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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

SANLIURFA YORESI YERLi TAVUKLARDA GENETIK CESITLILiGIN
RAPD-PCR YONTEMI iLE BELIRLENMESI

Mehmet Murat KONUK

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Zootekni Anabilim Dah

Danisman: Yrd. Do¢. Dr. Sahin CADIRCI
Yil: 2016, Sayfa: 22

Bu caligmada, Sanliurfa yoresindeki kdy tavuklarmmin filogenetik yapilart molekiiler tekniklerle
belirlenmeye ¢alisilmistir. Calismanin hayvan materyalini, Sanlurfa ve yoresinde yetistirilen koy
tavuklar1 olusturmustur. Yerli ¢iftlik hayvanlarimiza ait DNA diizeyindeki varyasyonun
belirlenmesi, tilkemiz hayvanciliginda gen kaynaklarimizin taninmasi, korunmasi ve gelistirilmesi
acisindan biiyiik bir 6nem tagimaktadir. Bu ¢alisma ile Sanhurfa Yoresi Yerli Tavuklarda genetik
cesitliligin RAPD-PCR yontemi ile belirlemesi, c¢iftlik hayvanlarimizdan yerli tavuklar ile ilgili
molekiiler genetik bilgi birikimine ve literatiire katki saglamas1 beklenmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Tavuk, mtDNA, filogenetik



ABSTRACT
MSc Thesis

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY OF INDIGENOUS CHICKEN
IN SANLIURFA REGION BY RAPD-PCR METHOD

Mehmet Murat KONUK

Harran University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Animal Science

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Sahin CADIRCI
Year: 2016, Page: 22

Identification of DNA variations in Domestic livestock, animal identification and protection, is of
great importance for the development of genetic resources in our country. In this study, Indigenous
chicken genetic diversity in the region of Sanliurfa RAPD-PCR method to identify farm animals, our
knowledge of molecular genetics related to domestic chickens and is expected to contribute to the

literature.

KEY WORDS: chicken, mtDNA, phylogenetic
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1. GiRiS Mehmet Murat KONUK

1. GIRIS

Ulkemizin tarimsal geliri igerisinde hayvancilik énemli bir yere sahiptir. Bu
sahiplik havanciliktan elde edilen verimlerin artirilmasini gerektirmektedir. Yine
iilkemizde hayvan varligmin sayisal olarak fazla olmasi karsisinda elde edilen
verimin az olmast hayvancilik faaliyetlerinin tarim sektoriine ve iilkemiz
ekonomisine katkisini azaltmaktadir. Birim hayvandan daha fazla yararlanma
gereksinimi, bilgi birikimi ve gelisen teknolojiyle birlesince, yerli irklarin yerini
bliylik bir hizla gerek saf yetistirme gerekse melezlemeler yoluyla olusturulan
yiiksek verimli kiiltiir irklar1 almaya baglamistir. Bu nedenlerden dolayr ruminant
hayvanlarin 1slahiyla ugrasan arastiricilarin en 6nemli hedefi, var olan kosullar

icerisinde yetistiricilere en fazla gelir saglayacak genotipleri gelistirmektir.

Son yillarda farkli genotipler gelistirmek icin molekiiler genetik alaninda
ortaya atilan yontemler, muhtelif ¢iftlik hayvanlarina ait popiilasyonlarin DNA
diizeyinde genetik yapilarinin belirlenmesine ve bunlardan yararlanilmasina imkan
saglamistir. DNA fragmentlerinin PCR (Polymerase Chain Reaction) kullanilarak
cogaltilmasi esasina dayanan bircok yontem bulunmaktadir. Yontemlerin hemen
hepsi PCR esasina gore c¢alismaktadir. Bu yontemlerin daha yaygin bir sekilde
kullanilanlari; RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism; Restriksiyon
Parca Uzunluk Polimorfizmi), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism;
Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi), Mikrosatelit (Microsatellite), SNP
(Single nucleotide polymorphism; Tek Niikleotid Polimorfizmi) ve RAPD
(Randomly Amplified Polymorphic DNA; Rasgele Cogaltilmis Polimorfik
DNA)’tir. Bu yontemler gelismis {ilkelerde hayvan 1slah1 ve genetigi alaninda da
kullanilmaya bagslanmis, hayvanlarda irk i¢i ve wrklar arasi genetik varyasyonlar

