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OZET

TURKIYE TiCARI TAVUK HATLARINDAKI GENETIK CESITLILiGIiN
MAREK HASTALIGI iLE ALAKALI OLAN LEI10258 MiKROSATELIT
LOKUSU KULLANILARAK BELIiRLENMESI

Begiim EVCI
Yiiksek Lisans Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Hasan MEYDAN
Ocak 2018; 72 sayfa

Marek Hastalig1, Marek Hastalig1 Viriisii’nden kaynaklanan, kanserojen ve timor
olusturan bulasici bir hastalik olup tavukguluk sektorii igin tehdit olusturan en 6nemli
hastaliklardan birisidir. Marek Hastalig1 diinya tavukguluk sektdriinde yillik 1 milyon
dolar ekonomik kayba neden olmaktadir. Marek Hastalig1 ile miicadele yontemlerinin
basinda giinliik civcivlerin agilanmasi gelmektedir. Ancak asilama sonucunda bagisiklik
sisteminde meydana gelen yetersizlikler nedeniyle MH ile miicadelede diger bir yontem
Marek Hastaligi’na genetik olarak direngli tavuklarin yetistirilmesidir. Bu ¢alismada,
Tiirkiye ticari tavuk populasyonlarinin, Marek hastaligi ile alakali LEI0258 mikrosatelit
lokusu kullanilarak tanimlanmasi amaglanmigtir. Materyal olarak toplam 350 tavuk
(herbir ticari hattan 30 olmak {izere toplam 11x30=330 ve 20 adet kontrol &rnegi)
kullanilmastir.

Incelenen populasyonlarn tiimii degerlendirildiginde ortalama gdzlenen allel
sayisi (Na), etkili allle sayis1 (Ne), gézlenen heterezigotluk (Ho), beklenen heterezigotluk
(He) ve Fis degeri sirastyla Na=39, Ne=16.27, H0=0.627, He=0.939, F1s=0.276 olarak
tahmin edilmistir. Her iki generasyonda populasyonlar arasinda gog¢ eden bireylerin sayisi
ortalama 1 olarak tahmin edilmistir. Populasyonlar arasinda populasyonlar i¢indekinden
daha fazla genetik varyasyon saptanmustir. Elde edilen bu sonuglarin, tavukguluk
sektorlinde ihtiya¢ duyulan hastaliklara dayanikli ebeveyn genotiplerinin gelistirilmesine
katki saglayacag: diigiiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Marek Hastaligi, MHC, Mikrosatelit, Genetik Direnclilik

JURI: Yrd. Dog. Dr. Hasan MEYDAN
Dog. Dr. Kemal KARABAG
Yrd. Dog. Dr. Abdullah Nuri OZSOY



ABSTRACT

DETERMINATION OF GENETIC DIVERSITY IN TURKISH COMMERCIAL
CHICKEN LINES BY USING LEI0258 MICROSATELLITE MARKER
RELATED TO MAREK’S DISEASE

Begiim EVCI
MSc Thesis in Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Hasan MEYDAN
January 2018; 72 pages

Marek’s disease (MD) is contagious disease of domestic chickens induced by
Marek’s disease virus and is on of the important complex diseases causing the threat for
world poultry industry. Marek’s disease causes approximately $1 billion economic looses
in world poultry industry. Enhancing genetic resistance to MD is an attractive method to
augment MD vaccines. The vaccine control method is able to protect against MD, but
they don’t prevent MDYV replication and spread. Because of vaccine inadequacy, the other
method for avoiding from MD is to breed the chickens that are genetically resistant to
MD. The aim of this study is that the identification of the Turkish commercial pure
chicken lines by using LEI0258 microsatellite marker related to MD. The total of 350
chickens (30 samples for each line; 11 lines x30=330, and 20 control samples) were
sampled.

The mean number of alleles (Na), effective number of alleles (Ne), observed
heterozygosity (Ho), expected heterozygosity (He), and Fis values over all population
were estimated as Na=39, Ne=16.27, H0=0.627, He=0.939, F1s=0.276, respectively. Pair
wise gene flow (Nm) was estimated as 1 among populations for each 2 generations. Most
of the genetic variation was present among populations rather than within populations.
We believe that our results will assist the breeding programs to improve the resistant
parent genotypes to diseases in poultry industry.

KEYWORDS: Marek’s Disease, MHC, Microsatellite, Genetic Resistance
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ONSOZ

Insanoglu tarih boyunca saglikli, hastaliklara karsi direngli, verim &zellikleri
yiiksek ve lireme kabiliyeti olan hayvanlarin yetistirilmesini ve gelistirilmesini saglamaya
calismistir. Hastaliklara kars1 genetik olarak direncgli hayvanlarin 1slah1 ve seleksiyonu ile
ciftlik hayvanlarinin  saghk durumlari gelistirilerek verim artisinin ~ olmasi
saglanabilmektedir. Bu dogrultuda hastaliklara karsi genetik direncin artmasi ilag
kullanim ihtiyacini azaltmakta ve iiretim maliyetlerini disiirmektedir. Ayrica ilaglara
direngli patojenlerin ortaya ¢ikmasinin gecikmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Tavuklar,
kolay tiremeleri ve gabuk yetistirilmeleri gibi dnemli ayirict 6zellikleri agisindan, verim
Ozelliklerinin gelistirilmesi amaciyla seleksiyon, 1slah ve genetik calismalarda siklikla
kullanilmaktadir.

Tavuk sagligi ve dolayisiyla tavukculuk sektoriinii onemli derecede tehdit eden
Marek Hastalig1 i¢in en 6nemli miicadele yontemi gilinlik civcivlerin asilanmasidir.
Ancak asilamanin kontrol miicadelesinde yetersiz kalmasit ve MHV’nin daha viriilent
hatlarinin periyodik sekilde ortaya ¢ikmasi sebebiyle, 1990’11 yillardan sonra bu hastaliga
kars1 genetik olarak direngli hatlarin gelistirilmesi ve dayanikliliga katki saglayan
genlerin aragtirilmasi ¢aligmalarina baglanmistir. Bu c¢alismada, daha 6nceden MH’ye
kars1 direnglilik ile ilgili oldugu belirlenen ve MHC gen boélgesinde bulunan LEI0258
mikrosatelit lokusu bakimindan Tirkiye ticari tavuk hatlarinda var olan genetik
cesitliligin tanimlanmas1 amaclanmistir.

Yiiksek lisans tezi olarak sunulan bu calisma, Akdeniz Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen FBA-2017-2415 kodlu
arastirma projesinin bir kismindan tiretilmistir.

Ozgiin bir konuya sahip tez ¢alismamin belirlenmesinde, baslangicindan itibaren
her asamasinda tecriibelerini benimle paylasan, bilgileriyle yol gostererek beni
yonlendiren, her konuda sabir ve 6zverileriyle destek veren, bana kendimi gelistirme
firsat1 taniyan danmisman hocam Sayin Yrd. Do¢. Dr. Hasan MEYDAN’a en icgten
tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica degerli katkilarindan dolay1 Dog. Dr. Kemal KARABAG’a, Yrd. Dog. Dr.
Taki KARSLI'ya, Yrd. Dog¢. Dr. Abdullah Nuri OZSOY’a, laboratuvar ve tez
caligmalarimda desteklerini ve yardimlarmi hi¢bir zaman esirgemeyen, her zaman
yanimda olan ¢ok degerli calisma arkadaslarnm Onur VURAL ve Kiibra BEDIR’e
tesekkiirii bir borg bilirim.

Ozveriyle beni yetistiren, bu siire¢ boyunca da maddi ve manevi destekleriyle her
zaman yanimda olan canim aileme sonsuz tesekkiir ederim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

be. :Baz ¢ifti

ar :Gram

°C :Santigrat derece

MgCl, :Magnezyum kloriir

M :Molar

mM  :Mili molar

ml ‘Mililitre

ul :Mikrolitre

% :Yiizde

rpm  :Rotate Per Minute

vd.  :Vedigerleri

Kisaltmalar

MH  :Marek Hastalig1 (Marek’s Disease)

MHV :Marek Hastalig1 Viriisii (Marek’s Disease Virus)

MHC :Major Histocompability Complex

Rfp-Y : Restriction fragment polymorphism-Y

NOR :Nucleolar Organizer Regions

RSV :Rous Sarkoma Tiimor Viriisii

PCR :Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)
QTL : Kantitatif 6zellik lokuslar1 (Quantitative Trait Loci)

EDTA : Etilen Diamin Tetraasetik Asit

NaOH : Sodyum Hidroksit

TBE : Tris-Borate-EDTA

SNP : Tek Niikleotid Poliorfizmi (Single Nucleotide Polymorphism)
Taq :Thermus Aquaticus

NJ :Neighbor Joining

FCA :Faktoriyel Uygunluk Analizi (Factorial Correspondence Analysis)
PIC  :Polimorfizm Bilgi Igerigi (Polymorphism Information Content)
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GIRIS B.EVCI

1. GIRIS

Giliniimilizde tavukculuk, halen gelismesini devam ettiren 6nemli bir endiistri
sektorii konumundadir. Et ve yumurta bakimindan yiiksek ekonomik degere sahip olan
tavuk yetistiriciligi, Tirkiye’de ve diinyada yaygin olarak yapilmaktadir. Hayvancilik
sektori icerisinde, otomasyona ve teknolojiye acik sektorlerinden birisi de tavukguluk
sektoriidiir. Hayvansal protein agiginin giderilmesinde kullanilan 6nemli alanlardan
birisidir. Hizl1 ve kolay tiretiminin olmasi1 ve bununla birlikte maliyetinin de diisiik olmasi
baslica avantajlarindandir (Cigekgil ve Yazic1 2016).

Tiirkiye’de tavukculuk sektoriiniin gelismesi i¢in ilk adim, 1930 yilinda
Ankara’da Tavukculuk Arastirma Enstitiisii’'nlin kurulmasi olmustur. 1952 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’'nden giinlikk civcivler olarak gelen saf irklar, Tarim
Bakanligi’na bagl kuruluslara ve halka dagitilarak sektore katki saglanmigtir. Sonraki
yillarda hizli gelisme gosteren tavukguluk sektoriinde, 1968 yilinda hibrit ebeveynlerin
ithal edilmesi ve bu durumun 6zel sektorde ilgi uyandirmasiyla bu yillarda yerli hibrit
soylarin gelistirilmesi ¢alismalarina agirlik verilmis ve tavukguluk 1slah ¢aligsmalar1 1979
yilinda tilkesel proje kapsamina alinmistir. Tavukguluk Arastirma Enstitiisii kapsaminda
iilke sektoriinde beyaz ve kahverengi yumurtaci tavuk ve et¢i tavuk ebeveyn hatlari
liretimi olarak gelistirilmek iizere ¢alismalar yapilmistir. Ulkemizde tavukculuk 1970°1i
yillarda hayvancilik sektorii icerisinde gelismeye baslayip 1980 ve sonrasi yillarda kendi
iiretim planlamasini yapabilir hale gelmis ve iilke ihtiya¢larini karsilamada 6nemli bir
tiretim dali olmustur (Sengdr 2015). Kiimes hayvanlarinin, endiistriyel liretime uygun
olmasindan dolay1 diinyada yayginlig1 artmakta ve yine gorece diisiik fiyatlarla insanlara
hayvansal protein agisindan biiyiik katkilar saglamaktadir. Yemden yararlanma oranlari
ve lretim donemlerinin kisa olmasi, kanath hayvanlarla yapilan {iretimin diger c¢iftlik
hayvan tiirleriyle yapilan iiretime kiyasla daha ekonomik olmasini saglamaktadir (Cinar
2007).

Tavukguluk sektorli, Tirkiye’de hayvancilik sektorleri arasinda entansif
yetistiricilik oranit en yliksek olan sektordiir. Yakin ge¢miste yumurta ve pili¢ eti
iiretiminde olusan artisla birlikte tavukguluk sektdriinde damizlik isletmeleri, yem, as,
ilag ve ekipman tedarikgileri ile pazarlama isletmeleri de bliyiimiistiir. Tiim bu sektorler
bir araya gelerek tavukculugun endiistriyel hale gelmesini saglamistir (Oztiirk ve
Tiirkoglu 2012). Tiirkiye’de bugiin dogrudan veya dolayl1 olarak yaklasik 3 milyon insan,
tavukculuk sektoriinden ge¢imini saglamaktadir. Bununla birlikte tavukguluk sektdriiniin
yullik cirosunun 6 milyar dolara ulastig1 bilinmektedir (Baykalir ve Simsek 2014; Koca
2014).

Tiirkiye’deki yumurtact ve etci tavuk varliginin son 20 yil igerisinde 6nemli bir
artis gosterdigini sdylemek miimkiindiir. 1996 yilinda 150 milyon civarinda olan tavuk
varhigi, 2016 yilinda 330 milyonun istiinde seyretmistir. Tavuk yumurtasi sayisi da
benzer oranda bir artig gdstermis olup 1996 yilinda yumurta sayis1 9 milyon (bin adet)
iken 2016 yilindaki yumurta sayisinin 18 milyon (bin adet) oldugu bildirilmistir (Sekil
1.1). Diinya’da 96 milyon ton tavuk eti tiretimi, 68 milyon ton tavuk yumurtasi tiretiminin
yapildig1 bildirilmistir (Cizelge 1.1). Diinya tiretimi igerisinde Tiirkiye, tavuk eti ve tavuk
yumurtast iiretiminde 10. sirada yer almaktadir.
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Sekil 1.1. Tiirkiye Tavuk Verileri 8) Tavuk yumurta sayisi; b) Yumurta ve et tavugu say1st
(TUIK 2016)

Cizelge 1.1. Diinya Tavuk Verileri (FAO 2013)

Yil Tavuk Yumurtasi Tavuk Eti
(000 Ton) (000 Ton)
2010 63,572 55,332
2013 68,262 96,337
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Gelisen 1slah, besleme ve yetistiricilik kosullari; tavuk {iriinleri {liretiminin ve
verimliligin artmasim1 saglamaktadir. Diger tiirlerle kiyaslandiginda tavukcguluk
sektorilinlin biiylimesinin temel sebebini, ekonomik agidan degerli 6zelliklerin 1slahinda
yapilan calismalar olusturmaktadir. Bu dogrultuda, son yillardaki yapilan 1slah
caligmalar1 ile genetik potansiyeli daha iyi ticari tavuk hatlarinin elde edildigi
gosterilmistir (Havenstein vd. 2003; Meydan 2012).

Ulkemizde damizlik materyal iiretimi icin Ankara Tavukculuk Arastirma
Enstitiisii’nde yerli yumurtaci ve etgi tavuk hibritleri elde etmek i¢in uzun yillar siiren
yogun caligmalar yapilmistir. Bu calismalarda, yabanci hibrit ebeveynlerinden geriye
melezleme ile iiretilen ana ve baba hatlarinin seleksiyon ile 1slah1 ve uygun melez
kombinasyonlarinin belirlenmesi amaglanmistir.  Fakat, calismada kullanilacak hat
sayisinin yetersiz oldugu anlasilmis ve bunun iizerine 1995 yilinda Kanada’dan 4 adet
beyaz [Black Line, Brown Line, Maroon Line, Blue Line], 6 adet kahverengi [Rhode
Island Red I (RIRI), Rhode Island Red 11 (RIRII), Barred Rock I (BARI), Barred Rock Il
(BARII), Colombian Rock (COL), Line-54 (L-54)] yumurtaci olmak iizere 10 adet saf
hat, yerli damizliklarin elde edilmesi icin ithal edilmis ve arastirma bu yonde
stirdliriilmiistiir. Hatlar iizerinde yapilan aragtirmalar, elde edilecek olan melez hatlarin
yumurta veriminin artirtlmasini ve diger istenen Ozelliklerin optimum seviyede
tutulmasini hedeflemistir (Durmus vd. 2008; Anonim 1; Karsli 2015).

1995 yilinda Kanada’dan ithal edilen saf hatlar akrabaligin artmamasi1 dikkate
alinarak kendi i¢inde ¢ogaltilmis, daha sonra 6nemli goriilen bazi 6zelliklerin seleksiyonu
ve gelistirilmesi i¢in hat i¢i 1slah caligmalar1 yapilmistir. Saf hatlar arasinda yapilan ikili
ve U¢lii melezlemeler ile ebeveynler elde edilmistir. Ebeveynlerden elde edilmis olan
hibrit civcivler ise cesitli testlere tabi tutulmus ve en uygun olan kombinasyonlar elde
edilmeye calisilmistir (Akman vd. 2005). Sonug olarak iki tane kahverengi (ATAK,
ATAK-S), bir tane beyaz (ATABEY) olmak {izere {i¢ tane hibrit tiretilmistir (Mizrak vd.
2007). Bu ti¢ hibrit Tiirk Patent Enstitiisii ve Ulusal Irk Tescil Komitesi tarafindan tescil
edilmistir. Bu hibritler, ilkemizin ticari degeri olan tescilli ilk hayvan irklaridir (Anonim
1). Kahverengi hibritler (ATAK, ATAK-S) baba hatlar1 olarak Rhode Island Red-I (RIRI)
ve Rhode Island Red-II (RIRII), ana hatlar1 olarak Barred Rock-1 (BARI) ve Line-54 (L-
54) hatlar1 kullanilarak elde edilmistir. Beyaz hibritin (ATABEY) elde edilmesinde ise
baba hatt1 olarak Black Line ve ana hatti olarak da Blue Line hatt1 kullanilmistir (Akiinal
2009; Karsli 2015).

Ankara Tavukguluk Arastirma Enstitiisii’nde bulunan saf hatlar (ATAK, ATAK-
S, ATABEY) iilkemizdeki tek damizlik materyal olmasi bakimindan biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Yaklagik 20 yildir Tiirkiye’de yetistirilen bu hatlar korunmali ve bu hatlar
tizerinde yapilan 1slah ¢aligmalarinin artarak devam etmesi saglanmalidir.

Yapilan arkeolojik calismalar evcil tavugun ilk olarak M.O. 2000 yillarinda
Gilineydogu Asya’da evcillestirildigini gostermektedir. Kirmizi yabani tavuktan (Gallus
gallus veya Gallus bankiva) koken alan evcil tavuk, Asya’dan Dogu ve Bati’daki gesitli
iilkelere yayilmistir (Crawfords 1990). Ancak tliim yabani tiirlerinin dogada var olmasina
karsin evcil tavugun hangi kékenden geldigi tam olarak ac¢ikliga kavusturulamamustir.
Tavuklarin Gallus domesticus terimi de evcil tavugun birden fazla yabani tavuktan kdken
aldigini belirtmek i¢in kullanilmaktadir. Evcil tavuga oldukg¢a benzeyen, Giiney Asya’da
yagsamakta olan ve tavugun evcillestirilmesine katkis1 oldugu diisiiniilen 4 farkli yabani
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tavuk tiirii bulunmaktadir. Bu tiirler Gallus gallus veya Gallus bankiva (kirmizi orman
tavugu), Gallus sonnerati (gri orman tavugu), Gallus lafayetti (seylan orman tavugu) ile
Gallus varius (siyah veya yesil orman tavugu)’tur (Crawfords 1990). Tiim bu bilgiler
dogrultusunda evcil tavugun sistematikteki yeri tanimlanmistir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Evcil tavugun sistematikteki yeri (Crawfords 1990)

Alem : Animalia (Hayvanlar)
Sube : Chordata (Kordalilar)
Alt Sube : Vertabrata (Omurgalilar)
Smif : Aves (Kuslar)

Takim : Galliformes (Tavuksular)
Alt Takim : Galli (Tavuklar)

Familya : Phasianidae (Siiliingiller)
Alt Familya : Phasianinae (Siiliinler)
Cins : Gallus

Tiir : Gallus Gallus

Genetik ve hayvan 1slah1 alanindaki gelismeler, yerel hayvan irklarindan kiltiir
wrklarina, {istlin verime sahip soy ve hatlarin elde edilmesine, bu soy ve hatlar arasinda
yapilan caligmalar ile de iistlin verimli ve benzer 6zellikte ticari hayvan tiplerinin stirekli
iiretimine gecilmesini saglamistir (Aksoy 1999). Bu dogrultuda tavuklarin morfolojik
Ozellikleri bakimindan tanimlanmasi ile ¢ok sayida iyi tanimlanmis i1slah hatlari,
calismalarda kullanilmak tizere gelistirilmistir. Ayrica yapilan bu morfolojik ¢aligsmalar
desteklemek ve Ozellikleri belirleyen genlerin yerlerinin tespit edilmesi amaciyla
tavuklarda genetik baglanti haritasi olusturulmaya baslanmistir. Tavuk karyotipi, farkli
bliytikliiklere sahip olan ve buna bagl olarak mikro ve makro olarak adlandirilan 2n:78
adet kromozomdan olusmaktadir (International Chicken Genome Sequencing
Consortium 2004). Bu kromozomlar, 8 ¢ift makrokromozom, 30 ¢ift mikrokromozom ve
bir ¢ift esey kromozomunu (ZW/ZZ) igermektedir (Meydan 2012). Tavuk otozomal
kromozomlarini, bes tane bilyiik (GGA 1-5), bes tane orta biiyiikliikte (GGA 6-10) ve 28
tane kiiciik kromozom (GGA 11-38) meydana getirmektedir (Kaya 2008; Meydan 2012).

