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OZET

Avian leukosis virusleri (ALV), tavuklarda timor olusturan retrovirtslerdir ve bu
virtslere karsi heniiz bir as1 gelistirilememistir. Tumor viral B (TVB) lokusu ALV (g alt
grubunun viral girisine ortam saglayan, engelleyen veya araci olan gruplara 6zgu yizey
reseptorlerini kodlar. Bu lokusun 172. ve 184. bazlarinda iki adet tek nikleotit
polimorfizmleri TVB*S1, TVB*S3 ve TVB*R allellerinin ayirt edilmesine imkan saglar.
TVB*S1 (¢ alt viral girisini destekleyen ALVB, ALVD ve ALVE reseptorlerini kodlar.
TVB*S3, ALVB ve ALVD alt gruplarinin hiicreye viral girisini saglayan reseptorleri
kodlar. TVB*R'nin kodladig: reseptor herhangi bir ALV alt grubunun hiicreye viral girigini
engeller.

Yapilan bu calisma ile Turkiye yerli tavuk irklar1 olan Denizli ve Gerze
tavuklarinda TVB*S' ve TVB*R’ genotiplerinin varligi arastirilmistir. Tarim ve Orman
Bakanlign (TOB) Denizli ili Denizli Horozu Uretme istasyonu’nda yetistirilen Denizli
rkia ait dort varyete ve Gerze Ilce Miidiirliigii’ne ait kiimeste yetistirilen Gerze
tavuklarina ait toplam 175 tavuga ait kan drnekleri materyal olarak kullanilmistir. gDNA
izolasyonu tavuklardan alinan kan Orneklerinden yapilmistir. TVB*S' ve TVB*R’
genotiplerinin varligi ve mutasyonlar DNA dizi analizi yontemi kullanilarak arastirilmistir.
175 o6rnek iginden iki 6rnegin TVB*S1/R, ¢ 6rnegin TVB*S1/S3, dort Ornegin ise
TVB*S1/S’genotipte oldugu, digerlerinin TVB*S1/S1 genotipinde oldugu tespit edilmistir.
Turkiye yerli tavuk wrklar1 Denizli ve Gerze populasyonlarinda tespit edilen allelerin
frekanslari sirasiyla TVB*S1 icin 0.9730, 0.9815; TVB*S3 i¢in 0.0101, 0.0000; TVB*S’
icin 0.0135, 0.0000 ve TVB*R igin 0.0034, 0.0185 olarak hesaplanmustir.

Anahtar Kelimeler: Denizli horozu, DNA Sekanslama, Gerze tavugu, Tumor viral B

lokus
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SUMMARY

Avian leukosis viruses (ALV) are tumor-forming retroviruses in chickens and no
vaccine has yet been developed against these viruses. The Tumor viral B (TVB) locus
encodes the surface receptors specific to groups that inhibit or mediate the viral input of
the three subgroups of ALV. Two single nucleotide polymorphisms on bases 172 and 184
of this locus allow the differentiation of TVB*S1, TVB*S3 and TVB*R alleles. TVB*S1
encodes the ALVB, ALVD and ALVE receptors that support three sub-viral inputs.
TVB*S3 encodes receptors that provide the viral input of the ALVB and ALVD subgroups
into the cell. The receptor encoded by TVB*R inhibits the viral introduction of any ALV
subgroup into the cell.

In this study, TVB*S' and TVB*R’alleles were investigated using the DNA
sequence analysis method in indigenous chicken breeds that Denizli and Gerze chicken in
Turkey. A total of 175 Denizli and Gerze chicken samples reared in Gerze District
Agriculture Directorate and Denizli Rooster Production Station of Denizli Provincial
Directorate of Agriculture and Forest Ministry. gDNA was isolated from blood samples
taken from chickens. Among the 175 chickens, only two hens were typed as TVB*S1/R
genotype, three chickens were typed as TVB*S1/S3, four chicken were typed as
TVB*S1/S’ and others were homozygous for TVB*S1/*S1. Allele frequencies of
TVB*S1, TVB*S3, TVB*S’ and TVB*R in Denizli and Gerze chicken breeds were
estimated as 0.9730, 0.9815; 0.0101, 0.0000; 0.0135, 0.0000 and 0.0034, 0.0185,

respectively.

Keywords: Denizli cocks, DNA sequencing, Gerze fowls, Tumor virus B locus
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1. GIRIS VE AMAC

Tiirkiye’de artan niifus ve gelirle birlikte kirmiz1 et iiretiminde yasanan istikrarsizlik
ve kirmizi et fiyatlarinda siiregelen artislardan dolay tavuk eti tercih edilmektedir. Bunun
birlikte tavuk Urlnlerinin ucuz olmasi, insanlarin saglikli beslenmeye olan ilgisinin
artmasi, Islamiyette yasak olmamasi, beyaz et iiretiminin is giicii gereksiniminin az olmasi,
yilin her déoneminde iiretimin siirdiirebilir olmas1 son yillarda beyaz et iiretiminde biiyiik
bir artisa sebep olmustur. Tirkiye’de 1990 yilinda 217.259 ton olan beyaz et Uretiminin
2018 yilinda 2.156.671 tona yiikseldigi goriilmektedir (TUIK, 2018). Tavukculukta
Ozellikle son 50-60 yildir siirdiiriilen genetik ve gevresel 1slah g¢alismalarinin sonucunda,
kanatli sektoriinde ¢ok Onemli gelismeler kaydedilmistir (Sekil 1.1). Genetik, 1slah,
biyoteknoloji, yem ve yem katki maddelerinin dretimi, kesimhane ve ileri isleme
endustrisi, ekipman sanayi, yumurta ve yumurta iirlinleri endiistrisi, kuluckacilik, saglik
koruma, ilag ve asi1 endiistrisi, pazarlama, muhafaza ile yetistirme sistemlerindeki hizli
gelismeler sayesinde tavukculuk sektorii iiretimden tiiketime kadar ilgili oldugu alanlarin
da etkisiyle bir endiistri kolu durumundadir. Tiirkiye’de yumurta tavuk¢ulugunda %98.5-
99.0 ve et tavukgulugunda ise %100 oraninda yurtdisindan damizlik materyal temin
edilmektedir. Tirkiye’nin yillik yaklasik 5 milyon adet etlik damizlik tavuk ihtiyaci

bulunmaktadir. Yumurtact damizlik ihtiyaci ise 500 bin civarindadir.

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar disa bagimliligi azaltmayr hedeflemistir.
Tiirkiye’de yerli gen kaynagi olarak koruma altina alinan Denizli ve Gerze olmak (zere iKi
tavuk 1rki vardir. Tiirkiye’nin yerli irklarindan biri olan Gerze irki Karadeniz Bolgesinde
Sinop ili gevresinde, Gerze ilgesinde yetistirilen yerli bir yumurta-et irkidir. Yetistirilen
diger yerli irk ise Denizli irk1 olup Denizli ve Mugla illeri ¢evresinde yetistirilen yerli bir
yumurtaci-et irki olup horozlarinin uzun 6tmesi ile taninmaktadirlar. Ticari agidan bir
deger tasimasa da bu yerli irklar TOB Lalahan Merkez Hayvancilik Arastirma Enstitiisii,
Denizli Tarim 11 Miidiirliigii ve Gerze Ilge Tarrm Miidiirliikleri’nde koruma altinda

tutulmaktadir (Kaya, 2018). Bununla birlikte TOB Ankara Tavukguluk Arastirma



Enstitlisinin (TAE) Atabey, Atak ve Atak-S olmak {lizere ii¢ tane yumurtaci tavuk hatti

bulunmaktadir.

Tiirkiye’de damizlik et¢i tavuk 1slahinda yapilan arastirmalar az sayida olmasina
ragmen, damizlik yumurta tavuk islahinda (Ankara Tavukguluk Arastirma Enstitiisii)
ulusal diizeyde arastirmalar yapilmaktadir. Uzun yillar yiiriitilen 1slah caligmalari
sonucunda arastirma ve iiretime konu olan ticari irk ve hatlarda genetik ¢esitlilik asamali
olarak azalmaktadir. Tavukculukta yeni ticari hatlarin gelistirilmelerinde daha etkin bir
sekilde yerli irklardan yararlanilmasi ve yerli irklarin gen kaynagi olarak koruma altina
alinabilmesi icin bu 1rklarin morfolojik ve genotipik karakterler bakimindan tanimlanmasi

gerekmektedir.

Tavuk karyotipi (2n=78), 38 otozomdan ve bir ¢ift cinsiyet kromozomundan
olugmaktadir ve disi heterogametik cinsiyet (ZW disi, ZZ erkek) olarak bulunur (Sekil
1.2)). Tavuk karyotipini olusturan kromozomlardan 10 tanesi makro, digerleri mikro
kromozom olarak ayrilmaktadir (Schmid vd., 2005). Tavuk mikro kromozomlar1 disi
genomunun %23’iinii olusturur ve makro kromozomlara gore daha fazla GC’ce zengindir.
Tavuk genomunda ortalama G+C igeriginin %52 oldugu (bazi bolgelerde % 601 asar)
belirlenmistir (Kretschmer vd., 2018).
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Sekil 1.1. Tavukgulukta 6zellikle son 50-60 yildir siirdiiriilen genetik ve gevresel 1slah
calismalarinin sonucunda, kanatli sektoriindeki gelisme (Zuidhof vd., 2014)

DNA dizisi belirlenen ilk kanatli olan tavuk genomunun ilk taslagi kamuoyuna
Mart 2004°te agiklanmis ve dizilerin yaklasik %88'"i, 1-24, 26-28 ve 32 otozom ile W ve Z

cinsiyet kromozomlarini i¢eren kromozomlarla iliskili oldugu tespit edilmistir (Chicken



Sequencing Consortium, 2004). Takip edilen yillarda yapilan uluslar arasi konsorsiyum
caligmalarinda yeni nesil dizileme yontemleri de kullanilarak tavuk genomu verileri
zenginlestirilmistir (Schmid vd., 2015). Cogu kus tiirii gibi tavuk genomu da insan
genomunun 1/3’1 kadar nispeten kiiciik bir biiytikliige sahiptir ve genomunun ~%15’inde
tekrarlayan DNA’lar igerdigi belirtilmistir (Wicker vd., 2005). Tavuk genomunda en ¢ok
bulunan tekrar elementlerinden olan CR1 (Chicken Repeat 1- Tavuk Tekrar elementi 1),
genomun %16’sindan fazla alan1 kaplamaktadir ve CR1 kopya sayisinin 30.496 kopya
oldugu belirtilmistir. Son yapilan c¢alismalarda tavuk genomunun 1,136 milyon bg
biytikligiinde oldugu bildirilmistir (Warren vd., 2017). Tavuk genomu referans
konsorsiyomun yaptig1 ¢alismada belirlenen tavuk genomunun 16.878 kodlanan genler,

7.166 kodlanmayan genler ve 312 pseudo genler igerdigi ifade edilmistir (Anonim, 2018).

Gallus gallus domesticus
% 2n=78
'( '! ” k51 32 8
1 2 3 4 5 6 7 8
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Sekil 1.2. Tavuk karyotip analizinin géruntiilenmesi (Schmid vd., 2005)

Tavukguluk isletmelerinde biyogiivenligi korumak igin hastaliklarin ¢ikigini
onlemek ve yayilmasini engellemek gerekmektedir. Isletmedeki hayvanlarin sagliginin
korunmasi i¢in kanatli sagligini tehdit eden bakteri, viriis, mantar, protozoa ve parazitlerin
sebep oldugu enfeksiyoz hastaliklarla (Sekil 1.3.), bu hastaliklarin bulagmasinda rol
oynayan etkenlerin igletmeye girisini onlemek gerekmektedir. Bakteriyel hastaliklar da

antibiyotiklerle tedavi edilebilmelerine ragmen, Salmonella enfeksiyonlarinda oldugu gibi



bazi durumlarda hastalik etkenini tamamen yok etmek miimkiin olamamaktadir.
Tavukculukta 6nemli ekonomik kayiplara neden olan hastaliklarin birgogu viral kokenli ve
bulasici olup, tedavileri miimkiin degildir. Tavukguluk isletmelerinde goriilen bazi énemli
viral etkenli hastaliklar sunlardir: Avian Influenza (Tavuk Vebasi, Kus Gribi); Tavuk
Cicegi, Gumboro (Infeksiydz Bursal Hastalik), New Castle Disease (Yalanci Tavuk
Vebasi), ALV ve Marek hastaligidir.