belirlenmistir.
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DNA polimorfizm yontemlerinden birisi olan ¢ogaltilmis polimorfik DNA
(Randomoliy Amplifed Polimorphic DNA-PCR; RAPD-PCR) yontemi,niikleotid
dizisi bilgisine gereksinim duyulmadan ve baz siralanisinda belirli bir Olgiit
olmaksizin rastgele hazirlanan primerlerin (genelde 10 baz uzunlugunda), incelenen
genomda simetrigi olabilecek bolgelere yapigsmasi ve bu bolgelerin PCR teknigiyle
cogaltilmasi temeline dayanan RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA;
Rasgele Cogaltilmis Polirmorfik DNA), Williams ve ark., (1990) tarafindan tiirler
arast ve tlrler i¢i genetik varyasyonu DNA diizeyinde belirlemek amaciyla
gelistirilen, rastgele primerler kullanilarak, PCR’da 6zgiin DNA fragmentlerinin
cogaltilmasi esasina dayanan bir yontemdir. Diger polimorfizim yontemlerine gore
daha basit, goreceli olarak daha ucuz ve daha az is giicii gerektirdiginden yaygin

olarak kullanilmaktadir.

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA Rastgele Cogaltilmig
Polimorfik DNA) yontemi (Williams ve ark., 1990), sigir (Kantanen ve ark., 1995;
Cerit, 2001), keci (Li ve ark., 2002; Sahin, 2005), tavuk (Wei ve ark., 1997; Sharma
ve ark., 2001), hindi (Smith ve ark., 1996), bildircin (Yegenoglu, 1999; Sharma ve
ark., 2000) ve koyun (Kantanen ve ark., 1995; Cushwa ve ark., 1996; Tahmoorespur
ve ark., 2003) gibi birgok ¢iftlik hayvanmi tiirlerinde genetik marker olarak

kullanilmistir.

Tiirkiye, sahip oldugu gen kaynaklari yoniinden diinyanin en zengin
iilkelerinden  birisidir.  Gen kaynaklarinin  tanimlanmasi, korunmasi ve
gelistirilmesine  yonelik  molekiiler genetik ¢alismalarin  yogunlagtirilmasi
gerekmektedir. Bu baglamda yerli tavuklarimiza ait DNA diizeyindeki varyasyonun
belirlenmesi, iilkemiz tavuk¢ulugunda gen kaynaklarimizin taninmasi, korunmasi ve

gelistirilmesi yoniinden biiylik bir 6nem arz etmektedir.
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Bu c¢alismanin amaci; Sanlwurfa yoresindeki yerli tavuklarin  genetik
cesitliligini RAPD-PCR yontemiyle arastirmak ve ¢iftlik hayvanlarimizdan yerli
tavuklar ile ilgili molekiiler genetik bilgi birikimine ve literatiire, gen kiitliphanesine
bilgi aktarimi yaparak katki saglamaktir. Koylerde ciftciler tarafindan ev ihtiyacini
karsilamak icin farkli renk ve yapida fenotiplere sahip tavuklar bulunmaktadir.
Genetik varyasyon gosterdigi tahmin edilen bu tavuklarin orijini tam olarak
bilinmemektedir. Bu caligma ile gen kaynagi olarak popiilasyonun genetik yapisi

degerlendirilmeye ¢alisilmistir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

1960'lardan itibaren yaygin olarak kullanilmaya baglayan protein polimorfizmi
caligmalari, rekombinant DNA teknolojinin gelismesi ve PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu)’in kesfiyle yerini molekiiler tekniklere birakmis durumdadir. Molekiiler
teknikler ile daha hizli ve daha kesin sonuglar alinmaktadir. Son yillarda, gesitli

molekiiler teknikler (AFLP, RAPD, RFLP, Mikrosatelitler) gelistirilmistir.

Molekiiler teknikler; biyoloji, ziraat, tip, veteriner, ormancilik, balik¢ilik gibi
calisgma alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Molekiiler tekniklerle,
popiilasyonlarda genetik yapinin tespiti, markor destekli seleksiyon (MAS)
calismalari, genetik haritalar, filogenetik analizler, ebeveyn ve cinsiyet tayini, bazi

hastaliklarin tanis1 v.s. yapilmaktadir.

2.1. Molekiiler Teknikler (AFLP, RAPD, RFLP, Mikrosatelitler)

2.1.1. AFLP (Amlified Fragment Length Polymorphism)

Vos ve ark. (1995) tarafindan gelistirilen AFLP teknikte, genomik DNA
kesme enzimleri ile daha kii¢iik fragmentlere boliiniir. Kisa primerler dizayn
edilerek bu fragmentlerden (adapter) PCR ile 6n amplifikasyon yapilir. Daha sonra,
bu 6n amplifkasyon iirlinlerinden, uzun primer kombinasyonlar1 dizayn edilerek
tekrar PCR 1ile amplifikasyon yapilir. Elde edilen PCR iiriinleri jelde goriintiilenerek

degerlendirilir.

