimi
incelenmis (Ozdogan ve Giircan 2006, Ozdogan vd. 2007), Denizli irkina ait bir tavuk
striisiinde telek rengi Ozellikleri ve canli agirlik incelenmis, pamuk kiri, demir kiri,

pekmez kefi ve al tavuk ve horozlarin dagilimi belirlenmistir (Kaplan ve Aksoy 2009).

i ‘r ; . '.':E;:_,:.___ '- :_.‘_E. k:l’ - :.') - ¥
Sekil 2.3 Denizli tavuk ikt (http://www.animallia.com/assets/images/turkirklari/denizli%20tavugu.jpg.
2010)
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Cizelge 2.1 Denizli tavuk 1rk1 standardi (Anonim 2004)

Tiird Evcil tavuk (Gallus domesticus).

Irk1 Denizli.

Varyetesi Yok.

Yayilma Alam Denizli ve yoresinden koken almigtir. Anadolu’nun pek ¢ok yerinde goriilebilir.

Yetistirme Amaci

Yumurta, 6zel merak.

MORFOLOJIK OZELLIKLERI

Genel Tanim

Erkek Disi
Bas Yapist Normal biiyiikliiktedir. Normal biiyiikliiktedir.
Ibik Yapisi Balta ibiktir. Balta ibiktir.
Genellikle uzun, kalin ve iist gaga asag1 dogru egimli, gaga | Erkeklere gore kalinlig1 ve egimi daha
Gaga Yapisi . o . > 1
rengi koyu gridir. az, gaga rengi koyu gridir.
Burun Delikleri Kigiiktiir. Kiigtiktiir.
Yiiz Yapist Uzun ve hafif tiylidiir. Belirgin ve hafif tiyludiir.
Go6z Yapist Orta biiyiikliikte, yuvarlak, kahverengi ve stirmelidir. E;ngrl:rliéi(zirits bityiikliikte ve
Gerdan Yoktur. Yoktur.

Kulak ve Loplart

Kulaklar kisa tiiylerle kapli, kulak loplar1 belirgin, kirmizi
renkte ya da kirmizi iizerinde beyazlik olabilir.

Kulaklari kisa tiiylerle kapli,kulak loplart
erkeklere gore kiigiik, kirmizi renkte ya
da iizerinde hafif beyazlik olabilir.

Kakiil Yoktur. Yoktur.
Sakal Genis ve kisa ya da orta uzunluktadir. Genis ve erkeklere gore kisadir.
Boyun Yapisi Uzun ve tiiyliidiir. Orta uzunlukta ve tilyliidiir.
Ense Yapisi Orta uzunlukta, kalin ve tiiylidir. Kisa, kalin ve tiiyliidiir.
Kuyruk Yapist Saglam ygplh,.gésterisli, viicuda baglantisi dik ve, veya Saglgm yapili, orta boyda yukar1 kalkik
yatay sekildedir. ve diktir.
Kanat Yapist Biiyiik, giiclii ve tliylii kanatlar1 vardir. Biiyiik ve tiiyliidiir.
Gogiis Yapisi Orta derinliktedir. Orta derinliktedir.
Bacaklar yiiksek, saglam yapili, diiz duruslu, incik, ayak Bacaklar erkeklere gore daha kisa, incik,
Ayak ve Tirnak Yapist | derisi ve pullari agik ya da koyu gri renkte, tilysiiz, dort ayak derisi ve pullar1 agik ya da koyu gri
parmakli ve mahmuzludur. renkte, tilysiiz, dort parmaklidir.
Viicudu orten tity ve telekler siyahtir, boyun sirt ve kanatta | Bazilarinin boynunda gériilebilen eser
Telek Rengi renkli telekler bulunur. Bun}ar renklerine gore demir. kar, n.liktardaki renk disinda tamamen
pamuk kir, kefi sar, al ve siyah olmak iizere bes sekilde siyahtir.
adlandirilir.
Deri Rengi Beyazdir. Beyazdir.
Yumurta Kabuk Rengi Beyazdir.
PERFORMANS OZELLIKLERI
Erkek | Disi
Min. Max. Ort. | Min. Max. Ort.
Ergm Canli Agirliklari, 2000 1500
Cinsel Olgunluk Yast, 24 2425
hafta
Yillik Yumurta Verimi, Ort: 110
adet
Yumurta Biiyiikligi Orta agirliktadir.
DAVRANIS OZELLIKLERI
Erkekler ergin dénemle birlikte saldirgan 6zellik sergileyebilmektedir. Disilerin &zellikle kafeste iirkek davranig gosterdikleri
goriilmektedir.
IRKIN OZEL YETENEKLERI
Erkekler uzun 6tiisleri ile tinliidiir ( yaklagik 15-16 sn).
YETISTIRME SARTLARI
Ekstansif ve yar1 entansif ortamlarda yetistirilmektedir.
GENETIK OZELLIKLERI

A.B,C,D,E,L kan grubu sistemlerine ait allel genler belirlenmistir.
Kanat ucu telekleri uzunluk farkliliklarindan yararlanarak otoseks civcivler iiretilebilecegi ve ayak derisi rengine gore otoseks
stiriiler tiretilebilecegi belirlenmistir.

DIGER OZELLIKLERI
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2.3 Molekiiler Genetik Calismalarda Kullanilan Yontemler

Biitiin canlilarda {izerinde durulan o6zellikler bakimindan g6zlenen fenotipik
varyasyonun iki kaynagi bulunmaktadir. Bunlar c¢evre ve genotip olarak
tanimlanmaktadir. Genotipten kaynaklanan varyasyon ya da genetik varyasyon; tiir, irk
ya da bireylerin sahip olduklar1 genotipik farkliligi ifade etmektedir. Genotipik yapiy1
olusturan DNA molekiiliindeki dort baz c¢iftinin dizilimindeki kombinasyonlardan
kaynaklanan cesitli farkliliklar; bireylerin, irklarin ve tiirlerin birbirlerinden farkl

genotipik yapilarda olmalarini saglamaktadirlar (Ozdil 2005).

Canlilarda yeni genetik varyasyonlar siirekli olarak meydana gelmektedir. Yeni genetik
varyasyonlar; kromozomal ve nokta mutasyonlart ile eseyli c¢ogalan canlilarda
rekombinasyonlara ilave olarak dogal seleksiyon ve 1slah ¢alismalarindan
kaynaklanmaktadir. Biitiin bu olgularin sonucunda bir populasyonda gen ve genotip
frekanslar1 degisim gostermektedir. Bu degisim uzun yillar herhangi bir canli grubunda
s6z konusu oldugunda populasyonlar atalarina oranla c¢ok farkli gen ve genotip
kombinasyonlarina sahip olabilmekte ve dolayli olarak canlilarin evrim siirecine katki

saglamaktadir (Ozdil 2005).

Son 40 yil igerisinde biyokimyasal ve DNA diizeyinde yapilan genetik varyasyon
calismalari, biyolojik organizmalarin genetik yapilarinin belirlenmesi ve evrim
caligmalarinda Onemli ipuglar1 ortaya koymustur. Biyokimyasal diizeyde genetik
varyasyon tespit etmek iizere yapilan ilk ¢alismalar, 20.yy.in ilk yillarinda baslatilmistir.
Bu 6ncii ¢alismalardan ilki insanlarda ABO kan grubu sisteminin kalitsal varyasyon ile
belirlendigini gostermistir. Bu ¢alismadan hareketle farkli tekniklerin gesitli
organizmalarda genetik yapinin belirlenmesi iizerine ve evrim ¢alismalarinda

kullanilmasi1 1960’lardan sonra hiz kazanmistir (Ozdil 2005).

Genomik DNA diizeyinde bireyler arasindaki farkliliklarin tespit edilmesi igin
gelistirilen DNA — DNA hibridizasyon teknigi, 1960’larda Okaryotik genomlarin
organizasyonunu ¢alismak i¢in gelistirilmistir. Bu teknik heterolog DNA tek

eksenlerinin termodinamik yolla yeniden birlestirilmesi esasina dayanmaktadir.
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1980’lerde pek cok tiirde filogenetik iliskilerin agiklanmasinda bu teknik kullanilmistir,
ancak bu teknigi kullanilmasi ¢esitli teorik ve pratik zorluklar nedeniyle sinirli diizeyde

kalmistir (Ozdil 2005).

1978’de, Nobel o6dilli W. Arber, H. Smith ve D. Nathans, bakterilerden izole edilen ve
DNA molekiiliinii spesifik bolgelerden kesen restriksiyon endoniikleazlar1 (kesim
enzimleri) lizerine ¢alisarak molekiiler biyoloji alaninda biiyiik bir atilim yaratmislardir
(Tamarin 2002). Kesim enzimlerinin kullanildig1 cesitli yontemler yardimiyla DNA
diizeyinde polimorfizmler tespit edilmeye baslanmistir. Bu polimorfizmler genel olarak
Kesim Pargacigr Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP) olarak adlandirilmaktadirlar (Brown

2007).

1977 yilinda, Paul Berg, Walter Gilbert ve Frederick Sanger’in bagimsiz olarak
gelistirdikleri DNA dizi analizi yontemi de molekiiler biyoloji alaninda ¢igir agmistir.
DNA fragmentlerinin niikleotit dizilerinin belirlenmesini saglayan yontem molekiiler
genetik caligmalarinda 6nemli bir yere oturmus ve farkli tekniklerle elde edilen bilgileri
dogrulama ve giivenilirligini artirmada en etkili yontem olagelmistir (Tamarin 2002).
DNA dizi analizi uygulamalarinin zahmetli ve pahali olmasi bu teknigin bir dezavantaj
olustursa da 90’11 yillardan sonra olusturulan otomatik DNA dizi analizi sistemleriyle bu

sorun giderilebilmistir (Ozdil 2005).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tekniginin gelistirilmesi de molekiiler biyoloji
alaninda 6nemli ilerlemeler saglamis, bu teknik kullanilarak bir¢cok organizmada DNA

varyasyonunun tespit edilmesi kolaylagmstir (Ozdil 2005).

Kullanilan ilk markerler genlerdir. 20. yiizyilin baslarinda ilk genetik markerler meyve
sinegi (Drasophila melanogaster) gibi organizmalarda kullanilmis ve genleri esas
almigtir. Genetik analizlerde kullanilabilmek i¢in bir gen, her biri farkli bir fenotipi
determine eden en az iki allele sahip olmalidir. Ornegin Mendel’in bezelyelerde galistig
bitki boynun uzun ya da bodur olma halleri gibi. Baglangicta calisilan genler ancak
gbzle goriiliir bir fenotipi determine eden genlerdir (meyve sineginde kanat sekli gibi).

Ancak genetik¢iler zamanla bdyle genlerin ¢ok smirli sayida oldugu anlamislardir.
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Dahas1 bazi karakterler poligenik kalitim gosterebilmektedirler. Buna bagl olarak gozle
goriinen 6zelliklerden daha ayirict ve daha az karmasik 6zelliklere ihtiya¢ duyulmustur.
Aranan yanit biyokimyada bulunmustur. Biyokimyasal yontemlerle goriinen
fenotiplerden ¢ok daha fazlasina iliskin bilgi elde edilebilmektedir. Biyokimyasal
sistemler bakimindan tespit edilen genetik varyasyondan populasyonlar arasi farklilik ve
benzerliklerin tespit edilmesinde, hayvanlarin kdkenlerinin kontroliinde, tiirler
arasindaki filogenetik iligkilerin belirlenmesinde ve modern 1slah calismalarinda

yararlanilmaktadir (Brown 2007).

Populasyonlarin tanimlanmasinda, evcil hayvanlarin kokenlerinin belirlenmesinde
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), SSLP (Simple Sequnce Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified
Fragment Length Polymorphism), mikrosatelitler gibi ¢ok degisik yoOntemlerden
yararlanilmaktadir. Bu yontemlerden biri olan SNP (Single Nucleotide Polymorphisms;
tek niikleotit polimorfizmleri), genomda bir allelin bir niikleotidine karsilik diger allelin
bir bagka niikleotidinin bulundugu durumlardir. Her genomda biiyiik miktarda SNP
vardir. Bazilar1 RFLP yontemleriyle belirlenebilse de ¢ogu igin bu durum gecerli
degildir zira bulunduklar1 diziler herhangi bir restriksiyon enzimince taninmaz. Dort
niikleotidin her biri genomda herhangi bir pozisyonda bulunabilir. Bdylece her SNP i¢in
dort allel diisiiniilebilir. Teorik olarak bu miimkiin olmasina karsin gercekte her SNP
icin iki allel s6z konusudur. Bu durum SNP’lerin genomda bir niikleotidi digerine

dontistiiren nokta mutasyonlar1 sonucu olusmasindan kaynaklanir (Brown 2007).