Tavukgulukta gorulen Kus gribi, Newcastle, Salmonella ve Marek Hastaligi gibi
hastaliklar hayvan 6limu ile sonuglanan ve insanlarin sagligini direkt veya dolayli yoldan
tehdit eden bulasici hastaliklara 6rneklerdir. Molekuler genetik ve biyoteknoloji alanindaki
gelismeler sayesinde tavukculuk sektériinde buyik tehdit goriilen hastaliklarin ¢6ziimiine
yonelik alternatif onerilerin sunulmasi daha kolay hale gelmistir. Bu teknikler sayesinde

hastaliklara kars1 direncli olan veya direncli olmayan genotipler belirlenebilmektedir.

Bakteriyal

Mikroorganizmalardan ileri Viral
gelen bulasic1 hastahklar: Mantar

Parazitler
Kanatl1 hayvanlardaki
hastaliklar

Beslenme

Mikroorganizmalardan ileri
gelmeyen, bulasicl olmayan g Zehirlenmeler

hastaliklar Kalitsal

Sekil 1.3. Kanatli hayvanlardaki hastaliklarin siniflandirilmasi (TOB., 2013)

Kanatli hayvanlarda belirlenmis en eski l6kotik hastaliklarin raporlari, 1868'de
Roloff’un tanimladigi “lenfosarkomatozis” (Ono vd., 1996) ve 1896’da Caparinin
tamimladig1 “kuslarda 16semi” vakalar1 ABD’de “aleukemik lenfadozoz” tanisi olarak
belirlenmistir (Burnside vd., 2006). Lokosiz ve sarkomlarla ilgili yapilan eski arastirmalar,
temel bilimsel ve tibbi bilgi ve birikimlerin kullanilmasiyla belirlenmistir. Ancak 1920—
1940 tarihleri arasinda, kiimes hayvani endiistrisinin ABD ve diger yerlerde ilerlemesi
sonucunda, “kus lokozu kompleksi” denilen hastalik biiyiik kayiplara neden olmustur.
Arastirma, Ozellikle ABD'deki devlet tarim istasyonlarinda arastirilmistir. Amag¢ bu
hastaliklarin pratik bir sekilde kontrol edilmesidir (Buckmaster vd., 1988).



Kus 16kozu/sarkom grubunun viriisleri, Retroviridae familyasinin Alpharetrovirus
cinsi icinde yer alir. Bu ailenin iiyeleri, viriis replikasyonu sirasinda konak¢i genomuna
entegre edilmis bir DNA provirus olusumu i¢in gerekli olan ters transkriptaz enzimine
sahip olma Ozelligi ile karakterize edilen RNA viriisleridir. Taksonomide, kus 16kozu
virtsi (Avian Lecosis Virus-ALV), Alpharetrovirus cinsinin tiiriidiir. Cinsteki diger tiirler
arasinda Rous sarkom viriisii (RSV) ve ¢esitli onkogen tasiyan bir dizi replikasyon kusurlu
virts bulunur. Lokos Miyeloid L6soz da yaygin hale gelmesine ragmen, Lenfoid Ldloz

(LL), agik alanda yetistirilen siiriilerde en sik goriilen L/S hastalik grubudur.

ALV kaynakli hastaliklar 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bu
hastaliklardan kaynaklanan ekonomik kayiplar iki nedene baglanir. Bunlardan ilki, timor
mortalitesinden kaynakli tavuklarda 6lim oranimnin yaklasik %1-2, sik goriilmese de
%20’ye kadar ¢ikabilmesidir. Ikinci olarak da, ALV hastaligindan kaynakli cogu siiriiniin
maruz kaldigi subklinik enfeksiyon, yumurta Uretimi ve kalitesi de dahil olmak Uzere bir
dizi 6nemli performans 6zelligi tizerinde olumsuz bir etki yaratmaktadir (Gilka ve Spencer,
1995; Geerligs ve Hoogendam, 2007; Gimeno, 2008). ALV timor mortalitesi ve azalan
verim nedeniyle ekonomik kayiplarin her yil milyonlarca ABD dolar1 oldugu tahmin
edilmektedir. Halen virls; Cin, ABD, Kanada gibi iilkelerde kanatli hayvan endiistrisinde
biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Morgan vd., 2001; Garcia-Camacho vd.,
2003).

Yapilan son caligmalar tavuk tiimort viriisleri, 6zellikle ALV ve insan sagligi
arasindaki iliski incelenmistir. Insanlarda ALV hastaligina kars1 antikorlarin varligina
iligkin kanitlar genellikle yetersiz veya varsayimsaldir (Imai vd., 1991). Ticari
yumurtalarda, ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) (Morrow ve
Fehler, 2004; Murata vd., 2007) kullanilarak endojen ve eksojen ALV’ler tespit edilmis,
ancak halk sagligi agisindan 6nemi belirlenememistir. ALV’ler verim kaybina neden
olmakla kalmayip, bulasici olma 0Ozelligiyle de nesilden nesile aktarilip yayilim
gostermektedir. Tavuklarda ALV kaynakli hastaliklarin 6liim orami %5-40 arasindadir.
Oliim oranlarindaki artislar, yalmzca yeterli olmayan ortam kosullarina bagli olmayip, ayni
zamanda hayvanlarin genetik yapisindan da kaynaklanabilmektedir. Buna karsilik bazi

yumurtact soy veya hatlarin ALV hastaligina kars1 dayanikli oldugu belirlenmistir. ALV



enfeksiyonlarindan kaynakli tavuklarda yasama orani, canli agirlik, yumurta sayisi ve
agirhigl, kulucka verimi, dolliiliik ve cinsi olgunluk yasmi etkilediginden énemli 6lgiide
ekonomik kayiplara ve bulasmay1 engellemek igin siiriilerde ALV’ye direngli genotiplerin

belirlenmesi 6nemlidir (Yu vd., 2012).

Farkli alt gruplarin viral girisini saglayan gesitli reseptorlerin kodlandig: allellerin
bulundugu lokus olmasindan dolayr TVB kompleks bir lokustur (Klucking vd., 2002;
Zhang vd., 2005) ve tavugun 22. kromozomu Uzerinde bulunur (Smith ve Cheng, 1998).
TVB lokusu ti¢ farkli alleli (TVB*S1, TVB*S3 ve TVB*R) transkribe eder. TVB*S1
ALVB, ALVD ve ALVE’de viral girigini destekleyen reseptorlerini kodlar. TVB*S3,
ALVB ve ALVD alt gruplariin hiicreye viral girigini saglayan reseptorleri kodlar. TVB*R
alleli ise DNA dizilimi icindeki erken bir stop kodonu nedeniyle eksik bir reseptor kodlar.
Bununla birlikte TVB*R'nin kodladig: reseptdr herhangi bir ALV alt grubunun hicreye
viral girisini engellemektedir (Barnard ve Young, 2003). Literatirde TVB lokusu 184.
bazinda tespit edilen (T—A) mutasyonu TVB*R’ (Yang vd., 2011) olarak adlandirilan ve
Cin yerli tavuk irklari, TVB lokuslarmin belirlenmesi igin yapilan ¢alismada yeni bir
mutasyon tespit edilmistir (G—T), bu da TVB*S' olarak adlandirilmistir (Yu vd., 2012).

Bu c¢alismada devlet tarafindan uzun zamandir koruma altinda yetistirilen Denizli
horozu ve Gerze tavuk popiilasyonlarinim TVB lokusundaki TVB*R’ ve TVB*S' (Cin yerli
irklarinda tespit edilen) mutasyonu arastirilmistir ve TVB lokusundaki polimorfizmler
incelenmigstir. Yeni belirlenen bu mutasyon arastirilarak Denizli ve Gerze tavuklarinin
TVB lokusundaki polimorfizmleri belirlenmistir. Bu sayede Turkiye yerli tavuk gen
kaynaklarmin molekiiler karakterizasyonuna katki saglanmig ve yerli tavuk irklarinin

korunmasi ¢aligmalarina yol gostermesi amaglanmustir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Turkiye Yerli Tavuk Irklar:

Beyaz et, insan beslenmesinde Onemli bir yere sahip olan ve yumurta Ureten
tavukculuk sektoriiniin hizla gelismeye devam eden bir hayvancilik koludur. Yerli tavuk
irklarmin yasama giiciinlin yiiksek olmasi, ¢evre kosullarina daha iyi adapte olma ve
hastalik etmenlerine kars1 dayanikli olmasi gibi 6zellikler g6z 6niinde bulundurulursa diger
irklara oranla 6nemli {stiin 6zelliklere sahiptir. Ancak elde edilen verim ve kaliteye bagli
olarak bu popiilasyonlarin ticari anlamda siirdiiriilebilirlikleri gittik¢e zorlagmaktadir.
Ulkemizde Denizli ve Gerze tavuk irklar1 olmak iizere iki adet yerli irk mevcuttur (Sekil
2.1; Sekil 2.2.). Bu wklarin disginda fazla taninmamakla beraber Ingiliz ve Amerikan
standartlarinda yer alan Sultan isimli tavuk ki da yer almaktadir (Tiirkoglu ve Sarica,

2004).

Denizli horozunu yerinde korumak amactyla TOB Denizli 1l Miidiirliigii Denizli
Horozu Uretme Ciftliginde yetistirilmekte ve korunmaktadir. Bu giftlikte Denizli
horozunun mevcut dort farkli hatt1 olan Pamuk Kiri, Pekmez Kefi, Demir Kir1, Al horoz ve
tavuk yetistiriciligi yapilmaktadir. Gerze tavugu, TOB Gerze Ilge Miidiirliigi Gerze
Tavugu Uretme Ciftliginde yetistirilmekte ve korunmaktadir. Ayrica Denizli ve Gerze
irklar1 TOB Lalahan Uluslararast Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi Miidiirliigiinde
koruma altima alinmistir. Denizli ve Gerze tavuklarina ait bazi verim degerleri Cizelge

2.1°de gosterilmistir.



‘Demir-kiri

Sekil 2.2. Gerze horozu ve tavugu (Kaya, 2008)



10

Cizelge 2.1. Yerli tavuk 1rklarinin bazi verim degerleri (Tiirkoglu ve Sarica, 2004)

Denizli Gerze
Yumurta Rengi Iri beyaz Iri beyaz
Canli Agirlik Horoz (42. giin) 3.5-4.0 kg 2.3 kg
Canl1 Agirlik Tavuk (42. giin) 2.7-3.2 kg 1.7 kg
Yumurta Verimi (Yillik ort.) 80-100 105.5
Tay rengi Horozlar; demir kir1, pamuk kiri, Parlak siyah tuylu
pekmez kefi, sarabi ve tavuklar
siyah
Kulakgik rengi Beyaz kulake¢ikl Uzunca beyaz
kulakgikli
Ibik Balta ibikli Catal ibikli

2.2. Avian Leukosis-Sarcoma Virus (ALV)

1920-1940 yillarinda ABD'de, ALV’ nin kanathi hayvan endiistrisindeki kayiplara
neden oldugu ve evcil hayvan &liimlerinin ana nedeni oldugu ortaya ¢ikmustir. Ozellikle
ABD'de 16kozu kontrol etmek amaciyla tarim kolejlerinde ve istasyonlarinda birgok
arastirma yapilmis, ancak sonuglarda ndérolymphomatozis (kiimes felci) ve buna bagh
olarak visceral lenfoma hastaligiyla karistirilmistir. Bununla birlikte, Marek hastaligi
olarak adlandirilan 1960'lar da bir herpes virlisunin neden oldugu ve bu 16kozlarin
retroviriislerin neden oldugu tiimorlerden farkli oldugu vurgulanmistir. Cesitli neoplastik
hastaliklardan kaynaklanan ciddi ticari kayiplara neden olan bu hastaliklar1 arastirmak icin
ABD Tarim Bakanhig tarafindan, 1939'da Michigan'daki East Lansing Bodlgesinde
Bolgesel Tavukguluk Arastirma Laboratuvart kurulmustur (daha sonra bu Avian Hastaligi
ve Onkoloji Laboratuvart adin1 almistir). 1959'da, Ingiltere'de Houghton Poultry Research
Station'da Peter Biggs tarafindan yonetilen bir LOkoz Deney Birimi kurulmustur (daha
sonra Hayvan Saglig1 Enstitlisii'ne katilmigtir). Bu laboratuvarlarin her ikiside, temel ve
uygulanmisg Avian Timor Virilisii arastirmalarinin merkezi haline gelmis ve birgok énemli
basar1 elde etmistir. Diinya genelinde ¢ok sayida arastirma grubunun kus l6kozu

aragtirmalaria buyuk katki sagladigi vurgulanmistir (Payne ve Nair, 2012).
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Kanatli hayvan endustrisinde ALV’nin neden oldugu kayiplar; cesitli timorleri
indikleyerek mortaliteyi arttirma, buyime geriligi, yumurta ve et Uretiminde azalmalar,
diistik kaliteli yumurta Uretimi, bagisiklik sisteminin baskilanmasi ve ekonomik kayiplarin
onemli nedenlerine birka¢ ornektir. Enfekte olmus kus sirtlerinde ciddi ekonomik
kayiplara neden olmustur (Fadly ve Nair, 2008; Mohamed vd., 2010). Artan ekonomik
kayiplarin yaninda, ALV enfeksiyonlart nedeniyle halk saghg: ile ilgili endiselerden
kaynakli az sayida da olsa rapor yayimlanmistir. Kiimes ciftliginde ¢alisan isgilerde ve
kuslarla temas etmeyen kisilerde ALV'ye karst antikor varligi tespit edilmistir (Jonhson
vd., 1995; Johnson, 2005). Spesifik patojen icermeyen kanatli hucrelerinde insanlar
Uzerinde kullanilan canli asilarda (kizamik, kabakulak ve sart humma) diisiik seviyelerde
ters transkriptaz aktivitesi arastirilmig, ancak asilarda ALV veya EAV sekanslarinin
enfeksiyoz virisinin varligina dair kanit bulunamamistir (Robertson vd. 1997; Tsang vd.,
1999).