2.1.2. PCR-RFLP (PCR-Restriction Fragment Leght Polymorphism)

RFLP analizi, onceleri radyoaktif olarak isaretlenmis problar kullanilarak
(RFLPs) yapilirken giiniimiizde PCR'a dayali olarak yapilmaktadir (PCR-RFLP).
PCR ile ¢ogaltilan ilgili DNA molekiilii, kesme enzimleri kullanilarak Kkesilir.
Kesme enzimleri DNA’nin bilinen niikleotit dizilimlerini taniy1p, spesifik olarak bu

noktalardan keserler. Daha sonra kesilmis DNA’nin agaroz jel lizerinde seperasyonu
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yapilir. Kesme enzimleri tanima sitelerinin bulunup bulunmamasina bagli olarak
allelik varyantlar agaros jelde gorlintilenmekte ve genetik farklilik tespit

edilebilmektedir (Ozkose ve ark., 2002).

2.1.3. Mikrosatelitler

Mikrosatelitler (STR: short tandem repeat), kisa ardisik tekrarlanan dizinler
olup genomda bulunan polimorf lokuslardir. Tekrarlanan bu baz dizileri 2-6 baz ¢ifti
uzunlugunda olup genom igerisinde mono, di, tetra niikleotid permiitasyonlarin
herhangi biri seklinde ardisik olarak tekrarlanan kisa DNA segmentleridir (Bishop
ve ark., 1994). Mikrosatelit DNA segmentlerin uzunlugu genel olarak 100-250 bp
kadardir. Mikrosatelit markorlar, niikleer genoma dayali populasyonlarda genetik
cesitliligin veya genetik iligkilerin arastirilmasinda, genetik haritalamada ve QTL

haritalamada yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.1.4. RAPD-PCR (Randomly Amlified Polymorphic DNA-PCR)

RAPD-PCR (random amplified polymorphic DNA), kisa oligoniikteotidler (10
bp) dizayn edilerek polimeraz zincir reaksiyonu ile rasgele cogaltilmis DNA
fragmentleri elde edilen bir genetik analiz yontemidir (Williams ve ark., 1990). Bir
primerin baglama boélgesi bir bireyde vardir, diger bireyde yoktur (dominant-resesif)
esasina dayali olarak polimorfizm taranir. Cok sayida iiretilen DNA fragmentleriyle

genetik varyasyon hizli ve kolay sekilde belirlenebilir

RAPD tekniginin temel prensibi, ilgili olan tiire ait genomik DNA iizerinde,
niikleotid siralamasinda belirli bir 6l¢ii olmadan rastgele hazirlanan primerlerin,
degisik baglanma sicakliginda tesadiifi olarak, komplementeri olan hedef bolgelere
yapismasi ve bu bolgelerin PCR teknigi ile ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir
(Bardakei, 2001). PCR teknigiyle ¢ogaltilmis bu DNA parcaciklart elektroforez
teknigiyle agaroz jelde birbirinden ayrilirlar, Elektriksel ortamda molekiil

biiyiikliiklerine gore siralanan DNA pargaciklar1 daha sonra ethidium bromide ya da
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radyoaktif maddelerle boyanarak ultraviole 1sik altinda goriintir hale getirilir

(Williams ve ark., 1990).

2.1.4.1. Kanathlarda RAPD-PCR c¢ahsmalari

Lee ve Chang (1994) insan, sigir, kegi, domuz, kopek, sigan, tavsan, tavuk ve
ordek gibi farkli tiirlerin tanimlanmasi amaciyla RAPD metodunu c¢aligmalarinda
kullanmiglardir. On niikleotidlik tek bir primer ve bir PCR programi kullanarak
yaptiklari ¢alismada bu tiirlere ait parmak izleri karsilagtirilarak tiir tanimlanmasinda

basit, hizl1 ve hassas bir metot olan RAPD-PCR yo6ntemini kullanmislardir.