Cesitli hastaliklara direngli, ¢evre kosullarina uyum saglamis ve yliksek verime
sahip hatlarin gelistirilmesi, hayvansal iiretiminin artirilabilmesini saglamaktadir. Ancak
son yillardaki tavukguluk sektériinde olusan basta enfeksiyoz hastaliklar olmak iizere
bircok hastalik, sektorii kontrol yontemleri gelistirmeye iten nedenler olmustur.
Tavuklarda bulasici hastaliklardan birkacgi; Kus gribi, Marek Hastaligi, Newcastle ve
Salmonella’dir. Bu hastaliklar hayvan oliimlerine sebep olmakla birlikte, insanlarin
sagligini da direkt veya dolayli olarak tehdit edip ekonomik kayiplara yol agmaktadir.
Yapilan 1slah ¢alismalarindaki degisiklikler ve gelistirilen yeni asilar, hastalik
sorunlarinin bazilarina ¢6ziim yolu olmasina ragmen, hastaliklar1 ortadan kaldirmak i¢in
mevcut yontemlerin gelistirilmesi veya baska kontrol yontemleri gerekmektedir.

Tavukguluk sektoriinde, ekonomik kayiplara neden olan ve tavuk yetistiriciligini
tehdit eden en 6nemli hastaliklardan birisi Marek Hastaligi (MH) olup, yapilan ticari
tavuk hatlarinin gelistirilmesi ¢alismalarinda bu hastaliga kars1 genetik olarak direncli
hatlarin elde edilmesi amacglanmaktadir.MH, Marek Hastaligi Viriisii (MHV) nden
kaynaklanan, kanserojen ve timor olusturan bir T hiicre lenfoma hastaligi olarak
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bildirilmistir (Marek 1907). Bu hastalik viicutta periferal sinirlerde, bir¢ok i¢ organda,
gonadlarda, iris, kas ve deri gibi dokularin biri veya birkaginda bozukluklar meydana
getiren ve tiimoral karakterli bir hastaliktir (Calnek ve Witter 1997). Hastalik etkeni
Herpesviridae ailesi Mardivirus soyuna aittir ve ¢ok bulasicidir (The Taxonomicon 2006).
Giinliik civcivler bu enfeksiyona kars1 daha fazla duyarlidir (Osterrieder vd. 2006). MHV,
kiimes igerisinde tavuktan tavuga dogrudan temas hali ya da viriisii tasiyan toz partikiilleri
ile yayilmaktadir. Enfekte hayvanlarin tiiy folikiil epitelleri, viriisiin yayilarak etrafa
bulasmasinda ana kaynaktir. Viriisiin tavuk tliylerinde ve kiimes havasinda fazla
bulunmasi, hastaligin tavuklara solunum sistemi yoluyla bulasmasina yol acar. Ayrica
enfeksiyon sebebi viriis, kiimese giren insan veya diger canlilar (kuslar, kemiriciler vs)
yoluyla oldugu gibi, havalandirma sistemi ve malzemelere bulasarak kiimes disina
yayilabilmektedir (Meydan 2012).

Giliniimiizde MH ile miicadelede en ¢ok kullanilan ve en etkili yol asilamadir
(Witter ve Schat 2003; Misirlioglu 2009). 1970 yilindan itibaren, MH’yi kontrol altina
almak i¢in agilar gelistirilmis ve 6ncelikli olarak civcivlerde kullanilmistir. MH sikliginin
ve belirtilerinin biiylik oranda azalmasini saglayan asilama, hastalik etkeni MHV nin
¢ogalmasina ve yayilmasina engel olamamaktadir. Bu dogrultuda, asilama yapilsa dahi
MH, yillik et ve yumurta {iretiminin azalmasina yol acarak diinya ¢apinda milyarlarca
dolarlik kayiplara neden olmaktadir. Yiiksek virtilente sahip MHV hatlariin olmasi ve
asilama sonucu bagisiklikta olusan yetersizlik gibi nedenlerle MH giiniimiizde tavuk
yetistiriciligi ve tavuk sektorii i¢in tehdit olmayi siirdiirmektedir (Schat vd. 1981;
Osterrieder vd. 2006; Meydan 2012).

MH’ye kars1 bagisiklig1 saglayan birgok etken vardir. Ancak hangi bagisik yanitin
enfeksiyonda hangi evrede ve ne sekilde etki ettigi tam olarak ortaya konulamamasina
ragmen, hastaligin siddetlenmesini Onledigi bildirilmistir (Sharma vd. 1973).
Enfeksiyonu takiben hayvanlarda, humoral ve hiicre iliskili olan hiicresel bagigiklik
gelisir. Pasif olarak agilama yoluyla kazanilmis humoral antikorlar genellikle yasami
boyunca hayvanda kalmakta ve enfeksiyonun siddetini azaltarak tiimor olusmasini ve
hastaligin yayilmasini engelleyebilmektedir (Burgoyne ve Witter 1973). Ancak, hastaliga
kars1 bagisiklik konusunda hiicresel bagisikligin daha 6nemli oldugu vurgulanmaktadir.
Icerdigi hiicresel bagisiklik 6zelligine gore sekillenen genotipler, MH’ye karsi duyarlilik
veya direnclilik kazandirmaktadir.

Bir canlinin yasamini en iyi sekilde siirdiirebilmesi i¢in hastaliklara kars1 direngli
olmasi gerekmektedir. Bu nedenle bagisiklik sistemi tlizerinde 6nemli role sahip olan
Major Histocompability Complex (MHC) genleri, hayvancilik sektoriinde {izerinde
durulmasi gereken genler arasinda yer almaktadir. Ciinkii bagisiklik sisteminin kendinden
olan1 ve olmayani1 tanimasi i¢in gerekli doku antijenlerini kodlamada goérevli gen bolgesi
MHC bolgesidir (Lenger 2011). MHC gen bélgesinde, bagisikliktan sorumlu ¢ok sayida
genin bulunmasinin yani sira bagisik yanitla ilgisi tanimlanmamis bazi genlerin de
bulundugu bildirilmistir (Snell 1981; Temiz 2005; Giin 2007; Lenger 2011). Tavuklarda
MHC sistemi, baglangicta bir eritrosit antijeni olarak kesfedildiginden dolayi, B
kompleksi olarak da adlandirilmaktadir (Lamont 1989; Lenger 2011). MHC genlerini
isaret etme gibi 6nemli bir 6zelligi buldugu i¢in B kan grubu tipleri, tavuk MHC sistemi
belirlenmesinde kullanilmaktadir (Aksoy vd. 1998). MHC gen bdlgesi 16. kromozom
tizerinde bulunmakta olup ti¢ farkli siniftan olusmaktadir: Sinif I (B-F), Simif II (B-L) ve
Sinif I (B-G) (Lamont 1989; Shiina vd. 2006; Li 2010).

5



GIRIS B.EVCI

Tavuk MHC genlerinin viral, bakteriyel, paraziter ve otoimmun hastaliklara kars1
diren¢ ve duyarlilikla iligkili bir gen kompleksi oldugu bildirilmistir (Lamont 1989; Li
2010; Lenger 2011). MHC genleri, MH’ye kars1 direnglilik veya duyarlilikta rol
oynamaktadir (Lamont 1989; Miller 2005). Bugiine kadar ¢alismalarda 29 farkli B kan
grubu haplotipi belirlenmistir (Fulton vd. 2006). Tavuklarda MH’ye direng ile B2, Bs, B14
ve B haplotipleri arasinda; duyarlilik ile B1, B3, Bs, Bis, Bis, B1g Ve B7 haplotipleri
arasinda bir iliskinin oldugu belirlenmistir (Cheng 2003; Shina vd. 2006). Ozellikle B1g
haplotipinin MH’ye duyarliliga, B2 haplotipinin ise yiiksek dirence sebep oldugu
saptanmistir.

Tavuklarda MHC genleriyle iligkili olan birgok mikrosatelit lokus belirlenmistir
(Emara vd. 2002; Fulton vd. 2006; Chazara vd. 2011; Gao vd. 2015; Fulton vd. 2016).
MHC bolgesi iginde yer alan mikrosatelit lokuslarda meydana gelen varyasyonun,
hastaliklara kars1 dayaniklilikta rol oynadigi bulunmustur (McElroy vd. 2005). Belirlenen
81 tane mikrosatelit lokus igerisinde bazilarinin MH’ye kars1 dayaniklilik ve duyarlilik
ile ilgili lokuslar (LEI0258, MCW0371, MCWO0312 ve MHC-D mikrosatelit lokuslari)
oldugu belirlenmistir (Fulton vd. 2006, 2016). Yapilan bu calismalara gore en dnemli
lokuslardan bir tanesi LEI0258 lokusudur. Farkli uzunluklara sahip tekrar bolgesi igeren
LEI0258 mikrosatelit lokusunun allel biiylikligii 182-552 bg. arasinda degismektedir
(Fulton vd. 2006). Bu mikrosatelit sahip oldugu allel biiyiikliigiine gore tavugun sahip
oldugu B haplotipini belirleyebilme avantajina sahiptir. Yapilan ¢alismalarda, LEI0258
lokusunun 357 bg.’lik allelinin B21 haplotipine, 539 bg. ve 552 bg.’lik allellerin ise sadece
B1o haplotipine 6zgii oldugu tespit edilmistir (Fulton vd. 2006). LEI028 mikrosatelit
lokusu kullanilarak tavugun MHC genleri bakimindan, MH’ye kars1 dayanikliligi veya
duyarlilig1 hakkinda bilgi edinilebilir.

Bu tez c¢alismasinin amaci Tirkiye Tavukguluk Arastirma Enstitlisii’niin
yetistirdigi 11 farkli ticari tavuk hattinin MH ile alakali olan LEI0258 lokusu bakimindan
tanimlanmast ve bu lokus bakimindan calisilan hatlar arasindaki filogenetik iliskinin
belirlenmesidir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Marek Hastahig

Marek hastaligi (MH) 6zellikle evcil tavuklarin periferal sinirleri, gonadlar, iris,
kas, deri ve gesitli i¢ organlarinin bir ya da daha ¢cogunda mononiiklear hiicre sizmasi ile
karakterize, oldukca sik rastlanan viral kokenli, lenfoproliferatif (dalak, timiis, bursa
Fabricius gibi lenfoid organlarda, lenfositlerde boliinmenin anormal olmasti) bir T-hiicre
lenfoma hastaligidir (Witter ve Schat 2003; Nair vd. 2008). Hastaliga sebep olan etken,
Herpesviridae ailesinin Mardivirus soyuna ait olan Marek Hastalig1 Virtisii’diir (MHV)
(Witter vd. 2005). MHV, ¢ift sarmal yapida ve kanserojen (oncogenic) 6zellige sahip bir
virlistiir. Bu viriisiin infekte oldugu duyarl tavuklarin sinir ve i¢ organlarinda gesitli
lezyonlar ve tiimorler gelismeye baslar. Olusan lezyonlar ve tiimorler tavukta; felg, korliik
ve Oliimle sonuglanan vakalara neden olur (Calnek ve Witter 1997).

2.2. Marek Hastaligi’nin Tarihgesi

Marek Hastalig1 ilk olarak 1907 yilinda, Macaristan Kraliyet Veteriner Okulu
(Royal Hungarian Veterinary School)’'nda Patolog olan Dr. Jézsef Marek tarafindan
teshis edilmis ve tanimlanmistir. J6zsef Marek bu hastalikla ilk olarak 4 adet geng
horozda gozlemledigi bulgularda karsilasmistir. Bu horozlarin bacak ve kanatlarinda felg
(paralysis) oldugunu, merkezi ve periferal sinir sistemlerinde patolojik degisikliklerin
oldugunu bildirmistir (Marek 1907). MH, tespit edilmesine takiben diger iilkelerden de
hastaliga iliskin raporlar yayimlanmistir (Calnek ve Witter 1972). 1921°de ABD’de
(Kaupp 1921), yine 1921°de Hollanda’da (Van der Valle ve Winkler-Jenius 1924),
1929°da ingiltere’de ve 1930°da Avustralya’da (Howard vd. 1967) hastaligin goriildiigii
bildirilmistir (Baskaya ve Minbay 1974).

Hastalikta sekillenen lezyonlarin ¢ok farkli dokularda bulunmasi, klinik ve
patolojik bulgularda gesitlilige, dolayisiyla da hastaligin terminolojisinde karisikliga yol
acmistir. Hastaligin bulgularimin bildirildigi ilk olgularda klinik olarak bacak ve
kanatlarda olusan felgler lizerinde durulmus, makroskobik olarak sadece perifer ve
merkezi sinir sistemi bulgulari tespit edildigi i¢in hastalik tavuk paralizisi, Polyneuritis,
Tavuk Felci ve Neuromyelitis Gallinarum olarak tanimlanmistir (Calnek ve Witter 1991)
(Sekil 2.1). Sinirlerin disinda gelisen, 6zellikle yumurtalik ve dalak gibi organlarda
tiimoral olusumlarin goriilmesi, iriste grimsi opak goriiniime kadar degisen korlik, gri
gbz, iritis gibi bulgularin (Biggs 1961) oldugu daha sonraki arastirmalar, klinik
semptomlarin ve patolojik bulgularin felg ve sinirlerde goriilen lezyonlarla sinirh
kalmadigini, dalak, timiis, bursa Fabricius gibi lenfoid organlarda ve gonad yapilarinda
da bozukluklara yol a¢tigin1 gostermistir (Bagskaya ve Minbay 1974) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.1. Marek Hastaligi’'nin tavuklarda meydana getirdigi sekilsel bozukluklar
(Cornell Universitesi, Veteriner Fakiiltesi’nden alinmistir)
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Sekil 2.2. Marek Hastalig1 etkileri a) gézde meydana gelen bozukluklar; b) Akcigerde
meydana gelen yapi1 bozukluklari; c) periferal sinirlerde goriilen kalinlagsmalar; d)
ovaryumda meydana gelen tiimorler; €) bursa Fabricius organi iizerinde tiimor olusumu
(Cornell Universitesi, Veteriner Fakiiltesi’nden alinmistir)
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MH, 1940 ile 1960 yillar1 arasinda Kanatli Léykozis Kompleksi iginde
siiflandirilmistir. Ancak, daha sonraki yapilan arastirmalar sonucu MH nin etiyolojik
olarak Kanatli Loykozis Kompleksi’nden farkli oldugu belirlenmistir. Bu durum hastalik
etkeni viriislerin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. MH etkeni herpes grubu bir DNA
virlistiyken, Kanatli Léykozis Kompleksi’'nin etkeni ise Myxovirlis grubu bir RNA
viriisiidiir (Meydan 2012). 1961 yilinda hastaligin terminolojisi Diinya Veteriner Kiimes
Hayvanlar: Dernegi tarafindan tekrar goriisiilmiistiir. Yapilan bu goriismede, hastaligi ilk
ortaya koyan arastiriciya ithafen Marek Hastaligi adinin verilmesine karar verilmistir
(Report of the AAAP 1967). Daha sonra hastaligin klinik ve patolojik bulgular1 goz
onitinde bulundurularak i¢ organlarda tiimorlerin goriildiigi hastaliklar i¢in Akut Marek
Hastaligi, sinirsel lezyonlarla olusan hastalik tablosu icin ise Klasik Marek Hastaligi
terimleri kullanilmaya baglanmistir (Calnek ve Witter 1972). Oldukga bulasici bir hastalik
olan MH’ye neden olan etkenin hiicre-iliskili bir herpesviriis oldugu bulunmus ve bu viriis
hasta tavuklarin kan ve bobreklerinden izole edildigi bildirilmistir (Meydan 2012).

Ulkemizde ise hastalik ilk defa Leucosis Complex olarak rapor edilmistir
(Pamukgu ve Baskaya 1952). Hastaligin cesitli 6zellikleri bir¢ok arastirici tarafindan ele
almmis (Kokiuslu ve Ozkul 1977,1978; Giirel ve Yesildere 1993, Giirel vd. 2003,
Meydan vd. 2011), doktora ya da uzmanlik tezi (Aksoy 1992, Keles 2007, Lenger 2011,
Meydan 2012, Yavuz 2014) kapsaminda incelenmistir.

2.3. Marek Hastaligr’nin Bulasmasi

Giliniimiizde tavuklar, kanathlar icerisinde MH’nin en 6nemli dogal konakgilart
olarak kabul edilmektedir. Bunun yaninda 6rdek, kaz, bildircin, sahin, papagan, kugu ve
yaban tavuklarinda da hastali§in ya da viral antijenlerin nadiren gozlendigi bildirilmistir
(Calnek ve Witter 1972). Yash tavuklarin, gen¢ tavuklara gore hastaliga karsi daha
direncli olduklar1 belirlenmistir (Witter vd. 1973). MH genellikle 16 haftaliktan kiigiik
piliglerde goriilmektedir (Minbay 2002). Hastaligin en sik goriildigii yas grubu ise 12-24
haftalik donemler olmasina ragmen, 3-4 haftalik civcivler ve 24. haftadan daha yash
tavuklarda da hastaligin goriildiigii kaydedilmistir (Calnet ve Witter 1978, Witter ve Schat
2003).

Viriis bulagmis keratinize epitel hiicreleri, hastaligin ¢cevreye bulagsmasinda 6nemli
bir kaynak olusturmaktadir. Hiicre canlilifina bagli olmadan viriis, kiimes kosullarinda
uzun siire aktivitesini devam ettirebilmektedir. MHV yliksek seviyede hiicre-iliskili bir
virlistiir. Tily folikiil epiteli tarafindan alinan viriis, konak¢iy1 enfekte eder. MHV ile
bulagmis olan bu epitelleri igeren tozlar, tavuklar i¢in bulagsma etmeni olup solunum yolu
ile bulagsma gostermektedir. Hastaliga duyarli tavuklarda MHV enfeksiyonundan sonra
lenfoma olusumu gézlenir. Lenfomalar dalak, akciger, kalp, pankreas, bobrek, gonadlar
gibi i¢ organlarda olusabildigi gibi kas, periferal sinirler, g6z ve deri gibi diger organlarda
da olusabilmektedir. Viriis hattinin tipi ve konak¢inin genotipi, farkli organlardaki
lenfoma olusumunu etkilemektedir (Meydan 2012).
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Duyarli 6zellikteki tavuklarda MH bulagma asamalari; erken sitolitik faz, gizli
(latent) faz, geg sitolitik faz ve transformasyon fazi olmak iizere 4 asamadan olusur (Nair
ve Payne 1995) (Sekil 2.3).

« B Lenfositler

Latent Hale Ge¢mis
T Lenfositler

Lenfositlerin
Transformasyona ugramasi

Tiimdral Hiicreler

Enfekte tiiy follikiil epitellerinin
ddkiilmesiyle ¢evreye yayilan
virus

Sekil 2.3. Marek Hastaligi’nin bulagma fazlar1 (Baigent ve Davidson 2004)

MH etkeni viicuda solunum yoluyla girdigi, daha sonra solunum sistemindeki
makrofajlar tarafindan dogrudan veya epitel hiicrelerindeki ¢ogalmay1 takiben viriisiin,
ilk once akcigerin lenfoid olmayan hiicrelerinde replikasyona ugradig: belirlenmistir
(Nair ve Payne 1995; Witter ve Schat 2003; Nair vd. 2008). Viriis, bir hiicreden bagka
hiicreye interleukin-8 (VIL8) sayesinde ge¢mektedir (Engel vd. 2012; Haq 2012). Erken
sitolitik fazin baglamasi, viriisiin viicuda girmesinden 3.-4. giinlerden sonra dzellikle
bursa Fabricius ve timiis basta olmak {izere dalak ve diger lenfoid sistemin aktive olmus
T lenfositlerin igerisine girmesi ile olmaktadir. Bu hiicrelerde sitolizin meydana
gelmesiyle erken sitolitik faz baglamis olur (Schat vd. 1981; Nair ve Payne 1995). Sitolitik
enfeksiyon oldugunun, dalaktaki aktive olmus CD4+ ve CD8+ T lenfositlerinin varligi
ile belirlendigi bildirilmistir. Ayrica, timiis ve bursa Fabricius’ta olusan atrofi sonucu
tavuklarda bagisiklik kaybi ya da baskilanmasi olustugu belirtilmektedir (Witter ve Schat
2003).

T lenfositlerde enfeksiyon, 6 — 7 giin sonra latent hale gelmektedir. Latent
enfeksiyon fazi bazen B lenfositlerde de goriilebilmektedir (Osterreider vd. 2006).
Enfekte lenfositler aracilifiyla viicuda yayilan viriis; lenfoid organlar, bobrek, pankreas,
karaciger, dalak, kalp ve 6zellikle deride yangisal degisiklikler meydana getirmektedir
(Calnek ve Witter 1991). Hastaligin 2. — 3. haftalarinda duyarh tavuklarda viriis, gec
sitolitik enfeksiyon fazini baslatir (Witter ve Schat 2003). Bu faz duyarli hayvanlarda
siirekli bir bagisiklik baskilanmasima yol acgar. Latent olarak viriisle enfekte olmusg
hiicreler kan dolasimi yoluyla tekrar bobrekler, timiis ve bursa Fabricius gibi organlara
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gelir (Baigent ve Davidson 2004). Bu dogrultuda s6z konusu organlarda mononiiklear
lenfositik hiicre infiltrasyonlar1 gézlenmektedir (Keles 2007).

MHYV tarafindan sekillendirilen transformasyon fazi, latent olarak enfekte olmus
lenfositlerin, lenfoblastoid tiimor hiicrelerine doniisiimii olarak bildirilmistir (Baigent ve
Davidson 2004). CD4+ ve CD8+ T lenfositlerin, transformasyon evresi i¢in asil hedef
hiicreler oldugu saptanmistir (Schat vd. 1991). Dalak, bursa Fabricius ve timusta aktif T
lenfositler dejenerasyona ugrarlar. B lenfositlerin dejenerasyonu sonucunda ise T
lenfositler aktive olur. B lenfositlerdeki olgunlasmamis viriise kars1 gelisen hiicresel
bagisiklik sonucu yardimc1 T lenfositlerde transformasyon gelisir. Transformasyona
ugrayan T lenfositler viral genomu igerdiklerinden dolayr hizli bir sekilde tiimor
olusumlar gergeklesmektedir. Enfeksiyonun girisinden sonraki 3. — 4. haftalar arasinda,
olusan bu transforme hiicrelerin i¢ organlarda ve perifer sinirlerde ¢ogalarak tiimdrleri
meydana getirdikleri belirlenmistir (Witter ve Schat 2003, Baigent ve Davidson 2004)
(Sekil 2.4).