AL/SV, Orthoretrovirinae ve Retroviridae familyalarinda Alpharetrovirus cinsinde
smiflandiriimaktadir (King vd., 2012; Elamurugan vd., 2015). ALV, Alpharetrovirus
cinsinin bir tiirtidiir, gesitli neoplastik ve neoplastik olmayan kosullarda morbidite ve
subklinik iiretim kayiplar1 nedeniyle 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktan sorumlu,
evcil tavuklar dahil olmak {izere birgok kus tiirlinde lenfoid l16koza (LL) neden olur (Sekil
2.3).

Sekil 2.3. ALV’nin neden oldugu bazi klinik belirtiler ve lezyonlar. (A) Karacigerdeki
lenfoid l6kosiz lezyonlari. (B) Bursa Fabricusta lenfoid 16kosiz tiimoérleri. (C) Tavuk
kafatas1 yiizeyindeki myeloid 16koz tiimorleri (Fadly ve Nair, 2008).
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AL/SV, dis kisimda virus kilifi ve iki adet lineer tek iplikli RNA molekilu ile ters
transkriptaz (reverse transcriptase) enziminden olusur (Sekil 2.4.). Genomun biiytkligi
yaklasik 7.3 kb'dir. RNA molekiilii 5°-3° ucundan itibaren ALV yapisal genleri olan
gag/pro-pol-env sckansi ile proviral DNA’da uzun terminal tekrarlari (LTR) bdlgesini
olusturmaktadir. Virion, gag/pro geni tarafindan kodlanan glikosillenmemis protein icerir,
bunlar; matriks proteinleri (p19, p10), kapsid proteini (p27) (Gag), nikleokapsit (p12) ve
proteaz’dir (p15). Pol geni ters transkriptaz (RT) ve integraz (p32) enzimlerini kodlar. Env
geni iki viral zarf glikoproteinini kodlar, bunlar; surface-yilizey (gp85) ve transmembrani
(gp37)’dir. Bu iki zarf proteini, virion glikoproteinleri adi verilen bir dimer olusturmak
Uzere birbirine baglanmaktadir (Fadly ve Nair 2008; Wang vd., 2012; Elamurugan vd.,
2015).

Transmembran Protein
Zarf (gp37)

Protein Kilift (gp85)

Ters Transkriptaz

Viral RNA

Protein Matriksi (p19,
p10)

Kapsid Protein (p27),
Gag

gag  pol env
— ¥
Matriks, Kapsid, Ters Glikoprotein Zarfi
Proteaz Transkriptaz,

Sekil 2.4. ALV’in Yapisi (Fadly ve Nair, 2008)

Uzun zaman alan kapsamli ¢alismalar sonucunda Avian Leukosis Virus reseptor
kullanimina, konak¢1 durumuna ve enfeksiyon ile etkilesim durumuna goére tanimlanmis
alt1 ana gruba ayrilmistir (Zhang vd., 2005). Bu alt gruplardan besi eksojen (ALVA’dan
ALVD' ya kadar ve ALVJ), diger alt grup olan ALVE ise endojen kus virtsidar.

Enfeksiy0z viriis partikiilleri olarak bulagsma gosteren ALV'lere eksojen viriisler ad1 verilir.
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Bu virGsler icerisinde eksojen virusler, enfeksiyoz viriis partikiilleri olarak bulasma
gosterirken endojen viriisler ise genetik materyal olarak tavugun kendi genomunda
bulunarak bulagsma gosterir. Endojen ve ekzojen retrovirlsler arasindaki fark ise, enfekte
edebilecekleri konakg1 hiicre tiplerine gore degismektedir. EKzojen virtsler sadece somatik
hlcrelerde yayilirken, endojen retroviriisler ise bir noktada konagin germ hatti hiicrelerini
enfekte edebilmekte ayrica stabil bir sekilde entegre edildiklerinde, konak¢r genomunun
geri kalaniyla birlikte Mendel tarzinda kalitim gosterdigi belirlenmistir (Nair ve Fadly,
2013).

Yaklasik 30 yil once bulunan endojen viral lokuslar1 ve daha yakin zamanda
kesfedilen orta derecede tekrarlayan EAV elementleri (Endojen Avian Viriisii) (Cui vd.,
2004), ART-CH (tavuk genomundan Avian Retrotranspozon) (Li ve Schat, 2004) ile
yiiksek oranda tekrarlayan CR1 (tavuk tekrari 1) elementlerini (Reinke vd., 2010) igerir.
Tavuklardaki endojen retroviriisler, Okaryotlarda bulunan sayisiz retroelemente
orneklerdir. Bazi1 geri doniisiimlerde, hiicresel olarak hareket edebilen genetik
elemanlardan  (transpozonlar) retrovirslerin  evrimindeki evreleri temsil ettigi
diisiiniilmektedir ve bazilarinin ise dejenere oldugu diistiniiliirken, mutasyonlar nedeniyle
enfeksiydz viriis liretme yetenegini yitiren eksojen retroviriislerin proviral formlarini

bulundururlar (Nair ve Fadly, 2013).

ALVE’nin, provirlslerde konak¢i kuslarin fizyolojik siireclerini modiile ettigi,
cogu tavuk genomunda bulunan ve normal hicresel genler olarak kalitsal olabildigi
diistiniilmektedir (Smith ve Benkel, 2009). Ayrica farkli ALVE 6geleri, eksiksiz, prototip
viral genomunun degisken kisimlarini korumakla beraber her bir proviriis i¢in, konukgu
genom icgerisinde konumunu, kendine 6zgl duruma getirir. Boylece ALVE entegrasyon
bolgesinin dogasina, proviral genomun tamligina ve lokusun ekspresyon seviyesine baglh
olarak konakg¢1 fizyolojisini module etme potansiyeline sahiptir. ALVE provirislerinin
Oonemi, tasiyict tavuklarin fizyolojisi iizerindeki etkilerinden kaynaklanmaktadir. Bazi
aragtirmalar, ALVE gruplarinin hastalik direnci iizerindeki etkilerini, 6zellikle de ALVE
tastyicilarinin eksojen ALV ile enfeksiyona verdigi yaniti belgelemistir (Gavora vd.,
1995). Yillar 6ncesinde tavuk embriyosundan enfekte olmamis hiicrelerde ALV gruplarina
0zgu (GS) antijeni bulundugunda tavuk hiicrelerinin endojen bir viriis varligi tespit edilmis

ve bu tespit edilmis viriisiin kaliimi bir gene dayandirilmistir. Gallus soyundaki toplam
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ALVE sayist heniiz belirlenememis ancak mevcut kanitlar 50'den fazla farkli ALV tip
endojen lokuslart oldugu bildirilmektedir. White Leghorn’larda ALVE genlerinin, DNA’da
22 eklenme bolgeleri tanimlanmis ve tavuklarin bir veya birka¢ ALVE genlerine sahip
olabildikleri gorilmistiir (Crittenden ve Salter, 1992). Bazi ALVE genleri, kalitsal
kromozomal lokasyonlarindan aktif olarak kopyalanirken, bazilari (6rnegin, ALVE])
kopyalanamamistir (Ka, 2009). Bu c¢alismada belirlenen ALVE'ler; ALVEL, ALVE2 ve
ALVE3 olmustur. ALVE1, 1. kromozom uzerinde, ALVE2, 2. kromozom (zerinde,
ALVES3 ise bircok mikrokromozom iizerinde bulunur. ALVE’ler LTR (Uzun Terminal
Tekrar1) retrotranspozonlar olarakta tanimlanir. Bu endojenler onkogeniktir. Ancak genel
olarak hem yumurtact hem de pili¢ tavuklarindan izole edilirler (Anderson vd., 1998).
Endojen viral genomun tamami mevcut oldugunda, hiicre spontan olarak veya Bromo
Deoksidridin (BrdU) gibi kimyasallar tarafindan indiiklendikten sonra ALVE alt grubu
uretebilirler. Bununla birlikte, ALVE lokus cevresinde genetik bir delesyona sahip olup,
bulasict viryonlar olusturmaz. Bu virusler eksik veya kusurlu oldugunda, mevcut genler
hiicrelerde fenotipik olarak eksprese edilebilir, ancak bulasic1 viriis iiretilmez. Bunun
nedeni, enfeksiydz virion tiretimi i¢in ihtiya¢ duyulan tam gen setinin bulunmamasindan
kaynaklanmaktadir (6rnegin, kusurlu EV3 lokusu ALVE alt grubu GAG ve ENV genlerine
sahiptir ve bu lokusu tasiyan hiicreler GS antijeni ve alt grup olan E viral zarf
glikoproteinleri igerir). Ayrica endojen virlislerde bulunan EV lokuslarinin (endojen
diizenleyici virts genleri) genetik sekanslari, hemen hemen butin normal tavuklarda tam
veya hatali genomlar halinde bulunur. Cok sayida EV lokusunun kromozomal lokasyonlari
belirlenmis (Matsuo vd., 1997) ve tavuk genom sekansinin mevcudiyeti genomik
lokasyonlarimin tanimlanmasini saglamistir. Bu belirlenmis EV lokuslari’nin somatik ve
germ hatt1 hiicrelerinde bulunup genetik olarak her iki cinsiyet tarafindan soy ve hatlarina
aktarildig1 tespit edilmistir. Tek basina ALVE endojen viriis grubu olup tavuktan civcive

dikey olarak bulasir (Fadly ve Nair, 2008).

ALV enfeksiyonuna karst ast mevcut degildir (Feng ve Zhang, 2016). Asi
gelistirme konusunda nispeten az aragtirma yapilmistir, c¢linkii asilama isleminin
immiinolojik toleransi indiikleyen dikey olarak bulasan bir viriise karsi etkili olmasi
muhtemel degildir (Sekil 2.5.). Bununla birlikte, erken temas enfeksiyonunu takiben
immiin enfeksiyonlarindan ziyade, ALVJ’nin tolerans gosterme egilimi civcivlerin erken

maruz kalmaya karst korunmasi i¢in ALVJ’ye karsi asilarin gelistirilmesine olan ilgiyi



15

arttirmistir (Payne ve Venugopal, 2000; Elamurugan vd., 2015). Yatay bulasmaya karsi

korunmak i¢in as1 olarak kullanilabilecek ALVA ve ALV i¢in zarf glikoproteinlerini ifade
edebilen bir rekombinant AL/SV firetilmistir (Lee vd., 2014; Elamurugan vd., 2015).
ALV icin bir reseptér tanimlanmis ve Na*/H* degistirici 1 (NHE1) oldugu belirlenmis

olmasma ragmen, viriis baglanimima izin vermeyen varyantlarin hiicresel direngleri

hakkinda heniiz bir bilgi bulunamamistir (Zimber vd., 1983; Elamurugan vd., 2015). ALV

hastaligina kars1 etkili bir as1 gelistirmek i¢in gesitli caligmalar yapilmis, inaktif ALVB

asis1 hazirlanmistir. Bu durum iyi kosullarda antikor titresinin tiretilmesini saglamistir (Li

vd., 2013; Elamurugan vd., 2015).
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bulasma, eksojen ALV enfeksiyonunun olasi sonuglari. Genetik bulasma endojen retroviriislerde

smirli sekilde bulagsma gosterir ( Fadly ve Nair, 2008).
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ALV’ye kars1 iki ana genetik direng tiirii, yani ALV enfeksiyonuna karsi genetik
direng ve 16kotik tiimorlerin gelisimine yonelik genetik direng tanimlanmustir. Ug otozomal
lokus olan; TVA, TVB ve TVC bagimsiz olarak, viriis reseptorlerinin varligini kodlayan
baskin, duyarlilik genleri ve bu reseptorlerin yoklugunu kodlayan resesif direng genleri ile
sirastyla ALVA, ALVB, ALVD ve ALVC alt gruplarinin enfeksiyona karsi duyarliligini
kontrol eder. Bu hipotezi kullanan molekiiler ¢aligmalar, sadece kodlayan gen Uzerinde
calismakla kalmamis aymi zamanda direngli ve hassas farklarin temelini de ortaya
koymustur. Viriis girisi i¢in tek bir islevsel reseptor allelin yeterli oldugu kanitlanmustir.
Ciinkii duyarlilik ve baskinlik genetik bir lokusun mevcut durumunu gostermektedir. Ilging
bir sekilde, ALV alt gruplarinin ortak bir atadan geldigi ve iliskili oldugu diisiiniilse de,
hicbir hiicresel reseptor belirgin sekans veya yapisal benzerlik gostermez (Rubin, 2011;
Elamurugan vd., 2015).