SNP’ler en yaygin DNA polimorfizmleridir. Yaklasik 350 b¢’de bir (Tamarin, 2002’e
gore 1 kb’da bir; Ye vd., 2001°e gore 250 b¢’de bir) gozlemlenmekte ve DNA dizi
varyasyonunun % 90 — 95’ini teskil etmektedirler. Replikasyon hatalar1 gibi
kendiliginden ortaya cikan nokta mutasyonlarindan kaynaklanmaktadirlar. Biiyiik
cogunlugu genomun herhangi bir enzim ya da protein karsiligi olmayan bolgelerinde

meydana gelmektedir (Russell 2006).

SNP’ler restriksiyon enzimleriyle muamele edilip Southern blot veya giiniimiizde daha

yaygin olan PCR ile belirlenebilmektedir. Ancak SNP’nin genetik arastirmalardaki esas
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Onemi, belirlenmesi i¢in hizli ve etkili yontemler gelistirilmesini beraberinde getirmis
olmasidir. Bu yontemlerin ¢ogu allel 6zgilin oligoniikleotit (ASO) hibridizasyon
analizlerine dayanmaktadir (Russell 2006). Oligoniikleotit kisa tek zincirli bir DNA
molekiiliidiir. Genelde 50 niikleotitten kisadir ve invitro sentezlenir. Uygun kosullarda
oligoniikleotit bir bagska DNA molekiilii ile hibridize olur. Bunun gerceklesmesi
oligontikleotidin diger DNA molekiilii ile tamamen uyusmasina baghdir. Eger tek bir
uyusmama s6z konusu ise hibridizasyon gerceklesmez (Brown 2007). Buradan
hareketle oligoniikleotit hibridizasyonu bir SNP’nin iki allelini belirlemekte

kullanilabilir.

Oligoniikleotit hibridizasyonuna dayanarak gelistirilen yontemler:

e DNA ¢ip (mikroarray) teknolojisi: 2cm*’den kiigiik cam ya da silikon plakalar ya da
naylon membran iizerine ¢ok sayida farkli oligoniikleotit yiiksek yogunlukla
yerlestirilir. Hedef DNA floresan ile isaretlenerek c¢ipin {izerine konur, floresan
mikroskobuyla ¢ip incelenerek hibridizasyon tespit edilir (Russell 2006).

e (ozelti hibridizasyon teknikleri: Farkli oligoniikleotitler iceren c¢ozeltiler ve
hibridize olmamis tek eksenli bir DNA ile iki eksenli iirlinii ayirabilecek bir sistem

kullanilarak ger¢eklestirilir (Brown 2007).

DNA mikroarray ve cipleri ¢ok sayida hibridizasyon deneyini paralel bi¢imde
yiirlitmeye olanak vermek i¢in tasarlanmistir. Bu teknolojilerin ana uygulamalar1 SNP
gibi polimorfizmlerin goriintiilenmesi ve farkli hiicrelerin RNA populasyonlarinin

karsilastirilmast olmaktadir (Brown 2007).

SNP belirlenmesinde kullanilan diger yontemler de, 5’ ya da 3’ ucunda SNP ile
uyusmazlik (mismatch) olan bir oligoniikleotit kullanmaktadirlar. Uygun sartlar altinda,
boyle bir oligoniikleotit, uyusmazlik gosteren kalip DNA ile kisa, baz eslesmesi

olmamus bir kuyruk ile birlikte hibridize olacaktir.
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2.4 Mitokondriyal Genomun Yapisi

Mitokondri iki membrana sahip, 6zgiin bir DNA molekiilii (mtDNA) ve ribozomlar1
olan ve sentezledigi ¢esitli enzimler ile hiicre i¢cinde c¢ok sayida islevi olan bir
organeldir. Boylar1 0.2 — 5 mikron arasinda, oval ya da ¢ubuk sekilli organeller olup,
sayilar1 hiicre basina birkag¢ taneden 2500°e kadar degisebilmektedir. Bakterilerde, yesil
alglerde ve memeli eritrositlerinde bulunmazlar. Kalinliklart 70 A° olan iki zarla
cevrilidirler. Igteki zar i¢ yiizeyin artirilmasi igin belirli araliklarla kivrimlar meydana
getirir, bu kivrimlarin tarak seklinde olanlarina “crista”, tiip seklinde olanlarina
“tubulus” denilmektedir. I¢ zarin kivrimlar1 elektron tasima sistemi enzimlerini, aradaki
stvi kistm (matriks) ise mitokondri igine giren maddeleri parcalayan enzimleri

icermektedir (Demirsoy 2001).

ATP sentez parnkiilleri

intermambran boslugu
Matriks

. crista
ribozom '

Graniller

Sekil 2.4 Mitokondri organeli. (http.//en.citizendium.org/wiki/Mitochondrion, 2010)

Mitokondriler, hiicresel homeostazis, hiicre i¢i iletisim, apoptozis ve amino asit, lipit,
kolesterol, steroid ve niikleotit metabolizmasinda rol alirlar. En 6nemlisi mitokondri
hiicresel enerji metabolizmasinda B yag asitlerinin oksidasyonu, iire dongiisii ve son

olarak solunum zincirinde ATP iretimi ile temel bir role sahiptir. Mitokondriyal
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solunum zinciri, i¢ mitokondriyal membrandaki bes enzim kompleksinden meydana
gelir. Her kompleks c¢ok sayida alt iinitelerden olugsmakta olup bunlarin en biiyiigii olan
Kompleks 1, 40 polipeptit icermektedir. Karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasindan elde edilen indirgenmis kofaktorler (NADH ve FADH;) Kompleks I
ve Kompleks II’ye elektron iletimini saglamaktadirlar. Bu elektronlar, kompleks III ve
IV ile iki hareketli elektron tasiyicisi (ubiquinone ve sitokrom c) tarafindan kompleksler
arasinda iletilmektedir. Kompleks I-IV’iin elektron transfer islevi, prostetik gruplarda
(6rnegin demir-siilfiir gruplart) bulunan alt iiniteler vasitasi ile gergeklestirilmektedir.
Agiga cikan enerji, kompleks I, III ve IV tarafindan, protonlarin mitokondriyal
matriksin digina, membranlar arasi bosluga itilmesinde kullanilmaktadir. Mitokondriyal
membranin en bilyiikk kismini olusturan bu proton kitlesi, adenozin difosfat (ADP) ve
inorganik fosfattan Adenozin trifosfat (ATP) sentezlemek iizere Kompleks V tarafindan
kullanilir. Biitiin bu siire¢ oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) olarak adlandirilir. ATP,
hiicre i¢indeki tiim aktif metabolik siireclerde kullanilan yiiksek bir enerji kaynagidir

(Chinnery ve Schon 2003).

Kus ve memeli mitokondriyal DNA (mtDNA) molekiilii, kiigiik (tiirlere gore degismek
tizere 15-20 kb) dairesel bir molekiil olup, 22 tRNA, 2 rRNA ve 13 mRNA kodlayan 37
gen icermektedir. S6zli gecen 13 mRNA, mitokondrinin oksidatif fosforilasyonunda ve
elektron tasinmasinda gorev alan proteinleri kodlamaktadirlar. Mitokondriyal genom
cok etkin bir sekilde diizenlenmistir. Intron (enzim ya da protein karsilig1 olmayan DNA
bolgesi) icermez. Buna karsilik genler arasi kii¢iik bosluklar igerir. Bir enzim ya da
protein karsiligi bulunmayan esas bolgesi Kontrol bolgesidir ve bu bolge agir (H) ve
hafif (L) eksenlerin transkripsiyonu ile H ekseninin replikasyonundan sorumludur ($ekil

2.8).
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Sekil 2.5 Kus ve memelilerin mitokondriyal genomlar1 (Desjardins and Morais (1990)’dan degistirilerek
cizilmistir).tRNA genleri, tek harfli amino asit kodlari ile tanimlanmustir. Dig halka agir (H) ve i¢ halka
hafif (L) ekseni temsil etmektedir. Transkripsiyon yonii oklarla gosterilmis, ok ile isaretlenme olmayan
kisimlarda gen, H ekseninden saat yoniinde transkribe edilmektedir

Mitokondriyal DNA, bir¢cok ozelligi ile niikleer DNA’dan farklilik gostermektedir
(Cizelge 2.2). 1lk olarak mtDNA, oksidatif fosforilasyon (OXPHOS), tRNA ve
rRNA’lar ile ilgili az sayida (toplamda 13) protein sentezlemektedir. Geri kalan tiim
mitokondriyal proteinler niikleer genomda kodlanmaktadir (Wang 1996, Fourtounis
1999). Insanlarda da oksidatif fosforilasyonda gorev alan 80 adet proteinden 13’ii
mtDNA’da kodlanmaktadir (Chen and Butow 2005).

Ikinci olarak mtDNA birgok tiirde maternal (anaya ait) kalitim gdstermektedir. Niikleer
genlerde, ana ve babaya ait genetik materyalin, yumurtanin sperm ile dollenmesine
bagl olarak esit sekilde aktarilmasi s6z konusudur. Olusan embriyo ana ve babadan
gelen, homolog (benzer) kromozom setlerine sahiptir ve bu bilgi hiicre boliinmesi ile
stirekli aktarilmaktadir. Ne var ki, mitokondriyal genomda ¢ogunlukla maternal (anaya
ait) kaliim izlenmektedir. Zira spermler birka¢ yiiz mtDNA kopyasi tagirken, yumurta
hiicreleri yiiz binlerce kopya icermektedir. Buna bagli olarak mtDNA’nin % 0.1’den az1
spermler tarafindan olusturulmakta ve genotipi ¢cok az etkilemektedir (Wang 1996,
Fourtounis 1999, Chinnery and Schon 2003). Buna karsilik farelerdeki paternal (babaya
ait) ve deniz midyelerindeki biparental kalitim gibi az sayidaki tiirde maternal kalitim

modelinden sapmalar goriilmektedir (Kvist 2000). Ayrica insanlarda ve hayvanlardaki
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kimi genetik hastaliklarin da mtDNA vasitasi ile maternal olarak délden dole aktarildig:

belirtilmektedir (Wang 1996, Li 1998, Chinnery ve Schon 2003).

Mitokondriyal genomun iiciincii 6zelligi heteroplazmik yapisi ve gerek mitoz gerekse
mayoz bdoliinme esnasindaki kopyalanma ayrimidir (replicative segregation). Diploid
canlilar her hiicrede niikleer DNA’nin iki kopyasina sahipken, mtDNA’nin, hiicre tipine
gore degismek lizere, 1000 — 100000 kopyasina sahiptirler. Bu kopyalarin hepsi ayni
kokene ait olabilecegi gibi (homoplazmi), hiicreler farkli kokenlere ait mtDNA
molekiillerine de (veya mutant ve normal mtDNA’larin karigimlarina da) sahip
olabilmektedir ve buna heteroplazmi denir. Bu mtDNA kopyalar1 mitoz ve mayoz
boliinme sonrasinda rasgele dagilabilmektedirler (Chinnery and Schon 2003). Bunun
anlami, ayni genotipe sahip hiicre ya da bireylerin (tek yumurta ikizleri gibi) farklh
fenotiplere sahip olabilecekleridir (Wang 1996). Mutant mtDNA’larin orani tiirden
tiire, bireyden bireye, organdan organa ve hatta aymi bireydeki hiicreler arasinda ¢ok
biiylik farkliliklar gosterebilmektedir. Hiicrelerin, biyokimyasal solunum zincirinde bir
hata olmaksizin % 70-90 mutant mtDNA kopyas1 barindirabilecekleri belirlenmistir
(Chinnery and Schon 2003). Ne var ki, insanlarda heteroplazmi yaygin degildir ve bu
durum hiicrelerin ayn1 mitokondriyal genotipe sahip olma egiliminde olduklarinin bir

gostergesi kabul edilmektedir (Fourtounis 1999).