Deri tiiy folikiil epitellerine <<
bulagma

Tiiy folikiil epitelleri
tarafindan MHV’nin alinmasi

l Nefes alma

®)
Akciger [ | 3
§ Makeofajlar {:l:s}

]

Aktiflesme

Bursa
Dalak
Timus

i

Tt

Hiicre 6liimii

Sekil 2.4. Marek Hastaligi’nin bulagmasi (Nair 2004)

MH bulagmasi, virlis veya konakciya bagh olarak farkli durumlarda
gerceklesebilmektedir. Bulagmada etkili olan faktorler virlis ve konakgi ile ilgili
olabilmektedir. Virtisle ilgili olan faktorler, virlisiin viriilensi veya kanser yapabilme
ozelligi ve virlisiin serotipi iken, konake1 ile ilgili faktorler ise konak¢inin genotipi, yast
ve cinsiyetidir. Ayrica konak¢inin sahip oldugu bagisiklik sisteminin durumu ve asilama
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ile bagisiklik elde edilmis olmasi da MH’nin bulasmasinda etkili olmaktadir (Meydan
2012).

2.4. Marek Hastalig Viriisii (MHYV)

Marek Hastaligi’'na sebep olan MHYV, Herpesviridae familyasina bagh
Alphaherpesviridae subfamilyasi altinda yer alan Mardivirus soyuna ait hiicre-iliskili bir
herpesvirustur (Meydan 2012). Cift eksenli DNA (dsDNA) yapisina sahip viriislerden
olan MHV’nin DNA uzunlugu yaklasik 160 kb’dir. MHYV ikosahedral (yirmiyiizlii)
yapida olup viral partikiilleri diger herpesviruslarla ayn1 6zelliktedir. Bugiine kadar 3 adet
MHYV serotipi tanimlanmis olup bunlar, serotip 1 (MHV-1, gallid herpesvirus tip2,
GaHV-2), serotip 2 (MHV-2, gallid herpesvirus tip3, GaHV-3) ve serotip 3 (MHV-3,
turkey herpesvirus, HVT)’tiir (Osterrieder vd. 2006; The Taxonomicon 2013; Meydan
2012). Serotipler antijenik ve genotipik olarak smiflandirildiginda; sadece MHV-1
yiiksek seviyede patojenik ve kanserojendir, MHV-2 ve MHV-3’iin patojenik 6zellikte
olmayip ve kansere neden olmadig1 belirlenmistir (Witter ve Schat 2003). Ayrica, MHV-
1 serotipi, kendi igerisinde asilanmig tavuklarda lezyon olusturma durumuna goére
vwW+MHV (very virulent plus), vwMHV (very virulent), vMHV (virulent) ve mMHV
(mild) olarak 4 sinifta gruplandirilmistir (Meydan 2012). Yapilan ¢alismalarda MHV "nin,
tavuk lenfoid organlarin1 ayni sekilde etkilemedigi belirlenmistir. Yiiksek viriilent
ozellikteki MHV hatlar1 lenfoid organlardan bursa Fabricius ve timusta B ve T lenfosit
kaybindan dolayi siddetli atrofiye neden olmaktadir (Sekil 2.5).

Kontrol

vMHV

vvMHV

vv+MHV

Sekil 2.5. Sirasiyla Dalak, bursa Fabricius ve Timus lenfoid organlarina farkli MHV
hatlarinin etkisi (Cornell Universitesi Veteriner Fakiiltesi’nden alinmustir)

Yapilan DNA dizilemesi sonucunda 3 adet MHV serotipinin gen igeriginin
neredeyse ayni oldugu belirlenmistir. MHV-1 serotipinin 103 gen, MHV-2 serotipinin
102 gen ve MHV-3 serotipinin ise 99 gen igerdigi saptanmistir. Kanserojen 6zellikteki
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MHV-1 serotipinde bulunan MHV EcoRI-Q (Meq) geni, kansere neden olan gen olarak
kabul edilmektedir. Meq geni, 339 amino asitten olusan bir proteini kodlamaktadir. pp38
(phosphoprotein 38) ve vIL8 (viral interleukin 8), MHV-1 serotipinde bulunan diger
onemli genlerdir. Meq ve pp38 latent enfeksiyonda ve tiimor olusumunda etkili
bolgelerdir. vIL8’in ise lenfositleri uyardigi ve onkogenesiste etkili oldugu bildirilmistir
(Lee vd. 2008, Meydan 2012).

2.5. Marek Hastaligi’na Kars1 Korunma Yollari

Marek Hastaligi enfeksiyonu bir ortamda gesitli durumlarda gelisebilmektedir.
MHYV hayvanlar arasinda direkt temas hali veya indirekt yollarla yayilabilmektedir.
Kiimes i¢erisinde enfekte tavuklarin bulunmasi direkt temas hali iken, kontamine kiimes
ve materyaller indirekt bulagmaya yol agmaktadir (Minbay 2002; Witter ve Schat 2003).
Immunsupresyona sebep olan Enfeksiyoz Bursal Hastalik, Tavuk Enfeksiyoz Anemisi
gibi bazi hastaliklarin gorildiigi isletmelerde MH’nin de goriilme olasiliginin arttig
bildirilmistir (Biggs vd. 1973). Ayrica stres faktorlerinin de MH’yi koriikledigi
bilinmektedir (Morrow ve Fehler 2004). Ulkemizde yapilan bir ¢alismada MH gozlenen
tavuklarda oksidatif stresin artmasi sonucu DNA hasarinin da arttig1 belirlenmistir (Keles
2007). Bu dogrultuda asilama, viriis salginindan sakinmak, tavuklari stresten uzak
tutmak, bagisiklik sistemini baskilayan diger patojenlere karst 6nlem almak ve MH’ye
kars1 genetik olarak direnc¢li olan hatlarin tavuk yetistirme sistemlerine dahil edilmesi
tavukculukta MH’ye karsi korunma yollari olarak kullanilabilmektedir (Meydan 2012).

2.5.1. Asilama

Marek Hastaligi’na karsi genotipik duyarliligin oldugu 1930°Iu yillarda tespit
edilmistir (Calnek ve Witter 1972). Hastaligin deneysel olarak sekillendirildigi 1960’11
yillardan itibaren hastalik etkeninin patogenezi ve immiinolojik Ozellikleri ortaya
koyulmustur. Yapilan bu calismalar sayesinde MH’ye karsi basarili atteniie asilar
kullanilmaya baslanmistir (Kato ve Hirai 1985). MH’den korunma yollarinin basinda
asilama gelmektedir. MH’ye karsi as1 yontemini ilk olarak Churchill vd. (1969)
gelistirmistir. 1970’11 yillarda asilama yOnteminin yayginlasmasiyla hastalik kontrol
altina alinmaya baslanmistir. Asilama uygulamasi, embriyonel donemin 18. giiniinde
amniyotik siviya otomatik agilama olarak ya da 1 giinliik civcivlerin kas aras1 veya deri
altina ag1 uygulanmasi olarak yapilmaktadir (Meydan 2012).

Hayvan 6liimleriyle sonuglanan bir hastalik olan MH’ nin mortalitesi degiskenlik
gosterir, ancak hastalik ortaya ¢iktiktan sonra mortalite de kademeli olarak artig meydana
gelmektedir. Oliim oran1 as1 uygulamasi yapilmamis kiimeslerde %25-30 diizeyinden
%60’1lara kadar ¢ikabilmekteyken, as1 uygulanmis kiimeslerde bu oran %35’e kadar
diismektedir (Witter ve Schat 2003). MH’ye kars1i yapilan asilama tavuklarda
enfeksiyonun siddetini azaltarak timor olusumuna, viriislerin ¢ogalmasini azaltarak
hastaligin yayilmasina engel olmaktadir. Ancak asilama yapilsa bile, asilanmis
tavuklardaki MHV genetik yapisini degistirmeye devam etmekte ve MHV ¢ogalmasi
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(replikasyonu) siirmektedir. Asilamadan sonra rekombinant viriis gelisimi olmaktadir.
Genetik yapisini degistiren virlisler asilara dayanikli yeni hatlarin olusmasina Yol
acmaktadir (Sekil 2.6). Olusan genetik evrim sonucunda daha viriilent hatlarin meydana
gelmesi, yeni alternatif asilarin gelistirilmesini gerektirmektedir (Meydan 2012).
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Sekil 2.6. Viriis yapisinin MH asilamalart sonucu evrim gegirerek daha viriilent hale
gelmesi (Nair 2004) (mMDV-mild, vMDV-virulent, wMDV-very virulent, vw+MDV-very
virulent plus)

2.5.2. Genetik direnclilik

Tavuklarda MH’ye kars1 agilamanin kontrol miicadelesinde yetersiz kalmasi ve
MHV’nin daha virtilent hatlarinin periyodik sekilde ortaya ¢ikmasi sebebiyle, 1990’1
yillardan sonra bu hastaliga karsi genetik olarak direngli hatlarin gelistirilmesi ve
dayamkliliga katki saglayan genlerin aragtirilmasi ¢aligmalarma baslanmustir. Tlk olarak
MHC’nin, MH’ye kars1 dayaniklilikla iligkili oldugu belirlenmistir. Ayrica tiim tavuk
genomuna QTL (Quantitative trait loci) taramasi, transkript profili belirlenmesi ve virtis-
konakg1 arasinda protein-protein etkilesiminin goriintiilenmesi ¢alismalar1 yapilmistir. Bu
caligmalarin kullanilmasiyla, MH’ye kars1 dayaniklilikla iligkili olan 14 QTL lokusu
(Cheng vd. 2007) ve 4 adet gen saptanmistir. Bulunan genlerin biliylime hormonu geni
(GH1), stem cell antigen 2 geni (SCA2 veya LY6E) (Liu vd. 2003), MHC class II B chain
geni (BLB veya CD74) ve immunoglobulin-associated beta (CD79B) genleri oldugu
bildirilmistir (Meydan vd. 2011, Meydan 2012).

MH’ye kars1 bir diger yol, tavugun genetik olarak barindirdigr direncini
gelistirmektir. Direng ve duyarlilik kantitatif kalitim gostermekte olup hem ¢evre hem de
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pek cok gen tarafindan belirlenmektedir. Genetik olarak dayanikli hatlarin olugturulmasi
MH’nin kontroliinde olduk¢a onem tasimaktadir. Hastaliga karsi dayanikli hatlarin
gelistirilmesinde genetik markerlerin  kullanildigt DNA temelli arastirma ve
uygulamalarin sayis1 artmaktadir. MH’ye karsi genetik direnglilikte birgok gen veya QTL
lokusun rol aldigi tahmin edilmektedir. MH’ye kars1 direnclilik ile ilgili olan genler,
MHC genleri ve MHC olmayan (non-MHC) genler olarak iki grup altinda
incelenebilmektedir.

2.6. Major Histocompability Complex (MHC)

Major Histocompability Complex (MHC, Major Doku Uygunluk Kompleksi),
bagisiklik sisteminin kendinden olan ve olmayan molekiilleri tanimasi i¢in gerek duydugu
antijenleri kodlamada gorevli biiylik bir gen bolgesidir. MHC, bagisiklikla ilgili ve
bagisiklikla ilgili olmayan fonksiyonlari bulunan, doku uyumunda rol alan bir gen bolgesi
olarak bildirilmistir. (Giin 2007; Lenger 2011). MHC gen bolgesi, bagisikliktan sorumlu
¢ok sayida geni icerdigi gibi immun yanitla ilgisi belirlenmemis bazi genleri de
bulundurmaktadir (Snell 1981; Temiz 2005; Giin 2007; Lenger 2011).

2.6.1. Genel bilgiler

MHC proteinleri, ilk olarak doku ve organ nakli ¢aligmalarinda temel antijenler
olarak belirlenmistir. Ayni1 veya farkli tiirler arasinda yapilan organ veya doku
nakillerinin reddedilebilir oldugu bildirilmistir (Alberts vd. 2008; Lenger 2011). MHC
hiicre ylizey molekiilleri hem yabanci antijenlerle hem de diger immun hiicreleriyle
baglant1 halinde bulunmakta ve bu durum da tetikleyen antijene 6zgili 6zel bir immun
tepkiye sebep olmaktadir. Doku uyum antijenleri olarak da isimlendirilen bu
molekiillerin, immun yanit olusumunda immun sistem hiicreleri arasindaki iliskinin
kurulmasinda ve antijen sunulmasinda onemli gorevlerinin oldugu vurgulanmaktadir
(Salomonsen vd. 2005; Ahmed vd. 2007; Lenger 2011).

MHC ilk olarak farelerde yapilan doku nakli ¢aligmalar: sirasinda belirlenmis ve
H-2 antijenleri olarak isimlendirilmis olup daha sonra tavuklarda saptanmistir (Lamont
1989; Alberts vd. 2008; Lenger 2011). MHC genleri, biitiin omurgalilarda bulunmaktadir.
MHC gen bolgesi her tiirde farkli kromozom tizerinde bulunabilmekte, MHC lokusunun
icerdigi gen sayis1 degisebilmekte ve genler farkli sekilde organize olabilmektedir. MHC
genleri tarafindan kodlanan molekiiller, tiirlere gore farkli bi¢imde adlandirilmaktadir.
MHC molekiillerinin isimleri insanda HLA, sigirda BoLA, koyunda OLA, kegide GLA,
atta ELA, kopekte DLA, kedide FLA olarak belirlenmistir. Farkli olarak, farelerde H-2,
ratlarda RT1 ve tavuklar i¢in ise B terimleri bildirilmistir (Arda vd. 1994; Diker 1998;
Lenger 2011).

MHC proteinlerinin {i¢ 6nemli o6zelligi bulunmaktadir. Birincisi, MHC
proteinlerinin T hiicre aracili nakil tepkimelerinde en fazla One ¢ikan antijenler
olmalaridir. Ikinci olarak, T hiicrelerinin biiyiik bir cogunlugunun yabanct MHC
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proteinlerini taniyabilmeleridir. Ugiincii olarak da MHC proteinlerini kodlayan genlerden
bazilarinin, omurgali canlilarda en fazla polimorfizmi gostermesidir (Alberts vd. 2008;
Lenger 2011).

MHC nin ii¢ ana bolge igeren (sinif I, 11 ve 111) ve farkli fonksiyonlara sahip olan
genel yapisi, memeli tiirleri arasinda homoloji gostererek ortak niikleotid dizilimine sahip
olacak sekilde korundugu bildirilmistir (Amills vd. 1998). Ancak, farkli memeli
MHC’leri arasinda bazi bolgelerin yiiksek oranda gosterdigi homolojinin yani sira
farkliliklarin da oldugu belirlenmistir (Lenger 2011). Insanlarda yapilan calismalar
dogrultusunda, bagisiklik hastaliklarinin = ¢ogunun MHC ile 1ilgisi oldugu
diisiiniilmektedir. Belli hastaliklarin belli allelleri tasiyan bireylerde daha sik goriildigi
vurgulanmaktadir. Hastaliklarla ilgisi oldugu bulunan alleler daha ¢ok sinif II genlerinde
bulunmaktadir. insan MHC siyle iliskili hastaliklardan en 6nemlilerinin Romatoid Artrit
ve Insiiline Bagimli Diyabet Hastalig1 oldugu bildirilmistir (Dalva 2004).

2.6.2. Tavuklarda MHC sistemi

Tavuklarda (Gallus domesticus) kan gruplariyla ilgili yapilan ¢alismalarda, B kan
grubu allellerinin baz1 6nemli 6zelliklerinin oldugu anlasilmistir (Aksoy vd. 1998; Lenger
2011). Landsteiner ve Miller (1924) arastirmalarinda degisik tavuk eritrositlerinin farkli
antijenik Ozelliklere sahip olduklarini kesfetmislerdir. Tavuklarda MHC sistemi,
baslangicta kan doku ¢alismalarinda bir eritrosit antijeni olarak kesfedildiginden dolay1
B kompleksi olarak da adlandirilmaktadir (Lamont 1989; Lenger 2011). Yapilan
calismalarda tavuklardaki B sisteminin doku uyusumunu kontrol eden genlerle baglantili
oldugu belirlenmistir (Shiina vd. 2006; Lenger 2011). Bu dogrultuda MHC sistemi,
tavuklarda B kan grubu haplotipleri ile belirlenebilmektedir. Tavuklarda B kompleksi
sistemi ile ilgili molekiiler ¢alismalara 1988 yilinda baslanmistir (Guillemot vd. 1988).
Tavuk MHC’si ile baglantili immun tepkinin genetik kontrolii de hiicresel kaynakli
bagisiklik tizerine yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Lamont 1989; Lenger 2011).

Tavuklardaki MHC sistemi olan B kompleksi T lenfositlere kars1 antijen sunan
heterodimerik transmembran glikoproteinlerinden olusmaktadir (Lenger 2011).
Tavuklar, yaklasik 92 kb uzunlugunda olan ve birbirine sik1 halde bagli olan 19 gen iceren
kiigiik bir MHC gen bolgesine sahiptir (Zekerias vd. 2002; Lenger 2011). Tavuk MHC
genleri 16. kromozom iizerinde lokalize olmustur (Lamont 1998; Lenger 2011). MHC
bolgesinde protein kodlayan genler, T hiicrelerine antijen sunumunda yer almaktadir. Bu
yiizden bu bolgedeki genetik ¢esitligi tanimlamak, patojen ve konak iliskilerini anlamak
acisindan onem tasimaktadir. MHC genlerinin {iriin miktar1 ayn1 zamanda birincil immun
sistemi organlarmin gelisimini de etkiledigi bildirilmistir (Lamont 1998). Bu genlerin
temelinde 3 MHC sinifi (lokusu) bulunmaktadir. Bunlar, sinif I veya B-F (memelilerdeki
siif I ile benzerdir), sinif II veya B-L (memelilerdeki sinif II ile benzerdir) ve sinif IV
veya B-G (tavuklara 6zgiidiir)’dir (Meydan 2012). Sinif I (B-F) antjenleri, hemen hemen
tim hiicrelerin iizerinde bulunmaktadir. Simif II (B-L) antijenleri, monositler,
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makrofajlar, B hiicreleri ve T hiicrelerinin bir kisminda bulunmaktadir (Lamont 1989;
Emara vd. 2002; Zekerias vd. 2002; Shiina vd. 2006; Li vd. 2010; Lenger 2011). Simif IV
(B-G) lokusu, kan gruplarinin uygun tipini belirleyen eritrositlere eksprese olmaktadir.

2.6.3. Tavuk MHC sistemi molekiil ve genleri

Smif I (B-F) ve Smif II (B-L) molekiillerini kodlayan tavuk MHC genleri, yap1 ve
fonksiyon bakimindan memeli MHC genlerine ¢ok benzemesine ragmen tavuk MHC
yapilanmasinda farkliliklar bulunmaktadir. MHC siif I ve smif II genleri yliksek
derecede polimorfizm gostermektedir. Bireyler arasinda aminoasit dizileri bakimimdan
bliyiik farkliliklar bulunmaktadir. Bu farkliliklarin en Onemli nedenlerini, nokta
mutasyonlari, gen konversiyonu ve karsilikli rekombinasyon olaylar1 olusturmaktadir

(Ahmed vd. 2007; Lenger 2011)

Tavuklarda smif I ve sinif II genlerine benzer olarak MHC’nin genetik olarak
bagimsiz baska bir gen grubu oldugu da bildirilmistir (Lenger 2011). Polimorfik
Ozellikteki bu gen bolgesi, Rfp-Y (Restriction fragment polymorphism-Y) olarak
adlandirilmaktadir. Tavuk MHC genleri, B ve Rfp-Y kompleksleri olarak iki bagimsiz
grup halinde bulunmaktadir (Shiina vd. 2006; Lenger 2011). Ayrica, B ve Rfp-Y
bolgelerinin arasinda, yaklasik 400 kisa tekrardan olusan ribozomal RNA bdlgelerini
iceren NOR (Nucleolar Organizer Regions) bolgesi de bulunmaktadir. B ve Y genetik
olarak bagli olmamalarina ragmen B ve Y bolgelerinin her ikisi de ayn1 kromozomun iki
farkli bolgesinde konumlanmaktadir. Rfp-Y sisteminin sinif [ ve sinif II genleri hakkinda
az sayida bilgi bulunmaktadir (Emara vd. 2002; Miller vd. 2004; Shiina vd. 2006; Lenger
2011). Rfp-Y bolgesinin MHV ve bir bagka tavuk hastaligi olan RSV (Rous Sarkoma
timor viriisii)’ye direng ile iliskili oldugu bildirilmekle birlikte detayli bilgi
bulunmamaktadir (Shiina vd. 2006; Lenger 2011).