Smith ve ark. (1996), 4 tavuk irki (Araucona, Rhode Island Red, White
Leghorn ve White Plymouth Rock) ile 2 hindi popiilasyonunda (rastgele yetistirilen
hindi popiilasyonu ve ticari hindi popiilasyonu) genetik iligkileri ve cesitliligi
belirlemek icin RAPD metodunu kullanmiglardir. Calismada 60 primer kullanmiglar
ve bu primerlerden 42 adet primeri, calismada materyal olarak kullandiklari
popiilasyonlarin en az birinde bir adet polimorfik bant verdikleri igin tercih
etmislerdir. Kirk iki adet primerden 10 adedinin tiire 6zgii fragment verdiklerini, 6
adedinin ise popiilasyon i¢i ve arasinda genetik iligkiyi belirlemek amaciyla
kullandiklarin1 bildirmislerdir. 6 adet primer ile tavuk irklarinda bant paylasim
frekansindan hesaplanan popiilasyon i¢i genetik benzerligi 0.70-0.83 degerleri
arasinda tahmin ederlerken, hindi popiilasyonlarinda 0.73 ile 0.77 olarak
bulmuslardir. Tiirler arasindaki genetik uzakligi tiirler iginden daha yiiksek
bulmuslar ve RAPD tekniginin farkli kanatli popiilasyonlar1 iginde ve arasinda

genetik iligkileri belirlemek i¢in etkin bir yontem oldugunu bildirmislerdir.

Sharma ve ark. (2001) White Leghorn, Rhodes Island Red, Red Cornish,
White Plymouth Rock tavuk irklart ile yerli tavuk irki olan Kadaknath arasindaki
genetik ¢esitliligi tespit etmek amaciyla toplam 50 primeri ¢alismada denemisler ve
12 primerin polimorfik bant verdigini tespit etmislerdir. Bu primerler ile hesaplanan
popiilasyon i¢i polimorfizm orani ve genetik benzerlik degerlerini 0.81—0.96

arasinda tahmin etmiglerdir. Bant paylagim oranindan hesaplanan popiilasyon igi



2. ONCEKIi CALISMALAR Mehmet Murat KONUK

genetik benzerlik degeri en diislik olan tavuk irki Kadaknath (0.81) olurken, diger
kiilltir 1irklarinda popiilasyon i¢i genetik benzerlik degerleri daha yiiksek
bulunmustur. En yiiksek popiilasyon i¢i genetik benzerlik degerini ise White
Leghorn tavuk 1rkinda (0.96) tespit etmislerdir. Calismada 1rklar arasinda genetik
benzerlikleri en yiiksek olan irklar Rhodes Island Red ile Kadaknath et irklari
arasinda (0.945), en diisiikk olan irklar ise White Leghorn ile Red Cornish 1rklari
arasinda (0.778) tespit edilmistir. White Leghorn tavuk irki ise diger irklar ile
genetik benzerligi en diisiik olan 1rk olmustur. Dolayisiyla RAPD tekniginin cesitli
tavuk 1rklar1 arasinda polimorfizmi belirlemek ve popiilasyon ¢alismalarinda basarili

bir sekilde etkinligi oldugunu gostermislerdir.

Romanov ve Weigend (2001), RAPD markerleri kullanarak: Ukrayna ve
Almanya'da bulunan 5 tavuk irkina ait genetik polimorfizm aragtirmiglardir.
Ukrayna popiilasyonunun orta diizeyde genetik varyasyona, Almanya
poplilasyonunun ise daha basit bir diizeyde genetik varyasyona sahip oldugu
belirlenmistir. Sonug olarak bu ¢alismada da RAPD markerlerinin basit ve hizli bir

molekiiler ara¢ oldugu belirtilmistir.

Ivgin ve Bilgen (2002), yaptiklar1 ¢alismada, RAPD teknigini kullanarak
kanatli saf hatlar1 arasindaki genetik benzerlikleri ve uzakliklari arastirmiglardir.
Calismalarinda 4 yumurtacit 3 et¢i saf hat kullanmislardir. RAPD analizlerinde
toplam 35 primer kullandiklar1 ve bunlardan 23 primer ile elde edilen bantlarla

genetik benzerlikleri hatlar arasinda 0.644 ile 0.853 olarak hesaplamislardir.

Ahmed Ali ve ark. (2003) RAPD teknigi ile 5 Misir yerli tavuk hattinda
(Anshas, Silver Montazah, Mandarah, Baheij ve El-Salam) yumurta ve et verim
ozellikleri ile genetik benzerlik arasindaki iliskileri tespit etmek amaciyla 6
oligoniikleotit primer kullanarak calismislardir. Calismada yumurta verim yonlii
hatlar (Anshas, Silver Montazah, Mandarah) arasindaki genetik benzerligi 0.724-
0.854 degerleri arasinda, et verim yonlii hatlar arasindaki genetik benzerligi ise

0.869 olarak tespit etmisler ve RAPD metodunun tavuk hatlar1 arasindaki genetik
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benzerligi ve iliskileri belirlemek i¢in kullanilabilecek potansiyel bir ara¢ oldugunu

bildirmislerdir.