Bir bagka 6zellik olarak mitokondriler atasal genlerinin biiyiik bir kismini1 kaybetmis
durumdadirlar (Fourtounis 1999). Bu durumun mtDNA ’nin niikleer DNA’dan 10-20 kat
daha hizli gerceklesen mutasyonlarina, tek tarafli (maternal) kalitima ve rekombinasyon
eksikligine bagli olabilecegi diistiniilmektedir. Her hiicre dongilisii boyunca yalnizca bir
kez kopyalanan niikleer DNA’nin aksine mtDNA, beyin ve iskelet kaslari gibi
dokularda bile devaml1 bir dongii halinde olup buna bagl olarak mtDNA kopyalanmasi
hiicre dongiisiinden bagimsiz gerceklesmektedir (gevsek replikasyon). Heteroplazmik
hiicrelerde yabani ve mutant tip mtDNA’larin farkli oranlarda kopyalanmasi
miimkiindiir (Chinnery and Schon 2003). Teorik olarak bu mekanizma mutant
mtDNA’larin oraninin degismesine yol acabilir ki bu durum hizli evrim oranina iliskin
bir aciklama sunabilir. mtDNA’daki mutasyon frekansinin niikleer DNA’dan 10-20 kat
daha fazla oldugu bilinmektedir. Ger¢ekten de mtDNA’da homolog kromozomlar
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bulunmamasina bagli olarak mayoz boliinme esnasinda crossing-over gerceklesmemesi
dolayisiyla yeni kombinasyonlarin olusmamast gergegi goéz Oniine alindiginda
mitokondriyal genomdaki varyasyonlarin agiklanmasi niikleotit eksilmesi (delesyon),
niikleotit eklenmesi (insersiyon), niikleotit degisimleri (transisyon ve transversiyon) ve
yanlis eslesmelerden (mismatch) kaynaklanmaktadir. Bu denli yiiksek oranlarda
mutasyon meydana gelmesi, mtDNA hata tamir mekanizmalarinin etkin bir sekilde
calismamasin akla getirmektedir. Gergekten de Butler (2005), mitokondriyal genomda
niikleer genoma gore daha az hata tamir mekanizmasinin oldugunu, ayrica mtDNA
polimerazin proof reading (kontrol ve diizeltme) mekanizmasinin bulunmadigini
boylece replikasyon esnasinda ¢ok sayida mutasyon meydana gelerek genetik

varyasyonun arttigini bildirmektedir.

Mitokondriyal DNA boyut bakimindan da nDNA’dan farklilik arz eder. Cekirdek
genom bircok tiirde milyonlarca kb. biiyiikliigiindeyken, mtDNA tiirlere gore degismek
tizere 15-20 kb. biyiikliiglindedir. Bu boyut farki, kodlanan genlerin sayis1 kadar
niikleer genomun bircok oOkaryotta cok genis intron bolgeleri icermesine karsilik
mtDNA’da intron bdlgelerinin bulunmayisindan kaynaklanmaktadir. MtDNA’da
herhangi bir enzim ya da protein karsiligi bulunmayan boélgeler yalnizca kiigiik
intergenik bolgeler ile bir enzim ya da protein karsiligi bulunmayan ancak replikasyon

ve transkripsiyonda temel rol alan kontrol bolgesi’dir.

Bunlara ek olarak mtDNA, niikleer DNA’dan daha farkli bir genetik kod
kullanmaktadir. Ornegin, evrensel (niikleer) genetik kodlamada UGA sonlandirma
(STOP) kodonu iken mitokondriyal transkripsiyonda ayni kodon triptofan (Trp) amino
asidini kodlamaktadir. Benzer sekilde mitokondriyal genetik kodda AUA kodonu
izolosin (Ile) yerine metionin (Met) kodlamakta, AGA ve AGG kodonlar1 ise arjinin

(Arg) amino asidini kodlamak yerine STOP kodonu olarak gorev almaktadirlar (Butler

2005).
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Cizelge 2.2 Insan ¢ekirdek DNA’s1 ve mtDNA’smin karsilastirilmas: (Butler 2005 ten
degistirilerek hazirlanmistir).

Ozellik

Cekirdek DNA (nDNA)

Mitokondriyal DNA (mtDNA)

Genomun biylikligi

3.2 milyon kb.

16 kb.

Hiicre basina kopya sayist

2 (her ebeveynden bir allel)

1000 — 100000

Yap1 Kromozomlar halinde paketlenmis Dairesel
Kalitim modeli Her iki ebeveyne ait Anaya ait
Kromozomal eslesme Diploid Haploid
Rekombinasyon + -
Replikasyon tamiri + -
Ozgiinliik Bireye 6zgii Bireye 6zgii degil

Mutasyon orani

Diisiik

nDNA’nin 10-20 kat1

2.5 Tavuk (Gallus gallus) Mitokondriyal Genomu

Tavuklarda genetik calismalar 20. yilizyil’in baslarina uzanmaktadir ve o giinden
giiniimiize kadar, ylizlerce iyi tanimlanmis mutant ve 1slah hatlar1 gelistirilmistir. Tavuk
embriyosu, in ovo embriyogenesisin deneysel avantajlarina bagli olarak gelisim
biyologlar1 i¢in oldukca kullanisli bir omurgali sistemi sunmaktadir. Bunun disinda
tavuk, immiinolojide, onkogenesiste ve virolojideki seminal c¢alismalarda
kullanilmaktadir. Son yiizyilin baglarinda tavuk genetik baglanti haritasi olusturulmaya
baslanmistir ve glinlimiizde toplam 4000 cM uzunlugunda 2172 genetik lokus igerdigi
bilinmektedir. Tavuk karyotipi, ¢ok farkli biiyiikliiklerde olan ve buna baglh olarak
mikro ve makro olarak adlandirilan 2n=78 adet kromozomdan meydana gelmektedir
(International Chicken Genome Sequencing Consortium 2004). Bu kromozomlar, 8 ¢ift
makrokromozom, 30 ¢ift mikrokromozom ve bir ¢ift de esey kromozomunu (disiler

ZW/ erkekler ZZ) kapsamaktadir (Pereira 2004).

Tavuk mitokondriyal genomunun tamamu ilk kez beyaz Leghorn tavuklarina iliskin
olarak Desjardins ve Morais (1990) tarafindan yaymlanmistir. 16775 bg. biiytikliigiinde
oldugu bildirilen tavuk mtDNA’s1 diger omurgali mtDNA’larina nispeten farkl
ozellikler gostermekteyse de protein genleri memelilerdeki homologlarina ¢ok

benzemekte ve ayni genetik kodu kullanarak translasyon gergeklestirmektedirler.
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Kodonlarin iiglincii pozisyonunda Guanin (G) nispeten ender bulunmakta ve ¢esitli

genler cakigsmaktadir.

Uzerinde durulan birgok 6zellik bakimindan tiim omurgalilarin mtDNA ’lar1 ayni olsa da
kanatli genomu baz1 énemli farkliliklara sahiptir. Oncelikle kanatlilarda gen siras: diger
omurgalilardan farklidir (Sekil 2.6). ND5 geni (nikotinamid adenin diniikleotit
dehidrogenaz alt {initesi 5), kanatli mtDNA’smin L ekseninde 5’=»3’ yoniinde sirasi ile
sitokrom b (cyt b), tRNA™, tRNA™, ND6 ve tRNA"™ genlerince takip edilmektedir
(Desjardins ve Morais 1990) (Sekil 2.5). Bu yeni diizenlemenin, en azindan iki bagimsiz
delesyonun takip ettigi bir replikasyon kaymasina bagli olan dublikasyonlarca meydana
getirildigi diisiiniilmektedir (Quinn and Wilson 1993). ikinci olarak, diger omurgalilarda
tRNA®® ve tRNA™" arasinda yer alan L ekseni replikasyon orijini (Or) kanath
genomunda mevcut degildir (Desjardins ve Morais 1990). Bunlara ilaveten, COI

(sitokrom oksidaz I) bolgesinin baglatma kodonu ATG yerine GTG’dir.

Tavuk mitokondriyal genomunda 37 gen kodlanmaktadir (Cizelge 2.3). Bu genlerin 24
tanesi mtDNA’nin translasyonunda rol almaktadir (22 tRNA ve 2 rRNA kodlanir). Geri
kalan 13 gen; karbonhidrat ve yaglarin CO,, H,O ve ATP ortaya c¢ikarmak {izere
oksitlendigi elektron tasima zincirinin alt tinitelerini kodlamaktadirlar (Chinnery and

Schon 2003).

COI ve Cyt b solunum esnasindaki elektron iletiminden; 16S rRNA ribozomun biiytlik
alt biriminin sentezinden, 12S rRNA ribozomun kiigiik alt biriminin sentezinden
sorumludurlar. Sitokrom b (cy¢ b), mitokondriyal oksidatif fosforilasyon sistemindeki
bes protein kompleksinden biri olan kompleks III'ii olusturan dokuz proteinden en iyi
bilinenidir. Ekstra ya da intramembran bolgelerce baglanan 8 transmembran bolge igerir
(Sekil 2.9). Arastirmalarda en c¢ok kullanilan mtDNA genlerinden biri olan ¢yt b ile
ilgili atlarda ve Japon bildircinlarinda PCR-RFLP analizleri, mavi hint bildircinlarinda
sekans analizleri ve 13 farkli kanath tlirlinde filogenetik analizler yapildig:
bildirilmektedir (JunShen vd. 1999). Sitokrom b, mitokondriyal DNA tarafindan
kodlanan tek sitokromdur (Kvist 2000).
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mtDNA’ca kodlanan genler enerji iiretimi, metabolizma, hiicresel homeostazis ve
apoptozis icin gereklidir (Guan 2007). Genellikle filogenetik arastirmalarda
kullanilmalarina ragmen, az sayidaki calismada, mtDNA’daki gen varyasyonlarinin
ekonomik iiretime konu olan karakterlere etkisinden sz edilmektedir. Ornegin Mannen
vd. (2003), mitokondriyal genomdaki SNP’lerin karkas ozellikleriyle 6nemli Slgiide
iliskili oldugunu bildirmis, Li (1998) NDIV geninin Beyaz Leghorn’larda Marek

hastaligina direng ile iligkili oldugunu bildirmistir.

ATP6 geni normal mitokondriyal fonksiyon i¢in gerekli bir protein i¢in gereken bilgiyi
saglar. ATP6 proteini ATP sintaz adi1 verilen biiylik bir enzimin alt tinitesini olusturur.
Kompleks V olarak da bilinen bu enzim oksidatif fosforilasyonun son asamasindan

sorumludur.

ND (Nicotinamide Dinucleotide) genleri NADH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Hydrogen) dehidrogenaz proteinlerinin yapilmasi i¢in gerekliyi bilgiyi saglarlar. Bu
proteinler Kompleks I olarak da bilinen biiyiik bir enzimin parcasidir. Kompleks I,
oksidatif fosforilasyon i¢in gerekli ¢esitli enzim komplekslerinden biridir. Mitokondride
bu kompleksler, i¢ mitokondriyal zar denilen, siki, 6zellesmis bir zarda yer alirlar.
Burada oksijen ve basit sekerler kullanilarak adenosin trifosfat (ATP) {iretilmesine
dayanan oksidatif fosforilasyon siireci gergeklesir. Oksidatif fosforilasyon sirasinda
mitokondriyal enzim kompleksleri ATP iiretimini saglayan kimyasal reaksiyonlari
gerceklestirirler. Spesifik olarak mitokondriyal membran boyunca elektronlarin adim
adim transferini saglayan esit olmayan bir elektriksel yiik olustururlar. Elektrik

yiikiindeki bu farklilik ATP iiretimi i¢in enerji saglar.
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Cizelge 2.3 Beyaz Leghorn’larda mtDNA’da yer alan genlerin sirasi ile
isim ve biiyiikliikleri (Desjardins ve Morais 1990)

G‘;‘i‘il; e Boyut (b¢) thlilvg e Boyut (bg)
Kontrol bolgesi 1227 CO2 684
tRNA™ 69 tRNAM® 68
12S rRNA 976 ATPase8 165
tRNAY 73 ATPase6 684
16S rRNA 1621 CO3 786
tRNA™ 74 tRNAY 68
ND1 975 ND3 351
tRNA™ 72 tRNANE 68
tRNACM 71 ND4L 297
tRNAMe 69 ND4 1380
ND2 1041 tRNAMS 69
tRNA™ 76 tRNA 65
tRNA%? 69 tRNA™ 71
tRNAM" 73 ND5 1818
tRNAY 66 Cytb 1143
tRNA™" 71 tRNA™" 69
COl 1548 tRNA"™ 70
tRNAS 75 ND6 522
tRNAP 69 tRNA®" 68
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Sekil 2.6 Tavuk mitokondriyal DNA’s1 ve tavuk karyotipinin sematik gdsterimi (Pereira vd. 2004’ten
degistirilerek ¢izilmistir). Gen isimleri: cyt b — sitokrom b; COI, COII ve COIII — sitokrom oksidazin I, II
ve III numarali alt birimleri; ND1-6 — NADH rediiktazin 1-6 numarali alt birimleri; tRNA’lar [UPAC tek
harfli amino asit gosterimleri ile simgelenmislerdir; ribozomal gen alt birimleri 12S ve 16S olarak
gosterilmistir. Dairesel mitokondriyal genomun iginde bir karyotip gosterimi yer almaktadir. 1-8 numarali
kromozomlar makrokromozomlar, W ve Z esey kromozomlar1 ve digerleri mikrokromozomlardir. Klasik
yontemlerle gruplanamayan daha kiigiik mikrokromozomlar gésterilmemistir.