B kompleksi, memeli sinif I ve sinif II bolgelerine homolog olan B-F ve B-L
bolgelerini ve ayrica tavuklara 6zel olan sinif IV gen bolgesini igermektedir (Emara vd.
2002; Zekerias vd. 2002; Lenger 2011). Ayrica tavuklardaki B kompleksi genleri,
memelilerden oldukg¢a farkli sekilde organize olmustur (Sekil 2.7). Farkli bolgelerde
kiimelenmeyen B-F ve B-L genleri, karisik halde B-F/B-L bolgesine bulunduklar
belirlenmistir (Diker 1998). Tavuk 16. kromozomu, mitotik metafaz evresinde FISH
(Fluorescence In Situ Hybridisation) yontemi kullanilarak haritalandirilmistir. 16.
kromozomun q kolunda B, Y ve NOR bdélgelerinin konumlandigi saptanmistir (Sekil 2.8)
(Solinhac vd. 2010).
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Sekil 2.7. Tavuklarda MHC gen bolgesi (Miller 2005)

STAG2
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Sekil 2.8. MHC-B kompleksi, Y ve NOR bolgesinin kromozomun g kolundaki yeri a-a”)

sentromer bolgesi (NOR, yesil- Y bolgesi, kirmizi- MHC-B kompleksi sar1) (Solinhac vd.
2010)

2.6.4. Tavuk MHC kompleksi ve B haplotiplerinin hastahklarla iliskisi

MHC iiretiminin MHV’ye bagli diizenlenmesini arastiran bir¢cok ¢alisma
bulunmaktadir. Konak savunmasini yenmek i¢in pek ¢ok herpesviriisiin mekanizmasi
bulunmaktadir. Bu mekanizmalar MHC sinif I ve sinif II proteinlerinin ¢aligmalarina
engel olmaktadir (Hegde vd. 2003; Ambagala vd. 2005). Yapilan ¢aligmalarda herpes
simplex viriisiinin (HSV), endoplazmik retikulumda antijenik peptidin bosluguna
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baglanarak MHC proteininin ¢alisma mekanizmasini engelleyerek, MHC smif I ylizey
proteinlerinin liretimine engel oldugu bildirilmistir (Frith vd. 1995; Hill vd. 1995). Baska
bir alfaherpes viriisii Varicella zoster viriis (VZV), engelleyici bir protein icermeden,
MHC smif I yiizey molekiillerinin yiizeye ¢ikmasini engelleyerek, iiretimini bozdugu
belirlenmistir (Abendroth ve Arvin 2001). Diger alfaherpsviriislerden olan equine
herpesvirus-1, bovine herpesvirus (BHV)-1 ve pseudorabies viriisiin de TAP protein
aktivitesini inhibe ederek MHC simif I yilizey molekiil {iretimini bozarak yiizeye ¢ikmasini
engelledigi bildirilmistir. Beta herpesviriisii olan insan cytomegalovirus, ¢cok sayida fazla
icerdigi viral protein ile MHC sinif I {iretim ve taginmasini birden fazla noktada bozdugu
belirlenmistir. Sonuglar her bir durumda ayni olsa bile viral proteinler ve kullanilan
mekanizmalar her viriise 6zgii olarak degismektedir (Ambagala vd. 2005). MHV ye
bakildiginda, MHC smif I proteininin 06zellikle alfa zincirinin ylizeydeki iiretimi
engellenmektedir. Bu mekanizma ve viral proteinler tam olarak bilinmemesine ragmen
toplam MHC sinif I protein seviyeleri degismedigi saptanmistir. Bu durumun da MHC
proteinlerinin hiicre igerisinde kalarak yiizeye ¢ikamamasina yol agtig1 diistiniilmektedir
(Hunt vd. 2001)

Herpesviruslerin ayn1 zamanda MHC smif II proteinlerinin mekanizmasini da
bozdugu belirlenmistir (Hegde vd. 2003). VZV, insan cytomegalovirus (HCMV), fare
cytomegalovirus ve biiyiik olasilikla HSV1 viriisii, interferon tarafindan baslatilan MHC
siif II protein iiretiminin diizenlenmesini, interferon yolundaki sinyal molekiillerini
etkileyerek transkripsiyonel seviyede bastirdigi bildirilmistir (Miller vd. 1998; Abendroth
vd. 2000). Herpesviruslarin MHC sinif 11 {iretimini translasyon sonrasinda da bozabildigi
belirlenmistir. MHC smif II proteininin hiicre igerisindeki hareketini etkileyerek engel
olmaktadir. Ornegin, HSV-1 ICP34.5 viral proteininin, MHC smif II proteininin hiicre
yiizeyine ¢ikmasini engellerken, hiicre igerisindeki iiretim agsamasina engel olmadig
bildirilmistir (Trgovcich vd. 2002). MHC smif II proteinlerinin engellenmesinin
sebeplerinden birisi olan viral proteinler, herpesvirusun cinsine 6zgiidiir ve kendilerine
ait mekanizmalar1 bulunmaktadir. Yapilan caligmalarda MHC smif I proteinlerinde
oldugu gibi MHC sinif II proteinlerinin de enfekte olmus hiicrelerde hiicre ylizeyine
ctkamamaktadir.

Tiim bu herpesviriislerden farkli olarak MHV, enfekte tavuklarin merkezi sinir
sisteminde, endotel hiicrelerde ve damardan disar1 ¢ikan hiicrelerde (makrofaj ve T
hiicrelerinde) MHC sinif I tiretimini tetikledigi bildirilmistir (Gimeno vd. 2001).

MHC sistemi (B kompleksi) ve hastalik baglantisi, laboratuvar iiretimi tavuklarda
ve ticari tavuk hatlarinda yapilan ¢alismalarda belirlenmistir (Hansen vd. 1967; Bacon
vd. 1981). Tavuklarda MHC tiplerini tespit etmek yararli bir konu haline gelmistir. Tavuk
MHC’si farkli haplotiplerdeki tavuklara as1 uygulamasi yapilarak saptanmigtir. MHC
haplotip isimlendirmesi, serolojik ajanlar kullanilarak reaksiyon veren maddeler
standardize edilmis ve ulusal dil haline getirilmistir (Briles 1982).
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Tavuk MHC sisteminin, bazi enfeksiy0z patojenlere karst direnci belirledigi
yapilan g¢alismalarda saptanmistir (Miller vd. 2004; Shiina vd. 2006; Lenger 2011).
Tavuklarda B kan grubu haplotipleri bakimindan secilen bazi tavuk soy ve hatlar
arasinda, hastaliklara kars1 direng ile ilgili farkliliklarin oldugu ilk kez Hansen ve ekibi
tarafindan belirlenmistir (Hansen vd. 1967). Bazi hastaliklara kars1 direngli ya da duyarli
olan aile, soy veya hatlar mevcuttur. Houghton Rhode Island Red irk1 MH’ye karsi duyarlh
iken, lenfoid 16ykozis hastaligina karsi ise direngli oldugu, Houghton Light Sussex 1irkinin
da eimeria tiirlerine kars1 duyarli oldugu bildirilmistir. Ayrica, Cornel K hatt1 tavuklarin
Avian Loykozis hastaligina (ALV) (Aksoy 1999; Lenger 2011), Leghorn irk1 yumurtaci
tavuklarin ise Salmonella gallinarum infeksiyonlarina direngli olduklar1 belirlenmistir
(Arda vd. 1994; Lenger 2011).

Tavuk MHC genlerinin; viral, bakteriyel, paraziter ve otoimmun hastaliklara
direng ve duyarlilikla iliskili bir gen kompleksi oldugu vurgulanmaktadir (Lamont 1989;
Ahmed vd. 2007; Li vd. 2010; Lenger 2011). Marek Hastaligi (MH), Avian 16ykozis virlis
(ALV), Rous Sarkoma tomiir viriisii (RSV), infeksiydz bursal hastalik viriisii (IBDV),
Pasteurella multocida, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus, kanatli kolerasi,
koksidiyoz gibi ¢ok sayida patojenlerin sebep oldugu hastaliklara; tiroitidis ve vitiligo
gibi otoimmun hastaliklara karsi hastalik direnci veya duyarlilik gelismesi ile MHC
arasinda gii¢lii bir iligski oldugu bildirilmistir (Fulton vd. 2006; Shiina vd. 2006; Lenger
2011) (Sekil 2.9).

B HAPLOTIPI HASTALIK HASTALIK ILE ILISKISI
B23 MAREK HASTALIGI DUYARLILIK
B21 MAREK HASTALIGI vUKSEK DIRENG
KUS GRIBI NORMAL DIRENG
AVIAN LOKOSIZ ZAYIF DIRENG
B19 MAREK HASTALIGI DUYARLILIK
AVIAN LOKOSIZ YUKSEK DUYARLILIK
B13 SALMONELLA DUYARLILIK
B17 MAREK HASTALIGI ZAYIF DIRENG
B15 MAREK HASTALIGI DUYARLILIK
AVIAN LOKOSIZ ZAYIE DIRENG
ROUS SARKOMA HASTALIGI DUYARLILIK
SALMONELLA DUYARLILIK
B13 MAREK HASTALIGI DUYARLILIK
KUS GRIBI DUYARLILIK
AVIAN LOKOSIZ ZAYIE DIRENG
ROUS SARKOMA HASTALIGI ZAYIE DIRENG
B12 AVIAN LOKOSIZ YUKSEK DIRENG
ROUS SARKOMA HASTALIGI TUMOR BUYUMESINI BASTIRICI
B6 MAREK HASTALIGI NORMAL DIRENG
ROUS SARKOMA HASTALIGI TUMOR GERILEMESI ILE ILISKILI
B5 MAREK HASTALIGI DUYARLILIK
AVIAN LOKOSIZ ZAYIE DIRENG
ROUS SARKOMA HASTALIGI DUYARLILIK
B3 MAREK HASTALIGI DUYARLILIK
B2 MAREK HASTALIGI NORMAL DIRENG
AVIAN LOKOSIZ DUYARLILIK
ROUS SARKOMA HASTALIGI DUYARLILIK
B1 ROUS SARKOMA HASTALIGI TUMOR BUYUMESINI ARTIRICI
SALMONELLA YUKSEK OLUM ORANI

Sekil 2.9. B haplotiplerinin tavuk hastaliklariyla iligskisi (Wang vd. 2014)
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Tavuk MHC genlerinin, MH’ye diren¢ veya duyarlilikla iligkili oldugu yapilan
birgok c¢alisma ile ortaya koyulmustur (Lamont 1989; Emara vd. 2002; Miller 2005).
Tavuklardaki MHC allelleri de tavuk MHC sistemi olan B kompleksini yani B
haplotiplerini belirlemektedir. Dalgaard ve ekibi tarafindan yapilan ¢alismada, B kan
grubu dikkate alinmadan MH’ye kars1 direncli bireyler se¢ilmis ve sonucta siiriide Bo1
haplotipine sahip bireylerin hizla arttig1 saptanmistir (Dalgaard vd. 2003). Tavuklarda Bo,
Be, B13, Bius ve B2 haplotiplerinin MH’ye direng ile; Bi, B3z, Bis, Bis, Big ve By
haplotiplerinin duyarlilik ile iliskili oldugu belirlenmistir (Shiina vd. 2006). Ozellikle B1g
haplotipinin MH’ye duyarliliga, B21 haplotipinin ise yiiksek dirence neden oldugu
bildirilmistir (Sekil 2.10).

B HAPLOTIPI MAREK HASTALIGI iLiISKIiSi
B2 ORTA DIRENC

B6 ORTA DIRENC

B14 ORTA DIRENC

B1 DUYARLILIK

B3 DUYARLILIK

BS DUYARLILIK

B13 DUYARLILIK

B15 DUYARLILIK

B27 DUYARLILIK

B9 [VOKSEKDUYARLILK |
Sekil 2.10. B haplotipleri ve Marek Hastalig iligkisi (Shiina vd. 2006)

Bazi B haplotiplerinin as1 ile daha iyi koruma saglamasindan dolayi, B
haplotiplerinin as1 ile elde edilen bagisikligi da etkiledigi yapilan caligmalarda
belirlenmistir. Biitiin bu etkenlere karsin B haplotipinin etkisinin, tavugun genetik
yapisina bagli oldugu bildirilmektedir (Cheng 2003; Meydan 2012). MHV’ye dayanikli
ve duyarl tavuk hatlarindaki virlis ¢ogalmas: 14. giine kadar ayni olmasina ragmen

14.glinden sonraki viriis ¢ogalmasi ve tiimor olusumunda farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir
(Schat ve Xing 2000) (Sekil 2.11).

immun yanit

i Tiumér olusumu

'
| —

7 14

Enfeksiyondan sonraki giin

Viriis replikasyonu

Sekil 2.11. MHC yapisina gore direngli ve duyarli tavuk hatlarinda MHV’nin durumu
(----- direncli hat , duyarl hat) (Schat ve Xing 2000)
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Hastaliklara kars1 direng olusturmada rol alan mekanizma vardir ve MHC
tarafindan tstlenilen genetik kontrollerde farkliliklar mevcuttur. Bu durum, MHC
olmayan genlerin de hastalik direncinde 6nemli rolii oldugunu gostermektedir.

2.6.5. LEI10258 lokusu

MHC genleriyle baglantili olan bir¢ok mikrosatelit lokus tespit edilmistir (Emara
vd. 2002; Fulton vd. 2006; Chazara vd. 2011; Han vd. 2013; Gao vd. 2015; Fulton vd.
2016). MHC bolgesinin igerisine lokaliz olmus mikrosatelit lokuslarin, hastaliklara karsi
dayaniklilikta rol oynadig1 yapilan bir¢ok arastirma ile bildirilmistir. McElroy vd. (2005)
yaptiklari ¢alismada 81 adet mikrosatelit lokusu incelemis ve bunlardan 17 tanesinin MH
ile iligkili oldugunu saptamistirlar. Gao vd. (2015) 4 adet mikrosatelit lokusun (LE10258,
MCWO0371, MCW0312, MHC-D) MH’ye kars1 direnglilik veya duyarlilik ile alakali
oldugunu belirlemistir.

Fulton vd. (2006, 2016)’nin yaptiklari ¢alismalara gére en 6nemli lokus LEI0258
mikrosatelit lokusudur ve MHC genlerinin arasinda konumlanmistir. LEI0258
mikrosatelit lokusu 16. kromozomda bulunmaktadir (McConnell vd. 1999). Bu lokus,
tavuk MHC sisteminin de bulundugu B bdélgesinin tam ortasinda, BG1 genine yakin
sekilde konumlanmistir (Sekil 2.12). LEIO258 lokusu, 2 adet tekrarlanan bolge
icermektedir. Bu tekrar bolgelerinden birincisi 13 bg¢. uzunlugundadir (R13;
CTATGTCTTCTTT) ve bu bolge 1 ila 28 kez arasinda tekrar edebilmektedir. Ikinci
tekrar bolgesi ise 12 bg. uzunlugunda (R12; CTTTCCTTCTTT) olup, 2 ila 20 kez
arasinda tekrar edebilmektedir. Bu tekrar bolgelerine ilave olarak birgok SNP, insersiyon
ve delesyon bolgeleri de icermektedir (Sekil 2.13). Bu iki bolgenin tekrar sayisina gore
allel bliylikligiiniin 182-552 bg. arasinda degisebildigi bildirilmistir (Fulton vd. 2006).
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Sekil 2.12. LE10258 lokusunun tavuk genomundaki yeri
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Sekil 2.13. LEI0258 lokusunun tekrar bolgeleri (Fulton vd. 2006)

Birden fazla kita ve tiir populasyonlarindan alinan orneklerde, LEI0258 gen
bolgesi ile ilgili alleller bulunmugtur. MHC sistemi ile ilgili yapilan pek ¢ok caligmada
bu bolge, diinyanin degisik bolgelerinde yetistirilen tavuk hatlarinda ¢ok yiiksek genetik
cesitlik gostermistir ve elde edilen ¢esitli haplotiplerde 35°den fazla alleli oldugu tespit
edilmistir (Chazara vd. 2013). Bu bdlge, tavuk MHC-B bdlgesini tanimlamada ve ayni
zamanda MHC haplotiplerinin kategorizasyonunda kullanilmaktadir. LEI0258 gen
bolgesindeki 12-13 tekrarlari, SNP ve kiiclik baz ekleme-¢ikarmalarinin ¢esitliligi
sagladig bildirilmistir. Yapilan calismalarda LEI0258 mikrosatelit lokusuna ait 26 farkli
allel bliylikligii tespit edilmistir (Fulton vd. 2016).

LEIO0258 bolgesi igerdigi allel sayis1 ¢ok fazladir ve allel boyutlarinda c¢ok
cesitlilik bulunmaktadir. Bu biiytlik allelik farkliliklar, maliyeti az olan elektroforetik
boyut ayirma yontemleriyle kolaylikla ayirt edilerek MHC haplotip belirteci olarak
kullanilmaktadir. LE10258 mikrosatelit lokusunun en &nemli avantaji, tavugun sahip
oldugu B haplotipini belirleyebilmesidir. Ornegin, LEI0258 lokusunun 357 bg.’lik
allelinin Bz1 haplotipine, 539 bg. ve 552 bg.’lik allellerinin ise sadece B1g haplotipine
0zgii oldugu tespit edilmistir (Fulton vd. 2006). Dolayistyla LEI0258 mikrosatelit lokusu
kullanilarak tavugun sahip oldugu MHC genleri bakimindan MH’ye kars1 direngli veya
duyarli oldugu tahmin edilebilmektedir. En 1iyi tanimlanmis haplotip 357 bg.
uzunlugundaki Bz1 haplotipidir. B2: haplotipinin MHV’ye karsi yiiksek oranda direngli
oldugu bildirilmektedir (Hansen vd. 1967; Briles vd. 1977; Bacon vd. 1981).

Yapilan ¢aligmalarda LEI0258 ve MCWO0371 lokuslarinin tavuklardaki MHC
haplotiplerini belirlemede kullanighi oldugu bildirilmistir ve bu sayede pek ¢ok 6zgiin
allel tanimlanabilmektedir. MCWO0371 gen bolgesi, LEI0258 gen bolgesinin 10.560 bg.
asagisinda yer almaktadir. MHC genlerine olan fiziksel yakinliklarindan dolay1 bu gen
bolgeleri, MHC haplotipinin genetik belirtegleri olarak arastirilmaktadir. Akrabali
yetistirilen tiir ornekleri ile ticari hatlar arasinda yapilan arastirmaya gore LEI0258
lokusunun sadece allel boyutu ile B haplotiplerinin belirlenmesinde ve pek cogunun ayirt
edilmesinde yeterli oldugu bildirilmistir. Ornegin, LEI0258 lokusu bakimindan B; ve Bis
haplotiplerinin allel boyutlarinin ayni1 ve 261 bg. uzunlukta oldugu belirlenmistir. Ancak
allel boyutlar1 ayn1 olan haplotipler, farkli lokuslarda farkli boyutlarda olabilmektedir.
LEI0258 lokusunda ayni uzunluga sahip olan Bz ve Bis haplotipleri, MCWO0371
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lokusunda farklilik gostermis, B2 haplotipinin 206 bg., Bis haplotipinin ise 203 bg.
uzunlugunda oldugu belirlenmistir (Fulton vd. 2006).

Serolojik olarak farkli ancak LEI0258 lokusu allel biiyiikliigii ayn1 ve 205 bg.
uzunlukta olan B3z ile By allelleri arasinda 1 tane SNP farki bulunmustur. Yine bu iki
allel MCWO0371 lokusunda farkli uzunluklar gostermekte olup Bis haplotipi 202 bg., B17
haplotipi ise 205 bg. uzunluktadir. LE10258 lokusunda biiyiikliikleri birbirinin aynisi olan
cesitli  haplotipler, MCWO0371 lokusundaki polimorfizmlere bakilarak ayirt
edilebilmektedir. Farkli tiirdeki allellerin pek ¢ok tavukta goriilmesi, allelin tiire 6zgii
olmadigimi gostermektedir. Ayrica aym allel biliyiikliigii, ayn1t MHC haplotipi ile ilgili
olmayabilmektedir (Fulton vd. 2006).

Bagka bir caligmada, ticari tavuk hatlariin LEI0258 bolgesi ¢esitliliginin, gezen
tavuklara gore daha az oldugu belirlenmistir. Serbest dolasan-dogal ortam tiirlerinin,
ticari tlirlere gore parazit ve hastalik tiplerine yakalanma riskinin daha fazla oldugu
bilinmektedir. Belirli bir alanda iiretilen ticari tavuk hatlariin bilinen sinirlt 6zellikleri
bulunmaktadir. Serbest dolasan tiirlerin ise MHC genlerinde daha fazla cesitlilik
olabilecegi bildirilmistir (Izadi vd. 2011). Iran’da Horasan tavuk irkina ait 6rneklerle
yapilan ¢alismada LEI0258 mikrosatelit lokusuna kullanilarak 25 farkl biiytikliikte allel
bulunmustur. En yiiksek frekans 360 bg. uzunluguna sahip allellerde ve en diisiik frekans
ise 207 ile 262 bg. uzunlugundaki allelerde saptanmistir (Nikbakht ve Esmailnejad 2015).
Hindistan’da 2 yerel tavuk ve 3 saf tavuk irkina ait 6rneklerle LEI0258 mikrosatelit
lokusu kullanilarak yapilan ¢alismada 22 farkl allel biyiikliigli saptanmistir. Bu allelik
farklilik 182-552 bg. uzunlugu arasinda degismektedir. Hint yerel tavuk irklarmin, saf
populasyonlara kiyasla daha fazla allel bulundurdugu bildirilmistir (Kannaki vd. 2016).

LEI0258 mikrosatelit lokusunun kullanildig1 diger bazi arastirmalarda, Vietnam
tavuk 1rkinda 24 farkl allel biiyiikliigii, Tanzanya tavuk irkinda 23 farkl allel biuiytikligii,
Tayvan tavuk 1rkinda 16 farkli allel biiytikliigii ve Brezilya tavuk irkinda 15 farkl: allel
bliytikligl tespit edilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda ortak 6zellik olarak yerel irklarin,
ticari wrklara kiyasla daha yiiksek sayida allel biiyiikliigiine sahip oldugu sdylenebilir
(Lima-Rosa vd. 2005; Schou vd. 2007; Lwelamira vd. 2008; Owen vd. 2009; Izadi vd.
2011).