Okumus and Kaya (2005), yaptiklar1 c¢alismada, Ankara Tavukguluk
Arastirma Enstitlisi'ndeki 10 tavuk hattinda (RIR I, RIR II, Barred I, Barred II,
Colombian Rock, Line-54, Blue Line, Maroon Line, Black Line and Brown Line),
12 primer kullanarak RAPD-PCR yontemiyle genetik benzerligi arastirmislardir.
Genetik benzerlikleri en yiiksek ve en diislik sirasiyla, Barred I ve Maroon Line
hatlar1 arasinda 0.3773 olarak, Colombian Rock ve Barred II arasinda ise 0.0899

olarak bulmuslardir.

Yegenoglu (1999), RAPD yontemi ile Japon bildircinlarimin (Coturnix
coturnix japonica) DNA parmak izlerini ¢ikarmak amaciyla 8 primer kullanarak
yaptig1 calismada, bildircin popiilasyonu igindeki bu primerler bakimindan genetik

benzerligi 0.35, polimorfizm oranini ise 0.65 olarak tespit etmistir.

Sharma ve ark. (2000), RAPD yontemi ile 6 bildircin hattinda (HBW-yiiksek
canli agirhiga sahip bildircin hatti, WES-beyaz yumurta kabuguna sahip bildircin
hatti, KLQ, MTQ, JLQ ve SLQ) popiilasyon i¢i ve aras1 genetik cesitliligi tespit
edebilmek i¢in toplam 6 primer kullanmislar ve bu primerlerden 60 adet bant elde
etmislerdir. Altmis bandin 19’unun polimorfik oldugunu (polimorfizm oran1 %31.7)
bildirmislerdir. Popiilasyon i¢i genetik benzerlik degerlerinin 0.749-0.815 arasinda,
popiilasyonlar arast genetik benzerlik degerlerinin ise 0.709-0.808 arasinda
degisiklik gosterdigini bildirmisler ve RAPD metodunun genetik iligkileri

belirlemek i¢in etkili bir yontem oldugunu belirtmislerdir.

Huang ve ark. (2003), hayvanlarin tiir tanimlamasinda RAPD parmak izini
temel alarak: yaptiklari ¢aligmada, devekusu, Tayvan tavuklari, Aboracres broyleri,
leghorn, bildircin, kumru, Beltville irki hindiler, siiliin, kaz, 6rdek, Holstein ve
Landrace domuzlarin genomik DNA oOrnekleri, rastgele primerler yardimiyla
cogaltilmistir. Ayn tiirler ayn1 primer ile ¢alisilmistir, temel bantlarin tiimii benzer

sonuglar gostermistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. DNA materyali

Bu ¢alismada DNA materyalini, Sanliurfa Ydresindeki yerli kdy tavuklardan
izole edilen ve Hayvansal Biyoteknoloji Laboratuvari’nda muhafaza edilen DNA

ornekleri olusturmustur.

Tavuklardan DNA izolasyon kiti (GeneJET Whole Blood Genomic DNA
Purification Mini Kit #K0781, Thermo) kullanilarak genomik DNA izole edilmistir.

3.2. Molekiiler Calismalar
3.2.1. RAPD-PCR analizi

Calismada kullanilacak primerler ili ilgili bilgiler Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. RAPD primerleri

Sira Adi Sekans (5’ to 3°) bp Tm GC orani

{9 (%)
1 RAPD-OPE-01 CCCAAGGTCC 10 34 70
2 RAPD-OPE-02 GGTGCGGGAA 10 34 70
3 RAPD-OPE-05 TCAGGGAGGT 10 32 60
4 RAPD-OPE-06 AAGACCCCTC 10 32 60
5 RAPD-OPA-16 AGCCAGCGAA 10 32 60
6 RAPD-OPA-18 AGGTGACCGT 10 32 60
7 RAPD-OPA-19 CAAACGTCGG 10 32 60
8 RAPD-OPA-20 GTTGCGATCC 10 32 60

Polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile ¢ogaltilmasinda kullanilacak PCR
karigimi Cizelge 3.2.’de gosterilmistir. Bu bilesenlerin timii belirtilen miktarlarda
kuru buz iizerindeki 0.2 mI’lik PCR ependorf tiipleri icerisinde hazirlandiktan sonra,
PCR sartlar1 6nceden programlanmis PCR cihazina yerlestirilmistir. Calisilan gen
bolgesinin polimeraz zincir reaksiyonu teknigi ile ¢ogaltilmasinda kullanilan PCR
amplifikasyon sartlar1 Cizelge 3.3.’de verilmistir. PCR c¢alismalar1 gradient 6zellige

sahip Boeco (Germany) marka thermocycler cihazda yapilmistir.
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Cizelge 3.2. PCR karisimi

Bilesenler Konsantrasyon Miktar
Kalip DNA 20-30 ng/pl 1.0
PCR Buffer 10X 20l
RAPD Primer 20 pmol/pl 1.0 ul
dNTP mix 1.0 nM 1.0

Taq DNA polimeraz 5U/ul 0.5 ul
dH,0 15.0 ul
Toplam 20.0 ul

Cizelge 3.3. PCR amplifikasyon sartlar1

Dongu islemi Sicaklik (°C) Do6ngl sayisi Sire
On denaturasyon 95 1 4 dakika
Denatirasyon 94 60 saniye
Yapisma (T o) 32-35 }35 60 saniye
Sentez 72 2 dakika
Son uzama 72 1 10 dakika
Bekleme 4 0 o0

Cogaltilacak PCR iiriinlerinin ~ goriintillenmesinde %?2’lik agaroz jel
kullanilmistir (2 g agarose/100 ml 1XTBE). PCR jellerinin kosturulmasinda marker
olarak 100 bp’lik ladder (Fermentas) kullanilmistir.

3.2.2. RAPD bantlarimin degerlendirilmesi ve genetik analizler

Jeldeki bantlarin uzunluklari boy markoériine gore (100 bp) belirlenmis ve
jeldeki bantlarin varligina gore bant varsa 1 yoksa O verilerek veri matrisi

olusturularak degerlendirme yapilmistir.

Hesaplamalar, POPGEN32 Ver. 1.33 (Yeh, 1999) paket programinda
yapilmustir. Popiilasyonlar i¢in UPGMA (Unweighted pair method with arithmetic
mean) metoduna gore dendogram olusturulmustur. Genetik dendrogram ve ornekler
arasindaki genetik uzaklik degerleri web tabanli Dendro-UPGMA programiyla

belirlenmistir.

10
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Bireyler arasindaki genetik benzerlik (Fxy) esitlik 3.1°de verilmistir (Nei ve Li,
1979).

2 Mxy

Fry = —— _
= WMx+ My)

(3.1)

Formiildeki;

Fxy : Genetik benzerlik

Mxy: Iki birey arasinda ortak RAPD bant sayist,

Mx : Birinci bireyin toplam RAPD bant sayisi,

My : Ikinci bireyin toplam RAPD bant say1s1 olmaktadir.

11
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Molekiiler Analiz Bulgular

4.1.1. Genomik DNA izolasyonu

Sanlwrfa yoresindeki yerli tavuklardan genomik DNA izole edilmistir. Izole

edilen DNA’larin agaroz jel goriintiisii sirasiyla Sekil 4.1.'de verilmistir.

» v A
P L A r o

O e b Ay

D e s L T S e

Sekil 4.1. Tavuklardan izole edilen (01-18) DNA’lar (1kb ladder)

4.1.2. RAPD-PCR Sonuglari

Izole edilen DNA &rneklerinden RAPD primerler kullanilarak PCR
amlifikasyon c¢aligmalart yiiriitiilmiistiir. Tavuk DNA Orneklerinde tespit edilen
RAPD bantlar Sekil 4.2.'de verilmistir. RAPD primerlerden OPE-01, OPA-16, OPE-
06 ve OPA-20 polimorfik bantlar elde edilmistir. OPE-05 primeri ile tiim 6rneklerde
benzer bant paternleri goriindiiglinden polimorfizm tespit edilememistir. Diger
primerlerden OPE-02, OPA-018 ve OPA-19 tiim oOrneklerde iiretilen bantlar

degerlendirmeye alinacak sekilde yeterli bantlar gériilmemistir.

OPE-01 primeri ile yaklasik 400-1200 bp araliginda 3 allel (OPE-01-1, OPE-
01-2, OPE-01-3) ve toplam 47 bant tespit edilmistir. OPE-01 primeri allel
frekanslar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir. Burada OPE-01-1’in 0 allel frekans1 0.6236,
1 allel frekans1 0.3764 olarak hesaplanmustir.