ALV enfeksiyonlarinin tavuklarda yasama orani, canli agirligi, yumurta sayisi ve
agirligl, kulugka verimi, dollilik ve cinsi olgunluk yasmi etkilediginden ekonomik
kayiplar1 ve bulagsmay1 engellemek igin siiriilerde ALV direngli genotiplerin belirlenmesi
onemlidir (Yu vd., 2012). Bir tek otozomal resesif gen olan ALVA virdsleri, in vitro ve in
vivo buylimesinde spesifik olarak hticresel direnci kontrol eder (Abdul-Careem vd., 2009).
Benzer sekilde, ikinci bir tek otozomal resesif gen olan ALVB virGsleri, karsi direnci
kontrol eder (Abujoub ve Coussens, 1997). Bu viral alt gruplara kars1 direng, fenotipik
seviyede bagimsiz oldugu belirlenmistir, ¢linkii dort direng¢ veya duyarlilik
kombinasyonunun her ikisini de bulundurur. Ancak yapilan calismalarin higbirinde bu

genlerin bagli veya bagimsiz oldugu durumu belirlenememistir (Nair ve Fadly, 2013).

Konake¢1 hiicrelerde ALVA’dan ALVE’ye kadar ki alt gruplarin viral girisini
engelleyen veya araci olan gruplara 6zgii yiizey reseptorlerini kodlamadan sorumlu ii¢ tane
otozomal tiimor viral (TV) lokusu belirlenmistir. TVA ve TVC sirasiyla, ALVA ve ALVC
virGsleri icin hucresel reseptorleri kodlar. TVC lokusunun tavugun 28. kromozomu
tizerinde oldugu belirlenmistir (Schmid vd., 2000; Elleder vd., 2004). ALVA alt grubu igin
reseptor 28. kromozom (zerinde bulunan TVA lokusu tarafindan determine edilir ve
fonksiyonu bilinmeyen (Gimeno, 2008; Barrow vd., 2001), diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptori (LDLR) ailesinin bir protein elemanini kodlamaktadir. Direng saglayan iki allel
tespit edilmistir. Bu allellerden ilki TVA*R, ALVA zarfina ¢ok diisik baglanma
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afinitesine sahip bir protein ile sonuglanan bir tek nikleotid mutasyonunu igerir. Diger
direng alleli olan TVA*R2, degistirilmis bir protein ile kodlama dizilimiyle sonuglanan,
baslangica yakin 4 nikleotid ekleme ozelligine sahiptir. ALVD ve ALVC nadiren agik
alanda yetistirilen siirlilerde goriilir. ALVC'ye diren¢ kazandiran TVC lokusu,
immiinoglobulin siiper ailesinin bir {iyesi olan butirofilinlerle homolojik 6zellige sahiptir.
Direncli allel, erken bir durdurma kodonu igerir ve bu nedenle tam ve islevsel bir reseptor

uretemez (Gimeno, 2008).

Otozomal TVB lokusunun daha kompleks bir lokus oldugu; ALVB, ALVD ve
ALVE igin reseptorleri kodladig tespit edilmistir (Weiss 1993; Barnard ve Young, 2003).
TVB lokusunun fonksiyonel olarak farkli allelleri tespit edilmistir: TVB*S1; bu (g virls
alt gruplari ile enfeksiyona izin verir; TVB*S3; ALVB ve ALVD’nin enfeksiyonuna izin
verir ve resesif TVB*R alleli; bu virtislerin herhangi birinin hiicreye girmesine izin vermez
(Weiss 1993). ALVB ve ALVD'ye 0zgu bir hiicresel reseptor olan timor nekroz faktoru
reseptoriiyle iligkili bir proteini sifreleyen bir tavuk geni olan CAR1't tanimlanmistir
(Abdul-Careem vd., 2006). Ayrica, hindilerde homologu tarafindan kodlanan bir protein
olan SEAR da tanimlanmigtir. CARL'in 6zelliklerine dayanarak, bunun TVB*S3 alleli
oldugu belirlenmistir (Brojatsch vd., 1996).

Bazi White Leghorn hatlarinda, TVA reseptor geninde 4 farkli genetik direngli
lokus (TVA*R1, TVA*R2, TVA*R3 ve TVA*R4) bulunurken, TVB reseptor geninde tek
bir genetik direncli lokus olan TVB*R bulunur.

2.3. TVB Lokusu

TVB lokusu ti¢ farkli alleli (TVB*S1, TVB*S3 ve TVB*R) transkribe eder. TVB*S1
veya yabani tip allel, her {i¢ alt gruba da duyarlidir; aksine TVB*S3 alleli ise, farkli bir tek
niikleotit mutasyonu sonucunda ALVE grubuna direng saglar. TVB*S1, ii¢ alt viral girisini
destekleyen ALVB, ALVD ve ALVE reseptorlerini kodlar. TVB*S3, ALVB ve ALVD alt
gruplarinin hiicreye viral girigini saglayan reseptorleri kodlar. TVB*R alleli ise DNA
dizilimi igindeki erken bir stop kodonu nedeniyle eksik bir reseptorii kodlar. Bununla
birlikte TVB*R'nin kodladig1 reseptor ALVB, ALVD ve ALVE alt gruplarinin hicreye
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viral girisini engeller. TVB proteinleri, timor nekroz faktorl reseptori (TNFR) ailesi
icerisinde yer alir. TVB, memelilerde TNF ile ilgili apoptoz indukleyen ligand (TRAIL)
reseptorleri DR4 ve DR5 (Adkins vd., 2001)'e benzeyen bir timdér nekroz faktorl reseptor
(TNFR) ile iligkili 6lum reseptoridir. Timor nekroz faktori reseptorii (TNFR) familyasi
ile ilgili olan bu reseptor i¢in bildirilen birkag allel vardir. Erken bir durdurma kodonu
ureten tek bir nlikleotid degisikligiyle, islev gostermeyen bir reseptdrle beraber (¢ alt gruba
da direng ile sonuglanir (Zhang vd., 2005).

TVB reseptoriiniin ayrica endojen alt grubu olan ALVE ile enfeksiyonu kontrol
ettigi belirlenmistir. ALV'ye karsi direng gostermesi, resesif genetik bir 6zellik ve
polimeraz zincir reaksiyonu teknikleri gibi direngli tavuk hatlarinin se¢imine yonelik
yaklagimlar ortaya konulmustur (Prukova vd., 2007). TVA ve TVB genlerinde tek
niikleotid polimorfizmi, ALV’ye direngli tavuk hatlar1 olusturmak i¢in ¢esitli tavuk
hatlarinda ¢alisilmistir (Liao vd., 2014).

Farkli reseptorleri kodlayan TVB allellerin ¢cDNA dizileri Kklonlanarak dizi
analizleri yapilmistir. Genbank''n AF161713, AF161712 ve AF507016.1 katilim
numaralarina dayanarak 172. (C/T) ve 184. (T/A) bazlarinda iki adet SNP (tek niikleotid
polimorfizmi) tespit edilmis ve buna goére TVB*S1, TVB*S3 ve TVB*R allelerini
molekiiler olarak ayirt etmek miimkiin olmustur. (Brojatsch vd., 1996; Adkins vd., 2001;
Klucking vd., 2002). Bu dizilim verilerine dayanarak (Zhang vd., 2005) yaptiklar1 ¢caligma
ile tavuklardaki biitiin TVB genotiplerini ayirt edebilmek i¢in her iki SNP'i kullanarak bir
polimeraz zincir reaksiyonu-kesilmis par¢a uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) yontemi
gelistirerek valide etmislerdir. Daha sonra TVB genotiplerini ayirt etmek igin DNA

sekanslama ve pyrosekanslama analizlerini gelistirmislerdir (Zhang vd., 2007).

2.4. Dizi Analizi

DNA sekanslama, belirli bir DNA veya RNA molekiliinde bulunan niikleotidlerin
dizilimini belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Poliniikleotid zincirlerindeki niikleik
asitlerin dizilimleri canlilarin kalitsal o6zelliklerine iliskin bilgileri icermektedir.

Dolayisiyla bu dizileri belirlemek biyolojik arastirmalar i¢in biiyilk dnem tasimaktadir.
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DNA dizilerini belirlemek igin birgok ¢alisma yapilmustir. ilk dizileme cabalari tek iplikli
RNA bakteriyofajlarinin genomlar1 {izerine yogunlagsmistir. Bu genomlarin tamamlayici bir
iplige sahip olmamasi ve Okaryotik genomlara goére ¢ok daha kisa olmalari nedeniyle
dizilemek icin oldukca elverisli oldugu disiiniilmistiir (Rajabzadeh vd., 2010). 1976
yilinda tek iplikli bir RNA viriisii olan bakteriyofaj MS2’nin tiim genomu dizilenmistir
(Gao vd., 2012). 1977 yilinda dizileme yontemleri ile molekiiler biyoloji biliminde doniim
noktasi olusturan iki makale yayimlanmistir. Bunlardan birincisi Maxam-Gilbert yontemi
olarak bilinen DNA dizilerinin ¢esitli kimyasal reaksiyonlar ile boliinmesi ve reaksiyon
urtnlerinin jel elektroforezi ile ayrildigi bir yontemdir (Maxam ve Gilbert, 1977). Daha
yaygin kullanim alani bulan ve otomasyona uygun olan diger yontem ise Sanger
yontemidir. Sanger dizileme, DNA dizisinin polimerizasyonunu spesifik bir sekilde

sonlandirilmasina neden olan ddNTP’lerin kullanildig1 bir yontemdir (Sanger vd., 1977).

Sanger’in zincir sonlandirma teknigi, DNA iplikciklerinin monomerleri olan
deoksiriboniikleotitlerin (ANTP’ler) kimyasal analoglarini kullanir. Dideoksinikleotitler
(ddNTP’ler), DNA zincirlerinin uzatilmasi igin gereken 3’ hidroksil grubundan yoksundur
ve bu nedenle, bir sonraki dNTP’nin 5’ fosfat ile bir bag kuramazlar (Avakian vd., 2007).
Radyo-etiketli ddNTP’lerin, standart dNTP’lerin konsantrasyonundan daha az yogunlukta
bir DNA uzatma reaksiyonuna karigtirilmasit sonucunda, ddNTP’lerin iplik¢ik uzadikca
rastgele dahil edildiklerinde, ddNTP’leri daha fazla ilerlemeyi durdurarak Uretebilecek her
uzunluktaki DNA ipligiyle sonuglanir. Her bir ddNTP bazini igeren dort paralel reaksiyon
gerceklestirerek ve sonuglarin bir poliakrilamid jelde kosturulmasiyla, ilgili sablonda bir
radyoaktif bant olusacagindan, orijinal sablondaki niikleotit dizisinin ne oldugunu ortaya

cikarmak igin otoradyografi kullanilir ( Artuso vd., 2012; Darcan ve Tiirkyilmaz, 2017).

2.5. TVB Lokusu hakkinda yapilan ¢calismalar

Marmara bdolgesinde bulunan damizlik etlik pilic ve etlik pilic ALVJ spesifik
antikorlarin varlig: ticari ELISA (IDEXX) kiti kullanilarak yapilan aragtirmada damizlik
etlik piliglerin %76’sinda ALV spesifik antikorlar olarak belirlenmistir (Turan ve Yilmaz,
2005).
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Tavuklardaki biitiin TVB genotiplerini ayirt edebilmek i¢in bu lokusta tespit edilen
her iki SNP’1 kullanarak bir PCR-RFLP yontemi gelistirilerek valide edilmistir (Zhang vd.,
2005). Dizi analizine dayali olarak gelistirilen Pyrosequencing yontemi kullanilarak
yapilan ¢alismada 36 et¢i ve 16 yumurtaci tavuk hatlarindan farkli sayilarda toplam 3035
tavuktan alinan DNA oOrnekleri ile yapilan aragtirmada (Zhang vd., 2007) g¢esitli
poplilasyonlarda TVB*R allelinin varlig tespit edilmistir. Yapilan ¢alismadaki et¢i hatlarin
%83'0 TVB*S1/S1, %3U TVB*R/R ve %l14'i TVB*S1/R allellerini tasidiklari
belirlenmistir. Yumurtact hatlarin %44'0Unin TVB*S1/S1, %15'inin TVB*R/R allellerine

sahip olduklar1 gézlemlenmistir.