2.6.6. Major Histocompability Complex olmayan genler (non-MHC)

B haplotipi ayn1 olan direncli tavuk hatlar1 (hat 6) ve duyarli tavuk hatlarinin (hat
7) MH’ye kars1 direnglerinin farkli oldugu saptanmistir. Bundan dolayt MHC olmayan
(non-MHC) genlerin de MH’ye karsi direng ile iligkili oldugu kanisina varilmustir.
Yapilan ¢alismalarda genetik markerler kullanilarak 14 adet QTL lokusunun (7 énemli
ve 7 Onerilen) MH’ye kars1 direncgle iligkili oldugu belirlenmistir (Cheng vd. 2007,
Meydan 2012).

QTL lokuslarinin yani sira bagka bazi genlerin de MH’ye kars1 dirence katki
sagladig1 belirlenmistir. ilk olarak tavuklarda 1. kromozom iizerinde lokalize olan
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biliylime hormonu geninin (GH1) MH’ye karsi direngle ilgili oldugu tespit edilmis olan
QTL lokuslar ile iligkili oldugu saptanmistir. Yapilan ¢alismada bu genin, ticari White
Leghorn tavuklarinda tiimdrlii dokularin olusumuyla ilgisi oldugu belirlenmistir. Ayrica
GHI1 proteininin, hastalik etkeni MHV 1rklarindaki SORF2 proteini ile etkilesime girdigi
belirlenmistir. Daha sonraki arastirmalarda 2. kromozom iizerinde konumlanmis olan
stem cell antigen 2 geni (SCA2 veya LY6E)’nin tavuklarda MHV enfeksiyonundan sonra
tiimorlerin olusma orani ve tiimorlerin hayatta kalabilme ozellikleriyle ilgili oldugu
bildirilmistir (Liu vd. 2003). Yapilan son c¢alismalarda ise immunoglobulin-associated
beta geninin (CD79B)’nin MHV enfeksiyonundan sonraki 6zellikle 4. ve 15. giinlerinde
DNA ekspresyonunda degisiklik gosterdigi tespit edilmistir (Meydan vd. 2011; Meydan
2012).

2.7. Mikrosatelit Markerler

Genetik varyasyonlarin belirlenmesinde giiniimiize kadar pek ¢ok molekiiler
yontem (RAPD, AFLP, Mikrosatelit, SNP vb.) gelistirilmis ve kullanilmistir. Ancak son
zamanlarda en sik kullanilan yontemlerden ikisi Mikrosatelitler ve SNP’lerdir (Karsli vd.
2013). Mikrosatelitler, ilk olarak 1989 yilinda insan genomunda tek bir lokusun
amplifikasyonundan sorumlu olan DNA dizisine komsu olarak bulunan, diniikleotid
tekrar dizileri olarak bildirilmistir (Weber ve May 1989). Tekrarlayan DNA
bi¢imlerinden en sik goriileni mikrosatelitlerdir ve genel yapilar1 (CA)n’dir (Passarge
1995). Tekrarlayan bu niikleotid dizileri, kromozomal sentromeri g¢evreledikleri igin
‘satellit (uydu)’ adimi almaktadir (Butler 2005). Mikrosatelitler, basit dizi tekrarlari
(Simple Sequence Repeats, SSR) ya da kisa art arda tekrarlar (Short Tandem Repeats,
STR) seklinde de isimlendirilirler (Bruford ve Wayne 1993; Butler 2005).

Mikrosatelitler, 6karyotik genom boyunca kodlanan ve kodlanmayan bolgelere
yaygin olarak dagilmig halde bulunan, 1 ila 6 niikleotid uzunlugundaki kisa tekrarlardan
olusan DNA pargalar1 olarak bildirilmistir (Arif ve Khan 2009; Teneva 2009).
Mikrosatelit markerler, yaygin olarak -di, tri niikleotidlik tekrarlardan olusabildigi gibi
farkli formlar halinde de bulunabildikleri bildirilmistir (Bruford vd. 2003). Motiflerin
sayisi, bir populasyonun bireyleri hatta homolog kromozomlar arasinda dahi farkliliklar
gosterebilmektedir. Mikrosatelit markerlerin genom igerisinde ¢ok sayida olmasi,
polimorfizm oraninin yiiksek olmasi, kodominant kalitim gostermesi, tekrarlanma
sikligimin  yiiksek olmasi gibi ozelliklerinden dolayr populasyonlardaki genetik
varyasyonun gosterilmesinde tercih edilmektedir (Hillel vd. 2003). Giinlimiizde tiim
diinyada ¢iftlik hayvanlari, evcil ve yabani hayvan populasyonlarinda genetik
varyasyonun belirlenmesi caligmalarinda mikrosatelit markerlerin yogun sekilde
kullanildig1 bildirilmektedir (Tadano vd. 2014).

Ciftlik hayvanlarinda genetik varyasyonun gosterilmesi ¢alismalarimin yaninda
genom baglant1 haritalarinin olusturulmasinda ve kantitatif 6zellik lokuslarinin (QTL)
belirlenmesinde mikrosatelit markerler, SNP’ler ile birlikte yaygin olarak
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kullanilmaktadir. QTL belirlenmesi ve aday gen yaklasimi ile bu lokuslarin Marker
Destekli Seleksiyon (MAS) programlarinda kullanilmasi biyoteknolojik gelismelere
onemli avantajlar saglamaktadir. Bu dogrultuda, tavuklarda mikrosatelit markerler
kullanilarak yapilan QTL aragtirmalari sonucunda bazi mikrosatelit lokuslarin Marek
Hastaligi, Newcastle ve Koksidiyoz hastaliklarina dayaniklilik ile iliskili oldugu tespit
edilmistir (Izadi vd. 2011; Wang vd. 2014).

Mikrosatelitler genomun %3 nii olusturan tekrar birimleridir. Tekrar birimlerinin
sagindaki ve solundaki bolgelere flanking bolgesi denilmektedir. Mikrosatelit
polimorfizmini belirlemek igin tekrar bolgesinin PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
yontemiyle ¢ogaltilmasinda flanking bolgesinin bilinmesi ve bu bolgelere uygun primer
sentezlenmesi gerektigi bilinmektedir (Schlotterer ve Harr 2001; Klug vd. 2011).

Yiiksek oranda polimorfik olan mikrosatelitlerin polimorfizminin temelini, tekrar
sayilarindaki farkliliklar olusturmaktadir. Bu polimorfik farkliliklar mikrosatelit
bolgelerinde olugan mutasyonlardan kaynaklanmaktadir. Tiim genomda oldugu gibi
mikrosatelit lokuslarda da mutasyona sebep olan birgok faktor bulunmaktadir. iki 6nemli
mekanizmanin mikrosatelit lokuslarda mutasyon olusumuna daha ¢ok neden oldugu
belirlenmistir. Bunlardan ilki krossing-over sirasinda esit olmayan par¢a degisimi sonucu
olusan yeni kombinasyonlar (Unequal Crossing Over, UCA) (Sekil 2.14), ikincisi ise
replikasyon sirasindaki DNA eksen kaymasi ya da diger ismi ile replikasyon kaymasi
durumudur (Sekil 2.15). Mikrosatelit mutasyonlarinin olusmasinda replikasyon kaymasi
mekanizmasinin esit olmayan parca degisimine gore daha etkili oldugu bildirilmektedir
(Schlotterer ve Harr 2001; Joukhadar ve Jighly 2012).
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Sekil 2.14. Krossing-over’da esit olmayan parga degisimi (Anonim 2)
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Sekil 2.15. Replikasyon kaymasi sonucu olusan mikrosatelit mutasyonlar1 (Ellegren
2000)

Genom igerisinde konumlanmig mikrosatelit lokuslar, oligoniikleotid primerlerin
kullanildigi PCR yontemi araciligiyla amplifiye edilebilmektedir. Elde edilen PCR
iiriinleri, elektroforez yontemi ile goriintiilenebilmektedir. Iki bant veren iiriinler
heterozigot, tek bant veren lriinler homozigot olarak belirlenmektedir (Fatima 2006)
(Sekil 2.16). Mikrosatelitler jel elektroforezinde goriintiilenebildikleri gibi, otomatik dizi
analiz cihazlarindan fragment analizi yapilarak bilgisayar sisteminde 06zel analiz
programlar1 kullanilarak, uzunlugu bilinen standart ornekler yardimiyla da analiz
edilebilmektedir. Kapiller elektroforez sisteminin kullamildigi bu teknikte, allel
uzunluklarin1 gosteren piklerin oldugu sonuglar elde edilebilmektedir (Sekil 2.17 ve
2.18).
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3 Gel Electrophoresis
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Primer B
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Sekil 2.16. Mikrosatelit lokuslarin belirlenmesinin sematik gosterimi
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Sekil 2.17. Mikrosatelit DNA marker yontemi (Karsli 2015)
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Sekil 2.18. Kapiller elektroforez sisteminde allel uzunluklarinin belirlenmesi

Mikrosatelit markerler cesitli kanatli ¢alismalarinda da kullanilmistir. Tiirkiye
yerli tavuk irklarinda (Denizli ve Gerze) genetik ¢esitliligin belirlenmesi i¢in molekiiler
markerlerin kullanildig1 ¢alismalar oldukca az sayidadir. Kaya (2008) tarafindan Denizli
ve Gerze populasyonlarina ait tavuk genotipleri, 10 mikrosatelit marker kullanilarak
genetik cesitlilikleri incelenmistir. Yine Tiirkiye ticari tavuk hatlarindaki genetik
cesitliligin belirlenmesinde mikrosatelit markerlerin kullanildigi az sayida c¢alisma
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bulunmaktadir. Karslt (2015) tarafindan Tiirkiye’deki ticari tavuk hatlarina ait alti saf
tavuk populasyonun genetik cesitliligi, 22 mikrosatelit marker kullanilarak belirlenmistir.

Mikrosatelit markerlerin diger marker yontemlerinden ayiran bazi énemli {istiin
ozellikleri ve kullanim alanlar1 kisaca s0yle siralanabilir;

1.Cok diisiik miktarlarda DNA Ornegi yontemin uygulanmasinda yeterli
olmaktadir.

2.Ko-dominant marker olan mikrosatelitler sayesinde homozigot veya heterezigot
bireyler tespit edilebilmektedir. Diger dominant marker 6zelliginde olan RAPD
ya da AFLP gibi yontemlere kiyasla bu o6zellik bakimindan avantaji
bulunmaktadir.

3.Yiiksek derecede polimorfik oOzelliktedir. En yakin tiirler, populasyonlar
arasinda ya da akrabal1 yetistirilmis populasyonlar i¢inde dahi genetik varyasyon
saptanabilmektedir.

4.Tekrarlanabilirligi ¢ok yiiksek olan bu yontemin, RAPD ve AFLP gibi marker
yontemlerinin aksine her denemede farkli sonucglar gostermemektedir ve bu
durum da yontemin giivenirliliginin artmasini saglamaktadir.

5.Genom igerisinde ¢ok sayida dagilmis olan, gesitli verimlerle ilgili olan
kantitatif karakter lokuslarinin (QTL) belirlenmesinde ve belirlenen bu lokuslarin
aday gen yaklasimi ile marker destekli seleksiyon (MAS) kullanilmasina olanak
saglamaktadir.

6.Farkli jel kosullarinda uygulanabilir olmakla birlikte kapiller sistemlerle
otomasyona da uygun kullanimi1 bulunmaktadir. Multipleks PCR ya da tek tek
yapilan PCR fiirtinlerinin kapiller sistemde birlestirilerek multipleks fragment
analizi sayesinde is giicli ve maliyetten tasarruf edilebilmektedir.

7.Genetik haritalama hastalik ve verim 6zelliklerini kontrol eden kromozom ve
genom bolgelerinin tanimlanmasinda, ebeveyn tayini ile pedigri ¢aligmalarinda,
gen kaynaklarmin korunmasi caligmalari, genetik c¢esitliligin arastirilmasi
alanlarinda mikrosatelit markerler kullanilmaktadir (Minvielle vd. 2005).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Canli materyal ve ornekleme

Aragtirmada hayvan materyali olarak, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’na bagli olan
Ankara Tavukguluk Arastirma Enstitiisi’'nde bulunan on bir wka ait saf hat
populasyonlardan kan ornekleri alinmistir (Cizelge 3.1). Tavuklarin kanat alt1 toplar
damarindan antikoagiilantli (EDTA) tiiplere 2-5 ml olarak alinan kan 6rnekleri soguk
zincir icerisinde, miimkiin olan en kisa siirede Akdeniz Universitesi Tarimsal
Biyoteknoloji Hayvan Biyoteknolojisi Laboratuvari’na getirilmis ve DNA izolasyonu
yapilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Ayrica, Marek Hastaligina karsi
dayaniklilik bakimindan Tiirkiye ticari tavuk hatlar1 genotiplerinin karsilastirilmasi
amactyla kontrol DNA o6rnekleri kullanilmistir. Bu amacgla Amerika Tarim Bakanlig
(USDA,; United State Department of Agriculture), Ziraat Arastirma Servisi (ARS;
Agriculture Research Service), Kanatli Hastaliklar1 ve Kanser Laboratuvart (ADOL,;
Avian Disease and Oncology Laboratory)’'nda 1940 yilindan beri akrabali yetistirilerek
elde edilen ve %99+ oraninda dayanikli (hat 63) ve duyarli (hat 72) olan tavuk hatlarina
ait DNA’lar kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Irklara ait kan 6rnekleri ve isletme ile 6rnek sayisi

Irk isletme n
Rhode Island Red 1 Tavukguluk Arastirma Enstitlisi Midiirligi 30
Rhode Island Red II Tavukguluk Arastirma Enstitiisii Miidiirligii 30
Barred Rock | Tavukguluk Arastirma Enstitlisi Midirligi 30
Barred Rock I Tavukguluk Arastirma Enstitiisii Miidiirligi 30
Line-54 Tavukguluk Arastirma Enstitiisii Midiirligi 30
Black Line Tavukguluk Arastirma Enstitlisi Midirligi 30
Blue Line Tavukguluk Arastirma Enstitlisii Midiirligi 30
Brown Line Tavukguluk Arastirma Enstitlisi Midirligi 30
Maroon Line Tavukguluk Arastirma Enstitlisi Midirligi 30
D-229 Line Tavukguluk Arastirma Enstitiisii Midiirligi 30
Colombian Rock Tavukguluk Arastirma Enstitiisii Midiirligi 30
Hat 63 (Dayanikli) USDA-ARS-ADOL 10
Hat 7, (Duyarl1) USDA-ARS-ADOL 10
TOPLAM 350
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3.1.2. Arag ve gerecler

Cizelge 3.2. Arag/gereg listesi ve kullanim amaclari

Mevcut Altyapy/Ekipman Tiirii
Modeli

Calismada Kullanim Amaci

Sogutmali Santrifiij (Hettich
320E)

DNA izolasyonu ve PCR asamalarinda drneklerin
sicaga hassas orneklerin bozulmadan santrifijj
edilerek ¢oktiiriilmesi

Mini Santrifiij (Hettich-Micro
120)

DNA izolasyonu ve PCR asamalarinda 6rneklerin
kisa stireli santrifiij edilerek ¢oktiiriilmesi

Thermal cycler (Thermo, Boeco)

PCR ile lokuslarin ¢ogaltilmasi

Jel goriintiileme (Syngene)

DNA izolasyonu sonrasinda PCR iiriinlerinin jelde
goriintiilenmesi ve bilgisayar ortamina aktarilmast

Otoklav (50 L, TOMY-SX500E)

Kullanilan malzemelerin sterilizasyonu

Hassas terazi (DESIS-TM600)

Tampon ¢dzeltilerin hazirlanmasinda sarf
malzemelerin tartilmasi

Yatay elektroforez sistemi
(BioRad)

DNA izolasyonu ve PCR iiriinlerinin tespit edilmesi

Elektroforez gii¢ kaynagi

Elektroforez islemi i¢in gerekli kesintisiz diizenli
elektrik akiminin saglanmast

Manyetik karigtirict (MTOPS-
M300)

Tampon ¢dzeltilerin hazirlanmasi

Mikro dalga firm (ARCELIK)

Cozeltilerin hazirlanmasi ve Agaroz jellerin
hazirlanmas1

DNA Fragment Analyzer sistemi

Mikrosatelit lokuslarin fragment biiytikliiklerinin
belirlenmesi

pH metre (Milwaukee)

Hazirlanan tamponlarin pH’lariin ayarlanmasi

Laminar Flow

PCR calismalarinin steril ortamda yapilmasi

Vorteks (Biosan)

DNA izolasyonu ve PCR sirasinda tiiplerin
karigitirilmasi

Buzdolab1 (UGUR)

Orneklerin, sarf malzemelerin ve tamponlarin
saklanmas1

Derin Dondurucu (UGUR)

Orneklerin, sarf malzemelerin ve tamponlarin
saklanmas1
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3.1.3. Tampon ¢ozeltiler

Genomik DNA molekiillerinin izolasyonunda kullanilacak olan tampon
cozeltiler Cizelge 3.3 ’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Tampon ¢6zeltilerin molarite/miktar1 ve igerikleri

Tampon Cozelti Molarite/Miktar Icerik
032 M Sukroz
Eritrosit Lisis Tampon
Cozeltisi 10.00 mM EDTA
500 mM MgCl,
Fizyolojik Tampon 75.00 mM NaCl
(ozeltisi 2500 mM EDTA
500.0 mM Tris-HCI
Lisis TE Tampon Cozeltisi 20.00 mM EDTA
10.00 mM NacCl
10.00 g SDS
SDS Solusyonu (% 10)
100.0 ml’ye tamamlanur. Saf H,O
351 g NaCl
6M NaCl Cozeltisi
10.00 ml’ye tamamlanur. Saf H,O
5.00 ml Gliserol
DNA Yiikleme Tampon 2.00 mi Bromfenol
(Cozeltisi 150 ml EDTA
150 ml Saf H,0
108.0 g Tris
10 X TBE 550 g Borik Asit
Elektroforez/Jel Stok
Tampon Cozeltisi 40.0 ml 0.5M EDTA (ph 8.0)
1 litreye tamamlanir. Deiyonize dH,O
1 X TBE Elektroforez/Jel 100 ml 10 X TBE
Tampon Cozeltisi 1 litreye tamamlanir. Deiyonize dH,O
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3.2. Metot

3.2.1. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA molekiiliiniin izolasyonunda Miller vd. (1988) tarafindan

bildirilen protokol laboratuvar ortaminda optimize edilerek (Meydan 2007) asagidaki
sekilde uygulanmistir.

1.

-80 °C’de muhafaza edilen kan Ornekleri oda sicakliinda (23-25 °C)
bekletilmistir.

2. Her bir kan 6rneginden 500 pl alinarak 1,5 ml’ lik ependorf tiip i¢ine konulmustur.

Orneklerin iizerine 1.000 pl Eritrosit Lisis Tampon Cézeltisi (Cizelge 3.3) ilave
edilecek ve kisa bir siire vorteksle iyice karistirilarak 10 dakika oda sicakliginda
bekletilmistir.

4. Bekletme siiresinin sonunda 6rnekler 3.000 rpm de 10 dk. santrifiij edilmistir.

10.

11.

12.

13.

Ependorf tiiplerin iist kisminda toplanan sivi kisim (siipernatant) dikkatli bir
sekilde uzaklastirilmistir. Dipte kalan peletlerin (hiicre kismi1) rengi gozlenerek
peletlerin rengi beyaz olana kadar Eritrosit Lisis Tampon Cozeltisi ile tekrar (en
fazla 3 defa) muamele edilmistir.

Peletlerin tizerine 1.000 pl Fizyolojik Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.3) eklenmis
ve kisa bir stire karistirtlmastir.

Ornekler 3.000 rpm de 10 dk. santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda s1v1 kisim
dikkatli bir sekilde tekrar uzaklastirilmistir.

Peletlerin tizerine 600 pl Lisis TE Tampon Cozeltisi (Cizelge 3.3) eklenmis ve
peletlerin 1yice ¢oziinmesi saglanmistir.

Coziilen peletlerin tizerine 100 pl %10’ luk SDS solusyonu (Cizelge 3.3) ve 5 ul
proteinaz K (10 mg/ml) eklenerek hafif¢e karistirilmis ve 65 °C’de 1,5 saat su
banyosunda tutulmustur. inkiibasyon siiresince her 15 dakikada bir elle hafifce
karigtirilmagtir.

Inkiibasyondan ¢ikarilan &rneklerin iizerine 200 pl 6M NaCl Cézeltisi (Cizelge
3.3) eklenmis ve 15 dk. vorteksle iyice karistirilmistir ve 11.000 rpm de 10 dk.
santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonunda lstte kalan ve DNA molekiillerini igeren sivi kistm yeni bir
ependorf tiip i¢ine koyulmustur.

Ornekler 10.000 rpm de 5 dK. tekrar santrifiij edilmis ve yine {istte kalan s1v1 kisim
yeni bir ependorf tiip i¢ine alinmistir. Ornekler {izerine 6rnek hacminin iki kat:
hacimde (yaklasik 1.000 ul) %99,9 ’luk etil alkolden (-20 °C ’de muhafaza edilen)
ilave edilmistir.