2.5.1 Mitokondriyal DNA Kontrol Bolgesi (D-loop Bolgesi)

Mitokondriyal DNA agir eksen (HS; Heavy strand) ve hafif eksen (LS; Light strand)
olarak adlandirilan iki eksenden olusmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, transkripsiyon
promotorlarin1 barindiran ve agir eksenin replikasyon baslangi¢ yeri ile yakin iliskide
olan herhangi bir enzim ya da protein karsiligi olmayan bir bdlge saptanmistir. Bu

bolgeye mtDNA’nin yer degisim digliimi (displacement loop/ D-loop) denmektedir
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(Sekil 2.11). Promotorlar ve siirekli eksen orijini, D-loop yapisinin 5’ ucuna yakin
bulunduklarindan bu lokusun tamami genel olarak D-loop diizenleme bdlgesi ya da

kontrol bolgesi olarak adlandirilir (Shadel and Clayton 1997).

D-loop

N\,

olugsan DNA Agir ekseni (D-loop ekseni)

5 —i> 3
r HO e i i o i

Agir Eksen

Hafif Eksen

omurgali mtDNA’sI

{D-loop)

Sekil 2.7 Omurgali mtDNA’s1 ve D-loop bdlgesinin sematik gdsterimi (Shadel and Clayton 1997). HSP:
Agir eksen promotoru, LSP: Hafif eksen promotoru, Oy: Agir eksen replikasyon baslangig yeri, Op: Hafif
eksen replikasyon baglangi¢ yeri. Tavuk mitokondriyal genomunda Oy bdlgesi bulunmamaktadir.

Kontrol bolgesi mtDNA’da yer alan, herhangi bir enzim ya da protein karsilig1 olmayan
biliylik bir bolgedir. Uzunlugu tavukta 1227 — 1231 bg. olarak bildirilmektedir
(Desjardins ve Morais 1990 ve Nishibori vd. 2003). H ekseni replikasyon baslangi¢
yerini ve her iki eksen i¢in transkripsiyon promotorlarini igcermektedir. Mitokondriyal
genomun diger bolgelerinden daha hizli evrim gecgirmekte ve kanath tiirlerinde son

derece yiiksek varyasyon gostermektedir (Wenink vd. 1994).
Kontrol bolgesi kanatlilarda tic kisma ayrilmaktadir (Sekil 2.12). Kontrol bolgesinin 5’

ucundaki ilk bolge, “C-stretch” denilen sitozin yogun bir bolge ile “sonlandirma ile

iligkili dizi” (TAS — Termination Associated Sequence) bolgelerini icermektedir. C-
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yogun bdlgesinin yeri (5’ ucu) kanatlilarda karakteristiktir. Kimi bagka omurgalilarda
(6rn.: kurbaga) bu bolge bulunduysa da 5° ucunda yer almamaktadir. Orta bolge en
korunumlu bolgedir. Cesitli yapisal bilesenleri icermekte olup, farkli kus familyalarinda
bile karakterize edilebilmektedir. Bu bilesenlerin iigii (F, D ve C kutular1) Desjardins ve
Morais (1990) tarafindan Gallus domesticus’ta ve Quinn ve Wilson (1993) tarafindan
Anser caerulescens’te tanimlanmistir. Kus familyalar1 arasinda C ve F kutulan ile
yiiksek benzerlik gosteren B ve E kutulari da tanimlanmistir. E ve D kutularinin
ortalarinda, oksidatif fosforilasyonun diizenlenmesi ile iliskili ¢ekirdek transkripsiyon
faktorlerini baglama yetenegindeki benzer dizilerden olusan kisa bolgeler mevcuttur
(strast ile rebox ve mt3). Genellikle en degisken kisim, kontrol bélgesinin 3° ucundaki
ticiincti kisimdir. Bu bdlge “korunmus sekans blogu 17 (CSB1 — Conserved Sequence
Block 1) ile baglar. Kanath tiirlerindeki Kontrol bdlgesi dizi varyasyonlarinin esas
olarak bu bolgede gergeklestigi ve tavuklarda bu bolgede dublikasyonlar bulundugu
bildirilmektedir (Desjardins ve Morais 1990). Mitokondriyal Transkripsiyon Faktori
(mtTFA) muhtemelen CSB1’e baghdir ve transkripsiyondan replikasyona cesitli
siireglerden sorumludur. Ugiincii bolgenin geri kalan1 fonksiyonel islemlerden bagimsiz
gibi goriinmektedir ve tiirler aras1 genis insersiyon ve delesyonlar ile tiir i¢i ardisik

tekrarlar icermektedir (Kvist 2000).
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Sekil 2.8 Bir kus tiirii olan bastankara alt tiirlerinde D-loop bdlgesine ait kisimlarin gosterimi (Kvist
2000). (1) Sogiit bastankarasi, (2) Sibirya bastankarasi, (3) Mavi bastankara ve (4) Biilyiikk bastankara.
Yildizlar ayni dizileri isaret etmektedir.
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2.6 Kaynak Ozetleri

Diinya iizerinde cok sayidaki tavuk ik ve hatlarinin tanimlanmasi ve filogenetik
iligkilerinin belirlenmesi i¢in mitokondriyal genom iizerinde yliriitilmiis ¢ok sayida
calisma mevcuttur. Bu kisimda, tavuk mtDNA’s1 iizerine temel ¢aligmalar ile 6zellikle

yerli tavuk 1rklar iizerine ¢alismalar 6zetlenmeye calisilmistir.

Tavuk mitokondriyal genomunun tamami ilk kez Desjardins ve Morais (1990)
tarafindan yayinlanmistir. Beyaz Leghorn tavuklar iizerinde ytiriittiikleri ¢aligmada,
16775 bg. biiylikliiglindeki tavuk mitokondriyal genomunu klonlayarak dizi analizine
tabi tutmuslardir. Memeli ve amfibi mtDNA’s1 ile karsilastirdiklar: tavuk mtDNA’sinin
diger omurgalilar gibi 37 gen kodladigini, bunlarin 13 tanesinin protein, 22 tanesinin
tRNA ve 2 tanesinin rRNA kodladigini tespit etmislerdir. Protein genlerinin diger
omurgalilardakilere ¢cok benzedigini bildirmis ancak bu korunmus o6zelliklere karsin
tavuk mtDNA’sinin diger omurgali canlilardakinden farkli bir gen siras1 takip ettigini ve
diger omurgali canlilarda tRNA®® ve tRNA*" genleri arasinda yer alan hafif eksen
replikasyon orijininin tavuklarda mevcut olmadigini bildirmislerdir. Quinn ve Wilson
(1993) da kaz mtDNA’s1 lizerinde yiirittikleri ¢alismada bu yeni gen sirasini
dogrulamakta ve tavuk, bildircin ve kaz mtDNA’larinda gen sirasinin ayni oldugunu

bildirmektedirler.

14 Tayland kirmizi orman tavugu (10 G.g. gallus ve 4 G.g. spadiceus), 5 Endonezya
kirmizi orman tavugu (G. g. bankiva) ve 30 yesil orman tavugu (Gallus varius)’ na
ilaveten 26 evcil wrki temsil eden 72 bireye ait mtDNA kontrol bolgesi lizerinde
yiirtitiilen RFLP ve dizi analizi temelli ¢alismada Gallus cinsine 6zgii 60 bazlik ardisik
bir dublikasyon saptanmistir. Ayrica Tayland ve Endonezya kirmizi orman tavuklar
arasinda % 7.0 — 27.8’e varan sekans farklilig1 saptanmistir. Tayland kokenli G. g.
gallus’tan gelen evcil tavuk irklar1 arasinda ise % 0.5 -3.0 diizeyinde varyasyon
belirlenmistir. Buradan hareketle aragtirmacilar giiniimiiz evcil tavuklarinin tek bir

kokenden geldigini (monofiletik orijin) ileri siirmektedirler (Fumihito vd. 1994).
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Ayni arastirmacilar tarafindan 1996 senesinde yapilan ¢alisma da bu sonuglar1 destekler
niteliktedir. 12 RJF (Gallus gallus) (G. g.gallus n=6; G. g. spadiceus n=3; G. g. bankiva
n=3) ve 9 evcil itk (G. g. domesticus), 4 yesil orman tavugu (G. varius), 2 Seylan orman
tavugu (G. lafayettei) ve 1 gri orman tavugu (G. sonnerati) olmak lizere 28 Ornekle
yirittiikleri ¢calismada mtDNA Kontrol Bolgesi’nin dizi analizlerini yapmislardir. Elde
ettikleri verileri kullanarak meydana getirdikleri filogenetik agaclar neticesinde G. g.
gallus’un sozli gegcen calismadaki tiim evcil 1rklarin esas orijini oldugunu
belirlemiglerdir. Ayrica G. bankiva disinda kalan G. gallus alt tiirleri arasinda ciddi bir
farklilik bulunmadigini bildirmislerdir (Fumihito vd. 1996). Bu goriisler evcil tavugun
tek bir kokenden tiiredigini belirten Darwin (1868)’1 dogrulamaktaysa da Darwin bu

kokenin G. bankiva oldugunu bildirmektedir.

Beyaz Leghornlarda mtDNA varyasyonlarinin ¢esitli karakterlere etkilerine iliskin
olarak yapilan aragtirmada ND IV geninin varyasyonlarinin Beyaz Leghornlar’da Marek
hastaligina direng ile iligkili oldugu ve mtDNA’daki varyasyonlara bagli olarak 130
giinliik canl1 agirlikta fark olustugu bildirilmistir (Li 1998, Li vd. 1998).

Sorenson vd. (1999), oncelikle kuslar olmak iizere omurgali canlilarda mtDNA
dizilerinin polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR) dayanarak belirlenebilmesi igin
kullanilmak iizere 83’1 test edilmis 86 (D-loop igin 6; tRNA™® icin 2; 12srRNA igin 3;
tRNA" icin 1; 16srRNA icin 6; tRNA™" icin 2; ND1 i¢in 2; tRNA®™ i¢in 1; tRNAM
icin 3; ND2 i¢in 2; tRNA™™ icin 2; tRNA™ icin 1; COI i¢in 9; tRNAS i¢in 1; COII i¢in
4; tRNAM® icin 1; ATP8 icin 1; ATP6 i¢in 2; COIII i¢in 3; ND3 icin 4; ND4 i¢in 5;
tRNA™ jcin 1; tRNAS" i¢in 1; ND5 icin 7; cyt b i¢in 8; tRNA™ i¢in 1; tRNA™ i¢in 1;
ND6 igin 4; tRNA®™ icin 2) adet primer Snermislerdir. S6z konusu primerler
kullanilarak gergeklestirilecek PCR islemleri ile mtDNA dizilerinin, c¢ogaltilmis
mtDNA ile dizi analizinden daha hizli belirlendigini ve nispeten kii¢iik veri kiimeleri
kullanilan ¢aligmalar i¢in daha genis bir mitokondriyal gen varyetesini olanakli kildigini

bildirmislerdir.