Cin'in iki yerli tavuk 1rk1 ve 2 White Leghorn popiilasyonunda 258 tavuk arasinda
pyrosekans yontemi kullanilarak yapilan bir ¢alismada WL popiilasyonunun birinde
TVB*R/R genotipinin frekansi 0.529 olarak tespit edilmistir. Yerli Cin wrklaridan birinin
TVB*S1/S1 bakimindan homozigot oldugu goriilmiistiir. Yerli irklar arasinda sadece bir

tavukta TVB*S1/R genotipi tespit edilmistir (Yang vd., 2011).

Cin'de dokuz yerli tavuk irki ve White Leghorn irkinda toplam 459 tavuk iizerinden
yapilan baska bir caligmada TVB lokusunun genetik varyasyonu dizileme yontemi
kullanilarak belirlenmistir. Arastirma sonucunda 9 irk arasinda sadece iki irkta TVB*R
alleli tespit edilmis, frekansi ise White Leghorn'da 0.44 ve Tibet tavuk irkinda 0.11
hesaplanmigtir. Caligmada yaygin goriilen allelin TVB*S1 alleli oldugu belirlenmistir.
Ayrica yapilan sekans analizi sonucunda yeni bir mutasyon tespit edilmis (G—T), buna
TVB*S' denilmis ve Tibet tavuk 1rki hari¢ diger Cin yerli irklarinda TVB*S1/S' allelleri
gorildigii rapor edilmistir (Yu vd., 2012).

Hindistan'da yapilan bir ¢alismada White Leghon hattinda TVB*S1 ve TVB*S3
allelleri, yerli Kadaknath tavuklart TVB*S1 alleline sahip oldugu belirlenirken TVB*R
alleli tespit edilmemistir. Kadaknath tavuklarimin TVB*S1 alleli bakimidan homozigot

oldugu tanimlanmistir (Project Directorate on Poultry in India, 2013).

On yerli Cin 1rki ile 15 ticari et¢i tavuk irkindan toplam 1428 tavuk ile yiiriitiilen
bagska bir calisma pyrosekans yontemi kullanilarak TVB*S1, TVB*S3 ve TVB*R
allellerinin frekanslar1 sirasiyla 0.71 ile 0.91; 0.00 ile 0.09; 0.04 ile 0.29 arasinda tespit



21

edilmistir. Yirmi bes irk arasinda 11 irkin TVB*S1 alleli bakimindan homozigot oldugu,
on irkta direng alleli olan TVB*R alleli goriilmiistiir (Liao vd., 2014).

Tiirkiye yerli tavuk 1rklar1 olan Denizli ve Gerze tavuklarindaki TVB genotiplerini
belirlemek i¢in PCR-RFLP yontemi kullanilarak yapilan ¢alismada hem Gerze hem de
Denizli irkinda, TVB*S1 alleli yaygin ve TVB*S3 alleli nadir olarak goriilmiistiir. TVB*R
alleli, Gerze populasyonunda seyrek olarak goriiliirken Denizli horozu popiilasyonlarinda
tespit edilememistir. TVB*S1, TVB*S3 ve TVB*R'nin allel frekanslar1 sirasiyla Gerze
tavuklarinda 0.96, 0.02 ve 0.02, Denizli horozlarinda sirastyla 0.98, 0.02 ve 0.00 olarak
hesaplanmistir (Kaya, 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu arastirma, Eskisehir Osmangazi Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal

Biyoteknoloji Bolimi Molekiiler Genetik Laboratuvarinda yiiriitiilmiistUr.

Yapilan ¢alismada Tirkiye yerli tavuk irklart olan Denizli ve Gerze
populasyonlarinda 175 tavuktan aliman kan ornekleri materyal olarak kullanilmistir. Bu
calisma, aliman kan d&rneklerinden genomik DNA molekulunin izole edilmesi, TVB
lokusunun PCR ile ¢ogaltilmasi ve PCR Uriinlerinin dizi analizi yapilarak mutasyonlarin

belirlenmesi asamalarini igermektedir.

3.1. Materyal

3.1.1. Hayvan materyali

Yapilan bu ¢aligmada hayvan materyali olarak, Cizelge 3.1.’de verilen TOB Denizli
11 Miidiirliigii Denizli Horozu Uretme Istasyonu (Denizli) ve Gerze Ilge Miidiirliigii Gerze
Tavugu Uretme Istasyonu’nda (Sinop) bulunan Denizli ve Gerze rklarina ait
populasyonlardan kan 6rnekleri alinmistir. Denizli irkinin mevcut dort farkl tipinin horoz
ve tavuklarindan 148 ve Gerze irkinin farkl tipi olmadigi ig¢in 27 horoz ve tavuklarindan

(populasyonun tiim mevcudundan) kan 6rnegi alinmistir (Cizelge 3.1.).
3.1.2. Arag ve geregler
Aragtirmanin yiiriitilmesinde Eskisehir Osmangazi Universitesi Ziraat Fakiiltesi

Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii Labaratuvarinda mevcut bulunan ve Ek A’da agiklanan

arag ve gerecler kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan irklar, varyete, ornek sayisi ve drneklerin alindigt

isletmeler
Irk Varyete Ornek Sayis1  Orneklerin Alindig isletmeler
Denizli Horozu Pamukkir 30
Denizli Horoz Demirk .
¢ orozu et 30 TOB Denizli il Midiirligii Denizli
Denizli Horozu Al 22 Horozu Uretme Istasyonu (Denizli)
Denizli Horozu Pekmezkefi 28
Denizli Tavuklari - 38
Gerze Horozlar _ 4 ‘
TOB Gerze llge Miidirlugii Gerze
Gerze Tavuklar _ 23 Tavugu Uretme Istasyonu (Sinop)
Toplam 175

3.1.3. Tampon ¢ozeltiler

DNA molekiillerinin izolasyonu, PCR optimizasyonlarmin yapilmasi, agaroz

jellerin hazirlanmasi ve elektroforez islemlerinin yapilmasinda kullanilan ¢ozeltiler Cizelge

3.2’de verilmistir.



Cizelge 3.2. Calismada kullanilan tampon ¢6zeltilerin molaritesi/miktar1 ve igerikleri
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Tampon Cozelti Molarite/Miktar Icerik
- 0.32 M/10.95 g Siikroz
Eritrosit Lisis 10 mM EDTA / 2ml EDTA
5 mM MgCl,/0.0476 g MgCl,
Fizvoloiik 75 mM NaCl /0.4383 g NaCl
yoloJ 25 mM EDTA /5 ml EDTA
o 500 mM Tris-HCI1/7.882 g Tris-HCI
Lisis TE 10 mM NaCl / 0.058g EDTA
20 mM EDTA /4 ml NaCl
TE (Tris-EDTA) 10 mM Tris Tris
1 MmEDTA EDTA
6M NaCl 5.64 gr NACI NaCl
10 ml’ye tamamlanir Deiyonizebd HZO
Gliserol 60 ml Gliserol
. 250 mg Bromfenol mavisi Bromfenol mavisi
DNA Loading Dye 10x 100 ml | 1yjs 150 mm / 33 ml (ph7.6) EDTA

bdH20 7 ml

Deiyonizebd H.O

10x TBE Elektroforez/Jel Y Deiyonizebd HZO
Tampon cozeltisi 28 ml igxgl'uBE Tris Borik asit

100 mi 0.5 M EDTA (pH 8,0)
1x TBE Elektroforez/Jel Tampon | 10 ml 1x TBE 10x TBE

Gozeltisi 100 ml 90 ml Saf Su Deiyonizebd HZO

3.2. Yontem:

3.2.1. Kan orneklerinin alinmasi

DNA izolasyonu i¢in tavuk ve horozlardan tek kullanimlik ve steril enjektorler

kullanilarak tavuklarin kanat alt1 toplardamarindan antikoagiilantli (EDTA igeren) tiiplere

2-5 ml kan 6rnegi alinmigtir. Hayvanlardan alinan kanlar laboratuvara getirilip, genomik

DNA izolasyon islemine kadar -20 °C’de saklanmuigtir.
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3.2.2. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA molekilinin izole edilmesinde Miller vd., (1988) tarafindan
belirtilen DNA izolasyon protokoli laboratuvar ortaminda asagidaki sekilde
uygulanmigtir.

1. -20 °C’de muhafaza edilen kan Ornekleri ¢6ziilene kadar oda sicakliginda (23- 25 °C)
bekletilmistir.

2. Her bir kan 6rneginden 500 pl alinarak 1.5 ml’lik ependorf tiip i¢ine konulmustur.

3. Orneklerin iizerine 1.000 pl Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi ilave edilmis ve kisa bir
siire vorteksle iyice karistirilarak 10 dakika oda sicakliginda bekletilmistir.

4. Bekletme suresinin sonunda drnekler 5.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

5. Ependorf tiiplerin iist kisminda toplanan sivi kisim (siipernatant) dikkatli bir sekilde
uzaklastirilmistir. Dipte kalan peletlerin (hiicre kismi) rengi gozlenerek peletlerin rengi
beyaz olana kadar Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi ile tekrar (en fazla 3 defa) muamele
edilmistir.

6. Peletlerin iizerine 1.000 pl Fizyolojik Tampon Cozeltisi eklenmis ve kisa bir siire
karigtirilmastir.

7. Ornekler 4.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda sivi kisim
dikkatli bir sekilde tekrar uzaklastirilmistir.

8. Peletlerin Uzerine 600 pl Lisis TE Tampon Cozeltisi eklenmis ve peletlerin iyice
¢Ozilinmesi saglanmistir.

9. Cozulen peletlerin tizerine 100 ul SDS (%10’luk) soliisyonu ve 7.5 pl proteinaz K (10
mg/ml) eklenerek hafif¢ce karistirilarak ve 37 °C’de 12 saat su banyosunda tutulmustur.
Inkiibasyon siiresince drnekler her 15 dakikada bir hafifge karistirilmistir.

10. Inkiibasyondan ¢ikarilan érneklerin {izerine 200 ul 6M NaCl Cézeltisi eklenmis ve 15
dakika vorteksle iyice karigtirildiktan sonra 6rnekler, 14.000 rpm’de 10 dakika santrifdj
edilmistir.

11. Santriflij sonunda iistte kalan ve DNA molekiillerini iceren sivi kisim yeni bir ependorf
tiip icine koyulmustur.

12. Ornekler 14.000 rpm’de 10 dakika tekrar santrifij edilerek tuzun tamamen

uzaklastirilmasi saglanmis iistte kalan sivi kisim, yeni bir ependorf tiip i¢ine konulmustur.
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13. Ornekler iizerine 6rnek hacminin iki kat1 hacimde (yaklasik 1.000 ul) %99.9’luk saf
etil alkol (-20 °C’de muhafaza edilen) ilave edilmistir.

14. Etil alkol ilave edildikten sonra ependorf tiipti DNA iplik¢ikleri kiimelesinceye kadar
4-5 Kkez hafifce karistirtlmastir.

15. Kiimelesen DNA iplikgiklerinin tiiplin dibine ¢okmesi igin tiip 3.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edilmistir.

16. Santrifiij sonunda etil alkol uzaklastirilarak tiipiin dibine ¢6kmiis olan DNA peletlerinin
uzerine 1.000 pl %70’1ik etil alkol ilave edilerek 5.000 rpm’de 5 dakika santrifuj
edilmistir.

17. Santrifiij isleminden sonra tiipiin istiinde yer alan alkol uzaklagtirilmigtir.

18. Tiip icindeki alkoliin tamamen uzaklagmasini saglamak amaciyla 6rnekler, ¢eker ocak
icinde kurumaya birakilmistir.

19. Tamamen kuruyan Ornekler Gzerine 500 pl deiyonize bdH,O ilave edilerek DNA

peletlerinin ¢6ziilmesi i¢in bir gece buzdolabinda +4 °C’de bekletilmistir.

21. Orneklerden izole edilen genomik DNA molekiillerinin tek parca olup olmadiklarmin
(kirilip kirilmadiklarinin) kontrolleri %2’lik agaroz jellerde yapilmistir.