Etil alkol ilave edildikten sonra ependorf tiipii DNA iplikc¢ikleri kiimelesinceye
kadar hafifce elle karigtirilmistir.
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14. Kiimelesen DNA iplik¢iklerinin tiipiin dibine ¢okmesi i¢in tiip 10.000 rpm de 5
dk. santrifiij edilmistir.

15. Santrifiij sonunda etil alkol uzaklagtirilarak tiipiin dibine ¢okmiis olan DNA
peletinin tizerine 1.000 pl %70’lik etil alkol ilave edilerek 10.000 rpm de 5 dk.
santrifiij edilmistir.

16. Santrifiij isleminden sonra tiipiin iistiinde yer alan alkol uzaklastirilmistir.

17. Tip i¢indeki alkoliin tamamen uzaklagmasini saglamak amaciyla 6rnekler ¢eker
ocak i¢inde kurumaya birakilmistir.

18. Tamamen kuruyan ornekler iizerine 100 pl saf su ilave edilmis olup, DNA
peletinin ¢oziilmesi icin bir gece buzdolabinda +4 °C ’de bekletilmistir.

19. Orneklerden izole edilen genomik DNA molekiillerinin tek parca olup
olmadiklarmin (kirilip kirilmadigi) kontrolleri %2 ’lik agaroz jellerinde
yapilmistir.

20. Spektrofotometre 6lgiimleri sonucunda 260/280 dalga boylarinda 1.8-2.0 saflik
ile miktar olarak 50 ng / pl degerinin iizerinde bulunan ve ayrica %2 ’lik agaroz
jellerinde tek parca oldugu tespit edilen her bir 6rnege ait DNA molekiilleri PCR
islemi yapilincaya kadar +4 °C ’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. LE10258 lokusunun PCR ile ¢ogaltilmasi

Tavuk populasyonlarinda genetik yapmin belirlenmesinde, populasyonlar
arasindaki genetik iliskinin ortaya ¢ikarilmasinda kullanilan ¢ok sayida mikrosatelit lokus
vardir. Bu aragtirmada on bir saf tavuk hattindaki genetik yapinin ortaya ¢ikarilmasinda,
Fulton ve ekibinin (2006) yapmis oldugu calismalarda ortaya koymus oldugu LEI0258
mikrosatelit lokusundan yararlanilmistir. Calisilacak olan mikrosatelit lokusun
cogaltilmasi i¢in kullanilacak olan primerlerin detaylar1 Cizelge 3.4 te verilmistir.

Cizelge 3.4. Calisilacak olan gen bdlgesine ait primer dizileri (Fulton 2006)

Mikrosatelit . L Fragment
Primer dizileri A,

lokus biiyiikliigii

LEI0258 Forward primer: 5 CACGCAGCAGAACTTGGTAAGG 3 104-543 b,

Reverse primer: 5> AGCTGTGCTCAGTCCTCAGTGC 3’

Cizelge 3.5°de verilen PCR Stok Tampon Cozeltisinde, her seferde incelenecek
ornek sayisi ile orantili olacak sekilde steril 1,5 ml’lik ependorf tiipii icinde hazirlanmistir.
Bu PCR Stok Tampon Cozeltisinde her bir Ornek icin 29.5 pl alinarak tiiplere
dagitilmistir. Hazirlanan PCR Stok Tampon Cozeltisi tiiplere dagitildiktan sonra
orneklere ait DNA’dan 0.5 pl alinarak bu ¢dzeltinin {izerine eklenmistir. Daha sonra
tiiplerin kenarlarina yapismis olan kismi dibe ¢oktiirmek i¢in bu karisim 3-5 sn
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mikrosantrifiijde 3.500 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucunda i¢inde 6rneklerin
bulundugu tiipler PCR ¢ogaltimlarinin yapildigi cihaza (Thermal cycler) yerlestirilmistir.
Uzerinde durulan mikrosatelit lokusun cogaltilmasinda Cizelge 3.6°da verilen PCR
programi uygulanmistir.

Cizelge 3.5. PCR Stok Tampon Cdozeltisi

Miktar Icerik Derisim
0.5 ul DNA 100ng

2 ul Buffer 10X

2.4 ul MgCl: 25mM
0.3 ul dNTPs 2mM
0.3 ul Forward Primer 10pmol
0.3 ul Reverse Primer 10pmol
0.6 ul Taq DNA polimeraz  5U/ng
13.6 pl Su

20 ul Toplam

Cizelge 3.6. PCR programi

94°C > 1dk DNA eksenlerinin birbirlerinden ayrilmas (initial denaturation)

94°C > 1dk DNA eksenlerinin birbirlerinden ayrilmasi (denaturation)

60°C > 459n 35 Primerin komplimenter kalip DNA ekseniyle hibritlenmesi (annealing)
dongii

72°C > 45s9n Uzerinde durulan DNA bélgesinin sentezinin yapilmasi (extension)

72°C > 10dk Uzerinde durulan bélgesinin sentezinin son kez yapilmasi (final extension)

3.2.3. Elektroforez

Orneklerin elektroforez islemi icin elektroforez ¢ozeltisi olarak ¢izelge 3.3’te
icerigi verilen 1 X Elektroforez/Jel Tampon Cozeltisi kullanilmistir. Elektroforez
cozeltisi once 10 X Elektroforez/Jel Stok Tampon Cozeltisi olarak hazirlanmigtir
(Cizelge 3.3). Hazirlanan bu stok soliisyonu deiyonize su ile 10 kat1 sulandirilarak (1 X
TBE Elektroforez/Jel Tampon (Co6zeltisi) hem jelin hazirlanmasinda hem de elektroforez
tampon ¢ozeltisi olarak kullanilmustir. Jelin hazirlanmasi igin 40 ml, Elektrolit Cozeltisi
olarak da 450 ml 1 X TBE Elektroforez/Jel Tampon C6zeltisi kullanilmustir.

3.2.3.1. Agaroz jellerin hazirlanmasi

Agaroz jel hazirlamak i¢in 0.8 gr agaroz tartilip 100 ml’lik erlen mayerin igerisine
konulmus ve tizerine 40 ml 1 X TBE Elektroforez/Jel Tampon Cozeltisi eklenmis ve
%?2’lik agaroz jel elde edilmistir. Cozelti icinde bulunan toz agaroz iyice eriyip
homojenize edilmek i¢in mikrodalga firinda 2-5 dKk. siireyle kaynatilmistir. Kaynatilan jel
tizerine 5 pl Etidyum Bromid ¢ozeltisi ilave edilmistir. Hazirlanan jel dncelikle musluk
altinda su yardimiyla 50°C’ye kadar sogutulmus ve 16 kuyucuklu tarak bulunan jel
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tablasina dokiilerek oda sicakliginda sogumasi saglanmistir. Yaklasik 30 dk sonra tarak,
kuyulara zarar vermeden ve jeli yirtmadan dikkatli bir sekilde ¢ikarilmistir. Hazirlanan
jel 1 X TBE Elektroforez/Jel Tampon Cozeltisi ile dolu olan yatay elektroforez tankina
yerlestirilmistir. Jel tanka yerlestirildikten sonra iizerini tamamen kaplayana kadar 1 X
TBE Elektroforez/Jel Tampon Cozeltisi ilave edilmistir.

3.2.3.2. PCR iiriinlerinin jele yiiklenmesi ve fotograflarinin cekilmesi

PCR iirtinlerinden 10 pl alinarak 0,2 ul’lik PCR tiiplerine konulmus ve tizerine 3
ul Jel Yiikleme Tampon Cézeltisi eklenmistir. Orneklerin jele yiiklenmesinden énce PCR
irlinlerinin tiiplerin kenarlarina yapigsmis olma ihtimalini azaltmak i¢in bu karigim 3-5 sn
mikrosantrifiijde 3.500 rpm’de santrifiij edilmistir. Daha sonra bu karisim kuyucuklara
dikkatli bir sekilde yiiklenmistir. Elektroforez cihazinda islem sonunda goriintiilenecek
olan bantlarin biiyiikliiklerinin saptanmasi i¢in ilk kuyucuga 100 bg. araliklarla bant veren
1.5 kb biiyiikligiinde DNA ladder 6 pl yiiklenmistir. Elektroforez islemi 80 V/em’de
yaklasik olarak 30-40 dk. sonra tamamlanmistir (Sekil 3.1). Elektroforez isleminden
sonra jellerin Jel Goriintiileme Sisteminde (Syngene) fotograflar ¢ekilerek elde edilen
goriintiiler bilgisayar ortamina aktarilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.1. PCR firiinlerinin elektroforez cihazinda yiiriitiilmesi
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Sekil 3.2. Elektroforez isleminden sonra tiriinlerin goriintiilenmesi

3.2.4. DNA fragment analizi

Calismada kullanilan 350 adet DNA 6rneginde LEI0258 mikrosatelit lokusu PCR
ile ¢cogaltilmistir. PCR igleminden sonra %2 lik jelde kontrolleri yapilan PCR {iriinleri
Fragment Analyzer™ (Advanced Analytical Technologies GmbH, Heidelberg,
Germany) otomatik kapiller elektroforez sistemi kullanilarak her 6rnege o6zgii allel
uzunluklarinin belirlenmesi saglanmistir (Sekil 3.3).

Elde edilen PCR iirlinleri fragment analizleri yapilmak tizere DNA Fragment
Analyzer sistemine yliklenerek allel uzunluklarinin belirlenmesi saglanmistir. DNA
Fragment Analyzer dizi analiz cihazinda fragment analizi yapilarak, bilgisayar ortaminda
uzunlugu onceden bilinen standartlar yardimiyla analiz islemi yapilmistir. Uygulanan
uygun standarta gore elde edilen veriler yani allel uzunluklari analiz programinda tek tek
okunarak sonuclar Excel programinda istatistik programlarda kullanilmak i¢in kayit
altina alinmistir.
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Sekil 3.3. PCR firiinleri i¢in fragment analiz cihazi

Elde edilen PCR fiiriinlerinden fragment analizi yapilabilmesi icin DNF-900-
K 1000 kodlu dsDNA 900 Reagent Kit kullanilmistir (Sekil 3.4). Fragment Analyzer™
cihazinda analize baglamadan 6nce PCR {iriinleri ve uygun kimyasallar/tamponlar cihaza
yerlestirilmistir. Daha sonra asagidaki islemler uygulanarak analize baglanmistir.
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Sekil 3.4. DNA fragment analizinde kullanilan kitler
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

20 ul’lik PCR iriinlerinden, 5’er pl alinarak 96’lik platelere aktarilmistir.
Platedeki H12 numarali kuyucuk bos birakilmistir.

Her bir 6rnegin tizerine 25 ul  1X Dilution Buffer eklenmistir.

H12 numarali kuyucuga 25 pl marker (35-1500 bg.) eklenmistir.

Uzerlerine Dilution Buffer eklenmis olan PCR &rnekleri, 2500 rpm’de 30 sn.
santrifiij edilmistir.

Santrifiijlenen Orneklerin iizerlerine Orneklerin buharlagmamasi i¢in 20 upl
Mineral Oil eklenmistir.

96’lik bos bir plate igerisine Upper-Lower Marker (35-1500 bg.)’dan her bir
kuyucuga 30 pl eklenmistir ve 2500 rpm’de 30 sn. santrifiij edilmistir.
Markerlerin oldugu kuyucuklara buharlasmamasi i¢in 20 ul Mineral Oil
eklenmistir.

96’lik daha biiyiik bir plate igerisine her bir kuyucuga (1000 pl) kapiller sistem
lizerinde tampon gorevi goren 1X Inlet Buffer (930 dsDNA Inlet Buffer)
eklenerek cihazdaki en iist bolmeye (B) yerlestirilmistir (Sekil 3.5).

Cihazin ikinci bélmesinde analiz atiklarinin biriktirildigi kutu bulunmakta olup,
buraya herhangi bir sey konulmamustir.

Cihazin ii¢lincii bélmesine (M), marker bulunan plate yerlestirilmistir (Sekil 3.3).
Cihazin dordiincii bolmesi (1) ve besinci bdlmesi (2)’ne Dilution Buffer eklenmis
olan PCR f{irlinlerini igeren plateler yerlestirilmistir (Sekil 3.5).

Cihazin yan bdlmesinde bulunan soliisyonlarin bulundugu kisimda atik tiipiiniin
bos olmasina dikkat edilmistir.

Capillary Conditioning Solution tiipiine, 1X olacak sekilde hazirlanan Capillary
Conditioning Solution (5X)’dan 275 ml eklenmistir.

Icerisine 25 ul Intercalating Dye (DNF-600) eklenmis olan 250 ml Separation
Gel (dsDNA 810), jel tiipiine eklenmistir. Jel karigimi, kabarcik olusmayacak
sekilde yavasca karistirilmistir.

Son olarak Fragment Analyzer™ cihazina uygun olan Fragment Analyzer
(Active) programi galistirilmis ve fragment analizi baslatilmistir.
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Sekil 3.5. Fragment analizi i¢in cihazin hazirlanmasi

3.2.5. istatistik analizler

Calismada elde edilen fragment uzunluklari belirlendikten sonra LEI0258
mikrosatelit lokusuna ait allel sayilar1 (na) ve frekanslari, etkili allel sayisi (ng), gézlenen
(Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk degerleri, polimorfik bilgi igerigi (PIC), Hardy-
Weinberg Dengesine (HWE) uygunluk degerleri, Wright’in F istatistikleri, Faktoriyel
Birlestirici Analizleri (FCA: Factorial Correspondence Analysis), genetik mesafe
hesaplamalari, filogenetik agaglarin ¢izimi, Structure analizi yapilarak veriler analiz
edilmis ve 1rk igi-irklar arasi genetik cesitlilik belirlenmistir. Elde edilen verilerin analiz
edilmesinde POPGENE ver. (Yeh et al. 1997), Arlequin ver. 5 (Schneider et al. 2000),
Structure ver. 2.3.4 (Pritchard et al. 2000), Splitstree ver. 4.14.6 (Huson ve Bryant 2006)
ve Genetix ver. 4.05 (Belkhir et al. 2004) paket programlari kullanilmistir.

3.2.5.1. Gen frekanslar

Gen frekanslari, calisilan on bir populasyonda LEI0258 mikrosatelit lokusu
bakimindan elde edilen genotiplerden Nei (1987)’nin gen (allel) sayma yontemi
kullanilarak hesaplanmistir. Gen frekanslarinin hesaplanmasinda POPGENE (Yeh et al.
1997) paket programi kullanilmistir.

3.2.5.2. Heterezigotluk degerleri
Tavuk 1rklarinda genetik varyasyona; mutasyon, sans, seleksiyon ve gocler sebep

olabilmektedir. Olusan genetik varyasyon protein, enzim ve ¢esitli DNA polimorfizmleri
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kullanilarak tespit edilebilmektedir. Yapilan ¢aligmada, mikrosatelit arastirmalarinda
heterozigotluk 6lgiisii olarak standart kabul edilen allel genislikleri (AG), allel sayis1 (Na)
ve etkili allel sayis1 (Ne), gbzlenen heterozigotluk (Ho), beklenen heterozigotluk (He) ve
polimorfizm bilgi igerigi (PIC) istatistikleri uygun programlar kullanilarak
hesaplanmustir.

Allel geniglikleri (AG)

Lokustaki genetik ¢esitliligin bir gostergesi olan allel genisligi (AG), ¢alisilacak
lokusun etkinligi ve uygunlugu hakkinda bilgi veren, lokuslarin genetik varyasyon
Ol¢iistinii tanimlamada kullanilan bir istatistiktir. Belirli bir lokustaki allel genisligi
populasyondan populasyona degisebilmektedir. Populasyonlarin karsilastiriimasinda
kullanilan allel genisliginin yiiksek olmasi, c¢alisilan populasyonlardaki genetik
varyasyonun belirlenme ihtimalini artirmaktadir. Bu c¢alismada allel genislikleri
POPGENE (Yeh vd. 1997) paket programlari kullanilarak hesaplanmistir.

Allel sayist (Na)

Allel sayis1 (Na), populasyonlar arasindaki genetik ¢esitliligin belirlenmesinde
kullanilan bir diger 6zellik degeridir ve 6rnek sayisindan etkilenmektedir. Allel sayisi ne
kadar yiiksek ise populasyonlardaki genetik varyasyon da o kadar yiiksektir ve allel sayisi
populasyondan populasyona degisebilmektedir. Bu deger kullanilarak populasyonlarin
karsilagtirilmalart  miimkiin ~ olmaktadir. Caligmada allel sayisi  degerlerinin
hesaplanmasinda POPGENE (Yeh vd. 1997) paket programi kullanilmistir.

Etkili allel sayist (Ne)

Calisilacak lokuslarin allel sayisi ile etkili allel sayis1 degerlerine bakilarak, hangi
lokusun ¢alisilmasinin daha uygun olabilecegine karar verilebilmektedir. Etkili allel
say1s1, bir lokusta tespit edilen allellerin ne kadarinin o lokustaki genetik varyasyona katki
sagladigin1 gosteren bir parametre olup populasyondan populasyona degisebilmektedir.
Bu istatistigin hesaplanmasinda POPGENE (Yeh vd. 1997) paket programi kullanilmistir.

Gozlenen heterozigotiuk (Ho)

Populasyonlarda genetik varyasyonun Ol¢iilmesinde heterozigotluk degerleri
kullanilmaktadir. Gozlenen heterozigotluk (Ho) {izerinde durulan lokuslar bakimindan
heterozigot genotiplerin toplam genotiplere orani1 seklinde hesaplanir. Goézlenen
heterozigotluk degerlerinin belirlenmesinde POPGENE (Yeh vd. 1997) paket programi
kullanilmistir.

Beklenen heterozigotluk (He)

Beklenen heterozigotluk (He) degerleri, Nei (1987)’nin yansiz (unbiased)
heterozigotluk degeri, gen frekanslar1 kullanilarak belirlenmistir. Birden fazla lokus
olmasi halinde ise beklenen ve gdzlenen heterozigotluk degerlerinin ortalamasi alinarak
hesaplama yapilmaktadir. Beklenen heterozigotluk degerlerinin hesaplanmasinda
POPGENE (Yeh vd. 1997) paket programindan yararlanilmistir.
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Polimorfizm bilgi igerigi (PIC)

Polimorfizm bilgi igerigi (Polymorphism Information Content; PIC)’nin
hesaplanmasinda populasyondaki toplam allel sayis1 ve allel frekanslarindan
yararlanilmaktadir. Bir genetik markerin ne kadar polimorfik oldugu ve c¢alisilan
lokustaki varyasyonun ne Olg¢iide oldugu hakkinda bilgi veren PIC degeri, ¢alisilan
lokusta markerin kullanighiligi hakkinda bilgi saglamaktadir. PIC degerinin 0.50’nin
tizerinde olmasi markerin yliksek seviyede bilgi sagladigini gostermektedir. PIC
degerinin 0.75’den yliksek olmasi ise lokusun ¢ok daha yiiksek seviyelerde bilgi verici
oldugunu gosterir (Botstein vd. 1980). Calisilan lokuslar i¢in PIC degerleri
POWERMARKER (Liu ve Muse 2005) paket programi kullanilarak tespit edilmistir.

Herhangi bir lokusta tespit edilebilecek PIC’nin deger araliklarinin sagladigi
bilgiler su sekildedir;

= PIC>0.50 ise, yliksek seviyede bilgi saglayan bir marker,
= 0.50>PIC>0.25 ise, orta seviyede bilgi saglayan bir marker,
= 0.25 >PIC ise, ¢ok az bilgi saglayan bir marker olarak degerlendirilir.

3.2.5.3. Akrabal yetistirme katsayisi (Fis) ve F-istatistikleri (Fit, Fis ve Fsr)

Populasyon igerisinde akraba bireylerin c¢iftlestirilmesi ile gerceklestirilen
akrabali yetistirme (inbreeding), genotip frekanslarinda Hardy-Weinberg genetik
dengesinde beklenen oranlardan homozigotlasmaya dogru olusan bir degisimdir. Hardy-
Weinberg dengesinden olan sapmalar, calisilan lokus ya da lokuslar bakimindan
homozigotlasma indeksi (F, fixation index) olarak belirtilmektedir (Wright 1978).

Populasyonlarda akraba bireylerin giftlestirilmesi akrabali yetistirme (inbreeding)
olarak adlandirilir. Akrabali yetistirme, genotip frekanslarinda Hardy-Weinberg genetik
dengesinde beklenen oranlardan homozigotlasmaya dogru bir degisme olarak
tanimlanmaktadir. Uzerinde ¢alisilan lokus veya lokuslar bakimindan Hardy-Weinberg
genetik dengesinden olan sapmalar homozigotlasma indeksi (F, fixation index) olarak
ifade edilmektedir (Wright 1978). Alt populasyonlardan olusan bir populasyondaki
akrabali yetistirme durumunun belirlenmesinde veya polimorfik alleller ile iligkili
seleksiyon modelinin belirlenmesinde F-istatistik modeli evrensel olarak kabul
edilmektedir. Bu dogrultuda F-istatistikleri olarak adlandirilan Fir, Fis ve Fst degerleri
kullanilmaktadir. Bu degerlerin arasinda (1-Fit) = (1-Fis).(1-Fst) seklinde bir iligki
bulunmaktadir (Nei 1987; Hartl and Clark 2007).