Benekli Cin bildiricinlari, yabani bildircinlar ve beyaz broyler tavuklari ile her tiirden

20’ser ornek kullanarak yapilan ¢alismada, 1075 be. biiytlikliigiindeki mtDNA sitokrom
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b (cyt b) genine iliskin PCR-RFLP analizleri yapilmis, ayni tiir i¢indeki bireylerde,
tizerinde durulan lokus bakimindan varyasyona rastlanmamistir. PCR ile ¢ogaltilan Cyt
b lokusu 10 farkli restriksiyon enzimi ile muamele edilmis ve elektroforez islemi
sonucunda tiirler arasinda toplam kesim pargaciklar1 ve haplotipler bakimindan farklilik
bulundugu bildirilmistir. Boylece ayn1 familyaya (Phasianidae) ait bu tiirler arasinda
mitokondriyal genlere dayali analizlerle tiirler arasi farkliliklarin belirlenebilecegi
belirtilmistir (Shen vd. 1999). Nishibori vd. (2002) de kendi calismalarinda mavi
gbgusli bildircinlar ve Japon bildircinlart ile tavuklari karsilagtirarak bu goriisleri
dogrulamis ve filogenetik analizler sonucu, mitokondriyal genom bakimindan mavi
goguslii bildircinlarla evcil tavuk arasinda 88 bg.’lik fark oldugunu, D-loop, 12STRNA
ve ATPase8 genleri bakimindan ise mavi gogislii bildircinlar ile tavuk arasindaki

genetik benzerligin sirasi ile % 76.2, % 89.6 ve % 78.0 oldugunu belirlemislerdir.

Chunky broyler tavuklarinin mitokondriyal sitokrom b (Cyt b) genlerinin niikleotit
dizileri belirlenmis ve bunlar Beyaz Leghorn, Fayourni ve Siyah Minorca yumurtaci
tavuklar ile karsilagtirilmiglardir. Chunky broyler tavuklarinda, karsilastirma yapilan
yumurtact 1rklara nispeten ¢ok yiliksek genetik farklilik (5 haplotip) bulundugu
bildirilmistir. Chunky 1rki, diger ii¢ irktan 552 ve 779. pozisyonlarda farklilik
gostermektedir. Chunky irki i¢inde ve diger irklar ile Chunky arasinda olusturulan
filogenetik agaclar, Chunky 1rkinin et¢i yapisini diger yumurtaci irklardan farkl bir irk
ya da hattin olusturmus olabilecegini gostermistir. Tavuk 1rklar1 arasindaki niikleotit
farkliliginin temel sebeplerinden birinin seleksiyon olabilecegi de belirtilmistir (Shen

vd. 2002).

Beyaz Leghorn ve beyaz Plymouth tavuklar {izerinde yiiriitiilen bir bagka calismada bu
iki 1rka ait tiim mtDNA dizisi belirlenmis ve Desjardins ve Morais (1990)’e ait verilerle
karsilastirilmistir. Yapilan caligmada beyaz Leghorn ve beyaz Plymouth irkina mensup
tavuklarda mitokondriyal genomun biyilikligii sirasit ile 16788 bg. ve 16785 be.
bulunmustur. Tki 1k arasinda yapilan karsilastirmalarda, DNA dizileri % 99.96 oraninda
benzer bulunmus, yalnizca 6 niikleotit bakimindan farklilik oldugu bildirilmistir. Buna
ek olarak bu ¢alisma, tavuk mitokondriyal DNA’sinda, ND3 geninde yer alan ve sadece

Galliformes takiminda gozlenen ekstra sitozin (C) niikleotidinin varhigin1 da
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dogrulamistir (Nishibori vd. 2003). Ne var ki bu niikleotit Desjardins and Morais
(1990)’a ait ¢alismada yer almamaktadir. Bu ¢alismada beyaz Leghorn tavuklarina ait
veriler ile Desjardins ve Morais (1990)’e ait veriler karsilagtirildiginda 42 niikleotit yer
degistirmesi ve 15 niikleotit eksilmesi/artmas1 gozlenmekte, bu niikleotit mutasyonlari
20 amino asit yer degistirmesi ve 1 amino asit eksilmesi/artmasi ile sonu¢lanmaktadir.
Ne var ki Nishibori vd. (2003) tarafindan kullanilan 6rnek genisliginin c¢ok kiigiik
olmasi (her 1rktan ikiser 6rnek) ve beyaz Leghorn irkinin 6zgiin bir hattinin kullanilmis

olmasi bu sonuca etki etmis olabilir.

Japonya’nin yerli 1irklarindan biri olan Silky tavuklarinda (Gallus gallus var.
domesticus) yiriitilen bir ¢alismada, mitokondriyal DNA dizisi belirlenerek, Japon
bildircini, stiliin, keklik ve Beyaz Leghorn tavuklari ile karsilastirolmistir. Silkie
tavugunun 16784 bg¢. uzunlugundaki mitokondriyal genomunun Beyaz Leghorn
tavuklari ile % 99.77 benzerlik gosterdigi, 39 niikleotit bakimindan farklilik arz ettigi
bildirilmistir. Olusturulan filogenetik agaclarda iki irkin ayni filogenetik grupta olduklar
da belirlenmistir (Wada vd. 2004).

“Shamo” adi verilen geleneksel doviis horozlarinin kdkenini belirlemek {izere yapilan
calismada, Japonya’nin 11 farkli boélgesindeki doviis horozlarindan kan Ornekleri
almarak (n=42) mtDNA D-loop bdlgesinin 1100 b¢’lik bir kisminin DNA dizilimi
belirlenmis ve filogenetik agaglar1 olusturulmustur. Calismalar sonucunda Shamo’nun
iki kokenden (Glineydogu Asya ve Cin) geldigi belirlenmistir (Komiyama vd. 2003).
Bunun ardindan 2004’te yaptiklar1 ¢alismalarda gene mtDNA D-loop bolgesinin dizi
analizlerinden yararlanarak, 34 siis tavugu, 42 doviis horozu (Shamo) ve uzun 6tiislii bir
irktan (Nagadakimori) 9 tavugun kdkenlerini belirlemis ve Japon evcil tavuk irklarinin
Shamo’dan koken aldigini belirlemislerdir (Komiyama vd. 2004a). Bu goriisleri
destekleyen bir diger ¢alismada da uzun o6tiisli tavuk irklarinin déviis horozu olarak
Cin’den Japonya’ya getirildigi ve bdylece karisip yayildiklart belirtilmektedir
(Komiyama vd. 2004b). Bu gériisler Liu vd. (2006) tarafindan da desteklenmektedir.

Beyaz Leghorn, Plumouth Rock ve Rhode Island Red 1rklarina mensup alt1 tavuk (her
irktan iki birey) tlizerinde ytiriitiilen ¢aligmada, mtDNA D-loop bolgesinde tek niikleotit
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polimorfizmleri (SNP) incelenmis, D-loop bolgesinin dizi analizleri sonucunda
literatiirdeki mtDNA dizileri ile dort insersiyon bakimindan farklilik tespit edildigi
bildirilmistir. Calisilan alt1 tavuk arasinda 11 SNP saptanmis, bunlarin besi 217 ve 261.
niikleotitler arasinda bulunmustur. Aym1 calismada PCR ile D-loop bdlgesindeki
SNP’lerin belirlenmesi i¢in 96 primer denendigi ve bunlardan 21 tanesinin 167 C/T
disinda kalan SNP pozisyonlarindaki her iki allelin de belirlenmesini sagladigi

bildirilmistir (Harumi vd. 2004).

Evcil tavugun polifiletik kokenden geldigi goriisiini destekleyen bir calismada,
Giineydogu Asya ve Cin’den 66 kirmizi orman tavugu (Gallus gallus) ile 834 evcil
tavuga (Gallus gallus domesticus) ait mtDNA iizerinde analizler yapilmistir. incelenen
viiksek degisken segment 1 (HVS-I)’den yola ¢ikarak olusturulan filogenetik agaclar
neticesinde, yedisi RJF ve evcil tavugu da igeren 9 adet yiiksek farklilik arz eden
mtDNA simifi saptanmistir. Tavuklarda 1irka 6zgii bir filogenetik sinif bulunmamastir. A,
B ve E smiflariin Avrasya’da, C sinifinin Japonya ve Giineydogu Cin’de, F ve G
simiflarinin ise Cin’in Hunan bdlgesinde dagildigi bildirilmistir. D sinifinin cografi
dagilimi gegmisteki horoz doviisleri ile ilgili bulunmustur (Liu vd. 2006). Bu sonuglar
polifiletik orijini destekleyen Komiyama vd. (2003, 2004a, 2004b) ve Nishibori vd.
(2005)’1 dogrular niteliktedir.

Japonya’daki 20 yerli tavuk irkina ek olarak Beyaz Leghorn, Rhode Island Red ve
Endonezya yerli tavuklar iizerinde yiiriitiillen ¢calismada 1231 -1232 bg¢. uzunlugundaki
mtDNA D-loop boélgesinin DNA dizileri belirlenerek 7 haplogrup tanimlamistir (A-G
tipleri). A-C tipleri Jidori ve Shokoku ile bunlarla akraba olan irklarda gozlenmistir.
Ancak C tipi Cin’den getirilen Shokuku’da gozlenmezken Endonezya yerli tavuk
irklarinin ¢ogu bu tipe dahil olmaktadirlar. Her grupta, evcil tavuklar Jidoru-Shokuku ve
Shamo gruplarina ayrilmiglardir. Bu sonuglarin Cin ve Kore tavuklarinin Gilineydogu
Asya’dan koken aldigina isaret ettigi belirtilmekte, kirmizi orman tavugunun
evcillestirilmesini takiben doviig¢ii ve doviis¢li olmayan iki tip tavugun gelistirildigi,

Japon yerli tavuklarinin her ikisinden de koken aldig1 bildirilmektedir (Oka vd. 2007).
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33 broyler ve 20 Beyaz Leghorn tavugu iizerinde yiiriitilen bir calismada,
mitokondriyal genomdaki kodlayan bolgeler ile D-loop bolgesinde SNP analizleri
gergeklestirilmistir. Mitokondriyal genomun tamaminda varyasyon tarayan ilk arastirma
olan bu calismada toplam 113 SNP tanimlanmistir. Bunlardan 78’1 bir enzim ya da
protein karsiligi bulunan, 35’1 ise herhangi bir enzim ya da protein karsiligi bulunmayan
bolgelerde bulunmustur. Bir enzim ya da protein karsiligi bulunan bolgelerdeki 78
SNP’den 41 tanesi sinonim, 19’u sinonim olmayan SNP’ler olup, 18’1 tRNA ve
rRNA’larda saptanmistir. GenBank’ta yer alan c¢esitli irklara ait farkli sekanslarin
karsilastirilmasi ile yiiriitiilen in silico analizler sonucunda 91 SNP saptanmis, bunlarda
19’u ayrica deneysel analizlerde de saptanmistir. Deneysel olarak saptanan 113
SNP’den 111’inin niikleotit yer degistirmesi ve ikisinin niikleotit eksilmesi/artmasi
oldugu bildirilmistir. Her iki analiz sonucunda toplam 39 haplotip belirlenmis olup
bunlarin 22’si D-loop bolgesinde belirlenmistir. Broiler ve beyaz Leghorn tavuklarina
ait mtDNA D-loop bodlgesinde tanimlanan SNP’lerin % 20’si ¢ok 6nemli (P<0.001), %
42’°s1 6nemli bulunurken (P<0.05), kodlyan bolgelerdeki 22 SNP’den yalnizca 8’inin
hesaplanan iliskileri 6nemli bulunmustur (P<0.05) (Guan vd. 2007).

Sri Lanka’nin (Seylan) bes farkli bolgesinden yerli tavuk 6rnekleri iizerinde yiiriitiilen
calismada, mtDNA Kontrol Bolgesi’ne ait niikleotit dizileri belirlenerek orman tavugu
tiirleri arasindaki iliskiler aragtirilmistir. 8§ Seylan orman tavugunu da igeren 140 tavuga
ait mtDNA Kontrol Bolgesi incelenmis, 42 haplotip ve 6 haplogrup olusturan 44 SNP
tespit edilmistir. Seylan orman tavugunda gozlenen SNP’ler 6zgilin olup, yerli
tavuklarda ve Seylan orman tavugunda 62 bg.lik bir D-loop segmentinin bulunmadigi
belirlenmistir. Haplotip ve niikleotit farkliliklar1 sirast ile 0.901-0.965 ve 0.011-0.013
olarak tahmin edilmistir. Bireyler aras1 varyasyon kuslar arasindaki toplam varyasyonun
% 92’si olarak hesaplanmustir. Sri Lanka yerli tavuklarmin kirmizi ve gri orman
tavuguna, Seylan orman tavugundan daha yakin olduklar1 belirlenmis olup bu durumun

birden fazla orijine isaret ettigi belirtilmistir (Silva vd. 2008).
18 Tibet, 13 Shouguang ve 14 Silky tavugu olmak iizere 45 yerli tavuk irkinda mtDNA

tizerinde yliriitlen bir bagka calismada yapilan dizi analizleri sonucunda Shouguang,

Silky ve Tibet tavuklarinin mitokondriyal genomlarinin biiyiikliikleri siras1 ile 16784,
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16785 ve 16784-16786 bg. olarak bulunmustur. tRNA genlerindeki 4 SNP, rRNA
genlerinde 9 SNP ve bir niikleotit artmasi, D-loop bolgesinde 38 SNP ve bir niikleotit
azalmasi ile protein kodlayan genlerdeki 66 SNP’den olusan toplam 120 mutasyon

tespit edilmis ve bu mutasyonlarin tavuklarda hipoksia ile ilgisi olabilecegi belirtilmistir

(Bao vd. 2008).