22. Genomik DNA izolasyonunun miktar ve saflik kontrollerinin yapilmasinda Nano Drop
Spektrofotometre (ND 1000)’den yararlanilmis ve elde edilen veriler bilgisayar ortamina

aktarilmistir.
3.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hiicrede normal sartlar altinda gerceklesen dogal DNA ¢ogaltiminin laboratuvar
sartlarinda (in vitro) ozel aletler (termal cycler) yardimi ile gergeklesmesi olayina
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR: Polymerase Chain Reaction) denilmektedir. Burada
nikleik asit dizilerinin kalip DNA'ya gore ¢ogaltilmasi gergeklestirilmektedir. Bu siirecte
komplementerlik temelinde eksenlerin (kalip DNA/primer) eslenmesi ve hizli bir sekilde
yeni eksen sentezi yapildigindan, ¢ok az miktardaki DNA molekiiliinden kisa bir siire
icinde cok sayida hedef DNA molekiiliiniin sentezlenmesi gerceklesmektedir. Yapilan
aragtirmada, TVB gen bolgesinin ¢ogaltilmasi amaciyla igerigi Cizelge 3.3’de verilmis
olan primerden (Laboratuvarimizda M. Kaya tarafindan dizayn edilmistir) yararlanilarak

Cizelge 3.4’de verilen PCR dongiisii kullanilmstir.
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Cizelge 3.3. Kullanilan primer ¢ifti.
F:5'ATG AACTCATACTTCTTTCCATTCC 3
R: 5" ATG CAC CCA AACCCT CCCAGTCC 3

TVB 385

Cizelge 3.4. PCR Programu.

94 °C — 5 dk On Denatiirasyon
94 °C — 1dk Denaturasyon
60 °C — 1 dk 35 Dongil Annealing

72 °C — 1dk Extension

72 °C — 10 dk Son Extension

Aragtirmada, bir 6rnek i¢in toplam hacim 50 ul olacak sekilde igerigi Cizelge 3.5°de
verilen PCR reaksiyon ¢ozeltisi hazirlanmistir. PCR igleminin tamamlanmasindan sonra
TVB lokusunun 385 b¢ genetik kusurun meydana geldigi gen bdlgesinin g¢ogaltilip
cogaltilmadigimin kontrolii i¢in %?2’lik agaroz jeller kullanilmistir. PCR iiriinlerinin

kontrolinden sonra hizmet alim1 yoluyla yapilan DNA dizi analizi islemine ge¢ilmistir.

Cizelge 3.5. PCR Reaksiyon Cozeltisinin Igerigi

1x’lik PCR Reaksiyon Karigimi Miktar (ul)
DNA 3
10x PCR Tamponu 5
2,5 mM MgCI2 5
dNTPs (2 mM her birinden ) 5
Primerler Forward
Reverse
bdH20 29.75
Taq Polimeraz Enzimi 0.25
Toplam 50
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Reaksiyonlar toplam 3 ul DNA (50-100 ng) + 47 ul PCR karisimi (mix) olacak
sekilde 50 pl hacimde 200 pl’lik PCR tiiplerinde yapilmistir. PCR uygulamalari
Thermofisher Scientific Thermal Cycler marka cihazda yiiritiilmiistiir. Cihazin kapak
sicakligi 105° C olacak sekilde PCR programi ayarlanmistir. Bu uygulamanin amacit PCR
sirasinda  reaksiyon  karigimmin  tliplerden  buharlagmasim engellemektir.
Amplifikasyonlarda kullanilan reaksiyon kosullar1 ve dongiisii Cizelge 3.5’¢ gore

yapilmustir.

Jel elektroforezi, makromolekilleri buyiklik, elektrik yiki ve diger fiziksel
ozellikler temelinde ayiran bir yontemdir. Elektroforez terimi, elektrik akimi etkisi altinda
yuklu partikillerin hareketini agiklamaktadir (Ascioglu vd., 2002). Bundan dolayr TVB
genotiplerin PCR iiriinlerinde elektroforez islemi i¢in %2’lik agaroz jeller kullanilmistir.
Elektroforez cozeltisi olarak Cizelge 3.3’de igerigi verilen 1x Elektroforez/Jel Tampon
Cozeltisi kullamlmistir. Elektroforez cozeltisi énce 10x Elektroforez/Jel Stok Tampon
CO0zeltisi olarak hazirlanmistir (Cizelge 3.3). Hazirlanan bu stok soliisyonu deiyonize su ile
10 katt kadar sulandirilarak (1x TBE Elektroforez/Jel Tampon Cozeltisi) hem jelin
hazirlanmasinda hem de elektroforez tampon ¢6zeltisi olarak kullanilmigtir. Jelin
hazirlanmasi i¢in 100 ml, elekrolit ¢ozeltisi olarak da 1000 ml 1x TBE Elektroforez/Jel

Tampon Cozeltisi kullanilmigtir.

PCR islemleri tamamlandiktan sonra, PCR Urunlerinin elektroforetik ayrimi igin
%2’lik agaroz jel (Sigma Agarose Basica LE) kullanilmistir. Agaroz jel hazirlig i¢in; 4 gr
agaroz tartilip, 500 ml’lik erlenmayerin igine konmus ve lizerine 200 ml 1x TBE
Elektroforez/Jel Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.3.) eklenerek hazirlanmigtir. Hazirlanan
cozelti icerisinde agaroz karistirildiktan sonra jel tampon ¢ozeltisi mikrodalga firmin da
250- 300 °C’de 3- 5 dakika kaynatilarak eritilmistir. Jel kaynatildiktan sonra 60° C’ye
kadar sogutulup tiizerine 7.5 ul Safeview (ABM, Kanada) ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Hazirlanan jel 8x20x0,8 cm ebatlarinda olan jel tablasina dokiilmiis ve tablaya 20
kuyucuklu tarak yerlestirilerek oda sicakliginda sogumasi saglanmistir. Jel donduktan
sonra tarak kuyulara zarar vermeden ve jeli yirtmayacak bir sekilde dikkatlice

cikartilmigtir. Hazirlanan jel 1x TBE Elektroforez/Jel Tampon Cozeltisi ile dolu olan yatay
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elektroforez tankina yerlestirilmistir. Jel tanka yerlestirildikten sonra zerini kaplayacak

sekilde 1x TBE Elektroforez/Jel Tampon Cozeltisi ilave edilmistir.

PCR fiirtinlerinden 15 pl alinarak parafilm Uzerine konulmus ve {izerine 3 pul DNA
Yiikleme Tampon Cozeltisi (Cizelge 2.3.) eklenmistir. Orneklerin jele yiiklenmesinden
once PCR urinlerinin tiiplerin kenarlarina yapisma ihtimalini azaltmak i¢in bu karigim 3-5
sn mikrosantrifiijde 3.000 rpm’de santrifiij edilmistir. Hazirlanan karisimlar kuyucuklardan
tasmayacak sekilde dikkatle yiiklenmistir. PCR tirtinlerinin biiyiikliiklerinin ayrimi i¢in 100
b¢’lik (Fermentas® GeneRuler SMO241) standart DNA markeri (DNA Ladder)
kullanilmstir. Elektroforez islemi, 125 V’de 45 dakika yiiriitilmiistiir.

Elektroforez iglemi tamamlandiktan sonra, PCR iiriinlerinin gorintulenebilmesi igin
jel elektroforez tankindan g¢ikarilmis ve Jel Goruntileme Analiz Sisteminde (Kodak Gel

Logic 200) fotograflar1 ¢ekilerek elde edilen goriintiiler bilgisayar ortamina aktarilmistir.

3.2.4. Dizi Analizi

PCR orneklerinin temizligi ve DNA sekanslama uygulamalari Afyon Kocatepe
Universitesi  Veteriner Fakiiltesi Medikal Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal
Laboratuvarinda hizmet alimi seklinde yapilmistir. Bu islemler yiiriitiiliirken PCR {iriinii
temizleme PCR clean-up (Macherey-Nagel, Almanya) adli kit ve DNA dizi
analiz  BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit adli ticari kitle ABI 3500

cthazinda yapilmstir.

3.2.5. Genotiplerin Belirlenmesi ve Gen Frekanslarimin Tahmin Edilmesi

Aragtirmada elde edilen PCR urunlerinin dizi analizi yapilarak TVB lokusunun
172. ve 184. nukleotidindeki mutasyon arastirilmistir. Yapilan PCR sonucunda hayvanlarin
cogaltilan DNA bolgesindeki mutasyon dizi analizi yontemi kullanilarak tespit edilmistir.
DNA dizi analizi sonucunda hayvanlarin genotipleri belirlenmis ve gen frekanslar

hesaplanmustir.
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Tavuklarda TVB genotiplerinin frekansi ve standart hatalarin hesaplanmasinda gen
sayma (counting the number of genes) yonteminden yararlanilmigtir (Nei, 1987). Cunkdi
muhtemel olan tim genotipler belirlenmis olup, gen frekanslarinin hesaplanmasinda
asagidaki formiil kullanilarak bu genotiplerden yararlanilmistir. Gen frekanslar

hesaplanirken PopGene programindan faydalanilmistir.

ChH+ 1)
2N

FA-F)
S T

Pi : i’inci allelin frekansi

P=

f1 : i’'inci allel bakimindan homozigot genotipli bireylerin sayisi
f2 : 'inci allel bakimindan heterozigot genotipli bireylerin sayisi
N : 'inci lokus bakimindan toplam birey sayisi

Sp : 'inci allel frekansinin standart hatasi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Genomik DNA izolasyonu

Denizli irkinin horoz ve tavuklarindan 148 06rnek, Gerze irkinin horoz ve
tavuklarindan 27 Ornekte kan Ornegi alinmis, genomik DNA salting out yontemi
kullanilarak izolasyonu yapilmistir. izole edilen gDNA’larin miktar ve saflik kontrolleri
spektrofotometrede 260/280 nm dalga boyunda kontrol edilmis ve elde edilen miktar ve
kaliteleri Cizelge 4.1°de verilmistir. DNA izolasyonu sonucunda elde edilen DNA
ornekleri agaroz jelde kontrol edilmistir. Bazi Orneklerin jel goriintiisii Sekil 4.1°de

verilmistir.

- b -
NK 98 54 100 58 141 'R0 105 “S7YSSN2SSIEEIIOSG WISNNI00T 45 86 174

N~ — 2‘4,?”'&;# |

e )

Sekil 4.1. izole edilen genomik DNA’larim %2’lik agaroz jellerindeki goriiniimii
(NK: Negatif Kontrol)
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Cizelge 4.1. Tavuk materyallerinden saflagtiritlan DNA’larin miktar ve kaliteleri (G: Gerze;

D: Demirkiri; PK: Pekmezkefi; P: Pamukkirt; A: Al; T: Denizli tavugu)