Akrabali yetistirme katsayisi (Fis)

Akrabali yetistirme sonucu populasyonlarda meydana gelen Hardy-Weinberg
dengesinden sapmanin nedenini populasyonda olusan heterozigotluktaki eksiklik ya da
baska bir ifade ile homozigotlagmanin artmasidir. Fis degeri -1 ile +1 arasinda degerler
alabilmektedir. Negatif degerler heterozigotluk, pozitif degerler ise homozigotluk
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fazlahigin1 gostermektedir. Rastgele ¢iftlesen biiyiik populasyonlarda Fis degerinin sifir
ya da negatif deger almas1 beklenen durumdur. Akrabali yetistirme katsayisi her saf hatta
tiim lokuslar i¢in ve tiim saf hatlarin bir arada diistiniilmesi ile olusturulan populasyonda
tim lokuslar i¢in belirlenmistir. Akrabali yetistirme katsayilarinin hesaplanmasinda
POPGENE (Yeh et al. 1997) paket programlar1 kullanilmustir.

F-istatistikleri (Fit, Fis ve Fst)

Seleksiyon uygulanmasi, ¢iftlik hayvanlarmin islahinda 6zellikle ticari kanatl
yetistiriciliginde hibrit soylar elde etmek i¢in ana baba hatlarinda yogun sekilde
yapilmaktadir. Yapilan seleksiyon sonucu sadece rastgele ciftlesmenin olmamasi,
populasyondaki akrabaligin artmasina yol agmaktadir. Akrabaligin artmasi ise tizerinde
calisilan lokus ya da lokuslar bakimindan Hardy-Weinberg genetik dengesinden sapmaya
dolayisiyla homozigotlasmanin artmasina neden olmaktadir. Olusan bu sapmalar
homozigotlasma indeksini ya da fiksasyon indeksini belirtmektedir. Fiksasyon indeksleri,
ayni tiir ya da rka ait farkli populasyonlar arasindaki genetik ¢esitliligin belirlenmesinde
kullanilan degerlerdir.

Fiksasyon indeksleri (F istatistikleri, Fir, Fis ve Fst), Wright (1965) tarafindan
gelistirilmis olup, populasyonlarin genetik yapilarimin belirlenmesinde kullanilan en
yaygin belirtectir. Bu metot daha sonraki yillarda Nei (1977) tarafindan genisletilmistir.
Giiniimiizde yapilan galismalarda bu degerler, populasyonlar arasi ve populasyon igi
genetik farklilasmasin belirlenmesinde halen ¢ok sik kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada F
istatistiklerinin  hesaplanmasinda POPGENE (Yeh vd. 1977) paket programi
kullanilmistir.

Fir degeri, tiim populasyonlardaki bireylerin bir arada diisiiniilmesi ile olusan yeni
populasyonun Hardy-Weinberg dengesinden sapmasini belirleyen deger olup, tim
bireylerden olusan yeni populasyondaki rastgele birlesen iki gametin ortak atadan gelme
ihtimalini belirtmektedir. Fir hem akrabali yetistirmeden hem de populasyonlar arasi
farktan kaynaklanan sapmay1 belirlemektedir. Yapilan ¢alismada tizerinde galigilan on bir
saf tavuk hatt1 tek bir populasyon gibi diisiiniilmiis ve ¢alisilan LEI0258 lokusu i¢in Fit
degeri bulunmustur. Yani populasyonda ¢alisilan lokus i¢in akrabali yetistirme katsayisi
ya da Hardy-Weinberg dengesinden sapmalar1 hesaplanmustir. Fi7 -1 ile +1 arasinda deger
alabilir. +1’e dogru gidildik¢e akrabali yetistirme orani artiyor demektir. Fir degeri Fit

=(Ht—Ho )/ Hr formiilii ile hesaplanmaktadar.

Fis degeri, alt populasyonlar igerisinde akraba olan bireylerdeki homolog alleller
arasindaki bagliliklar1 belirlemektedir. Bu deger, alt populasyonlardaki akrabalik
diizeyini ya da alt populasyonlarin Hardy-Weinberg dengesinden sapmasini belirtmekte
olup, alt populasyonlarin rastgele birlesen iki gametinin ortak atadan gelme ihtimalini
vermektedir. Fis degeri -1 ile +1 arasinda deger alabilir. Eger Fis degeri negatif olarak
bulunur ise heterozigotluk fazla olmaktadir, sifir degerine yakin bulunur ise Hardy-
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Weinberg dengesi bulunmaktadir ve pozitif olarak bulunur ise homozigotluk fazla
olmaktadir. Seleksiyon uygulanmasi, akrabali yetistirmenin artmasina dolayisiyla bu
durum da heterozigotlugun eksikligine neden olur ve buna baglh olarak da Fis negatif
deger almaktadir. Calisilan on bir farkli saf tavuk hattindan herhangi birinde rastgele
alian iki bireyden birlesen iki gametin ortak atadan gelme ihtimalini gosteren Fis degeri

Fis =(Hs — Ho )/ Hs formiilii ile hesaplanmaktadur.

Fst degeri, alt populasyonlar arasindaki genetik farkliliklarin 6lgiilmesi olup, alt
populasyonlardan rastgele ele alman iki gametin ortak atadan gelme ihtimalini
belirtmektedir. Bir lokus agisindan populasyonlari karsilastirmada kullanilmaktadir.
Populasyonlarda genetik farklilagmalarin 6lgiimiinde en yaygin kullanilan degerdir. Fst
0 ile 1 arasinda bir deger alir. Belirlenen Fst degeri 1’e ne kadar yakin ise alt
populasyonlar ortak atadan olduk¢a uzak oldugu dolayisiyla Fst degeri kiigiik oldugu
zaman populasyonlarin arasindaki varyasyonun da az oldugu sdylenebilir. Yani iki
populasyon birbirine genetik olarak benziyor demektir. Calisilan on bir saf tavuk
hattindan herhangi ikisinde i¢inde rastgele alinan iki bireyden birlesen iki gametin ortak

atadan gelme ihtimalini gosterir ve Fst =(Ht— Hs)/ Hr formiilii ile hesaplanmaktadir.

Hartl ve Clark (2007)’a gore, populasyonlar arasindaki genetik farklilik 4 farkli
grupta toplanmistir. Wright (1978)’a gére populasyonlar arasindaki genetik farkliliklar
(FsT) 0.05’ten daha kiiglik ise bu farkliliklarin biyolojik olarak herhangi bir anlam
tasimadigr bildirilmistir (Hartl ve Clark 2007).

Eger Fst degeri;

- (0-0.05) arasinda bir deger aliyor ise kiiciik bir genetik farklilasma;

- (0.05-0.15) arasinda bir deger aliyor ise orta diizeyde farklilagma;

- (0.15-0.25) arasinda bir deger aliyor ise bilyiik bir genetik farklilagma;

- (0.25’ten biiyilik degerler aliyorsa ¢ok biiyiik bir genetik farklilagmanin mevcut
oldugu soylenebilir (Hartl ve Clark 2007).

Fst degerleri on bir saf tavuk populasyonu ic¢in ayri1 ayri hesaplanmistir. F
istatistiklerinin hesaplanmasinda POPGENE (Yeh vd. 1997) paket programlar
kullanilmistir.

3.2.5.4. Genetik farkhliklar
Ikiserli Fst degerleri

Ikiserli Fst degeri populasyonlar arasindaki farklilasmayi gostermektedir.
Calismada kullanilan populasyonlar1 ikiserli karsilastirarak genetik farklilagmay1
kiyaslamada kullanilir. Ikiserli Fst degeri populasyonda 6zgiin allellere gore, orta
frekansa sahip allellerden daha c¢ok etkilenmektedir. Ikiserli Fst degeri on bir saf tavuk
populasyonu i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Bu ¢alismada populasyonlar arasindaki genetik
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farklilagsmanin ikiserli olarak karsilagtirilmasinda Arlequin (Excoffier vd. 2006) paket
programi kullanilmistir.

Gen akist (Nm)

Hartl ve Clark (2007) populasyonlarin birbirlerinden farklilasmasini onleyen
etkenlerden birinin go¢ oldugunu bildirmistir. Nm degeri iki farkli yontemle
hesaplanmakta olup, birinci Nm hesaplama yonteminde 6zgiin allellerin frekanslari
kullanilmaktadir. ikinci ydntemde ise Fst degeri kullanilarak belirlenmektedir. Bu

calismada POPGENE (Yeh vd. 1997) paket programi ile Nm degeri Nm=0.25(1—

Fst)/Fst esitligi kullanilarak hesaplanmistir.

3.2.5.5. Molekiiler varyans analizi (AMOVA)

Molekiiler marker yontemlerinin DNA seviyesinde RAPD, AFLP, RFLP ve
mikrosatelit yontem uygulamalar1 kullanilarak elde edilen verilerin istatistik analizlerinde
Molekiiler Varyans Analizi (Analysis of Molecular Variance, AMOVA) kullanilmaktadir.
Bu analiz Excoffier vd. (1992) tarafindan Varyans Analizi (ANOVA) formiilleri
molekiiler verilere gore diizeltilerek gelistirilen ¢ok degiskenli bir analiz yontemidir.
AMOVA ile toplam genetik varyasyonun ne kadarmin g¢alisilan populasyonlarin farkl
olmasindan (among population), ne kadarinin ise populasyonlardaki bireylerin farkli
olmasindan (within population) kaynaklandigi belirlenebilmektedir. Bu calismada
AMOVA analizi i¢in Arlequin (Excoffier vd. 2006) paket programi kullanilmistir.

3.2.5.6. Kiimeleme analizleri

Kiimeleme analizlerinin belirlenmesinde genel olarak iki farkli tipte yontem
kullanilmaktadir. Bu yontemler uzaklik-temelli (distance-based methods) ve model-
temelli (model-based methods) yontemlerdir. Uzaklik-temelli yontemler herhangi iki
birey arasindaki uzakliklar1 veren ikiserli uzaklik matriks degerleri hesaplanir ve daha
sonra bu matriks uygun grafik (6rnegin ii¢ boyutlu ve ¢ok boyutlu olarak) yontemleriyle
sunulmakta ve olusan kiimeler gozle tanimlanabilmektedir. Model-temelli yontemlerde
ise, bazi parametrik modellerden rastgele ¢ekilen her bir kiimeden elde edilen gézlemler
(varsayimlar) iizerinde durulmaktadir. Her bir kiimeye karsilik gelen parametre i¢in elde
edilen sonug daha sonra standart istatistik yontemleri (6rnegin maksimum likelihood ve
Bayesian yontemleri gibi) kullanilarak her bir bireyin iiyesi oldugu kiimenin sonucuyla
birlikte degerlendirilir (Pritchard et al. 2000).

Kiimeleme analizleri Weir and Cockerham (1984) tarafindan formiile edilen
iKiserli FST, Nei (1978)’nin yansiz genetik uzaklik (D), Belkhir et al. (1998-2004)’1n
faktoriyel uygunluk analizi (FCA) ve Pritchard et al. (2000)’in genetik yapi analizi
(structure) yontemleri kullanilarak belirlenmistir.
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Genetik mesafenin belirlenmesi ile filogenetik agag¢ olusturulmasi

Iki populasyon ya da tiir arasindaki genetik mesafe, gen farkliliklarini
belirtmektedir. Bu deger allel frekanslarindan yararlanilarak belirlenmekte olup, genetik
mesafe tahmininde degisik yontemler bulunmaktadir. En yaygin kullanilan yontemlerden
birisi Nei’nin (1972) genetik benzerlik degerinden hesaplanan, standart genetik uzaklik
(D) yontemi ile bundan tiiretilen yansiz (unbiased) genetik mesafe (Nei 1978) degeridir.
Eger genetik mesafe degeri 0 ise populasyonlar arasinda fark yok demektir. Eger genetik
benzerlik degeri 0 ise populasyonlarda calisilan mikrosatelit lokus bakimindan higbir
ortak allelin olmadig1 sdylenebilir.

Ikiserli Fst degerleri ile kiimeleme analizi

Weir and Cockerham (1984) tarafindan formiile edilen Fst (ikiserli) degerlerinden
yararlanilarak olusturulan kiimeleme analizlerinde dendogramlar igin en yakin komsu (NJ
= neighbor joining) yontemi kullanilmigtir (Nei and Kumar 2000). NJ kiimeleme
analizleri Splitstree (Huson ve Bryant 2006) paket programi kullanilarak olusturulmustur.

Genetik uzaklik (Dp) degerleri ile kiimeleme analizi

Mikrosatelit verilerden genetik mesafe belirlenmesinde Nei’'nin genetik mesafe
degerlerinden (Da) yararlanilmaktadir. Yapilan kiimeleme analizlerinde degisik
yontemler bulunmaktadir. Kiimeleme analizlerinde en yaygin kullanilan dendogram
metotlart UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetic Mean) ya da NJ
(Neighbor Joining, en yakin komsu) metodudur. UPGMA metodunda populasyonlarin
evrim zamani ayni kabul edilerek agac¢ olusturuldugu i¢in giiniimiizde NJ daha ¢ok tercih
edilen yontemdir. NJ yonteminde populasyonlar arasindaki fark dikkate alinmaktadir
(Saitou ve Nei 1987). Bu ¢alismada UPGMA dendogrami ve NJ agaci Splitstree (Huson
ve Bryant 2006) paket programi ile olusturulmustur.

Faktiriyel uygunluk analizi (FCA)

Faktoriyel uygunluk analizi (FCA, factorial correspondence analysis), genellikle
3 boyutlu bir diizlemde bireylerdeki farklilig1 ve populasyonlar arasindaki farkliliklarin
da gorsel olarak ortaya konulmasini saglayan analiz yontemidir. FCA analizi i¢in
GENETIX v. 4.05 (Belkhir vd. 2004) paket programindan yararlanilmigtir.

Structure analizi

Populasyonlardaki farkliliklarin belirlenmesi 6rneklerin cografi koékenlerinin
etkisine dayanmaktadir. Ancak populasyonun genetik yapis1 her zaman bireylerin cografi
kokenini belirtmeyebilir. UPGMA ve en yakin komsu (NJ) kiimeleme analizinde
kiimeleme sonuglarina ilave bilgilerin (bireylerin 6rneklendigi cografi bolgeler gibi)
birlestirilmesinin zor oldugu bildirilmistir (Pritchard vd. 2000; Evanno vd. 2005).
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Mesafe temelli bu yontemlerdeki eksiklikleri gidermek i¢in Pritchard vd. (2000)
tarafindan model temelli (model-based method) alternatif bir yontem olan Structure
analizi gelistirilmistir. Structure analizi populasyon yapisini ve populasyonlarin genetik
mesafe ayrimini gostermede etkili bir yol olup, Structure Bayesian yaklagimi ile K sayisi
kadar populasyonda her bir lokusta tahmin edilen allel frekanslar1 kullanilarak
populasyonun genetik yapisini belirlemekte ve gok sayida lokus bakimimdan belirlenen
genotiplerden yararlanarak birbirleriyle iliskili olan bireyleri ait olduklar1 populasyonlara
dogru bir sekilde kiimelemektedir. Calismada kullanilan on bir saf tavuk populasyonunun
genetik yapist Structure 2.2 (Pritchard vd. 2000) programi kullanilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. DNA izolasyon Sonuglar

Daha once de belirtildigi iizere genomik DNA izolasyonu i¢in tuz ¢oktiirme
yontemi uygulanmis olup, her bir agsamada tiiplerin resmi ¢ekismistir (Sekil 4.1). Calisilan
on bir saf tavuk populasyonundan alinan kanlardan izole edilen genomik DNA’larin
kalite kontrolii %2’lik agaroz jel elektroforezinde yapilmis ve goriintiilenmistir (Sekil
4.2).

Sekil 4.2. DNA o6rneklerinin %2’lik agaroz jel elektroforezi sonrast goriintiisii
4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Bu arastirmada kullanilan LEI0258 mikrosatelit lokusuna ait PCR triinleri %2’lik
agaroz jel elektroforezinde goriintiilenerek lokusun polimorfik olup olmadigi hakkinda
On bilgiye sahip olunmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jel elektroforez sonrasi goriintiisii
4.3. Fragment Analizi

Tekrar bolgelerinden olusan mikrosatelit bolgeleri iceren PCR iiriinlerinin
biiytikliiklerinin tespit edilmesi i¢in fragment analizi yapilmis ve her bir bireyin fragment
uzunluklar tespit edilmistir (Sekil 4.4). Fragment analizi sonucunda elde edilen piklere
bakilarak bireyin homozigot veya heterozigot genotipte oldugu ve sahip oldugu
fragmentin biiytlikliigii belirlenebilmektedir (Sekil 4.5).

st

Sekil 4.4. RIR-I, RIR-1I ve Col populasyonlarina ait olan ve yazilim tarafindan otomatik
olarak olusturulan jel goriintiisii
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Sekil 4.5. Homozigot (iistte) ve heterozigot (altta) bireylere ait pik goriintiisii
4.4, Tstatistik Analizler
4.4.1. Genetik varyasyon

Yapilan bu tez calismasinda on bir saf tavuk hattinda c¢alisilan LEI0258
mikrosatelit lokusu, biitiin populasyonlarda polimorfik bulunmustur. Toplam 39 allel elde
edilmistir. Allel genisiligi on bir populasyon icin 205 ile 552 bg.. uzunlugu arasinda
degisiklik gostermistir. En diisiik allel sayis1 Maroon hattinda 4 olarak, en yiiksek allel
sayist Black hattinda 13 olarak bulunmustur (Cizelge 4.1). Karsli (2015) tarafindan
yapilan ve bu ¢alismada kullanilan 6 populasyonun kullanildigi ¢alismada, en diisiik allel
sayis1t degeri BAR-II populasyonunda 4.5 olarak ve en yiiksek allel sayis1 degeri RIR-I
populasyonunda 5.5 olarak bildirilmistir. Bu ¢alismada ise BAR-II populasyonu i¢in allel
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sayist 7, RIR-I igin ise 6 olarak bulunmustur. Yapilan bu c¢alismada daha yiiksek allel
sayisinin elde edilmesinin sebebi LEI0258 lokusunun daha fazla mutasyona ugrayarak
daha polimorfik olmasiyla agiklanabilir.

Calisilan on bir saf tavuk hattinda LEI0258 lokusu i¢in gozlenen heterozigotluk
(Ho) degerleri en diisiik Maroon hattinda 0.000, en yiiksek ise Blue hattinda 0.935 tespit
edilmistir. Beklenen heterozigotluk (He) en diisiik BAR-II hattinda 0.594 olarak, en
yiiksek ise Black hattinda 0.874 olarak saptanmustir.

Yapilan tez ¢alismasinda on bir saf tavuk hattinda elde edilen PIC degeri 0.591 ile
0.845 arasinda degismekte olup ortalama 0.728 olarak bulunmustur. Kullanilan LEI0258
mikrosatelit lokusunun on bir saf tavuk hattindaki genetik varyasyonu belirlemesinde
yiiksek seviyede bilgi verici oldugu sonucuna ulasilabilir.

Cizelge 4.1. Caligilan on bir saf tavuk hattindaki tanitici istatistikler; birey sayis1 (N), allel
genisligi (AQ), allel sayis1 (Na), gézlenen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk degerleri,
polimorfizm bilgi igerigi (PIC)

Populasyon N AG Na Ho He PIC

Blue 31 259-478 8 0.935 0.836 0.801
Brown 30 255-478 10 0.566 0.725 0.694
D-229 29 255-552 10 0.655 0.825 0.786
Black 29 205-471 13 0.689 0.874 0.845
Maroon 25 255-261 4 0.000 0.741 0.674
RIR-11 31 247-357 8 0.419 0.776 0.591
RIR-I 31 249-361 6 0.483 0.780 0.591
Col 32 235-319 8 0.500 0.697 0.685
BAR-I 30 247-447 10 0.666 0.864 0.834
BAR-II 30 247-459 7 0.500 0.642 0.591
L-54 29 205-317 10 0.655 0.736 0.591
Toplam 347 205-552 39 0.527 0.93 0.728
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4.4.2. F-istatistikleri (Fis, Fit, Fst) ve gen akisi (Nm) degeri

Wright (1965) tarafindan gelistirilen fiksasyon indeksleri ya da F istatistikleri

(Fisy, Fir, Fst) populasyonlarin genetik yapisinin tanimlanmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢aligmada on bir farkli saf hatta ait LE10258 lokusunda elde edilen
Fis degeri pozitif bulunmustur. On bir farkli hattin LEI0258 lokusu i¢in ortalama Fis
degeri 0.276 olarak tespit edilmistir. Fis degeri, kapali siiriiler halinde yetistirilen ve uzun
stire seleksiyon uygulanan bu hatlardaki homozigot fazlaligin1 ya da bir bagka ifadeyle
heterezigot eksikligini isaret etmektedir. Bu sonuca gore, hatlarda heterezigot
eksikliginden dolayr Hardy-Weinberg dengesinden pozitif yonde bir sapma oldugu
sOylenebilir.

Yapilan calismada elde edilen ortalama Fr degeri 0.502 olarak belirlenmistir. Bu
deger tiim populasyonlarin bir arada diistiniilmesi ile Hardy-Weinberg dengesinden
sapmay1 gostermektedir. Bir baska ifade ile tiim hatlarin bir arada diisiiniilmesi ile olusan
yeni populasyondaki akrabali yetistirme katsayisi olarak ifade edilebilir. Bu ¢aligmada
elde edilen Fir degeri (0.502), Karsli (2015) tarafindan benzer alti saf tavuk hattinda
bildirilen Fir degerinden (0.493), Kaya (2008) tarafindan Denizli ve Gerze
populasyonlarinda bildirilen Fir degerinden (0.308) yiiksektir. Bu yiiksek Fir degerinin
temelinde uzun donem uygulanan seleksiyonun etkili oldugu diigiiniilmektedir.

Fsrdegeri alt populasyonlardaki genetik farklilasmanin bir gostergesidir. Hartl ve
Clark (2007) Fsrdegerinin 0.25’ten biiylik olmasi durumunda populasyonlar arasinda ¢ok
bliytlik bir genetik farklilagsmanin oldugunu bildirmislerdir. On bir tavuk hattinda yapilan
bu ¢alismada Fsrdegeri 0.312 olarak tespit edilmistir. Fsrdegeri Karsli (2015) tarafindan
benzer alti tavuk hattinda yapilan galismada 0.295 olarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore on bir saf hattin genetik olarak yiiksek diizeyde farklilastig1 sdylenebilir.
Bu hatlarin kokenleri ve yetistirilme sistemleri goz oniine alindiginda bu sonuglarin elde
edilmesi normaldir. Ciinkii bu hatlar farkli genetik kokenlerden gelmektedir. Ayrica
kapali siiriiler halinde yetistirilen bu hatlarda cesitli verimler i¢in uygulanan seleksiyon
bu farklilagsmay1 artirmaktadir.

Bu ¢alismada elde edilen gen akist (Nm) degeri 0.551 olarak bulunmustur. Bu
deger, lizerinde durulan populasyonlar arasinda her 2 generasyonda 1 bireyin gog ettigi
seklinde yorumlanabilir. Bulunan deger, Karsli (2015) tarafindan benzer alti tavuk
hattinda yapilan ¢alismada bulunan Nm degeri (0.674) ile benzerdir. Elde edilen bu sonug
bu populasyonlarin yetistirilme sekli ile de uyumludur. Kapali siiriiler halinde kendi
icerisinde yetistirilen bu populasyonlarda Nm degerinin sifira yakin olmasi beklenen bir
sonugctur.
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4.4.3. Ikiserli Fst degerleri

Calisilan on bir tavuk hattinda en diisiik ikiserli Fstdegeri Brown ve L-54 hatlar
arasinda (0.034), en yiiksek ikiserli Fstdegeri Col ve BAR-II hatlar1 arasinda (0.329) elde
edilmistir (Cizelge 4.2). Dolayisiyla Brown ve L-54 hatlarinin birbirinden genetik olarak
neredeyse hi¢ farkli olmadigi seklinde yorumlanabilir.

Cizelge 4.2. Calisilan on bir saf tavuk hattinda ikiserli Fst degerleri

Blue Brown D229 Black Maroon RIRII RIRI Col BARI BARII L54

Blue Fhx

Brown 0.146 ekl

D-229 0.097 0.076 falel

Black 0.061 0.077 0.061 ***

Maroon 0.184 0.089 0.096 0.098 kel

RIRII 0.095 0.238 0.165 0.066 0.240 Frk

RIRI 0.159 0.246 0.195 0.142 0.238 0.159 foleal

Col 0.230 0.288 0.239 0.204 0.281 0.246  0.257 Frk

BARI 0.138 0.183 0.154 0.119 0.195 0.167 0.125 0.219 falale

BARII 0.256 0.298 0.266 0.241 0.309 0.279 0.239 0.329 0.163 Frk
L-54 0.154 0.034 0.098 0.059 0.141 0.188 0.215 0.215 0.199 0.310 ekl

4.4.4. Molekiiler Varyans Analizi (AMOVA)

Uzerinde durulan on bir saf tavuk hattinda goriillen genetik varyasyonun
kaynaginin ne oldugunu belirlemek amaciyla AMOVA analizi yapilmis ve varyans
bilesenleri belirlenmistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Calisilan on bir saf tavuk hattinin AMOVA analizi tablosu

Varyasyon Kaynag Serbestlik Derecesi  Kareler Toplami Varyans
(SD) (KT) (%)
Populasyonlar Arasi 12 77.117 23.44%*
Populasyonlar I¢i Bireyler Arasi 334 156.959 21.53*
Bireyler ici 347 91.500 55.04*
Genel 693 325.576 100
*p<0.01

Yapilan AMOVA analizi sonuglar1 incelendiginde toplam genetik varyasyonun
%23.44’1inlin populasyonlar arasindaki farkliliktan, %21.53’{iniin populasyonlar igi
bireyler arasindan ve 9%>55.04’linlin bireyler igindeki farkliliktan kaynaklandig
sOylenebilir. Hatlar arasindaki farkliliklarin istatistik olarak 6nemli olup olmadiginin
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belirlenmesi i¢in permiitasyon test uygulanmig ve yapilan test sonuglarina gore hatlar
arasindaki farkliliklar nemli bulunmustur (p<0.01).

4.4.5. Nei’nin genetik uzaklik (Da) ve genetik benzerlik degerleri

Calisilan on bir tavuk hatt1 arasindaki Nei’nin yansiz genetik mesafe tahmini ve
hatlar arasindaki genetik benzerlikler Cizelge 4.4’ de belirtilmistir. Calisilan tavuk hatlar
arasinda en uzak genetik mesafe ise BAR-I ile D-229 hatlar1 arasinda (6.324) tespit
edilmistir. Calismada en yiiksek genetik benzerlik Brown ve L-54 hatlar1 arasinda
(0.881), en diisiik ise BARI- ile D-229 hatlar1 arasinda (0.001) tespit edilmistir.

Cizelge 4.4. Calismada kullanilan populasyonlar arasindaki genetik mesafe (Da) ve
genetik benzerlik

Blue Brown D229 Black Maroon RIRII RIRI Col BARI BARII L54

Blue Fxx 0.389 0.451 0.587 0.148 0549 0.194 0.018 0.083 0.019 0.326
Brown  0.942 Fxx 0.711  0.686 0.710 0.050 0.003 0.000 0129 0.075 0.881
D-229  0.795 0.340 il 0.606 0.601 0.195 0.012 0.000 0.001 0.000 0.603
Black 0532 0.375 0500  *** 0.550 0.662 0.203 0.067 0.092 0.000 0.759

Maroon 1908 0.342 0.508 0.597 Fxx 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.519
RIR-II 0599 2978 1.629 0411 0.000 kol 0.325 0.087 0.076 0.050 0.270
RIR-I 1.637 5743 4395 1591 0.000 1.122 *** 0020 0332 0.223 0.136

Col 3.989 0.000 0.000 2.698 0.000 2432 3.907  *** 0.000 0.000 0.188

BAR-l 2487 2040 6.324 2.382 0.000 2574 1101 0.000 il 0.434  0.000
BAR-II 3939 2579 0.000 0.000 0.000 2989 1498 0.000 0.833 ookl 0.000
L-54 1120 0126 0505 0.275 0.655 1.308 1994 1.667 0.000 0.000 il

Kosegenin iistiindeki degerler genetik benzerligi, altindaki degerler ise genetik mesafeyi gostermektedir.
4.4.6. Kiimeleme analizleri

Caligilan on bir saf tavuk populasyonlarinin gruplandirilmasi ve populasyonlar
arasindaki filogenetik iligkilerin belirlenmesi i¢in ikiserli Fst, faktoriyel uygunluk (FCA)
ve structure yontemleri kullanilmastir.

4.4.6.1. ikiserli Fst degerleri kullanilarak yapilan kiimeleme analizi

Calisilan on bir saf tavuk populasyonu ve bu populasyonu olusturan bireyler ile
kontrol grubu olarak kullanilan B19 haplotipi ve B21 haplotipine ait bireylerin ikiserli
Fst degerleri ile NJ metodu kullanilarak filogenetik iligkileri belirlenmis ve uygun
filogenetik agac ve dendogram elde edilmistir (Sekil 4.6-4.7).
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Sekil 4.6. Calisilan tavuk hatlarinda ikiserli Fst degerlerine gore elde edilen filogenetik
agag
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Sekil 4.7. Caligilan tavuk hatlarinda ikiserli Fst degerlerine gore elde edilen dendogram
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Sekiller incelendigi zaman goriilecegi iizere birbirine en yakin populasyonlar
Brown ve L-54 populasyonlaridir. Daha 6nceki bolimlerde de deginildigi gibi bu iki
populasyon arasindaki genetik farklilasma katsayisi ¢ok diisiik (0.034) ve genetik
benzerlik degeri ¢ok yliksek (0.881) olarak bulunmustur. Bu sonuglara gére hem
filogenetik agacta hem de dendogramda Brown ve L-54 populasyonlarinin birbirine en
yakin yerde konumlanmasi beklenen bir durumdur.

Yapilan bu kiimeleme analizine kontrol amagl olarak Amerika Tarim Bakanlig
(USDA; United State Department of Agriculture), Ziraat Arastirma Servisi (ARS;
Agriculture Research Service), Kanatli Hastaliklar1 ve Kanser Laboratuvar1 (ADOL;
Avian Disease and Oncology Laboratory)’ndan temin edilen ve B21 (dayanikli) ile B19
(duyarli) haplotiplere ait bireylerden elde edilen sonucglar da dahil edilmistir. Hem
filogenetik agagta hem de dendogramda gorildiigi lizere B21 ve B19 haplotipleri
calisgilan populasyonlardan c¢ok uzak yerde konumlanmistir. Her ne kadar kontrol
populasyonlart farkli ve uzak bir yerde konumlansa da B21 (dayanikli) haplotipine en
yakin olan populasyon Rhode Island | (RIR-I) hattidir. Aymi sekilde B19 (duyarl)
haplotipine en yakin populasyon ise Colombian Rock (Col)’tir. Bu sonuglara gore
tizerinde durulan on bir saf hattan Marek Hastaligi’na kars1 en dayanikli olanin RIR-1, en
duyarli olanin ise Col oldugu sonucuna varilabilir.

4.4.6.2. Faktoriyel uygunluk analizi (FCA)

Caligilan on bir saf tavuk populasyonu ve bu populasyonu olusturan bireyler ile
kontrol grubu olarak kullanilan B19 haplotipi ve B21 haplotipine ait bireylerin arasindaki
benzerligin ¢ok boyutlu bir diizlemde belirlenmesi i¢in faktoriyel uygunluk analizi
kullanilmistir (Sekil 4.8).

chicken_cervus_genetix gfx

B
20.000 25,000

Aze 143090 - 35.000 " —

Sekil 4.8. Calisilan on bir saf tavuk hatt1 ve kontrol grubu hatlarinin (B19-B21) faktoriyel
uygunluk analizi tablosu

57



BULGULAR VE TARTISMA B. EVCI

Faktoriyel uygunluk analizi sonuglari NJ agaci ve dendogram sonuglarina benzer
sonuglar vermistir. B19 ve B21 haplotipleri diger tim populasyonlardan farkli yerde
konumlanmustir.

4.4.6.3. Genetik yap1 analizi (Structure)

Calisilan on bir saf tavuk populasyonunun farklilasmasi ve siniflandirilmast
Bayesian kiimeleme analizi kullanilarak STRUCTURE programu ile gergeklestirilmistir.
Structure yonteminde kiime sayist 2 ila 13 arasinda degisen K degerleri icin 10.000
tekrarli bir modeli test etmek i¢in 100 iterasyon yapilarak 100.000 islem yapilmistir. En
iyi K degerinin tespit edilmesi i¢in web tabanli bir program olan STRUCTURE
HARVESTER (Earl ve Vonholdt 2012) kullamilmistir. Bu programa gore 2 ila 13
arasindaki K degerlerinde en yiiksek AK degerinin elde edildigi kiime 3 (K=3) olmustur
(Sekil 4.9).

Deltak = mean(|L"(K)]} / sd(L(K))

5,64 K K Reps  Mean LnP(K) Stdev LnP{K) Ln'(K) |Ln"{K) DeltaK
5 | 2 10 -1955.630000 41268041 - - -

I\ 30 -1000.110000 13611225 155720000 75430000 5541750

\ 4 10 -1719.820000 16.170782 80250000 44280000 2436879

‘ \ 5 10 -1683810000 54997625 36.010000 6420000 0153058

6 10 1656 220000 85002978 27590000 7.400000 0.087055

%3 T 10 -1621.230000 19669464 34.950000 65.950000  1.32178

b g 10 1652 190000 71151354 +30.960000 80280000  1.1282%

9 10 -1602 870000 56.622042 49320000 14530000 202211
10 10 -1668 080000 95561353 65210000 4970000 0.0519%
1n 10 -1723 320000 13745790 -60.240000 31.080000 0226105
.
\ 2 10 -1757 480000 160.765114 -29.160000 50 420000 0278855
\
\
—

12
\\ 13 10 ~1736.220000 68.715093 21260000 - -
e e

Eard Dent A. and vonHoldt Badgett M. (2012). STRUCTURE HARVESTER: a website and program for
visualizng. Conzenvarion Geneties Rezarree: vol 4 () pp. 39361

'S

6 g 10 2

G| = = = o o o o - - —— -

Sekil 4.9. Structure Harvester programinda elde edilen en yiiksek AK degeri

K degerinin 2 ila 13 arasindaki tiim kiimeleri i¢in structure analizi yapilmis ve
kiimeleme goriintiileri elde edilmistir (Sekil 4.10). K=2 oldugunda RIR-I, Col, BAR-II
ve B21 populasyonlari diger populasyonlardan ayrilarak farkli bir kiime olusturmustur.
K=3 oldugunda B19 ve B21 haploriplerine ait grup tamamen birbirinden ayrilmistir. RIR-
I, BAR-1 ve BAR-II ayr1 bir kiime olustururken diger populasyonlar heterojenik bir yap1
gostermislerdir. K=4 ve 5 oldugunda ise Col populasyonu diger tiim populasyonlardan
farklilasirken RIR-1 ve BAR-II populasyonlar1 diger populasyonlardan farkli bir kiime
olusturmustur. K=6 oldugunda Col, RIR-I ve BAR-II populasyonlar1 da birbirlerinden
ayrilarak ayr1 ya da tek baglarina farkli bir kiime olusturmustur. K sayisi1 artirilarak (K=7-
13) yapilan structure analizi sonuglarina bakilarak daha farkli kiimelemenin yapilamadig:
tespit edilmistir. Grup sayisi, ¢alisilan populasyon sayisina yaklastik¢a ve nihayetinde esit
oldugunda (K=13) analizin duyarlilig1 artmis ve birbiri i¢ine girmis olan ve kesin sinirlari
bulunmayan bir durumun ortaya ¢ikmasina neden olmustur. K=13 oldugunda iizerinde
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durulan 11 safhattin herhangi bir sinir1 olmayan heterojen bir genetik yapiya sahip oldugu
goriilmektedir. Col, RIR-I ve BAR-II disindaki diger populasyonlarin tamaminin ayni
kiimede yer aldig1 goriilmektedir.

NOONVI
vIann109 - |5

Nmoud

NOONVI ~{==CF
vIgnnIo9 -

Sekil 4.10. Calisilan tavuk hatlarinda Structure kiimeleme analizi goriintiisii
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5. SONUC

Tavuk MHC sistemi ile ilgili bilgilerin ve bu kompleks yapinin tavuk immiin
sistemi tlizerindeki etkisi, MHC ‘nin immiin sistemi kontrolii iizerinde c¢alismalar
yapilmasi yolunu agmistir. MHC bilgisinin tavuk endiistrisinde kullaniminda ilk alan,
tiirlerin safligin1 koruma ve garanti altina almak i¢in tavuk tiirtine 6zgii genetik markerler
olarak kullanilabilmesidir. Tavuk B kan grubu iginde bulunan kan grubu antijenleri yani
B kompleksi, genetik marker olmak ig¢in iyi birer adaydirlar. MHC bilgisinin ikinci
kullanim alani1 da tavuklardaki belirli o6zellikleri iyilestirmek i¢cin MHC allelik
frekanslarini degistirme ¢aligmalar1 yapilabilmesidir. MHC ve hastalik arasindaki iligkiyi
anlamak, populasyonlari hastalik etkenleriyle dogrudan maruz birakmak yerine, marker
secilimi yoluyla genetik secilim saglanabilmektedir. Ayrica, hastalik patojenlerine daha
yiiksek diren¢ gosteren genetik stoklarin iiretimiyle hem hayvan sagligi hem de gida
giivenligi iyilestirilmis olmaktadir.

Tiirkiye ticari saf tavuk populasyonlarinin genetik yapilarinin tanimlanmasina
yonelik yapilan calismalara ¢ok yakin bir zamanda baslanmistir. DNA diizeyinde
yapilacak c¢aligmalarla Tirkiye ticari saf tavuk populasyonlarinin genetik yapilar
hakkinda daha ayrintili bilgilere ulagilmaktadir. Bu nokta itibariyle, Tirkiye ticari tavuk
populasyonlarindaki genetik ¢esitliligin tanimlanmasi programlarinin gelistirilmesi son
derece 6nemlidir.

Bu arastirmada, Tirkiye ticari tavuk populasyonlarindan 11 saf hat, LEI0258
mikrosatelit lokusu bakimindan tanimlanmistir. Tirkiye’nin damizlik tavuklarini
olusturan bu populasyonlarin incelenmesi, Tiirkiye ticari saf tavuk populasyonlarinin
mevcut genetik yapisinin giincel bilimsel yontemlerle analizinde onemli bir firsat
yaratmistir. Arastirmada, ¢alisilan ticari saf tavuk populasyonlari: Rhode Island Red I,
Rhode Island Red I, Barred Rock I, Barred Rock I, Line-54, Black Line, Blue Line, Brown Line,
D-229 Line, Maroon Line ve Colombian Rock hatlaridir.

Arastirma sonucunda ¢ok fazla sayida veri elde edilmistir. Bu veriler genel olarak
degerlendirildiginde Tirkiye ticari tavuk populasyonlarinin genetik yapisi ile ilgili olarak
cok onemli sonuglara ulasilmistir. Arastirmanin evrensel boyuttaki etkisi ise Tiirkiye
ticari tavuk populasyonlarinin tanimlanmasi noktasindaki uluslararasi tavuk
biyoinformatik veri toplama merkezine katki saglanmasi olarak tanimlanabilir.
Calismanin bu yoniiyle Tirkiye uluslararasi alanda edilgen konumdan etken konuma
gelmistir. Arastirma sonuglart agagidaki sekilde 6zetlenmistir.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Polimorfik yapida olan LEIO258 mikrosatelit lokusunun Tiirkiye ticari tavuk
populasyonlarinin tanimlanmasinda kullanilabilecek etkin marker oldugu sonucuna
varilmistir.

Tirkiye ticari tavuk populasyonlarin tanimlanmasinda kullanilan LEI0258
lokusundan hareketle;

a) ortalama allel sayis1 (Na) 39,

b) etkili allel sayis1 (Ne) 16.27,

€) gobzlenen heterozigotluk (Ho) 0.527,

d) beklenen heterozigotluk (He) 0.939,

e) polimorfizm bilgi igerigi (PIC) 0.728 ve

f) homozigotlasma katsayisi (Fis) 0.276 olarak tahmin edilmistir.

Tirkiye ticari tavuk populasyonlarinda toplam %50.2 (Fit) olarak tespit edilen
genetik varyansin %27.6 (Fis)’sinin populasyonlar igindeki, %31.2 (Fst)’ sinin ise
populasyonlar arasindaki farkliliktan kaynaklandig: tespit edilmistir.

Tiirkiye ticari tavuk populasyonlar ikili olarak karsilagtirildiginda populasyonlar
arasinda ortalama olarak %31.2°1ik bir genetik farkliligin var oldugu hesaplanmustir.
Buradan hareketle, Tiirkiye ticari tavuk populasyonlarinin g¢aligilan LEI0258
mikrosatelit lokusu bakimindan birbilerinden ortalama olarak %31.2°lik bir genetik
farlilik gosterdigi ifade edilebilir. En diisiik ikiserli Fstdegeri Brown ve L-54 hatlar
arasinda (0.034), en yiiksek ikigerli Fstdegeri Col ve BAR-II hatlar1 arasinda (0.329)
elde edilmistir.

Tiirkiye ticari tavuk populasyonlar arasinda her 2 generasyonda ortalama olarak 1.0
bireyin gog (Nm= 0.551) ettigi tahmin edilmistir.

Tiirkiye ticari tavuk populasyonlari verilerin analizinde kullanilan farkli istatistik
yontemlerine gore farkli kiimelemeler halinde smiflandirilmistir. Bu nedenle
kullanilan istatistik yontemine gore elde edilen sonuglar ayri ayr ele alimmustir.
Ikiserli Fst yontemlerinden yararlanilarak ticari tavuk populasyonlari tek ana grupta
siiflanmastir.

Genetik yap1 analizi (Structure) yontemlerinden yararlanilarak Tiirkiye ticari tavuk
populasyonlarinda, Col, RIR-I ve BAR-II disindaki diger populasyonlarin tamaminin
ayn1 kiimede yer aldig1 goriilmektedir.
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8) Yapilan bu kiimeleme analizine kontrol amagli olarak Amerika Tarim Bakanligi
(USDA; United State Department of Agriculture), Ziraat Arastirma Servisi (ARS;
Agriculture Research Service), Kanatli Hastaliklar1 ve Kanser Laboratuvar1 (ADOL;
Avian Disease and Oncology Laboratory)’ndan temin edilen ve B21 (dayanikli) ile
B19 (duyarli) haplotiplere ait bireylerden elde edilen sonuglar da dahil edilmistir.
Hem filogenetik agacta hem de dendogramda goriildiigii lizere B21 ve B19
haplotipleri ¢alisilan populasyonlardan ¢ok uzak yerde konumlanmistir. Her ne kadar
kontrol populasyonlar1 farkli ve uzak bir yerde konumlansa da B21 (dayanikl)
haplotipine en yakin olan populasyon Rhode Island | (RIR-I) hattidir. Ayn1 sekilde
B19 (duyarl1) haplotipine en yakin populasyon ise Colombian Rock (Col)’tir. Bu
sonucglara gore lizerinde durulan on bir saf hattan Marek Hastaligi’na karsi en
dayanikli olanin RIR-I, en duyarli olanin ise Col oldugu sonucuna varilabilir.
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