12
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OPA-016 primeri ile yaklagik 200-1500 bp araliginda 4 allel (OPA-16-1,
OPA-16-2, OPA-16-3, OPA-16-4) ve toplam 63 bant tespit edilmistir. OPA-016
primeri allel frekanslar1 Cizelge 4.1°de verilmistir. Burada OPA-16-3 ve OPA-16-
4’nin 0 allel frekanslar1 sirasiyla 0.5774 ve 0.4226, 1 allel frekanslar ise 0.4082 ve
0.5918 olarak hesaplanmustir.

OPE-06 primeri ile yaklagik 800-1500 bp araliginda 3 allel (OPE-06-1, OPE-
06-2, OPE-06-3) ve toplam 28 bant tespit edilmistir. OPE-06 primeri allel
frekanslar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir. Burada OPE-06-3"nin 0 allel frekansi 0.2357,
1 allel frekansi ise 0.7043 olarak hesaplanmustir.

OPA-020 primeri ile yaklasik 500-1200 bp aralifinda 3 allel (OPA-020-1,
OPA-020-2, OPA-020-3) ve toplam 40 bant tespit edilmistir. OPA-20 primeri allel
frekanslar1 Cizelge 4.1.’de verilmistir. Burada OPA-020-1, OPA-020-2, OPA-020-
3’nin O allel frekanslar sirasiyla; 0.5270, 0.6667 ve 0.6236, 1 allel frekanslari ise
0.4730, 0.3333 ve 0.3764 olarak hesaplanmaistir.

OPE-05 primeri ile yaklasik 600-2000 bp araliginda 4 allel (OPE-05-1, OPE-
05-2, OPE-05-3, OPE-05-4) ve toplam 72 bant tespit edilmistir. Tim Grneklerde

benzer bantlar gortindiigiinden OPE-05 primeri ile polimorfizm tespit edilememistir.

Tavuklarda genetik hesaplamalar i¢in OPE-01, OPA-16, OPE-06 ve OPA-20
primerlerine ait polimorfik bantlar ile veri matriksi olusturulmustur. Ilgili primerlere
ait allellerin; gozlenen allel sayisi (n,), allellerin etkili sayis1 (ne), gen ¢esitliligi (h)
ve Shannon bilgi indeksi (I) degerleri hesaplanmis ve Cizelge 4.2.’de verilmistir.
Tavuk popiilasyonu igin, gozlenen allel sayisi (n,), allellerin etkili sayist (ng), gen
cesitliligi (h) ve Shannon bilgi indeksi (I) ortalama degerleri sirasiyla;
1.5385+0.1224, 1.4627+0.1079, 0.2472+0.0567 ve 0.0827 olarak bulunmustur.

13
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RAPD-OPE-01

ORI

RAPD-OPE-05

RAPD-OPE-02

Sekil 4.2. RAPD-OPE-06

RAPD-OPA-016

RAPD-OPA-018

Sekil4.2. RAPD primerlere ait bantlar
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Cizelge 4.1. Tavuklarda tiim lokuslar i¢in allel frekanslar

. Frekanslar
Primerler Bant Sayisi Allel 0 AllolL
OPE-01 OPE-01-1 0.6236 0.3764

OPE-01-2 - 1.0000
OPE-01-3 - 1.0000
OPA-16 OPA-16-1 - 1.0000
OPA-16-2 - 1.0000
OPA-16-3 0.5774 0.4082
OPA-16-4 0.4226 0.5918
OPE-06 OPE-06-1 - 1.0000
OPE-06-2 - 1.0000
OPE-06-3 0.2357 0.7643
OPA-20 OPA-20-1 0.5270 0.4730
OPA-20-2 0.6667 0.3333
OPA-20-3 0.6236 0.3764

Cizelge 4.2. Tavuklarda tiim lokuslar i¢in genetik ¢esitlilik istatistigi

Lokus n na ne h |

OPE-01-1 18 2.0000 1.8848 0.4694 0.6623
OPE-01-2 18 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
OPE-01-3 18 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
OPA-16-1 18 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
OPA-16-2 18 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
OPA-16-3 18 2.0000 1.9533 0.4880 0.6811
OPA-16-4 18 2.0000 1.9348 0.4832 0.6762
OPE-06-1 18 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
OPE-06-2 18 1.0000 1.0000 0.0000 0.0000
OPE-06-3 18 2.0000 1.5632 0.3603 0.5461
OPA-20-1 18 2.0000 1.9942 0.4985 0.6917
OPA-20-2 18 2.0000 1.8000 0.4444 0.6365
OPA-20-3 18 2.0000 1.8848 0.4694 0.6623