Kod ng/ul | 260/280 | 260/230 Kod ng/ul | 260/280 | 260/230 | Kod ng/ul | 260/280 | 260/230
Gl 160 191 2,27 PK1 182 1,89 2,39 P1 144 1,91 2,33
G2 253 1,87 2,31 PK2 54 1,73 2,27 P2 75 1,85 2,21
G3 182 1,85 2,22 PK3 248 1,9 2,42 P3 222 1,84 2,34
G4 257 1,81 2,36 PK4 221 191 2,41 P4 285 1,88 2,31
G5 204 1,9 2,25 PK5 277 1,89 2,42 P5 285 1,88 2,36
G6 228 19 2,23 PK6 156 19 2,33 P6 194 191 2,39
G7 178 1,88 2,29 PK7 250 1,88 2,43 p7 166 1,91 2,38
G8 161 191 2,18 PK8 156 1,88 2,36 P8 129 1,88 2,31
G9 249 1,93 2,09 PK9 185 1,91 2,39 P9 263 1,89 241
G10 256 1,86 2,38 PK10 228 1,89 2,4 P10 252 1,89 24
Gl1 284 1,85 2,04 PK11 215 1,89 2,42 P11 176 1,92 2,34
G12 148 1,9 2,05 PK12 225 1,89 24 P12 273 1,87 2,2
G13 282 1,88 2,24 PK13 66 1,38 1,25 P13 249 1,91 2,38
Gl4 147 1,92 2,16 PK14 123 1,88 2,31 P14 108 1,88 2,3
G15 141 1,86 2,35 PK15 123 1,88 2,35 P15 128 1,88 2,29
G16 92 1,86 2,14 PK16 127 1,87 2,38 P16 209 1,92 2,36
G17 223 1,91 2,22 PK17 240 1,9 2,38 P17 142 1,84 1,6
G18 193 1,89 2,19 PK18 266 1,88 2,39 P18 203 1,88 2,34
G19 153 1,86 2,3 PK19 158 1,87 2,36 P19 285 1,94 1,91
G20 141 1,86 2,3 PK20 51 1,76 2,22 P20 137 1,89 2,38
G21 263 1,88 2,34 PK21 21 1,76 2 P21 129 1,88 2,38
G22 246 1,8 1,99 PK22 265 1,88 2,44 p22 195 1,86 2,31
G23 91 1,89 2,12 PK23 180 1,85 2,39 P23 253 1,89 2,37
G24 141 1,88 2,23 PK24 121 1,88 2,31 P24 250 1,92 2,37
G25 150 1,92 2,31 PK25 131 1,88 2,33 P25 212 1,86 2,34
G26 139 1,89 2,28 PK26 138 1,88 2,32 P26 163 1,88 2,31
G27 169 1,85 2,1 PK27 179 1,89 2,35 P27 179 1,89 2,37
D1 137 1,84 2,34 PK28 135 1,8 2,28 p28 245 1,89 2,42
D2 189 1,84 2,22 T138 221 1,9 2,22 P29 170 1,89 2,32
D3 214 1,87 2,36 T139 217 1,91 2,22 P30 218 1,88 2,34
D4 197 1,89 2,42 T140 109 1,89 2,24 Al 84 1,86 2,29
D5 116 1,9 2,34 T141 90 1,88 2,15 A2 243 1,88 2,4
D6 132 1,91 2,4 T142 70 1,86 2,01 A3 262 1,89 2,39
D7 175 1,88 2,38 T143 131 1,91 2,19 Ad 153 1,89 2,34
D8 107 18 2,18 T144 101 1,87 2,19 A5 189 1,94 2,33
D9 269 1,89 2,38 T145 115 1,91 2,14 A6 257 1,88 2,39
D10 147 1,83 2,38 T146 184 1,74 1,84 A7 107 1,87 2,36
D11 230 1,88 2,32 T147 109 1,91 2,14 A8 97 1,86 2,27
D12 142 1,9 2,32 T148 110 1,9 2,28 A9 265 1,89 2,43
D13 233 1,92 2,38 T149 182 1,9 2,36 Al10 197 1,91 2,37
D14 245 1,89 2,35 T150 102 1,88 2,33 All 215 1,86 2,27
D15 215 1,88 2,35 T151 125 1,82 1,95 Al2 271 1,92 2,4
D16 61 1,86 1,93 T152 54 1,85 2,08 Al3 196 1,9 2,39
D17 241 1,84 2,12 T153 167 1,92 2,34 Al4 247 1,89 2,37
D18 234 1,9 2,41 T154 94 1,89 2,2 Al5 99 1,91 2,29
D19 126 1,9 2,35 T155 108 1,9 2,31 Al6 175 1,88 2,39
D20 180 1,9 2,38 T156 142 1,88 2,04 Al7 192 1,88 2,39
D21 264 1,9 2,38 T157 136 1,89 2,32 Al8 165 1,88 2,38
D22 235 1,89 2,39 T158 199 1,87 2,38 Al9 121 1,88 241
D23 195 1,89 2,33 T159 153 1,92 2,22 A20 216 1,92 2,36
D24 147 1,87 2,32 T160 169 1,88 2,31 A21 118 1,85 2,29
D25 96 1,85 2,3 T161 284 1,9 2,33 A22 214 1,9 2,42
D26 194 1,9 2,31 T162 132 1,88 2,28 T166 129 1,91

D27 263 1,89 2,35 T163 196 1,9 2,28 T167 115 1,91 2,31
D28 157 1,89 2,36 T164 151 1,91 2,34 T168 52 1,46 0,64
D29 165 1,88 2,33 T165 254 1,9 2,21 D30 179 1,89 2,38
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Yapilan bu caligmada DNA saflastirilmast i¢cin DNA salting out yontemi
kullanilirken, TVB lokusununaki polimorfizmleri belirlemek i¢in yapilan bazi ¢caligmalarda
(Yang vd., 2011; Yu vd., 2012; Liao vd., 2014; Kaya, 2018) fenol-kloroform yontemiyle
DNA izole edilmistir. DNA miktar1 spektrofotometre ile dlgiilerek PCR ¢alismasinda 50-
100 ng gDNA kullanilmistir.

4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
PCR uygulama sonrast 385 bg¢ (Sekil 4.2.) uzunlugunda PCR firiinleri elde

edilmistir. Tum 6rneklerdeki 385 b¢ PCR uriinii agaroz jelde kontrol edildikten sonra dizi

analizi i¢in ilgili firmaya gonderilmistir.

63 64 141 109 86 47 172 83 73" 1 119 92 65 49 153 48 135 76 131 84
P . . -~ %

-y

51 147 159 87 139 123 18 140 101 55 136 50 134

Sekil 4.2. PCR uygulamas: sonrasinda elde edilen 385 bg¢’lik PCR iiriinlerinin %2’lik
agaroz jellerindeki gortinimi (M, 100 b¢ Fermentas® GeneRuler SM0O241 DNA Marker)

TVB lokusunda bulunan iki SNP’i belirleme ¢alismalarinda kullanilan PCR-RFLP
yonteminde (Zhang vd., 2005; Project Directorate on Poultry in India, 2013; Kaya, 2018)
303 ve 202 bg biiylikliigiinde PCR f{iriinii veren iki primer ¢ifti kullanilirken, pyrosekans
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calismalarinda (Zhang vd., 2007; Liao vd., 2014) 303 bg primer ¢iftinin yaninda sekans
primeri kullanilmistir. Yapilan bu ¢alismada ise 385 bg biiyiikliigiinde PCR Urtnd veren

primer ¢ifti kullanilmistir.

4.3. DNA Dizi Analizi

PCR oOrneklerinin sekans analizi i¢in temizligi ve DNA dizi belirleme islemleri
hizmet alim1 seklinde yapilmistir. 385 bg biiyiikliigiindeki PCR {iriinlerinin DNA sekans
analizi yapilmasi i¢in Oncelikle PCR karisiminda bulunan dNTP ve primer artiklari ile
istenmeyen molekiller PCR clean-up kiti kullanilarak temizlenmistir. Orneklerin ¢ift yonlii
DNA dizi analiz BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit adli ticari kit
prosediiriine uygun olarak ABI 3500 cihazinda yapilmustir.

Calismada kullanilan 6rnek DNA’lar1, TVB lokusunun ilgili SNP noktalarini i¢ceren
primerler ile yiikseltgenerek 385 b¢ uzunlugundaki PCR iiriinleri elde edilmis ve bu
tiriinlerin dizi analizleri yapilmigtir. Elde edilen dizi analizi sonuglarindan 6rneklerin sahip

oldugu 172. ve 184. niikleotitleri belirlenerek Cizelge 4.2.”de gosterilmistir.

Cesitli tavuk popiilasyonlarindaki TVB genotiplerini arastirmak i¢in PCR-RFLP
(Zhang vd., 2005; Project Directorate on Poultry in India, 2013; Kaya, 2018), pyrosekans
(Zhang vd., 2007; Yang vd., 2011; Liao vd., 2014) ve dizi analizi (Yu vd., 2012)
yontemlerinden yararlanilmistir. Pyrosekans ve dizi analizi yontemleri caligmalarinda

muhtemel mutasyonlar ortaya ¢ikarilabilmektedir (Yu vd., 2012).
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Cizelge 4.2. Dizi analizi sonuglarina gore orneklerin sahip oldugu 172. ve 184. nukleotitler

Kodu Irk 172.baz  184.baz Kodu Irk 172. baz 184. baz
T1 cic TIT T42 cic T
T2 c/c TIT T43 cic T
T3 cic TIT T44 cic T
T4 c/c TIT T45 cic T
T5 cic TIT T46 cic T
T6 c/c TIT T47 cic TT
T7 cic TIT T48 cic T
T8 c/c TIT T49 cic T
T9 cic TIT T50 cic T
T10 c/ic TIT T51 cic TT
T11 cIc TIT T52 ciC T
T12 cic TIT T53 cic T
T13 cIc TIT T54 ciC T
T14 Gerze cic TIT T55 cic T
T15 c/c TIT T56 ciC T
T16 cic TIT T57 cic TT
T17 c/IC TIT T58 ciC T
T18 ciCc TIT T59 c/c TIT
T19 c/Ic TIT T60 ciC T
T20 T/C T/T T61 cic TT
T21 cic T T62 Denizli c/ic TIT
T22 cIc T T63 cic T
T23 cIc TIT T64 cic T
T24 cic TIT T65 cic T
T25 cIc TIT T66 cic T
T26 c/ic TIT T67 cic TT
T27 cIc TIT T68 cic T
T28 cIc TIT T69 c/c TIT
T29 cIc TIT T70 c/IC AT
T30 c/ic TIT T71 cic TT
T31 cIc TIT T72 cic T
T32 ciC TIT T73 ciC T
T33 cIc TIT T74 ciC T
T34 L ciC TIT T75 CiC TIT
Denizli
T35 c/c GIT T76 cic TT
T36 cic GIT T77 cic TT
T37 c/c TIT T78 cic TT
T38 ciC T T79 ciC T
T39 c/c TIT T80 cic TT
T40 cic TIT T81 cic TT
T41 c/c TIT T82 cic TT
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Cizelge 4.2. Dizi analizi sonuglarma gore Orneklerin sahip oldugu 172. ve 184.
nikleotitler (devam)

Kodu Irk 172. baz 184.baz Kodu Irk 172. baz 184.baz
T83 c/C T T125 c/C TIT
T84 c/c T T126 cic T
T85 c/C T T127 c/C TIT
T86 c/c T T128 cic T
T87 c/C T T129 c/C TIT
T88 c/c T T130 cic T
T89 c/C T T131 cic GIT
T90 c/c T T132 cic T
T91 cIC TIT T133 cic TIT
T92 c/C TIT T134 cic TIT
T93 cic TIT T135 c/c TIT
T94 c/C TIT T136 cic TIT
T95 c/c TIT T137 cic T
T96 c/IC TIT T138 cic TIT
T97 cIC TIT T139 cic TIT
Tos c/C TIT T140 cic TIT
T99 c/C T T141 cic T
T100 c/C TIT T142 cic TIT
T101 c/c TT T143 c/c T
T102 c/C TIT T144 cic TIT
T103 - ciC T T145 - c/ic T
Denizli Denizli
T104 c/C TIT T146 cic TIT
T105 c/c T T147 cic T
T106 c/C TIT T148 cic TIT
T107 c/c T T149 cic T
T108 c/C TIT T150 cic TIT
T109 c/c T T151 cic T
T110 c/C TIT T152 cic TIT
T111 c/IC TIT T153 cic TIT
T112 c/C TIT T154 cic TIT
T113 ciC TIT T155 cic AIT
T114 c/C TIT T156 cic TIT
T115 c/c T T157 cic T
T116 c/C TIT T158 c/C TIT
T117 c/C GIT T159 cic TIT
T118 c/C TIT T160 c/C TIT
T119 c/c T T161 cic T
T120 c/C TIT T162 c/C TIT
T121 c/C TIT T163 cic TIT
T122 c/C TIT T164 c/C TIT
T123 c/C TIT T165 cic TIT
T124 c/C TIT T166 c/C TIT
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Cizelge 4.2. Dizi analizi sonuglarina gore Orneklerin sahip oldugu 172. ve 184.
nlkleotitler (devam)

Kodu Irk 172.baz 184. baz Kodu Irk 172.baz 184. baz
T167 c/ic TIT T172 c/ic TIT
T168 c/ic T T173 T/IC T/T
T169 Denizli c/C AT T174 Denizli c/c TIT
T170 c/ic T T175 cic T
T171 c/ic TIT

4.4 Genotiplerin Belirlenmesi ve Gen Frekanslarinin Tahmin Edilmesi

Yirtitilen ¢aligma sonucunda farkli TVB genotiplerine sahip Orneklerin TVB
lokusunda 172. ve 184. niikleotitlerini gosteren drnek dizileri Sekil 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6’da
gosterilmistir. Tiirkiye yerli tavuk 1rklari olan Denizli ve Gerze tavuklarini temsilen 175
tavuk lizerinde yiiriitiilen arastirma sonucunda dort 6rnekte TVB lokusunda 172. SNP
noktasinda C/C, 184. SNP noktasinda G/T niikleotitleri (Sekil 4.3); (¢ Ornekte TVB
lokusu 172. SNP noktasinda C/C, 184. SNP noktasinda A/T niikleotitleri (Sekil 4.4) ve iki
ornekte de 172. SNP noktasinda T/C ve 184. SNP noktasinda T/T niikleotitleri (Sekil 4.5)
tespit edilmistir. Geri kalan 166 6rnegin TVB lokusu 172. SNP noktasinda C/C ve 184.
SNP noktasinda T/T (Sekil 4.6) olarak belirlenmistir.