Avrupa tavugunun Amerika kitasina 15. yiizyilda Ispanyollar tarafindan gétiiriildiigii
ancak, Passion ve Araucana gibi Sili irklart ile akrabalik halindeki Kolombiya 1rklarinin
Gliney Amerika’daki Amerikan yerlileri arasinda da bulunmasina iligkin tartismalar
oldugu belirtilmektedir. Bu populasyonlarin orijinini belirlemek {izere yapilan bir
arastirmada 41 yerli Sili 6rnegine ait mtDNA Kontrol Bolgesi’ne iliskin veriler evcil
tavuklara ait yaklasik 1000 sekansla karsilagtirilmistir. Modern $ili tavuklarina ait DNA
dizilerinin Avrupa, Hindistan ve Gilineydogu Asya tavuk haplotipleri ile yakin iligkili
bulunduklar1 ve Avrupa’dan orijin aldiklar1 bildirilmistir (Gongora vd. 2008).

Zimbabve’deki bes ekolojik bolgeye ait tavuk ekotiplerinin incelendigi ve mtDNA
bakimindan farkliliklarin1 belirlemek {izere D-loop bolgesinin 455 bg.’lik bir
boliimiiniin  ¢ogaltilarak filogenetik yapilarinin  incelendigi bir c¢alismada 14
populasyondan 283 tavuga ait mtDNA’lar incelenmistir. 34 haplotip tanimlayan 32
degisken bolge gozlendigi bildirilmig, bu 34 haplotipin; a) Zimbabve ve Malavi
tavuklari, b) broyler ve yumurtaci saf hatlar1 ile kuzeybati Avrupa tavuklari ve c)
Zimbabve, Sudan, kuzeybati Avrupa ve saf hatlarin karistmindan meydana gelen iig¢
sinif olusturdugu belirtilmistir. Siniflar arasindaki farklilik toplam varyasyonun %
80°den fazlasim1 aciklamaktadir. Elde edilen sonuglarin Zimbabve ve Malavi
tavuklariin orijinine iliskin olarak glineydogu Asya ve Hindistan yarimadasini isaret

ettigi bildirilmistir (Muchadayi vd. 2008).

Literatiir arastirmasinda bu giine kadar Tiirkiye yerli tavuk irklarinin molekiiler DNA
markerleri kullanilarak tanimlanmasina iligkin ¢ok az sayida ¢aligmaya rastlanmistir.
Bunlardan biri Kaya (2008)’ya ait doktora calismasi olup Denizli ve Gerze tavuk
populasyonlarindaki  genetik varyasyonun mikrosatelit markerler kullanilarak

belirlenmesi {izerine yogunlagsmistir. S6z konusu calismadan elde edilen sonuglar
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kismen Kaya ve Yildiz (2008) tarafindan yapilan yayinda 6zetlenmistir. Tiirkiye yerli
tavuk irklar1 Denizli ve Gerze’nin 10 mikrosatelit markerle tanimlandigi bu ¢alismada, 5
alt populasyondan 125 bireyin genotipi belirlenmistir. Lokuslarda ortalama allel sayisi
7.5, beklenen heterozigotluk (H.) 0.665, PIC degeri 0.610 olarak hesaplanmistir. Denizli
irkina ait He degeri (0.656), Gerze irkina ait degerden (0.475) yiiksek bulunmustur.
Denizli ve Gerze irklar i¢in PIC degerleri sirast ile 0.599 ve 0.426 bulunmustur. Adi
gecen calismada Denizli ve Gerze populasyonlarinin zengin bir genetik varyasyona

sahip oldugu bildirilmektedir.

Turkiye yerli irklarinin  mtDNA  diizeyinde tanimlanmasina iligkin  olarak
yaymlanmamis bir yiliksek lisans tez calismasina rastlanmistir. Denizli ve Gerze
wrklarinin mtDNA’nin  12SrRNA, 16SrRNA, Cyt b genleri ile Kontrol Bolgesi
bakimindan niikleotit dizilerinin belirlenerek Gallus gallus ve Brahma tavuklariyla
karsilastirildigi calisma Hamburg, Habes, Ciice Cochin, Pado, Siyah Fizan, Zibrit,
Brahma, Denizli ve Gerze irklarina mensup tavuklar ile yiiriitiilmiistlir (6rnek sayilari
belirtilmemistir). Calismada D-loop bdlgesi niikleotit dizilerinin karsilastiriimasi
sonucunda bu bolge bakimindan Denizli ve Gerze irklar1 arasinda 9, Denizli irki ile
Gallus gallus arasinda 6 niikleotitlik fark bulunmustur. Ayni bolgeye iliskin olarak
Denizli ve Brahma irklar1 arasindaki farklilik ise 11 niikleotit olarak belirlenmistir.
Boylece Kontrol Bolgesi bakimindan Denizli-Gerze ve Denizli-Brahma irklar
arasindaki genetik benzerligin sirasi ile % 99 ve % 98 olarak hesaplandigi bildirilmigtir

(Kirdag 2007).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Canl materyal

Bu c¢alismada, Kaya (2008) tarafindan gergeklestirilen doktora tez ¢alismasi
cercevesinde Tarim ve Kdyisleri Bakanligi Lalahan Merkez Hayvancilik Arastirma
Enstitiisii (Ankara) ve Denizli Horozu Uretme Istasyonu (Denizli)’ndan alinmis olan
30 adet (20 disi, 10 erkek) Denizli tavugunun kan Ornekleri materyal olarak
kullanilmigtir. Kan 6rnekleri 2-5 ml olacak sekilde, antikoagiilant olarak EDTA iceren
tiiplere, tek kullanimlik steril igneler kullanilarak ergin tavuklarin kanat alti toplar
damarindan alinmis ve DNA izolasyonu yapilacak zamana kadar -80°C’de

saklanmustir.

3.1.2 Aracg ve gerecler

Bu tez calismasi Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Boliimii, Biyometri ve
Genetik ABD, Genetik Laboratuvari’nda yiiriitiilmiistiir. Arastirmada kandan DNA
izolasyonu, PCR kosullarinin optimizasyonu ve uygulanmasi, elektroforez islemleri,
calisgmada kullanilan jel ve ¢oOzeltilerin hazirlanmast adi gegen laboratuvarda
gerceklestirilmistir. Genotiplerin DNA dizi analizi ile belirlenmesi otomatik DNA dizi
analizi sisteminde, Refgen Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji Limited Sirketi’nden
(http://www.refgen.com) hizmvdimi seklinde yapilmigtir. DNA dizi analizi
sonuclarinin degerlendirilmesinde FinchTV (ver.1.4.0) paket programi ile Mega 4.1
paket programi (Kumar vd. 2008) kullanilmistir. Calismada kullanilan arag ve

gereclerin listesi Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan ara¢ ve gereclerin listesi

Adi (model)

Cahsmada kullanim amaci

Bidestile Saf Su Cihaz1 (Biichi Fontavapor 285)
Ultra Saf Su Cihazi (Sg Ultra Clear Basic)

DNA izolasyonu ve PCR reaksiyonlar igin
kullanilan tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

pH metre (Inolab 720)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi igin gerekli
pH’nin belirlenmesi

Otoklav (Hyrama)

Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu

Nano Drop Spectrofotometre (ND 1000)

DNA o&rneklerinin yogunluk ve saflik
derecelerinin belirlenmesi

Sicak Su Banyosu (Kotterman)

DNA izolasyonu

Isiticili Manyetik Karistirici (Janke& Kunkel KG)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Calkalayici-Vortex (Julabo Paramix3)
Calkalayici-Vortex (Labnet VX100)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmas: ve DNA
izolasyonu

Santrifiij (NUVE NF1215 5000 rpm)
Mikro Santrifiij (SIGMA 1-15, 14.000 rpm)
Mikro Santrifiij (HERMLE Z 231M, 15.000 rpm)

DNA izolasyonu ve PCR asamalarinda
orneklerin santrifiij edilerek ¢oktiiriilmesi

Sogutmal1 Santrifiij
(Thermo I. M. Rf 8467 0260, 16.800 Rpm, 30.000 g)

DNA izolasyonu sirasinda drneklerin
bozulmadan santrifiij edilmesi

Dijital Hassas Teraziler (Sartorius R 200 ve D 1000G)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasinda sarf
malzemelerin tartiimasi

Gradient Thermal Cycler 96 Ornek. (Biorad-My Cycler)
Thermal Cycler 25 Orneklik (Techne TC 312)

PCR ile lokuslarin gogaltilmasi

Yatay Agaroz Jel Elektroforez Takimlari (Thermo)

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

Gii¢ Kaynaklar1
(HSI 2500 DC, Bimetra P25, Bio Rad Model 200/2.0)

Elektroforez sistemlerinin elektrik ortamlarinin
saglanmasi

Jel Goriintiileme ve Analiz Sistemi
(Kodak Gel Logic 200)

DNA izolasyonu, PCR firiinleri ile RFLP
lokuslarin jelde goriintiilenmesi ve bilgisayar
ortamina aktariimasi

Termal Yazici (Sony Digital Graphic Printer Up-D895)

DNA izolasyonu, PCR iiriinleri ile RFLP
lokuslarin arsivlenmesi i¢in baski yapilmasi

Mikro Dalga Firini (Argelik MD 500)

Agaroz jellerin hazirlanmasi

UV Transilluminator (Vilber Lourmat)
UV Lambasi ve Gozliikleri
(Mineralight Lamp UV-254/366 Nm)

DNA izolasyonu ve PCR iiriinlerinin 6n
denemelerinin agaroz jel elektroforez ayrimi
strasinda kontrollerinin yapilmasi

Derin Dondurucu (Rua Instruments, -80 C)
Derin Dondurucu (Argelik, -25) (2 adet)
Derin Donduruculu Buzdolabi (Argelik, +4)

Ornekler ile baz1 sarf malzemelerin saklanmasi

Steril DNA Izolasyon Kabini (Metisafe Class II)

DNA izolasyonu ve PCR’larm steril bir ortamda
yapilmasi

Ceker Ocak (Metisafe Class II)

Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmast
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3.1.3 Tampon ¢ozeltiler

Izole edilmis DNA 6rneklerinin safliklarinin belirlenmesi ve ¢ogaltilan mtDNA D-loop
PCR fiiriinlerinin goriintiilenebilmesi ic¢in agaroz ve poliakrilamid jel elektroforez
yontemlerinden yararlanilmistir. Bu amaglarla kullanilan tampon ¢ozeltiler ile kandan
DNA izolasyonu igin kullanilan tampon ¢6zeltilerin bilesimleri Cizelge 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.2 Kandan genomik DNA izolasyonu ile elektroforez ve agaroz jellerinin
hazirlanmasinda kullanilan stok ve tampon ¢dzeltilerin bilesimleri

Cozelti Bilesimi

20 X TBE Elektroforez / jel tamponu ve 216 g Tris

ylirlitme tampon ¢ozeltisi 110 g Borik Asit
80 ml EDTA

1000 ml’ye tamamlanir

1 X TBE Elektroforez / jel tamponu ve 20 X TBE’den seyreltme yapilir
yiirlitme tampon ¢ozeltisi
DNA yiikleme boyasi 5.0 ml Gliserol

2.0 ml Bromofenol mavisi (% 5)
1.5ml 0.5 M EDTA
1.5 ml Steril bdH,O

Eritrosit Lizis Tampon Cozeltisi 0.32 M Siikroz
10 mM EDTA
5 mM MgCl,

Fizyolojik Tampon Cozeltisi 75 mM NaCl
25 mM EDTA

Lizis TE Tampon Cozeltisi 500 mM Tris-HCI
20 mM EDTA
10 mM NaCl

6 M NaCl Cozeltisi 3.51 gNaCL
bdH,0 ile 10 ml’ye tamamlanir
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3.2 Yontem

3.2.1 Kandan genomik DNA izolasyonu

Kandan genomik DNA izolasyonu i¢in Miller vd. (1988)’in 6nerdigi Tuz Coktiirme
(Salting-out) yontemi, caligmanin yiiriitiildiigii laboratuvar kosullarina uygulanarak

izolasyon asagida anlatildig: sekilde gergeklestirilmistir.

e Ik olarak — 80 °C’den ¢ikarilan kanlar tamamen ¢dziilene kadar oda sicakliginda
bekletilmistir.

e (Coziilen kanlardan 500 pl alinarak, steril 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine
koyulmustur.

e Kanlarmm tizerine 1000 pl Eritrosit Liziz Tamponu eklenmis ve kisa bir siire
vorteksle karigtirilarak 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

e Bekletme siiresinin sonunda 6rnekler 5000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij
edilmistir.

e Santrifiij sonunda sivi kisim (siipernatant) uzaklastirilmis ve dipte kalan
peletlerin rengi gozlenmistir (Eger peletlerin rengi hala kirmizi ise renk beyaz olana
kadar Eritrosit Lisis Tamponu ile tekrar muamele edilmistir).

e Peletlerin tizerine 1000 pl Fizyolojik Tampon eklenmis ve kisa bir siire vorteksle
karistirilmastir.

e Ornekler 5000 devir/dakika’da 5 dakika santrifiij edilmistir ve santrifiij sonunda
stvi kisim uzaklagtirilmigtir.

e Peletlerin tlizerine 300 pl Liziz TE tampon ¢6zeltisi eklenmis ve peletlerin iyice
¢Oziinmesi saglanmugtir.

e (ozilen peletlerin tizerine 100 pl %10’luk SDS ¢ozeltisi ve 5 pl proteinaz K (10
mg/ml) eklenerek karistirtlmis ve 65 °C’de 1,5 saat su banyosunda inkiibasyona
birakilmstir. Inkiibasyon siiresince her 15 dakikada drnekler karistirilmustir.

e Inkiibasyondan ¢ikarilan &rneklerin iizerine 200 pl 6M NaCl ¢ozeltisi eklenmis
ve 15 dakika vorteksle iyice karistirilmstir.

e Ornekler 11000 devir/dakika’da 10 dakika santrifiij edilmistir.
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e Santrifiij sonunda istte kalan sivi kisim dikkatli bir sekilde pipet yardimiyla
cekilerek yeni bir steril ependorf tlipline aktarilmis, islem sirasinda altta bulunan sivi
kisimdan almamaya 6zen gosterilmistir.

e Yeni bir ependorfa koyulan ornekler tekrar 11000 devir/dakika’da 5 dakika
santrifiij edilmis ve yine iistte kalan sivi kisim yeni bir ependorfa koyulmustur. Bu
asama, bir onceki asamadaki ¢ekme sirasinda alttaki sivi kisimdan alinmis olabilecegi
diisiiniilerek gergeklestirilmistir.

e Ependorf tiipte bulunan s1vi 6rnegin lizerine, iki kat1 hacimde ( yaklasik 1000 pl)
—20 °C’de saklanan saf etil alkolden eklenmistir.

e Soguk etil alkol eklendikten sonra ependorf tiipii DNA iplikcikleri
kiimelesinceye kadar hafif¢e karigtirilmigtir.

e Kiimelesen DNA iplikgiklerinin tiipiin dibine ¢okmesi i¢in tip 12000
devir/dakika’da 5 dakika santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonunda iistteki alkol uzaklastirilarak tiipiin dibine ¢6kmiis olan DNA
peletinin {izerine bu sefer % 70’lik etil alkolden 1000 pl eklenmis ve 12000
devir/dakika’da 2 dakika santrifiij edilmistir.

e Santrifiij sonunda alkol uzaklastirilmis, tiipler kurumalar icin g¢eker ocaga

birakilmislardir

e Tamamen kuruyan ve i¢ginde DNA bulunan tiipiin iizerine 100 pl deiyonize

bdH,0 konularak ¢6ziilmesi icin bir saat kadar oda sicakliginda bekletilmistir.

Izole edilen DNA’larin, ND/000 nanodrop spektrofotometre kullanilarak saflik ve

derisimleri Ol¢iilmiis ve DNA o6rnekleri PCR islemine kadar + 4 °C’de saklanmistir.

3.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve DNA Dizi Analizi

Mitokondriyal DNA D-loop bélgesinin PCR ile ¢cogaltilmasi i¢in Muchadeyi vd. (2008)
tarafindan  &nerilen  primerler  kullamlmistir.  Ileri  primer  olarak  5°-
GGCTTGAAAAGCCATTGTTG-3’ ve ters primer olarak 5’-
CCCCAAAAAGAGAAGGAACC-3°  primerleri  kullanilarak ~ PCR  islemi
gerceklestirilmistir. Adi gegen primerler, evcil tavuk mtDNA’sinda 16739-16758

numarali bazlar arasinda (ileri primer) ve 649-668 numarali bazlar arasinda (ters primer)
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yer almakta (X52392, Desjardins ve Morais 1990) ve arada kalan 665 bazlik bolgeyi
cogaltmaktadir. Uygulanan PCR karisimi Cizelge 3.3’te, PCR protokolii ise Cizelge

3.4.’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Ornek Bagma 0.2 ml’lik PCR Tiiplerine Konulan Malzemeler ve

Miktarlar1

Kullanilan Malzeme Miktar
Genomik DNA (50-100 ng) 2ul
Taq Buffer (+KCIl -Mg) 1l
dNTP (0.2 mM) 2ul
MgCl, (25 mM) 1.2
Ileri Primer (10 pM) 1 ul
Geri Primer (10 pM) 1wl
Taq DNA Polimeraz (0.5 U) 0.3 ul
Deiyonize bdH,O 11.5ul
Toplam Hacim 20 ul

Cizelge 3.4. PCR Protokolii

On denaturasyon (DNA  eksenlerinin

94°C 5 dakika
birbirlerinden ayrilmasi)
. ~ Denaturasyon (DNA eksenlerinin
95°C 1 dakika
birbirlerinden ayrilmast)
. Annealing (Primerin komplimenter kalip
57°C 1 dakika >- 35 dongii ) )
DNA ekseni bolgesine baglanmasi)
. Extension  (Uzerinde durulan DNA
74 C 1 dakika
-/ bdlgesinin sentezinin yapilmasi)
. Son Extension (Uzerinde durulan DNA
72°C 5 dakika

bolgesinin sentezinin son kez yapilmasi)

PCR ile ¢ogaltilan orneklerin goriintiilenmesi i¢in % 2’lik agaroz jelleri hazirlanarak
PCR iiriinleri elektroforez islemine tabi tutulmus, elektroforez islemi sonrasi Jel Kodak

Gel Logic 200 Goriintilleme ve Analiz Sistemi kullanilarak jellerin fotograflar
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cekilmistir. PCR {iriinlerinin agaroz jelinde kontrollerinin yapilmasin1 takiben
orneklerin DNA dizi analizi, otomatik DNA dizi analizi sisteminde (4BI PRISM 3130
Genetic Analyzer), Refgen Gen Arastirmalart ve Biyoteknoloji Laburatuvari’ndan

hizmvdimi seklinde yapilmigstir.

DNA dizi analizi sonuglarinin okunmasinda FinchTV (ver.1.4.0) paket programi,
sonuglarin degerlendirilmesinde MEGA 4.1 paket programi (Tamura vd. 2007, Kumar
vd. 2008) kullanilmistir. Belirlenen haplotiplerin ve GenBank’ta yayinlanmis farkli
irklara ait mtDNA D-loop dizilerinin karsilagtirilarak genetik uzakliklarin belirlenmesi
amaci ile s6z konusu programin “Distance (uzaklik)” ve “Compute pairwise (ikili
gruplart hesaplama)” fonksiyonlar1 kullanilmis, hesaplamalar Kimura’nin iki parametre
(Kimura’s two parameter) ydntemine gore yapilmistir. Filogenetik iligkilerin
aciklanmasi i¢in dendogram olusturulmasinda da MEGA 4.1 paket programinin
“Bootstrap Test of Phylogeny” ve “Neighbor Joining (komsu birlestirme)” modelleri

kullanilmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 DNA izolasyonu

Denizli irkina ait 30 6rnegin DNA izolasyonlari, 3.2.1.’de detayli olarak anlatilan tuz
¢cOktiirme yontemi ile gergeklestirilmistir. DNA izolasyonunu takiben, elde edilen DNA
orneklerinin saflik ve derisimleri ND 1000 nanodrop spektrofotometre kullanilarak

Olciilmiistiir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Izole edilen DNA 6rneklerinin derisim ve saflik degerleri

Ornek No Derisim (ng/ul) | Saflik Ornek No Derisim (ng/ul) Saflik
T1 167,01 1,89 | T16 112,60 1,86
T2 137,95 1,87 |T17 107,69 1,89
T3 166,73 1,89 | T18 145,15 1,84
T4 174,87 1,87 [ T19 156,56 1,82
T5 125,75 1,80 | T20 162,43 1,82
T6 134,66 1,87 | T21 137,08 1,88
T7 134,64 1,87 [ T22 124,54 1,85
T8 141,10 1,89 | T23 155,69 1,90
T9 153,02 1,88 | 124 129,02 1,90
T10 155,03 1,90 | T25 141,50 1,86
T11 154,36 1,84 | T26 83,46 1,97
T12 146,11 1,83 | 127 132,39 1,85
T13 169.00 1,84 | T28 213,55 1,89
T14 166,20 1,88 [ T29 136,47 1,89
T15 209,97 1,88 | T30 134,17 1,86

4.2 Kontrol (D-loop) Bolgesinin PCR ile Cogaltilmasi

Materyal ve Yontem boliimiinde belirtilen ileri ve ters primerler kullanilarak yapilan
PCR islemi sonucunda, 1231 bg. uzunlugundaki mtDNA kontrol bdlgesinin 705 bg.’lik
bir kism1 ¢ogaltilmistir. % 2’lik agaroz jelinde yapilan elektroforez islemi sonucunda

PCR iiriinlerine ait bantlar gortintiilenmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1 fleri primer olarak 5’-GGCTTGAAAAGCCATTGTTG-3’ ve ters primer olarak 5’-
CCCCAAAAAGAGAAGGAACC-3’ kullanilarak gerceklestirilen PCR sonunda elde edilen PCR
irtinlerinin (705 bg.) % 2’lik agaroz jeli ile gerceklestirilen elektroforez goriintiileri (M: Fermentas
GeneRuler 100 bp. DNA ladder, MS0241).

4.3 DNA Dizi Analizi

Denizli irkina mensup 30 bireyin, ¢ogaltilan D-loop (kontrol bolgesi) bakimindan DNA
dizi analizi sonuglari, yabani orman tavugunun (Red jungle fowl, RJF) alt tlirlerinden
G.g. gallus, G.g. bankiva ve G.g.spadiceus (Genbank erisim numaralar1 sirasi ile;
AP003322, AP003323, AP003321), iki farkli Beyaz Leghorn (X52392 ve AP003317),
Plymouth (AP003318), Silky (AB086102), New Hampshire Red (AY235571), Laos
(AP003319), ve Shamo (AB268534) tavuk 1rklar ile Kirdag (2007) tarafindan bildirilen
Denizli irkina ait dizilim ile karsilastirilmistir (Cizelge 4.2). Denizli ki ile yapilan
karsilagtirmada, karsilagtirmanin yapildigi tiim irklarda mtDNA’nin 199. pozisyonunda
yer alan timin niikleotidinin, Denizli irkina mensup 7 bireyde sitozine doniistiigii
saptanmig, Denizli wrkinda bu bakimdan iki haplotip (Denizlil ve Denizli2)

belirlenmistir.
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Buna ilaveten, calismaya konu olan Denizli tavuklarinin 212, 243, 246, 256, 261, 310,
315. pozisyonlardaki niikleotitler bakimindan RJF’nin G.g.spadiceus alt tiiriinden; 281,
306, 342. pozisyonlardaki niikleotitler bakimindan G.g.gallus ve G.g.bankiva alt
tiirlerinden ve 217 ile 446. pozisyonlar bakimindan her ii¢ RJF alt tiiriinden farklilik

gosterdigi belirlenmistir.

Calismaya konu olan Denizli tavuklari, ¢gogaltilan mtDNA kontrol bdlgesi bakimindan,
Nishibori vd. (2003) tarafindan White Leghorn 1rkina iligkin olarak bildirilen mtDNA
dizisiyle (AP003317) farklilik arz etmezken, Desjardins and Morais (1990) tarafindan
bildirilen mtDNA dizisiyle (X52392), 167, 210, 217, 225, 243, 256, 261, 310 ve 446.
niikleotitler bakimindan farklilik gostermektedir. Ayrica Desjardins and Morais (1990)
tarafindan bildirilen mtDNA dizisinin 51 ve 52. niikleotitleri arasinda yer almayan
ardisik ii¢ sitozinlik bir dizinin Denizli irkinda bulundugu belirlenmistir. S6z konusu

dizi, karsilagtirma yapilan diger tavuk 1rklarinda da mevcuttur.

Denizli ile Silky 1rki arasinda, g¢ogaltilan mtDNA Kontrol bolgesi bakimindan,
mtDNA’nin 167, 217, 225, 243, 256, 261, 310, 355 ve 446. pozisyonlarinda; Shamo 1rki
ile 217, 242, 261, 281, 342, 363, 367, 446. pozisyonlarinda ve Laos irki ile 342.

pozisyonunda niikleotit farkliliklar1 gézlenmistir.
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Cizelge 4.2. Denizli irkinin mtDNA kontrol (D-loop) bolgesinin diger irklar ile kargilagtirilmasi.

Niikleotit Pozisyonlari

Haplotipler Genbank Erigim No.

RIJF (G.g.gallus) (AP003322) cjcjecyjrfr|jc|jg|rTljAfjfc|jg|cl|c|jcfr|jg|T|C|Tjfcjc|Gg|rT|cljr|jGg|c|TrT|cCcl|A
RIJF (G.g.bankiva) (AP003323) C

RIJF (G.g.spadiceus) (AP003321) A T ClA|C]|T T A

W. Leghorn® (X52392) -[-f-]cC T T T claflc|T]|C A

W. Leghorn” (AP003317) Alc|T A

Plymouth (AP003318) AlC|T A

N. H. Red (AY235571) G AlC|T T|A

Silky (AB086102) C T T T|C|lA|lC|T]|C A|C

Laos (AP003319) C AlC|T T

Shamo (AB268534) A C C|T T|C

Denizli Kirdag (2007) C A|lC|T A T(C|T]|C
Gerze Kirdag (2007) C A|lC|T A A|T

Denizlil (n=7) C C A|lC|T A T

Denizli2 (n=23) C AlC|T A T

Gerze C A|lC|T A T

G.g.gallus standart kabul edilmis ve bu dizi sirasi ile ayni olanlar (.) ile g6sterilmistir. * Desjardins and Morais (1990). ® Nishibori vd. (2003).
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Denizli 1rk ile iki Amerikan 1rki olan New Hampshire Red ve Plymouth 1rklar1 arasinda
yapilan karsilastirmada ise calisilan bolge bakimindan New Hampshire Red irkinda 222
ve 330. niikleotitlerde olmak {izere iki farklilik tespit edilirken; Plymouth 1rki ile Denizli
k1 arasinda s6z konusu bolge bakimindan, 199. niikleotitte Denizli irkinda var olan

haplotip disinda bir niikleotit farkliligina rastlanmamastir.

Bunlara ilaveten Kirdag (2007) tarafindan bildirilen ve Karaman vd. (2007) tarafindan,
EU194446 erisim numarasi ile GenBank’ta yayinlanan Denizli irkina ait mtDNA D-
loop bolgesi ile bu tez ¢aligmasina konu olan Denizli tavuklar: arasinda 457, 459 ve

460. niikleotitlerde farklilik tespit edilmistir.

Bu bulgular ¢ercevesinde, karsilastirilan haplotipler arasindaki genetik uzakliklar,
Kimura’nin iki parametre yontemi (Kimura’s two parameter method) kullanilarak,
0.000 — 0.024 araliginda tahmin edilmistir (Cizelge 4.3). Tahmin edilen ortalama
uzaklik degeri 0.013 + 0.003 olarak hesaplanmistir. mtDNA D-loop bdlgesinin dizi
analizi sonucunda, Denizli irkinin {izerinde durulan bu bolge bakimindan diger irklarla
benzer bir genetik yapiya sahip oldugu goriilmektedir. Dizi analizi sonucunda Denizli
irkinda iki haplotip tespit edilmis olup, genetik varyasyonun bu derece diisiik olmasi,
mtDNA’nin bu bolgesinde genetik varyasyon seviyesinin genel olarak diisiik olmasi,
orneklemenin yapildig: enstitiide birbirinden izole edilmis farkli hatlarin kullanilmiyor
olma olasilig1 ve/veya stiri genisliginin diisiikliigi dolayisiyla ana sayisinin az olmasi

olasiligina baglanabilir.
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Cizelge 4.3. mtDNA D-loop bolgesi bakimindan GenBank ve Denizli haplotiplerine ait beklenen
genetik uzakliklar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

[2] 0,002

[3] 0,022 0,020

[4] 0,022 0,020 0,012

[5] 0,012 0,010 0,018 0,018

[6] 0,012 0,010 0,018 0,018 0,000

[71 0,016 0,014 0,022 0,022 0,004 0,004

[8] 0,022 0,020 0,012 0,004 0,018 0,018 0,022

[91 0,010 0,008 0,020 0,020 0,002 0,002 0,006 0,020

[10] 0,012 0,010 0,022 0,022 0,016 0,016 0,020 0,022 0,014

[11] 0,018 0,016 0,024 0,024 0,006 0,006 0,010 0,024 0,008 0,022

[12] 0,018 0,016 0,024 0,024 0,006 0,006 0,010 0,024 0,008 0,022 0,012

1 0,014 0,012 0,020 0,020 0,002 0,002 0,006 0,020 0,004 0,018 0,008 0,008

4] 0,012 0,010 0,018 0,018 0,000 0,000 0,004 0,018 0,002 0,016 0,006 0,006 0,002
5] 0,012 0,010 0,018 0,018 0,000 0,000 0,004 0,018 0,002 0,016 0,006 0,006 0,002 0,000

01 G.g.gallus (AP003322); 02 G.g.bankiva (AP003323); 03 G.g.spadiceus (AP003321); 04 Beyaz Leghorn (GenBank X52392);
05 Beyaz Leghorn (AP003317); 06 Plymouth (AP003318)); 07 New Hampshire Red (AY235571); 08 Silky (AB086102); 09
Laos (AP003319; 10 Shamo (AB268534); 11 Denizli (Kirdag 2007); 12 Gerze (Kirdag 2007);; 13 Denizlil; 14 Denizli2; 15
Gerze.

Denizli populasyonunda mtDNA D-loop bolgesinin DNA dizi analizi sonucunda
gozlenen niikleotit farkliliklart temelinde, Kimura’nin iki parametre yOntemi
kullanilarak populasyonlar arasinda tahmin edilen niikleotit doniisiimlerine ait beklenen
miktarlarina ait genetik uzaklik degerleri ile 1000 Bootstrap tekrar1 yapilarak Bootstrap
genetik farkliliklar1 tahmin edilmistir. Komsu birlestirme (Neighbor joining) kiimeleme

analizi sonucunda, karsilastirilan populasyonlar Sekil 4.2°deki gibi gruplandirilmistir.
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Bevaz Leghorn®

Gerze®

New Hampshire Red
Denizh 1

— Plymouth

Denizli ©
Denizh 2

Gerze

Laos

Shamo

— G.g.gallus

— G.g.bankiva
G.g.spadiceus

Bevaz .[.-.=:gh||:|r|1b
Silky

Sekil 4.2 mtDNA D-loop bolgesi bakimindan Denizli ve yabanci irklar arasinda niikleotit doniisiimlerinin
beklenen miktarlarindan elde edilen dendogram. *Nishibori vd. (2003). "Desjardins and Morais (1990).
“Kirdag (2007).

Buna gore;

Calismaya konu olan ve ayni populasyonun bireylerinden olusan Denizlil ve
Denizli2 haplotipleri ile Kirdag (2007) tarafindan bildirilen Denzili populasyonu
farkli kiimelerde yer almaktadir.

Iki Gerze populasyonu gerek birbirleri ile gerekse Denizli populasyonlari ile
farkli kiimlerde yer almaktadirlar.

Japon 1rklar1 olan Silky ve Shamo farkli alt kiimelerde yer almalarina ragmen
daha iist bir kiimede birlesmekte, bir bagka Asya irk1 olan Laos ise ikisinden de
ayr1 bir kiimede yer almaktadir.

Java adalan orijinli G. g. bankiva ile Tayland c¢evresindeki G. g. gallus ayni
kiimede yer alirken, bir bagska RJF alt tiirii olan G. g. spadiceus’un farkli bir
kiimede yer aldig1 gozlenmektedir.

Cografi irk dagilimindan beklenenin aksine, Plymouth, bir bagka Amerikan 1rk1
olan New Hampshire Red’den uzak bir kiimede yer almistir.

White Leghorn 6rnekleri birbirlerinden olduk¢a uzak kiimelerde yer almislardir.
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Bu durum genel olarak, standart kabul edilen ve karsilagtirma yapilan GenBank DNA
dizilerinin  farkli c¢alismalar i¢in, farkli zamanlarda, farkli durumlardaki
populasyonlardan 6rneklenmis olmasina, 6rneklemelerin izole bolgelerden yapilmamis

olmasina ve O0rnek genisliklerine baglanabilir.
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5. SONUC

MtDNA tiir i¢i ve tiirler arasindaki filogenetik iligkilerin tespit edilmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. mtDNA maternal kalittim yoluyla biiyiik 6l¢iide anadan
aktarilmakta ve esey hiicrelerinin meydana gelmesini saglayan mayoz bdliinme
sirasinda yeni kombinasyonlarin meydana gelmemesi nedeniyle bir genetik varyasyon
kaynag1 olarak evrim siirecinde ¢ok az degisime ugramaktadir. Bu nedenlerle evrim

stireci ve filogenetik iliskilerin tahmininde 6nemli bir genetik markerdir.

Bu tez ¢alismasinda, Tiirkiye Denizli irkina mensup 30 tavugun mtDNA D-loop bolgesi
bakimindan genetik varyasyonlarin belirlenerek, olas1 yeni haplotiplerin tespiti amaciyla
D-loop PCR ile cogaltimi ve DNA dizi analizi yapilmistir. Caligma sonucunda
incelenen Denizli populasyonunda, ¢ogaltilan mtDNA D-loop bdlgesi bakimindan iki
haplotip tespit edilmistir. Ayrica 3 RJF alt tiirtinden toplam 12 niikleotit, White Leghorn
irkindan 12 niikleotit ve ii¢ farkli Asyatik irktan toplamda 14 niikleotit pozisyonunda
farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

Bu tez calismasi, Tiirkiye yerli tavuk irklarinda mtDNA diizeyinde yiiriitiilen ii¢
calismadan biridir. Daha 6nce Kirdag (2007) tarafindan yiiriitiilen yiiksek lisans tez
calismast Denizli ve Gerze irklarin1 Brahma irki ile karsilagtirmig, Karaman vd.

(2007)’nin sonuglar1 ise GenBank’ta yayinlanmustir.

Bu c¢alismada kullanilan yontemler ve elde edilen sonuclar, ileriki ¢aligmalara kaynak
olusturacaktir. Bu sonuglarin, yerli tavuk irklar1 i¢in daha biiylik 6rnek genislikleriyle,
birden fazla populasyon ve birden fazla mtDNA bolgesi i¢in genisletilerek ¢alisiimasi
daha gelismis ve aydinlatic1 bilgiler edinilmesini saglayacaktir. Bu baglamda, Denizli
k1 ve diger yerli wrklarin SNP, mtDNA ve mikrosatelit markerler ile 1tk ve varyete
diizeyinde tanimlanmalari, yerli 1irklardaki genetik varyasyonun artirilmasi ve
korunabilmesi i¢in populasyonlar dahilinde birbirinden izole olmus farkli hatlarin
meydana getirilmesi, molekiiler diizeydeki ¢alismalar i¢in 6rnek genisliginin miimkiin

oldukea yiiksek tutulmasi onerilebilir.
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