Ort. 18 1.5385 1.4627 0.2472 0.3505
St. Sap. 0.5189 0.4574 0.2405 0.3395

(na: gozlenen allel say1si, ne: allellerin etkili say1si, h:gen ¢esitliligi, I: Shannon bilgi indeksi)
Polimorfik lokus sayis1 : 7
Polimorfik lokus : %53.85

15
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Tavuk popiilasyonuna ait genetik uzaklik degerleri Cizelge 4.3.’te verilmistir.
Genetik uzakliklar 0.000-0.615 arasinda hesaplanmistir. Cizelge 4.3. incelendiginde,
Genetik uzakliklar bakimindan tavuklar arasinda genetik varyasyon oldugu

gorilmektedir.

Cizelge 4.3. Tavuklar arasinda genetik uzakliklar

all
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Tavuk popiilasyonuna ait genetik uzaklik degerleri ile olusturulan UPGMA
genetik agaci Sekil 4.2.°de verilmistir. Sekil 4.2. incelendiginde; {al2}, {a2-a3-a4-
al-al0}, {al6-al4-al5-a5-al3-a6}, {al7-a7-al8-a8}, {all-a9} seklinde 5 kiimeye
ayrildig goriilmektedir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alismada, Sanliurfa yoresindeki kOy tavuklarinin genetik yapilar1 RAPD-
PCR teknigi belirlenmeye ¢alisilmistir. Calismanin hayvan materyalini, Sanliurfa ve
yoresinde yetistirilen kOy tavuklari olusturmustur. Tavuklardan genomik DNA
izolasyonu ic¢in kan ornekleri toplanmis ve tiim Orneklerden genomik DNA izole
edilmistir. Tavuk DNA 6rneklerinde RAPD primerleri, polimeraz zincir reaksiyonu
teknigi ile ¢ogaltilmistir. RAPD primerlerinin bant paternine goére veri seti
olusturulmustur. Ilgili primerlere ait allellerin; gozlenen allel sayisi (n,), allellerin
etkili sayist (ne), gen cesitliligi (h) ve Shannon bilgi indeksi (I) degerleri
hesaplanmistir. Tavuk popiilasyonu igin, gézlenen allel sayist (n,), allellerin etkili
sayist (ng), gen cesitliligi (h) ve Shannon bilgi indeksi (I) ortalama degerleri
sirastyla;  1.5385+0.1224, 1.4627+0.1079, 0.2472+0.0567 ve 0.0827 olarak

bulunmustur.

Tavuklarda genetik yapmin  arastirnlmasinda RAPD  primerlerinin
polimorfizmine gore genetik analizler yapilmistir. Temel genetik analizler; genetik
iliskileri gostermek amaciyla UPGMA (Unweighted Pair Group Method with

Arithmetic mean) yontemi kullanilarak yapilmistir.

Tavuklar arasinda genetik uzakliklar 0.000-0.615 arasinda hesaplanmustir.
UPGMA genetik agacta, RAPD teknigine gore tavuklar arasinda genetik iliskiler

bakimindan bes farkli kiime goriilmiistiir.

Sonug olarak, Sanlurfa yoresi yerli tavuklarda RAPD-PCR teknigi ile
polimorfizm ve genetik iliskiler belirlenmistir. Arastirma sonuglarinin, tavuklar
izerinde yapilan genetik caligmalara katki saglamasi beklenmektedir. Ayrica,
calisma sonuclarimin genetik polimorfizm ve biyocesitlilik calismalar1 ile ulusal

genetik kaynaklar1 koruma stratejilerine katki saglamasi diistiniilmektedir.

18
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Tiirkiye zengin biyocesitlilige sahip nadir {ilkelerden biridir ve ayrica
arkeolojik ve molekiiler genetik ¢alismalar ile sigir, koyun ve kegi gibi 6nemli ¢iftlik
hayvanlarimin evcillestirilme merkezi olarak gosterilmektedir. Bununla beraber yerli
ciftlik hayvanlarimizda molekiiler tekniklerle genetik karakterizasyon ¢aligsmalarina
yonelik arastirmalar yogunlagtirllmalidir. Hayvan popiilasyonlarinda molekiiler
tekniklerle genetik polimorfizm ve genetik iligkilerin belirlenmesi, verim-belirteg
gen iliskilerinin belirlenmesi ve bu iliskilerin uygulamaya aktarilmasi ile

hayvanciligin gelistirilmesi miimkiin olabilecektir.
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