Zhang vd., (2007)’de yaptiklar1 arastirma ile TVB lokusundaki iki SNP
polimorfizmine gore genotipleri belirleyerek tanimlamistir. Buna gore genotiplerin sahip
olduklar1 niikleotitler Cizelge 4.3’te ifade edilmistir. Dizi analizi sonuglarina gore
calismadaki orneklerin sahip oldugu TVB lokusu 172. ve 184. niikleotitlerine gore tiim
materyalin genotipleri Zhang vd., (2007)’e gore tespit edilmistir. Calisma sonucunda,
Tirkiye yerli tavuk wrklarinda TVB lokusu bakimindan TVB*S1/S’ (Sekil 4.3),
TVB*S1/S3 (Sekil 4.4) ve TVB*S1/R (Sekil 4.5) genotipleri nadir olarak bulunurken
popiilasyonda yaygin genotipin TVB*S1/S1 (Sekil 4.6) oldugu gorilmiistiir. Arastirma
materyalinde TVB lokusu bakimidan dort horozun TVB*S1/S’, bir horoz ve iki tavugun
TVB*S1/S3, iki tavugun TVB*S1/R genotipine sahip olurken diger 166 Ornegin ise
TVB*S1/S1 genotipine sahip oldugu belirlenmistir. 27 Gerze 6rnegi arasinda bir tavuk
TVB*S1/R genotipinde bulunurken, 148 Denizli 6rneginde dort horoz TVB*S1/S’, bir
horoz ve iki tavuk TVB*S1/S3, bir tavuk TVB*S1/R genotipinde oldugu tespit edilmistir.
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Denizli ve Gerze tavuklarinda TVB*S1, TVB*S3, TVB*S’ ve TVB*R frekanslari

hesaplanarak Cizelge 4.4 te gosterilmistir.

[—————

ICTCCATCCAG T G C C T
6-47_08-36-4F E10 30

I

J\LAA/\J\A

0-03-28-00-36-47_09-36-47_E10

Base 36 of 348

Sekil 4.3. DNA sekanslama sonucunda TVB*S1/S’ genotipli 6rneklerin sahip oldugu 172.

(C/C) ve 184. (G/T) bazlarinin goriintiisii

r T g
CIT Clclll T Cc/C@lG6 T 6 cC c T c ciClA ] 6 T A A G AAAG AC G
-47_09-36-47-E10 30 40

/\ [\

y'N [ \
f jl’ \ /
\ /

9.03-28-09-36-47_09-36-47_E10

Base 36 of 348

Sekil 4.4. DNA sekanslama sonucunda TVB*S1/S3 genotipli 6rneklerin sahip oldugu 172.

(C/C) ve 184. (A/T) bazlariin goruntusu



39

Base 35 of 357

Sekil 4.5. DNA sekanslama sonucunda TVB*S1/R genotipli 6rneklerin sahip oldugu 172.
(T/C) ve 184. (T/T) bazlarinin goriintiisii

T 4 4 G A& &4 A G A& C =+ =
a0

L/\ VN /\/\

4 C T C C T C C& T € C C& T T & & G 4 & A G A C =
an 40 50

/\MM

G 4 4 &4 G A C =
50

Quality: 8

13 bases (31-43)

Sekil 4.6. DNA sekanslama sonucunda TVB*S1/S1 genotipli 6rneklerin sahip oldugu 172.
(C/C) ve 184. (T/T) bazlarin goriintiisii
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Cizelge 4.3. Farkli TVB genotiplerinin 172. ve 184. pozisyonundaki dizileri (Zhang vd.,
2007; Yu vd., 2012)

Genotip 172. nukleotitler 184. nukleotitler
TVB*S1/S1 C/IC TIT
TVB*S1/S’ C/iC GIT
TVB*S1/S3 CIC AT
TVB*S1/R TIC TIT
TVB*S3/S3 CIC A/A
TVB*S3/R TIC AIT

TVB*R/R T/T TIT

Cizelge 4.4. Tiirkiye yerli tavuk irklarinin TVB lokusundaki allel frekanslari

Allel Frekansi
Populasyon Ornek S1 S3 S’ R
sayisl
Denizli 148 0.9730 0.0101 0.0135 0.0034
Gerze 27 0.9815 L _ 0.0185
Toplam 175 0.9743 0.0086 0.0114 0.0057

Literatiirde TVB lokusu 184. bazinda tespit edilen (T—A) mutasyonuna TVB*R’
(Yang vd. 2011), (T—G) mutasyonuna TVB*S’ (Yu vd, 2012) olarak adlandirilmis ve
TVB*S’nin ALVE alt grubuna kars1 direngli oldugu belirlenmistir. Farkli ALV alt
tiplerinin konukgu hiicresine girecegi reseptorleri kodlayan TVA, B ve C lokuslarindaki
baz1 alleller kodladig1 reseptdrler ile viriislerin hiicreye girisine izin vermediginden bu
allellere genetik direng allelleri denir ve ‘R’ ile gosterilirler. TVB lokusu 172. ve 184.
dizilerinde olan iki SNP ile ii¢ farkli TVB alleli olusmaktadir. TVB*S1 alleli ALVB,
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ALVD ve ALVE, TVB*S3 alleli ise ALVB ve ALVD alt tiplerine kars1 hassastir. TVB*R
alleline direnclilik alleli denir ve ALVB, ALVD ve ALVE tipi viriislerin hiicreye girisini
engelleyerek genetik direnglilik gosterirler (Zhang vd., 2007). Cin yerli tavuk irklarinda
dizi analizi yontemi kullanarak yapilan ¢alismada Yu vd., (2012) bulduklari mutasyona
TVB 184. SNP (G/T) sahip dort horoz tespit edilmis, bunlarin TVB*S1/S’ genotipinde

olduklar1 belirlenmistir.

TVB lokusu genetik polimorfizm ¢alismalarinda TVB*R allelinin genellikle White
Leghorn populasyonlarinda goriildiigii, lokal tavuk irklarinda yaygin allelin TVB*S1 alleli
oldugu ve lokal irklarda TVB*R allelinin nadir olarak goriildiigii bildirilmistir (Zhang vd,
2007; Yang vd., 2011; Yu vd., 2012; Project Directorate on Poultry in India, 2013; Liao
vd., 2014). Elde edilen sonuglar Tirkiye yerli tavuk irklarinda TVB lokuslarini belirlemek
icin Kaya, (2018) tarafindan PCR-RFLP kullanilarak yapilan ¢alisma sonuglarina benzer
sonuglar bulunmustur. Gerze tavuklari arasinda bir tavugun TVB*S1R genotipinde;
Denizli horoz ve tavuklari i¢inde yedi tavugun TVB*S1S3 genotipinde digerlerinin ise
TVB*S1S1 genotipinde oldugu tespit edilmistir. Ayn1 popiilasyonlar kullanilarak yapilan
bu calismada ise Denizli ve Gerze tavuklarinda birer TVB*S1/R genotipi tespit edilirken
Denizli populasyonunda (¢ Ornekte TVB*S3 ve dort ornekte ise TVB*S’ alleline
rastlanilmistir.  Yapilan arastirmada Kaya, (2018)’in calistig1 popiilasyona ek olarak
Denizli populasyonuna 7 tavuk daha eklenmis ve bu eklenen tavuklarin birinde TVB*S1/R
genotipine sahip oldugu goriilmiistiir. Direng alleli olan TVB*R alleli, Gerze tavuklarinda
oldugu gibi Denizli popiilasyonunda da nadir olarak goriilmiis, populasyon mevcudu
artirlldiginda TVB*R genotipli 6rnek sayisi artabilir. Kaya, (2018) tarafindan PCR-RFLP
kullanilarak yapilan ¢alismada yedi ornekte TVB*S3 alleli tespit edilirken, bu ¢alismada
uc Oornekte TVB*S3 alleli, diger dort 6rnegin TVB*S’ alleline sahip oldugu gorilmiistiir.
Bu durum PCR-RFLP analizinde kullanilan Nlalll kesim enziminin 06zelligine
atfedilmektedir. Nlalll kesim enzimi ‘CATG’ dizisini keserken ‘CAAG’ veya ‘CAGG’
dizilerini kesememekte (Zhang vd., 2005), bu durum 6rneklerde tespit edilen TVB lokusu

184. SNP noktasindaki niikleotitlerle uyugmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Eskisehir Osmangazi Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii
Hayvansal Biyoteknoloji Anabilim Dali’nda Tiirkiye yerli tavuk 1rklar1 olan Denizli horozu
ve Gerze tavugunun TOB farkli isletmelerinde korunan popiilasyonlarindan 175 6rnek
kullanilarak TVB lokusundaki genetik polimorfizmler DNA dizi analizi yontemi
kullanilarak arastirilmistir. 27 Gerze tavugu ve 148 Denizli horoz ve tavugu iizerinde
ylriitillen arastirma sonucunda iki 6rnegin TVB lokusunda 172. SNP noktasinda T/C, ii¢
ornekte de 184. bazinda A niikleotiti ve dort 6rnekte de 184. SNP noktasinda G niikleotiti
heterozigot olarak tespit edilmistir. Geri kalan 166 6rnegin 172. niikleotidi C/C ve 184.
niikleotidi T/T olarak belirlenmistir. Calismada hedeflenen ve PCR-RFLP yontemi ile
belirlenemeyen TVB lokusu 172. ve 184. SNP noktasinda mutasyonlar arastirilmis ve
Denizli horozu popiilasyonunda bazi orneklerin TVB lokusu 184. SNP dizisindeki G

mutasyonuna sahip oldugu tespit edilmistir.

Lokal wrklarin bulunduklar ¢evreye adaptasyonu ve hastaliklara kars1 gosterdikleri
diren¢ bakimindan essiz niteliklere sahip olduklari bilinmektedir. ALV’nin 5 alt grubundan
tictinlin konake1 hiicresel reseptorlerini kodlayan TVB lokuslariin belirlenmesi ALV’ye
karst genetik direng¢ icin 6nemlidir. Yiriitiilen tez ¢alismasinda TVB*R alleline sahip
tavuklarin bulunmas1 ALV’ye kars1 gelistirilecek genetik diren¢ calismalarina yardimci
olacaktir. Ayrica korunan Gerze tavugu popiilasyonun az olmasi nedeniyle 6rnek sayist az
olmus, daha genis imkanlar ile 6rnek sayisinin artirilmasiyla genetik direng alleli olan

TVB*R allelinin frekans1 daha da artirilabilecektir.

Yirtitilen c¢alisma ile molekiiler genetik yontemler ile yerli wrklarin DNA
seviyesinde tanimlanmasina katki saglanmis ve yerli tavuk irklarin korunmasina yardimei

olunmustur.
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EK ACIKLAMA A: ARASTIRMADA KULLANILAN ARAC VE GEREC LiSTESI

Arac ve gereg listesi

Adi/Modeli

Cahsmada Kullanim Amaci

Bidestile Saf Su Cihazi/Ultra Saf Su Cihazi

DNA izolasyonu ve PCR Reaksiyonlari Igin

Kullanilan Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

pH metre/HI 2211

Tampon Cozeltilerin Hazirlanmas igin Gerekli pH’nin
Ayarlanmasi

Calkalayic1 sicak su banyosu/ Thermomixer Comfort

DNA izolasyonu

Isiticili Manyetik Karistirict/MS-300 HS

Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi

Calkalayici (Vortex)/ FisherScientific FB1502 Tampon  Cozeltilerin  Hazirlanmast  ve  DNA
Izolasyonu
Santrifuj/ Thermofisher Scientific 18.000 rpm Micro | DNA izolasyonu ve PCR Asamalarinda
CL 21R
Orneklerin ~ Kisa  Siireli ~ Santrifiij  Edilerek
Santrifij/ Thermofisher Scientific 14.600 rpm Coktirtlmesi
Hassas Terazi/ Radwag AS220/C/2 Tampon Cozeltilerin ~ Hazirlanmasinda Sarf

Malzemelerin Tartilmasi

Jel Elektroforez Takimlari/Cleaver Scientific Max.
250 mA

Jel Elektroforez Takimlari/Owl Seprations Systems
7303 A2 Class Il

DNA izolasyonu ve PCR Uriinlerinin Tespiti

Gii¢ Kaynaklari/Thermofisher Scientific EC 300 XL Elektroforez ~ Sistemlerinin  Elektrik ~ Otamlarinin
Saglanmasi
Jel Goriuntileme ve Analiz Sistemi/Thermofisher | DNA  izolasyonu, PCR  Uriinleri PCR-RLFP

Scientific EC 300 XL

Lokuslarin On Denemelerinin Jelde Goriintiilenmesi
ve Bilgisayar Ortamina Aktarilmasi

Thermal Yazici/Sony Dijital Graphicprinter Up

DNA izolasyonu ile PCR Uriinlerinin Arsivlenmesi
I¢in Bask1 Yapilmasi

Mikro Dalga Firini/Argelik MD 5653

Agaroz Jellerin Hazirlanmasi

-20 °C Derin Dondurucu Buzdolabi/+4 °C

Ornek ve Cesitli Sarf Malzemelerin Muhafazasi

Ceker Ocak /Hedlab Class Il

DNA tiplerinden etil alkolin uzaklagtirmak igin
tamamen kurutmaya birakilmasi

Otoklav/ALP

Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu




