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Bu tez, 35. giin yiiksek (YCAL) ve diisiik canli agirlik (DCA), 120 giinliik yas-
ta yiiksek yumurta verimine (Y) gore 12 generasyon ve 28. giin yiiksek canli agir-
lik (YCAZ2) bakimindan 7 generasyon seleksiyon uygulanan 4 hat ile 1 kontrol (K)
hattina ait Japon bildircinlarinda populayon igi ve arasi genetik polimorfizm ve
iliskiler RAPD-PCR yontemi kullanarak tespit etmeyi kapsamaktadir. Her hattan
rastgele secilen 14 bildircina (72-73) ait toplam 70 bireysel genomik DNA 24
adet primer ile analiz edilmistir. Biyiikliikleri 150-2600 bg ve sayilar1 4-14 ara-
sinda degisen degerlendirilebilir nitelige sahip 197 lokusun 196’ smin (%99,6)
polimorfik oldugu belirlenmistir. K, YCAL, YCA2, DCA ve Y bildircin hatlarin-
daki genotipik polimorfizim oranlari sirasiyla %63,45, %42,13, %35,53, %31,47
ve %36,55 olarak hesaplanmistir. Tiim allel frekanslar1 iizerinden hat i¢i ortalama
heterozigotluk (Hs), toplam heterozigotluk (Hr), Shannon indeksi (I) ve toplam
genetik farklilasma (Gst) degerleri sirasiyla 0,1686, 0,3538, 0,5233 ve 0,3538
olarak tahmin edilmistir. Bu sonuglara goére en yiiksek genotipik varyasyon kont-
rol hattinda, en diisiik ise DCA hattinda belirlenmistir. Hat i¢i genetik benzerlik
degerlerinin 0,7469 (K) ile 0,8747 (DCA) araliginda ve hatlar aras1 genetik ben-
zerlik degerlerinin de 0,6027 (K-Y) ile 0,8131 (YCA1-DCA) araliginda degistigi
saptanmistir. Genotipik olarak ortak ataya (K) en yakin seleksiyon hatt1 YCA2
(0,6674) ve en uzak Y (0,5064) hatt1 oldugu bulunmustur. Elde edilen tiim sonug-
lar, selekte edilmis Japon bildircinlarinda gurup i¢i genetik varyasyonun ve gurup-
lar aras1 genetik iligkilerin RAPD-PCR yontemi ile basarili bir sekilde tahmin
edildigini gostermistir.
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ABSTRACT
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This thesis involves determining the intragenetic and intergenetic polymor-
phism and genetic relatedness of 12 generations selected for 35. day high weight
(YCAL1), 35. day low weight (DCA), 120 days of age high egg production (Y), 7
generations selected for 28. day high weight (YCA2) and a control (K) line in
Japanese quail by RAPD-PCR method. A total of 70 individual DNA samples
including 14 birds (79-73) from each line were analyzed by using 24 primers.
196 polymorphic bands were obtained from 197 resolved fragments and polymor-
phism rate was calculated as 99.49%. Their numbers were ranging from 4 to 14
and amplified products were ranging from 150 bp to 2600 bp. Genotypic poly-
morphism rates were calculated for K, YCAL, YCA2, DCA and Y as 63.45%,
42.13%, 35.53%, 31.47% and 36.55% in, respectively. Average heterozygosis
within lines (Hs), total heterozygosis (Hr), Shannon index (1) and proportion of
the total diversity (Gst) values were estimated via all allele frequencies as 0.1686,
0.3538, 0.5233 and 0.3538, respectively. According to the obtained results, the
highest genetic variation was found in K and lowest in DCA lines. The genetic
identities within line varied from 0.7469 (K) to 0.8747 (DCA) and between lines
varied from 0.6027 (K-Y) to 0.8131 (YCA1-DCA). It was found that genetically
the most similar line to base ancestor (K) is YCA2 line (0.6674) while furthest is
Y line (0.5064). Genetic variation within lines and the genetic relationships
among lines were successfully estimated by using RAPD-PCR in selected Japa-
nese quails.
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ONSOZ

Son asrin bilim dali sayilan genetik, tiim diinyada ve 6zellikle gelismis tl-
kelerde ¢ok sayida ve yonde arastirma ve uygulama alan1 bulmustur. Ozellikle
insan beslenmesinin vazge¢ilmez kaynaklarindan biri olan ¢iftlik hayvanlarinin
verimlerinin arttirilmasi ve genetik olarak arastirilmasi konularinda da yogun ¢a-
lismalar yapilmaktadir. Tamamlanan bu tez calismasi ile bas dondiiriicii bir hizla
katlanarak artan molekiiler genetik bilim dalina {ilkemiz adina katkida bulunul-
mustur. Ayrica, bu ¢alisma sayesinde kanathi hayvan yetistiriciligi i¢in 6nemle
ihtiya¢ duyulan yiiksek verimlere sahip bildircinlar elde edilmesinin yaninda bo-
limiimiizde rutin olarak ¢alisabilecek kapasiteye sahip bir molekiiler genetik labo-
ratuarmin kurulmasina da destek verilmistir. Bu itibarla, doktora tez ¢alismasinin
Onerilmesi, yiiriitilmesi ve sonuglandirilmasinda sagladig: tiim desteklerden dola-
y1 tez danismanim Sayin Dog. Dr. Murat Soner BALCIOGLU’ na ve tez calis-
mam siiresincence yaptiklari bilimsel katkilar ve manevi desteklerinden dolay1 tez
izleme komitesi hocalarim Sayin Prof. Dr. Hiiseyin BASIM ve Prof. Dr. Ibrahim
Zafer ARIK’ a yiirekten tesekkiir ederim.

Bu tezde hayvan materyali olarak kullanilan bildircinlarin 1slah ¢alismalari
2000 yilindan bugiine devam etmistir. Bu ¢alismalarin baslatilmasinda ve siirdii-
riilmesinde biiyiikk emek harcayan Dr. Halil ibrahim YOLCU’ ya, yardimlarin
esirgemeyen tlim arastirma gorevlisi arkadaslarima ve ayrica ¢alismalarin stirdiigii
yillarda 6zveriyle yardimer olan Zootekni Boliimii lisans dgrencilerine ayr1 ayri
tesekkiir etmegi bir borg bilmekteyim.

Bu projenin gergeklesmesinde maddi olanak saglayan Akdeniz Universite-
si Arastirma Projeleri Yonetim Birimi ve Satin Alma Daire Bagkanligina, DNA
izolasyon calismalarinda yardimlarini esirgemeyen Akdeniz Universitesi Merkezi
Laboratuarina, Bitki Koruma Boliimii Fitopatoloji Anabilim Dali Molekiiler Bitki
Bakteriyoloji Laboratuarinda bulunan tiim malzeme ve teghizatin kullanilmasina

olanak saglayan Prof. Dr. Hiiseyin BASIM’ a ayrica tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

OZET ..., I
ABST R ACT .. e e Ii
ONSOZ. ..o i
ICINDEKILER.......oiiiii e v
SIMGELER ve KISALTMALAR DIZINT..........coooiiiiiiiiiiiiiee Vi
SEKILLER DIZINI.... oo Viii
CIZELGELER DIZINI. .. oo, X
L GRS . 1
2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI................... ....... 7
2.1. Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR)...........ccooiiiiiiiiiiiiieieceeine e 1
2.1.1. PCRigin gerekenler. ........o.oiviiiiiiiiiii i 7

2. 1.2.PCRasamalari............ooooiiiiiiii i e 8

2.1.3. PCR’ nin kullanim alanlari....................ocooiiii i, 10

2.1.4. PCRDbilesenleri........coouviiiii i i 11

2.1.5. Laboratuar onerlileri..............oooiiiiiiii 12

2.1.6. PCR ’nin ¢alismama sebepleri............cooviiiiiiiiiiiiiiieiiins 13

2.1.7. PCR iirlinlerinin degerlendirilmesi..............ccooviiiiiiiiiniiinnnn. 13

2.2 EleKtroforez. . ... 14
2.3. DNA Parmakizi Yontemleri........c.oouivuiiiiiiii e, 15
2.3.1.Genetik marker. ... ... 15

2.3.1.1. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)......... .....
2.3.1.2. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism).........

2.3.1.3. SSR (Simple Sequance Repeats)...........ccceevviiniinniniinn 20

2.3.1.4. AFLP (Amplified Fragment Length Polymorhism)............ 21

2.4. Kaynak Taramalari...........o.oouiiiiiiiiiiit i e eae e 22
2.4.1. Kanatlilarda RAPD c¢alismalari...................coooiiiiiii i, 22
2.4.2.S1girlarda RAPD galismalart............cooooviiiiiiiiiiiiiie e 33
2.4.3. Koyun ve kegilerde RAPD calismalari....................ooooiiie. 34
2.4.4. Baliklarda RAPD ¢alismalart.................coooooiiiiiiiiin i, 35
2.4.5. Diger ciftlik hayvanlarinda RAPD ¢alismalart........................... 36

3. MATERYAL Ve METOD......coiiiiiiii e e 38
ol Materyal. ..o 38
R 401115 s P R 38
32,1 SeleKSIYON. ..ttt 38
3.2.2. Kan orneklerinin alinmasi..............ooooiiiiiiiiiiiii s 40
3.2.3. DNA ekstraksiyonu.........ooooiuiiiiiiiiiiiiii e e 40
3.2.4. Genomik DNA miktarinin hesaplanmast..........................oes 42
3.2.5. RAPD-PCR uygulamalarti..............coooiiiiiiiiiiiiii e, 43
3.2.5.1. Primerlerin Se¢imi..........coviiniiiiiiii i e e 43

3.2.5.2. PCR uygulamalart..............oooiiiiiiiiiiiii e, 45

3.2.5.3. Elektrolit ¢ozeltisi hazirlama.........................oo, 47

3.2.5.4. Agaroz jel hazirlama.... - ¥ 4

3.2.5.5. PCR f{iriinlerinin jele yuklenme51 ................................. 48

3.2.5.6. Elektroforez islemi................coiiiiiiii i, 49

3.2.5.7. Jel boyama ve RAPD lokuslarin saptanmast...................



3.2.5.8. RAPD sonuglarmin degerlendirilmesi ve istatistiki ana-

HZICT. ..o 51

4. BULGULAR. .. e e, 55
4.1. Seleksiyon sonuUGIart..........coooviiiiiiii i 00 0D
4.2. RAPD-PCR SONUGIAIT. .....c.oiitiiii i 60
4.2.1.RAPD sonuglariin degerlendirilmesi ve istatistiki analizler........... 60
4.2.1.1. Primerlerin degerlendirilmesi..................oooiiiininn, 62

4.2.1.2. Polimorfik lokus orant (Ppoly)......ccccoviviiiiniiiiiiniiiann, 63

4.2.1.3. Ortalama allel say1s1 (Na)..........c.ovevriiiiiiiiiiiinieenin, 64

4.2.1.4. Ortalama etkili allel sayist (Ne)............ccoovviiiiiiiiiiinn. 64

4.2.1.5. Ortalama heterozigotluk (H)............ccoooiiiiiiiiniin, 64

4.2.1.6. Shannon bilgi indeksi (I)...........ccooiviiiiiii 65

4.2.1.7. Genetik farklilagsma katsayist (Gst)..........ccoeeviivininniannn. 65

4.2.1.8. Genetik mesafeler..............oooiiiiiii . 66
4.2.1.9.Filogenetik iligkiler..................ooiiiiiiii i, 67

5. TARTISMA ..o, 68
0. SONUC . ..ttt e 75
7 KAYNAKLAR. . 78
8. EKLER. .. 86

Ek-1. Primerlere ait RAPD-PCR iiriinlerinin elektroforez jel
GOTUNTUIIT .. et eveerie e e see e e e neiee 0 OO
OZGECMIS . .o, 110



SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

A

be

cm
EsA

G

g

Gst

H

Hb

I

kb

kg

M
MgC|2
MgSO,
mi

Na

Np
NaC|2

Adenin

baz ¢ifti

Santimetre

Avrilesteraz

Guanin

Gram

Genetik farklilagsma katsayisi
Ortalama heterozigotluk
Hemaoglobin

Shannon bilgi indeksi
Kilobayt

Kilogram

Mol

Magnezyum Kloriir
Magnezyum Siilfat
Mililitre

Ortalama allel sayis1
Polimorfik lokus sayist
Sodyum Kloriir
Ortalama etkili allel say1s1
Nanogram

Nanometre

Polimorfik lokus oran
rotation per minute
Citozin

Timin

Thermus Aquaticus
Tansferrin

Thermal melting

Volt

ve digerleri

Mikrolitre

Santigrat derece

Vi



Kisaltmalar

AFLP
AUZF
ATP
CTP
DCA
DNA
DNTP
EDTA
E.coli
GTP
K

ME
MJ
NRC
oD
PCR
PLO
PLS
QTL
RAPD
RFLP
RNA
SB
SNP
SSR
TAE
TBE
TE
TTP
uv

Y
YCA1l
YCA2

Amplified Fragment Length Polymorphism
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Adenin Tri Phosphate

Citozin Tri Phosphate

Diisiik Canl1 Agirlik

Deoksiribo Nukleik Asit

di Nukleotide Tri Phosphate

Ethylen Diamin Tetra Aceticacid
Escherichia coli

Guainin Tri Phosphate

Kontrol

Metabolik Enerji

Mega Jiil

National Research Council

Optic Density

Polymerase Chain Reaction
Polimorfik Lokus Orani

Polimorfik Lokus Sayis1

Quantitative Trait Loci

Random Amplified Polymorphic DNA
Resrtriction Fragment Length Polymorphism
Ribo Nukleik Asit

Sodyum Borat

Single Nukleotide Polymorphism
Single strand repeats

Tris Asetat EDTA

Tris Borat EDTA

Tris EDTA

Timin Tri Phosphate

Ultra Viole

Yumurtaci

Yiiksek Canli Agirlik 1

Yiiksek Canli Agirlik 2

vii



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 2.1a. DNA ¢ift sarmalinin sicaklik uygulamasi sonucu agilmasi.................8
Sekil 2.1b. Niikleotid ¢iftleri arasindaki zayif hidrojen baglarinin kopmasit........... 8
Sekil 2.2. Primerlerin tek sarmal DNA’ ya baglanmasi...........ccccocovnenieniininnn e, 9
Sekil 2.3. Tek sarmal DNA molekiillerinin enzimatik ¢ogaltimi..................... 10
Sekil 2.4. PCR uygulamasinda genomik DNA ¢ogaltimimnin grafiksel goriinii-

010 PP 10
Sekil 2.5. RAPD-PCR yonteminin ¢aligma $emast..........c.oovevuieniennenneennnnn. 19
Sekil 3.1. DNA miktar tespitinde kullanilan spektrofotometre cihaz1 (A.U.Z.F.

Bitki Koruma Boliimii Molekiiler Bitki Bakteriyolojisi Laboratua-

11)... 43
Sekil 3.2. Eppendorf Master Gradlent Thermal Cycler PCR 01ha21 (A U Z F

Zootekni Boliimii Molekiiler Genetik Laboratuart)... ceerreenieennnenn 40
Sekil 3.3. Agaroz jel ¢ozeltisinin kaliba dOKGIMEST ........ccoceeveiiiiiiiiiie e e 48
Sekil 3.4. Elektroforez tankindaki jel kuyucuklarina PCR iiriinlerinin yiiklen-

INIESH.c. vttt 49
Sekil 3.5. Elektrofrez tanki ve gii¢ kaynaginm goriiniimii (A.U.Z.F. Zootekni

Bolimii Molekiiler Genetik Laboratuart)..........ccccvevvvveieeninieneenesne 50
Sekil 3.6. Jel goriintiileme donanmimi (A.U.Z.F. Bitki Koruma Béliimii Molekii

ler Bitki Bakteriyolojisi Laboratuart)..........ccccoviiiiiniiniiiniiiiieesinens 50
Sekil 4.1. Bildircin hatlarina ait disilerin generasyonlar boyu canli agirlik orta-

lamalart. .. ..o, 56
Sekil 4.2. Seleksiyon hatlarina ait disi bildircinlarin generasyonlar boyu canli

agirlik ortalamalarinin kontrol populasyonuna ait disilerin canli agir

lik ortalamalarindan farklari..............oo 56
Sekil 4.3. Bildircin hatlarina ait erkeklerin generasyonlar boyu canli agirlik

ortalamalari.............oooii i 57
Sekil 4.4. Seleksiyon hatlaria ait erkek bildircinlarin generasyonlar boyu canl

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.
Sekil 4.7.
Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

agirlik ortalamalarinin kontrol populasyonuna ait erkeklerin canli

agirlik ortalamalarindan farklari.. Y 4
Bildircin hatlarina populasyonlarm generasyonlar boyu canh aglrhk
ortalamalari........ ... 58
Seleksiyon hatlarmin generasyonlar boyu canli agirlik ortalamalari-

nin kontrol hatt1 ortalamalarindan farklart............cccocoeiiiiiiininnn, 58
Bildircin hatlarina ait disilerin 12. generasyondaki sicak karkas go-
riniim ve aBirliklart. ... 59
Bildircin hatlarina ait erkeklerin 12. generasyondaki sicak karkas
goriiniim ve agirhiklart ..., 59
Bildircin hatlari arasindaki filogenetik iligkiler dendogramia.............. 67

viii



CIZELGELER DiZINi
Cizelge 2.1. RAPD, RFLP, Mikrosatellit ve AFLP yontemlerinin bazi 6zellik-

ler yoniinden karsilagtirilmasi..............oooiiiiiiiiii e,
Cizelge 3.1. DNA ekstraksiyon Kitinin iGerigi........oovvuvvuieiiiiniiniiininen
Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primerleri tanimlayici bilgiler..................
Cizelge 3.3. PCR reaksiyon KariSimi............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieneeen
Cizelge 3.4. PCR dONngli programi............oouieiiiiinieiieaiieeieeineenneeananin
Cizelge 3.5. 50X’ lik Tris-Acetate-EDTA (TAE)......ccooiiiiiiiiiiie,

Cizelge 4.1. Primerlerin bildircin hatlarinda ortaya ¢ikardigr genetik degisim-

Cizelge 4.2. Bildircin hatlarina ait ortalama allel sayisi (na), ortalama etkili
allel sayis1 (ne), beklenen ortalama heterozigotluk (H), Shannon

bilgi indeksi (I) ve polimorfik lokus (Ppoly) degerleri.......................
Cizelge 4.3. Bildircin hatlar arasindaki genetik mesafe oranlari....................



1. GIRIS

Populasyon genetiginin kuramsal esaslarin1 deneysel olarak kanitlamada ve buna ek
olarak yeni kuramlarin gelistirilmesinde laboratuar hayvan ve bitkilerinden genis dl¢iide
yararlanilmaktadir. Model hayvan olarak memelilerle ilgili ¢aligmalarda fare ve tavsan,
kanatlilarda ise bildircin kullanilmaktadir. Japon bildircini (Coturnix coturnix japonica)
generasyonlar arasi siirenin kisa olusu, az yem tiiketmesi, canli agirlik basina yumurta
tiretiminin yiiksek olmasi, birim alanda fazla sayida hayvan barindirilabilmesi, ireti-
minde basit ara¢ gerece ihtiya¢ gostermesi ve diger kanath ¢iftlik hayvanlariyla kiyas-
landiginda hastaliklara kars1 nispeten daha dayanikli olmasi nedeniyle bilimsel ¢aligma-
larda yogun olarak kullanilmaktadir. Ayrica ticari olarak da her gegen giin 6nemi artan

bildircinin canlilar alemindeki siniflandirilmasi agsagida verilmistir.

Biyolojik yeri (Superregnum): Hiicre ¢ekirdekliler (Eukaryota)

Alem (Regnum): Hayvanlar (Animalia)

Alt alem (Subregnum): Gergek dokulular (Eumetazoa)

Ust sube (Superphylum): ikincil agizlilar (Deuterostomia)

Sube (Phylum): Sirt iplikliler (Chordata)

Alt sube (Subphylum): Omurgalilar (Vertebrata)

Kiigiik sube (Infraphylum): Gergek ¢eneliler (Gnathostomata)

Ust smif (Superclassis): Dért iiyeliler (Tetrapoda)

Sinif (Classis): Kuslar (Aves)

Alt simif (Subclassis): Ugucu kuslar (Carinatae)

Kiigiik sinif (Infraclassis): Yasayan kuslar (Neornithes)

Takim (Ordo): Tavuksular (Galliformes)

Aile (Familia): Siiliingiller (Phasianidae)

Alt aile (Subfamilia): Keklikgiller (Perdicinae)

Cins (Genus): bildircingiller (Coturnix)

Tiir (Species): bildircin (Coturnix coturnix)

Alt tiir (Subspecies): C.c. Japonica, C.c. africana, C.c.confisa, C.c.conturbans, C.c.
coturnix, C.c. erlangeri, C.c. inopinata, C.c. parisii, C.c.

ragonierii.


http://species.wikimedia.org/wiki/Eukaryota
http://species.wikimedia.org/wiki/Animalia
http://species.wikimedia.org/wiki/Eumetazoa
http://species.wikimedia.org/wiki/Deuterostomia
http://species.wikimedia.org/wiki/Chordata
http://species.wikimedia.org/wiki/Vertebrata
http://species.wikimedia.org/wiki/Gnathostomata_%28Vertebrata%29
http://species.wikimedia.org/wiki/Tetrapoda
http://species.wikimedia.org/wiki/Aves
http://species.wikimedia.org/wiki/Carinatae
http://species.wikimedia.org/wiki/Neornithes
http://species.wikimedia.org/wiki/Galliformes
http://species.wikimedia.org/wiki/Phasianidae
http://species.wikimedia.org/wiki/Perdicinae
http://species.wikimedia.org/wiki/Coturnix
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Coturnix_coturnix_africana&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Coturnix_coturnix_confisa&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Coturnix_coturnix_conturbans&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Coturnix_coturnix_coturnix&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Coturnix_coturnix_coturnix&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Coturnix_coturnix_coturnix&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Coturnix_coturnix_erlangeri&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Coturnix_coturnix_inopinata&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Coturnix_coturnix_parisii&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Coturnix_coturnix_ragonierii&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Coturnix_coturnix_ragonierii&action=edit&redlink=1
http://species.wikimedia.org/w/index.php?title=Coturnix_coturnix_ragonierii&action=edit&redlink=1

Sharma vd’nin (2000a) bildirdigine gore; Howard ve Moore, Coturnix cinsi,
phasianidae ailesi, galliformes smifindan 5 tiir belirlemistir. Bildircin ismi altinda, en
fazla yetistiriciligi yapilan bildircin Japon bildircini (C. coturnix japonica) olmasi ya-
ninda, siyah gogiislii bildircin (C. coromondelica), herlekuin bildircin (C. delgordue) ve
pektoral bildircin (C. pectoralis) gibi tiirleri de yaygin olarak bulunmaktadir. Modern
evcil bildircinin atast hakkindaki tartigmalar bulunmasina ragmen genel kabul bunun

Japon bildircini oldugudur (Sharma vd 2000a).

Bildircinlarda ergin agirliklar irklara ve seleksiyon diizeyine gore degigsmekle birlikte
genel olarak 110-200 g arasinda olup yaklasik 12-18 cm viicut uzunluguna sahiptirler.
Yumurta agirliklar1 genel olarak viicut agirhigmin %8’ i kadar, ortalama olarak 9-10
gramdir (Sarica vd 1995). 16-19 giin arasinda degisebilen kulugka siiresi ortalama 17
giindiir. Bahsedilen 6zellikleriyle birlikte seleksiyon uygulamalarina hizli cevap verme-
sinden dolay1 kanatli kiimes hayvanlari ile ilgili 1slah ve genetik ¢alismalari i¢in deneme

hayvani olarak olduk¢a uygun bir materyaldir.

Tarimsal faaliyetlerin temel amaci iiretimi yapilan verim bakimindan igletme kosulla-
ria uygun ve 1slah edilmis genotipik degeri yiiksek materyaller ile calisarak, isletme
karliligint arttirmaktir. Dogal kaynaklarin giderek azalmasi, kiiresel 1sinma ve artan
diinya niifusuna paralel olarak artan beslenme gereksinimi, ¢iftlik hayvanlarinin birkag
verim yoniinde gelistirilmesini kaginilmaz kilmaktadir. Bu amaca uygun genotipleri
gelistirmek ise 1slah ile ugrasan arastiricilarin en 6nemli hedefidir. Islah caligmalarinda
once mevcut kosullarda, amaca uygun en iistiin genotipler belirlenir, daha sonra bu hay-
vanlar gelecek neslin yavrularmi vermek ilizere damizlikta kullanilir. Hayvan 1slahinda
bu siire¢ seleksiyon olarak tarif edilir. Seleksiyon, genotipik ilerleme ve genetik degis-
kenlik i¢in anahtar bir yontemdir (Deepak 1998). Kumar vd (2000a, b) ¢iftlik hayvani
veya kanath tiirlerinde tatmin edici bir genetik ilerleme saglayabilmek i¢in genetik var-
yasyonun belirlenmesi ve buna uygun yetistirme stratejilerinin gelistirilmesini birinci
kosul olarak gdrmiislerdir. Insanoglu hayvansal iiriinlerden yararlanmaya basladig1 za-
mandan bu giine seleksiyon caligmalar1 sayesinde ¢iftlik hayvani populasyonlarinin ve-
rimlerinde hem miktar hem de nitelik olarak énemli degisimler ve artislar saglamislar-

dir. Oyleki bugiin sadece hayvansal iiriinlerin miktarinda degil ayn1 zamanda {iriinlerin



iceriklerini olusturan bilesenlerin miktar veya cesitlerinde dahi 6nemli degisiklikler

meydana getirilebilmektedir.

Ancak, yapilan seleksiyon c¢alismalarinin 6nemli bir boliimii tek verim 6zelligi ile il-
gilenmektedir. Bu sebepten dolayi, yapilan tek yonlii seleksiyonun, diger 6zelliklerde ne
tip bir degisiklige neden olabilecegi hayvan 1slahi ile ugrasan arastiricilarin merak ettigi
bir konudur. Herhangi bir seleksiyon ¢alismasinin 6zellikle populasyonun devami igin
onemli olan biyolojik islevlerde ne gibi degisikliklere neden oldugunu belirlemek ge-
rekmektedir. Buna ek olarak, bilindigi gibi ekonomik 6zellikler {izerine yapilan yapay

seleksiyonun yaninda dogal seleksiyon da populasyon tizerinde etkisini stirdiirmektedir..

Seleksiyon ve melezleme gibi geleneksel 1slah ve yetistirme yontemlerinin kullanil-
mast hayvan populasyonlarinin verimlerini gelistirmenin yaninda hayvanciligin iilke
ekonomisine olan katkisin1 artirmak olarak da degerlendirilebilir. Ciftlik hayvanlarina
ait ekonomik karakterler nicel (kantitatif) 6zellige sahiptir. Bu karakterler ¢evresel et-
menlerden fazlaca etkilenir ve ¢ok sayida gen tarafindan kontrol edilirler. Kantitatif
karakterlerin bu 6zelliginden dolay1 populasyon igerisinde genotip siniflarinin belirlen-
mesinin zorlugu 1slah ¢alismalarinda verimliligi diisiiren bir faktordiir. Buna bagl ola-
rak da sadece fenotipe dayali seleksiyonda basar1 oran1 azalmakta ve {istiin bireylerin
saptanmasinda zorluklar yasanmaktadir. Bu gibi durumlarda erken yasta ortaya ¢ikan,
saptanmasi kolay ve {lizerinde durulan karakter ile genetik iligski halinde bulunan diger
bir karakter seleksiyon 6lgiitii olarak kullanilabilmektedir. Bu yontem “dolayli seleksi-
yon” olarak tanimlanmaktadir. Bircok genetik degisken dolayli seleksiyon 6lgiitii olarak
kullanilabilir. Ancak dolayli seleksiyonda kullanilacak karakterleri ¢ok iyi tanimlamak
ve asil lizerinde durulan verim ile iligkisini dogru saptamak gerekir. Bu amaca yonelik
olarak, populasyonun yapisini, seleksiyon hikdyesini ve yetistirme stratejilerini yansit-
mast bakimindan populasyon i¢i genotipik ve fenotipik degisimin saglikli bir sekilde

belirlenmesi ¢ok 6nemlidir.

Bir populasyonu olusturan bireylerin genetik, biyokimyasal ve biyofiziksel yontem-
lerle arastirilmasi, o populasyonun genetik yapisina iliskin daha ayrintili ve kesin bilgi-

lerin elde edilmesine olanak verir (Asal vd 1996). Polimorfizm, populasyonlardaki ge-



netik dengenin bir {irlinii olup; s6z konusu bir populasyonda herhangi bir 6zelligin iki ya
da daha fazla formunun ayni anda ve sadece tekrarlanan mutasyonlarla agiklanamayan
oranlarda bulunmasimi ifade eder. Diger bir ifadeyle polimorfizm, bir lokusta birden
fazla allelin varhigi seklinde tanimlanabilir. Hedrick’ e (1985) gére, bir gen lokusunun
polimorfik olabilmesi i¢in, nadir allelin populasyondaki nispi frekansinin en az 0,05

veya 0,01 olmas1 gerekmektedir.

Son yillarda molekiiler biyoloji ve genetik alaninda gelistirilen yeni teknolojiler kul-
lanilarak genetik varyasyonlar dogrudan DNA diizeyinde belirlenebilmektedir. Boylece
protein polimorfizminde saptanamayan intronlar gibi kodlama gérevi olmayan bolge-

lerdeki varyasyonlar da ortaya ¢ikarilabilmektedir.

DNA zincirini olusturan bazi bolgeler, ayni niikleotid siralarinin genom tizerinde tek-
rarlanmasindan olugsmaktadir. Kalitsal degisimler (mutasyon) sonucunda bu bolgelerden
bazilarinin koparak yer degistirdikleri (delesyon) ya da rastlantisal olarak ayni dizinin
DNA sarmalinin degisik yerlerinde de olustugu (insersiyon) kabul edilir. Boylece, ge-
nomda yeni degisimler ortaya ¢iktig1 da bilinmektedir. Bu degisimler tiir, 1rk, hat, tip,
hatta birey diizeyinde bile goriilebilmektedir. Buna dayanarak gelistirilen molekiiler
tipleme yontemleri, genetik hatlar i¢i ve arasi akrabaliligin tahmininde kullanilabilir
(Smith vd 1996). Molekiiler genetik alanda birgok dalda elde edilen ilerlemeler, ¢iftlik
hayvani tiirlerinin genetik analizlerinde 6nemli asamalar kaydetmistir. Son yirmi yilda
molekiiler teknolojideki gelismeler molekiiler seviyede genom ¢alismalari i¢in yeni yak-
lagimlara bagli olarak genetik yapilarin agiklanmasi igin yeni imkanlar ortaya ¢ikartmis-
tir. Molekiiler diizeyde ve DNA temelinde ¢alisan bu yontemler genetik alanindaki ¢a-
lismalarin artmasina ve hizlanmasina yol agmistir. DNA markerlerinin kullanimi ile
genetik degisimin saptanmasi ve buna dayali genetik harita yapimi 1980’ li yillarin ba-
sinda ilk kez RFLP (Restriction Fragment Leght Polimorphism) tekniginin kullanilmasi
ile gerceklestirilmistir (Griffiths vd 1996).

Daha sonra gelistirilen tekniklerden baslicalari, AFLP (Amplified Fragment Lenght
Polymorphism), RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA) ve SSR (Single

Sequance Repeat)’ dir. Onceleri uzun ugras gerektiren bu teknikler manuel olarak ca-



ligmaktayken artik neredeyse tiim analizler otomasyona doniistiiriilmiistiir. Bu yontem-
ler genel olarak DNA pargalarinin polimeraz zincir tepkimesi (PCR: Polymerase Chain
Reaction) teknigi kullanilarak gogaltilmasi temeline dayanmaktadir. PCR’ nin bulunma-
s1 molekiiler genetik calismalarinda ¢i1gir agmistir. DNA’ nin kiiciik bir miktari ile yapi-
lan bu basit teknikte binlerce/milyonlarca ¢ogaltilmis {iriin ¢abuk ve kolayca elde edile-

bilmektedir.

Populasyon genetigi calismalarinda yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri olan
RAPD ilke olarak, rasgele secilmis kisa DNA dizilerinin (primer) yardimiyla iizerinde
calisma yapilan genomik DNA’ nin PCR’ de ¢ogaltilmasi temeline dayanir. Williams
vd (1990) ile Welsh ve McClelland (1990) tarafindan farkli laboratuarlarda ayni zaman-
da gelistirilmistir.

Bu yontem; yabani hayvan tiirlerinin tespiti (Lee ve Chang 1994, Koh vd 1998,
Stepniak vd 2002), ebeveyn tespiti (Scott vd 1992), hayvanlarda cinsiyet tayini (Adan
vd 1997, McGowan ve Davidson 1998, Hidas ve Edvi 2001), genom haritalama (Levin
vd 1993, Shiue vd 1999) ve baglanti analizleri (Kemp ve Teale 1992, Kantanen vd
1995, Appa-Rao vd 1996) gibi biyolojik arastirmalarda yogun olarak uygulanmustir.
Ayrica sigir (Gwakisa vd 1994, Parejo vd 2002, Serrano vd 2002), bufalo (Salah ve
Esayed 2007), koyun (Cushwa ve Medrano 1996, Cushwa vd 1996, Ali 2003a, Paiva vd
2005), kegi (Li vd 2002), at (Apostolidis vd 2001), domuz (Yen vd 2001), tavuk (Zhang
vd 1995, Wei vd 1997, Sharma vd 1998a, Lu vd 1999, Sharma vd 2001a, b, Romanov
ve Weigend 2001, Zhang vd 2002a, b, Pipalia vd 2006), devekusu (Bello ve Sanchez
1999), hindi (Smith vd 1996, Smith vd 2005), bildircin (Yegenoglu 1999, Sharma vd
2000a, Kumar vd 2000a, Akyiiz vd 2002, Ali vd 2002), balik (Liu vd 1998, Yon ve Kim
2004, Ali vd 2004) ve ar1 (Suazo vd 1998) gibi farkl: tiirlere ait populasyonlar arasi ve
i¢i genetik degisimin tahmin edilmesine yonelik bir¢ok arastirmada da basarili sonuglar

vermistir.

Onceki yillarda Tiirkiye c¢iftlik hayvanlarinda yapilan molekiiler diizeyde
polimorfizm galismalarinin neredeyse tamami biyokimyasal (Tf, Hb, EsA) yontemler
icermekteydi (Balcioglu 1995, Elmaci vd 2001, Karabag vd 2002). Ancak, DNA diize-



yinde yapilabilen molekiiler analizler son yillarda iilkemizde de ¢aligiimaktadir. Ornek
olarak sigirlarda (Giineren 1999, Cerit 2003, Ozkan 2005, Ozdemir 2006), koyunlarda
(Budak 2003, Mercan 2004, Elmaci vd 2006, 2007), kil kegilerinde (Sahin 2005), balik-
larda (Akhan ve Canyurt 2005), mandada (Soysal vd 2005), bildircinlarda (Yegenoglu
1999, Akyiiz vd 2002), tavuklarda (Ivgin ve Bilgen 2002, Kaya 2003) ve kazlarda (Dev-

rim 2007) yapilmis ¢aligmalarin yaninda devam etmekte olan projelerde bulunmaktadir.

Bu tezde, farkli verim yonlerine gore seleksiyon uygulanmis 4 hat (YCAL, YCAZ2,
DCA, Y) ile bir kontrol (K) hattina ait toplam 5 Japon bildircin1 (Coturnix coturnix
japonica) populasyonunda seleksiyon ¢aligmalarinin etkilerini molekiiler seviyede aras-
tirmak, seleksiyon sonucu olusan hatlar i¢i ve hatlar aras1 genetik degisimleri belirle-
mek, kullanilan 24 adet primer ile bildircin hatlarina ait DNA parmakizlerini ortaya
cikarabilmek ve genetik marker tespit edebilmek amaciyla RAPD-PCR yontemi kulla-

nilmistir.



2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

2.1. Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR)

Ik kez Kary Mullis vd tarafindan gelistirilen bu yontem en basit tanimiyla niikleik
asitlerin invitro olarak ¢ogaltilmasidir (Mullis ve Faloona, 1987). Dogal hiicre boliinme-
sinde meydana gelen DNA replikasyonu taklit ederek calisan bu yontem, spesifik bir
DNA pargasina ait kopyalarin primer adi verilen kisa DNA dizileri tarafindan yonlendi-

rilerek enzimatik olarak ¢ogaltilmasi seklinde tanimlanabilir.

PCR’ de her bir dongiiniin 3 asamasi vardir. Bu asamalar; denatiirasyon, baglanma ve
uzamadir. PCR’ de ilk iki dongii, spesifik DNA pargalarinin (primer) hedef DNA’ da
yapisabilecekleri yerleri tarama asamasidir. Hedeflenen bolgeleri ¢ogaltma islemi tigiin-
cli dongiiden itibaren gergeklesir. PCR’ nin tiim dongiileri, bir 6nceki dongiide sentezle-
nen DNA o6rneklerinin denatiirasyonu ile baslar. Bir DNA molekiiliinden, 20 dongii so-
nunda 1 milyon (2%°), 30 d6ngii sonunda ise 1 (2°°) milyar kopya elde edilebilmektedir.

Boylece az miktarda DNA ile baslayan tepkime sonucunda yeterli miktarda DNA’ ya

ulasilabilmektedir.
2.1.1. PCR icin gerekenler
Polimeraz zincir tepkimesinde kullanilan baslica kimyasallar sunlardir;
a) Kalip DNA: genellikle tiim genomik DNA
b) Primer: genelikle kisa oligonukleotidler
C) Termostabil DNA polimeraz: Taq polimeraz enzimi
d) dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, dTTP

e) Mg*" iyonlar



2.1.2. PCR asamalari

a. Denatiirasyon: DNA molekiilii 90-95 °C¢ de birka¢ dakika siireyle muamele edildi-
ginde nukleotid ¢iftleri arasindaki zayif hidrojen baglar1 kopar ve iki eksenli DNA
molekiilii tek eksenli hale gelir (Sekil 2.1a, b). PCR c¢alismalar1 i¢in kullanilacak

DNA, kurumus kan, semen veya viicut salgilar1 gibi adli tip 6rnekleri, uzun siire sak-
lanmis tibbi 6rnekler, tek bir sa¢ teli, mumya kalintilart ve fosil gibi degisik kaynak-
lardan elde edilebilmektedir.
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Sekil 2.1a. DNA c¢ift sarmalinin sicaklik uygulamasi sonucu agilmasi
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Sekil 2.1b. Niiekleotid ¢iftleri arasindaki zayif hidrojen baglarinin kopmasi




b. Baglanma/Yapisma (Annealing): DNA molekiiliiniin muamele edildigi sicaklik 30-

60 °C arasinda bir degere disiriildiginde, ortamda bulunan ve DNA
replikasyonunun baslangi¢c noktasini tespit eden primerler tek zincirli hale getirilmis
DNA’ ya baglanir (Sekil.2.2). Bu primerler yapay oligoniikleotidlerdir ve ¢ogaltila-
cak DNA kisminin uglarindaki tamamlayici dizileri 6zgiin olarak tanirlar. Bu islemde
herhangibir yardimci kimyasala veya giice gerek duyulmamasinin nedeni DNA mo-
lekiiliinlin ¢ift sarmal yapisini korumak egiliminden ileri gelmektedir. Ortamda
primerler bulunmasa dahi ytiksek sicaklik muamelesi ile agilan DNA tek sarmallar

ortam sicakligr diisiiriildiigiinde tekrar ¢ift sarmal yapisini olusturabilmektedir.

2 adet Tek sarmal DNA
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I rimer primer DNA sarmah
S rimer fizerinde
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A y | yapisir

Sekil 2.2. Primerlerin tek sarmal DNA”’ ya baglanmasi

c. Uzama (Extension): Tepkime ortamina Tag-polimeraz’ in eklenmesi ve ortam sicak-

ligimin bu enzimin ¢alisma sicaklig1 olan 70-75 oc ye ayarlanmasi ile primerlerin
0zgiin olarak tespit ettigi kisimdan itibaren ortamdaki ANTP’ ler yardimiyla DNA
sentezi gerceklesir (Sekil 2.3). Tag-polimerazin aktivitesi sinirlt oldugu i¢in genomik
DNA’ nin tamami degil sadece kullanilan primere bagl olarak belirli bir kismi1 ¢o-
galtilabilir. Bu sekilde baslangigta birbirinden ayrilan her bir tek sarmal DNA ¢ift
sarmal hale gelir. U¢ asamadan olusan bir PCR déngiisii sonucunda ortamda bulunan
bir DNA molekiilii 2 katma ¢ikmus olur (Sekil 2.4). Ilk iki déngiide istenilen DNA
kismu1 belirlenirken devam eden dongiilerde bu kismin iissel ¢ogaltilmasi gergeklesti-

rilir.
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Sekil 2.4. PCR uygulamasinda genomik DNA ¢ogalitiminin grafiksel goriiniimii

2.1.3. PCR’ nin kullanim alanlar1

a)
b)
c)
d)

Kalitsal hastaliklarda tasiyicinin ve hastanin tanisi.
Dogum 6ncesi tani.
TUmor arastirmalari.

DNA etiketlerinin olusturulmasi.
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e) Genetik klonlama.

f)  Gen isleyis arastirmalari.

g) Biiyiik miktarda DNA 6rneklerinin olusturulmasi.
h) Bilinmeyen DNA dizilerinin tayini.

1) Evrim ¢aligmalari.

J)  DNA-protein iliskilerinin arastirilmasi.

K) Bireylerin ayirimi.

I) Cevre mikrobiyolojisi.

m) Genetik polimorfizm arastirmalari.

2.1.4. PCR bilesenleri

Polimeraz zincir tepkimesi kendine 6zel bilesenler yardimiyla galisan bir kimyasal
tepkimedir. Burada kullanilan kimyasallarin degerlendirilebilir dogru sonuglar verebil-
mesi i¢in bazi niteliklere sahip olmasi gerekir. PCR tepkimelerinde kullanilan bu kim-

yasallara ait tanimlayici baz1 6zet bilgiler asagida siralanmistir.

Tag-Polimeraz: PCR’ nin 6zgiin ¢alismasinda, E.Coli DNA polimeraz I’ in Klenow

kism1 oligoniikleotidlerin polimerizasyonunda kullanilmistir. Ancak DNA’ y1 yapisal
olarak bozmak i¢in gerekli olan 1s1ya ulasildiginda, kullanilan enzim etkisini kaybetmis-
tir. Ilk uygulamalarda PCR iiriinii ¢ok iyi olmayip, primerin yanls bdlgelere yapismasi-
na bagl olarak farkli biiyiikliiklerde PCR iirlinii elde edilmistir. Bu tip sorunlar isiya
dayanikli Taq Polimerazin bulunmasi ile giderilmistir. Tag polymerase (“Taq Pol” veya
basitge “Taq”) sicak tath sularda yasayan Thermus aquaticus bakterisinden izole edil-
mektedir. Enzimatik yarilanma 6mrii 95 °C’ de 40 dakikadir. Taq polimeraz 3' —» 5'
ekzonukleaz diizeltme mekanizmasina sahiptir. Taq DNA polimeraz DNA sarmali olus-
tururken 10,000 nukleotid de bir hata yapabilir. 72 °C’ de 1 kb biiyiikligiindeki DNA
iplik¢igini yaklasik 30 saniyede cogaltabilir. Ancak iiretilen PCR iiriinlerinin parga
uzunlugu 2000-3000 niikleotid ¢iftinden daha biiyilkk olamamaktadir. DNA
polimerizasyonunda en 6nemli nokta DNA polimerazin dogrulugudur. Bagka bir degisle
tepkime sirasinda meydana gelen hata miktar1 polimerazin dogrulugunu gosterir. DNA’
nin, DNA polimerazlar aracilig1 ile cogaltilmas1 hem ¢ok karmagik hem de 6nemli 6l¢ii-

de sirali bir islevdir. Bu hatalarin ayrimlanabilmesi, her adimda; polimeraza, kalip DNA
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dizisine ve nukleotid uyumuna baglidir. Her enzim, kendisine uygun tamponda kulla-
nilmalidir. Taq polimeraz miktar1 onerildigi miktarda olmalidir. Fazla konulmasi ile

olusan PCR iiriinlerinin miktar1 arttirmaz hatta tepkimeyi bozabilir.

Primer: PCR’ de kullanilan primerler, ticari olarak hazir halde saglanabilecegi gibi,
istege bagli olarak da iiretilebilmektedir. Primerler DNA’ nin ¢ogalmasi sirasinda DNA’
nin 3’ ucuna baglanip polimerizasyon i¢in baslama noktasini tespit ederler. Primerlerin
PCR isleminden 6nce bir 6n se¢ime tabi tutulmasi ve uygun olanlarin se¢ilmesi zaman-
dan tasarruf saglamasi agisindan Onerilebilir. Primerlerin se¢iminde G/C orani ortalama
% 50-70 olmasima dikkat edilmelidir. Boylece primerlerin DNA’ ya baglanmasi daha
istikrarli olur. Fazla uzun olmasi primer baglanma oranini azaltabilir. Bu nedenle 10 bg
uzunlugundaki primerler yeterli olarak goriilmektedir. Primerler birbirinin tamamlayici-
st olmamalidir. Oligoniikleotidlerin miktar1 yiiksek olmasi durumunda istenen hedef
DNA disinda bolgelerde ¢ogalmaya baslayabilir. Diisiik olmasi ise PCR {irliniin yetersiz

olmasina yol acabilir.

dNTP: Bugiin ticari olarak kolayca elde edilebilen ANTP’ lerin dogru miktarda kul-
lanilmasi tepkime basarisin1 6nemli derecede etkilemektedir. PCR ortamindaki yiiksek
dNTP miktar1 hata oranini arttirirken, diisiitk ANTP ve Magnezyum miktar1 hata oranini

azaltir.

Magnezyum: PCR uygulamalarinda kullanilan Mg’ un optimizasyonu énemli bir ge-
rekliliktir. Fazla olmasi enzimin segiciligini azaltir. Az olmas1 enzim etkisinin durmasi-
na sebep olabilir. EDTA, dNTP, protein varlig1 serbest magnezyum aktivitesini etkile-

yen faktorlerdir.

2.1.5. Laboratuar onerileri

Polimeraz zincir tepkimesi yontemi uygulanirken dikkat edilmesi gereken bazi has-

sasiyetler vardir. Bunlar;

a) PCR, tek bir molekiil DNA’ y1 ¢ogaltabileceginden, tepkime karigimlarinin ya-

banct DNA molekiilleri ile bulasmasi engellenmelidir veya kontrol edilmelidir.
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b)

d)

f)

9)

Laboratuarlarda DNA ekstraksiyonu, PCR uygulamalari, PCR iiriinlerinin bo-
yanmasi ve goriintiilenmesi birbirinden izole yerlerde yapilmalidir.

Sarf malzemeler stok seklinde hazirlanmali ve kii¢iik hacimlerde saklanmalidir.
Baska laboratuar veya ortamlardan sarf malzeme kullanilmamalidir.

Analizlerde PCR reaksiyon tiipiine en son DNA eklenmelidir.

Reaksiyon tiipline kimyasallar eklenirken hava kabarciklar1 olugsmamalidir.

PCR uygulamalarinda sonucun kesinliginden emin olmak i¢in art1 ve eksi kontrol
kullanilmalidar.

Otomatik pipetler gibi ¢ok sik kullanilan aletler bulagsma kaynagi olabileceginden

dolayi sik¢a temizlenmelidir.

2.1.6. PCR’ nin ¢calismama sebepleri

Molekiiler genetik ¢alismalarda kullanilan kimyasallar olduk¢a hassas ve pahali ge-

reglerdir. Mikrolitre diizeyde hazirlanan tepkime karisimlarinin bile maliyeti bazen ol-

dukga yiiksek olabilmektedir. Fazla dikkat ve ayrint1 gerektiren bu ¢alismalarda basari-

sizliga ugramanin tahmin edilebilir baz1 sebepleri olabilir. Bunlar;

a)
b)
c)
d)
e)
f)

Tepkime ortaminda RNA diizeyinin yiiksek olmasi,
EDTA’ nin yiiksek yogunlukta olmasi,

Heparin bulunmasi,

Fenol kalintisinin bulunmast,

Urasil varligi,

Uzun siire UV 1s1n etkisi.

2.1.7. PCR iiriinlerinin degerlendirilmesi

PCR kosullarmin en uygun sekilde hazirlanmasi sonuglarin yeterliligi ve giivenirlili-

gini Onemli derecede etkileyebilmektedir. Bunun yaninda yeterli diizeyde iiriin

alinanabilse de sonuclarin dogru degerlendirilebilmesi olduk¢a dikkat gerektirmektedir.
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Bu sebeple PCR firtinlerini degerlendirirken asagida siralanan hususlara dikkat edil-

mesinde fayda oldugu diisiiniilmektedir.

a) PCR enzimatik bir tepkimedir, bu nedenle;
1. DNA’ nin niteligi ve miktar1 tepkime sonuglarini degistirebilir.
2. Taq polimeraz, dNTPs, Mg™" iyonlar1 ve tampon ¢dzeltinin pH’ s1 tepkimeyi etki-
leyebilir.
3. PCR dongii kosullar1 ve PCR cihazinin ¢esidi tepkimeyi etkileyebilir.

b) iki farkl1 ¢izgide RAPD bandlar1 kiyaslanirken iki hata ortaya ¢ikabilir.
4. Iki ¢izgide de ayn1 bantlar goriilmesine ragmen bu bantlar farkli PCR iiriinleri ola-
bilir.
5. Bir ¢izgide goriilen bant digerinde olmayabilir fakat goriilmeyen bantin sebebi dii-

stk oranda ¢cogalmis olmasindan kaynaklanabilir.

€) Az miktardaki DNA kopyalarina sebep olan PCR hatalari;
6. 11k dongiilerde meydana gelen olas1 bir mutasyon sonraki cogalmalar1 etkiler.
7. Az miktardaki yabanci DNA bulagmalari ile DNA tercihli olarak ¢ogalabilir.
8. Rekombinasyon kalip DNA’ nin farkli iki tipi arasinda sekillenebilir.

2.2. Elektroforez

Elektroforez yontemi ilk kez 1809 yilinda Reuss’ in fikirlerinden yaralanilarak gelis-
tirilmistir ve ilk kez 1937 yilinda Tiselius, protein fonksiyonlarinin belirli bir pH dere-
cesinde tasidiklart elektriksel yiiklere gore degisik hizda hareket ettiklerini gostererek,

plazma proteinlerinin bu yolla siniflandirilabileceklerini agiklamistir (Rahman 1974).

Elektroforez, biiyiik molekiillii iyonlarin ve yiiklii parcaciklarin elektrik akimi verilen
bir alanda art1 uca (anot) ya da eksi uca (katod) dogru hareket etmelerini ifade etmekte-
dir. Molekiillerin hareket hizlari; sahip olduklari elektrik yiikiine, molekiiliin biiytiklii-
giine ve sekline bagl olarak degismektedir. Ayrica kullanilan tampon ¢ozeltiler, tasiyict
materyalin 6zelligi, akim siddeti ve siiresi, ortam sicaklig1 ve pH molekiillerin hareket-

lerini etkileyen temel etmenlerdir (Harris ve Angal 1995). Elektroforez isleminde tasiy1-
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c1 materyaller genel 6zelliklerine gore ti¢ grup altinda toplanmaktadir. Bunlar; siingersi
maddeler (lastik stinger, kagit, seliiloz asfalt), toz formunda (selliiloz, cam) ve jel yapi-

sinda (nisasta, pektin, agaroz, poliakrilamid, silika jel) olabilir.

Jel yapisindaki materyallerin gecirgenligi digerlerine gore daha nitelikli oldugu ve
daha giivenilir sonuglar verdigi i¢in genetik alaninda yapilan elektroforez ¢aligmalarinda
kullanimi daha yaygindir. DNA molekiilleri iskeletini olusturan fosfat sebebiyle eksi
yiiklii oldugu icin elektroforez esnasinda art1 kutup olan anota dogru harket eder. DNA’
nin bu hareketi kiitlesinin logaritmasiyla ters orantilidir. DNA molekiillerinin jel
elektroforezdeki gociinii molekiillerin sekli belirler. Uzun DNA pargalar1 kisalara gore
daha yavas hareket eder. Boylece DNA molekiilleri biiytikliiklerine gore birbirlerinden

ayrilarak jel lizerinde farkli yerlere go¢ ederler.

2.3. DNA Parmakizi Yontemleri

DNA parmakizi yontemi ilk kez Ingiliz genetikci Alec Jeffreys (1985) tarafindan
DNA’ nin baz dizisi fotografini yapmak icin kullanilmistir. Bu tarihten itibaren hizla
gelistirilen ve ortaya ¢ikan yeni yontemler ile caligmak giliniimiizde olduk¢a yaygin hale
gelmistir. Bu yontemlerin hepsinde ilk yapilmasi gereken ilizerinde arastirma yapilacak
organizmanin herhangi bir dokusuna ait hiicrelerden DNA ekstrakte etmek ve saflagtir-
maktir. Temel mantik elde edilen DNA’ nin enzimler ile kesilmesi ve bdylece degisik
uzunlukta kokenine ait DNA parcalarinin olusturulmasidir. Enzimler yardimiyla mey-
dana getirilen DNA parcaciklari elektroforez sonrasi jel lizerinde kullanilan DNA’ ya
0zgili desenler meydana getirmektedir. Bu sekilde ortaya ¢ikartilan desenler tipki par-

mak izi gibi bir birey i¢in bile ayirt edici olabilmektedir.
2.3.1. Genetik marker

Molekiiler genetik alanlarda ¢esitli yontemler kullanilarak elde edilen DNA temelin-
deki tiriinlerin genetik marker olarak tanimlanmasinda ve kullanilmasinda bazi 6lgiitler

kullanilmaktadir. Boylece ortaya ¢ikartilan iiriiniin ger¢ekten genetik marker olarak de-

gerlendirilebilmesi saglanmis olur. Bu kistaslar1 soyle 6zetleyebiliriz;
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a)  Kromozom iizerinde bulunan bir gen veya DNA pargasi, belirli bir gen veya 6zel-

lik ile iligkide ise,

b)  Populasyon ¢alismalarinda veya baglanti (linkage) analizlerinde kullanilabilecek
herhangibir 6zel gen kolaylikla ayirt edilebiliyorsa ve genetik bir 6zellik iiretiyor-

Sa,
c)  Basit deneylerle elde edilebiliyorsa ve sekansi bilinen bir DNA pargast ise,

d) Mutasyonlar veya degisiklikler sonucu genomik lokus iizerinde ortaya ¢ikan kisa

DNA kisimlarina sahip ise,

e)  Bir lokus ile iligkili yiiksek polimorfizm gosteren DNA pargasi ise genetik marker

olarak tanimlanabilir.

Genetik marker tespit etmek amaciyla gelistirilmis bir¢cok teknik bulunmaktadir.
Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlara ait 6zet bilgiler ve bu tez calismasinda kulla-

nilan RAPD teknigi i¢in daha detay bilgi alt basliklar halinde asagida sunulmustur.

2.3.1.1. RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)

Genomik DNA diziliminin bilinmesine ihtiya¢ duyulmadan rasgele primerler kulla-
nilarak PCR’ ye dayal1 genetik farkliligin tespit edilmesine olanak saglayan bu yontem,
farkli laboratuarlarda ancak ayni zamanda iki farkli isim altinda gelistirilmistir. Bu yon-
temi Williams vd (1990) RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) olarak, Welsh
ve Mclelland (1990) ise AP-PCR (Arbitrarily Primed-PCR) olarak isimlendirmislerdir.
Bu yontemle elde edilen parca DNA molekiilleri elektroforez islemi sonucu, hareket
hizlarindaki farkliliktan dolayr kolayca ayrilabilmektedir. Biiyiikliiklerine gére bu mo-
lekiillerin birbirinden ayrilmasini takiben, degisik uygulamalarla tasiyici jelin boyanma-
st sonrasinda jelde band desenleri olugsmakta ve boylece elektroforetik modelden bireyin
s6z konusu lokus bakimindan genotipi saptanabilmektedir. Genelde % 60-80 G+C ora-
nina sahip 10 niikleotidlik primerlerin kullanildigi bu yontem DNA sekans bilgisi, fazla
zaman, donanim ve maliyet gerektirmemektedir (Williams vd 1993). Radyoaktif degil-

dir ve ¢abuk sonug¢ verir. Cok sayida bireyle ¢aligmak miimkiin oldugundan dolay1
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populasyon genetigi ¢aligmalari i¢in son derece uygundur ve populasyon caligmalari
icin marker segimine olanak saglar. RAPD polimorfizmleri jel elektroforezden sonra
belirli bir DNA bandin yoklugunda ¢ekinik (resesif) allel i¢in homozigot, varliginda ise
en az bir baskin (dominant) allele sahip olmaktadir (Wei vd 1997). Bununla birlikte
uzunluk ve parlaklik gibi polimorfizmin diger tipleri de belirlenebilmektedir. RAPD
yonteminin en 6nemli 6zelliklerinden biri kullanilan primerlerin, bir¢ok hayvan tiiriinde
ortak olmasindan dolay1 evrensel olmasidir. Klonlanmis DNA pargalarina,
hibridizasyonlar i¢in filtrelerin hazirlanmasina, niikleotid sirasinin tespitine gerek yok-
tur ve bu yontem otomasyona oldukca elverislidir. Elde edilen verilerin tekrarlanabilir-
ligi, tepkimege giren tiim degiskenlere bagl oldugundan diisiik olabilmektedir. Bu se-
beplerden dolay1 da giivenirliligi nisbi olarak diger yontemlere (AFLP ve RFLP gibi)
gore daha disiiktiir ve dominant kaliim gdstermesi nedeniyle heterozigotlarin
homozigotlardan ayirt edilememesi bu yonteme ait en 6nemli eksikliktir (Williams vd

1990, 1993, Hunt ve Page 1992).

RAPD tekniginin olumsuz yonlerini en aza indirmek i¢in ¢alismanin baslangicinda
yontemi ¢ok iyi optimize etmek ve analizleri tekrarlamak gerekir. RAPD yOnteminin
giivenilirligini ve tekrarlanabilirligini etkileyen pek ¢ok sebep vardir. En 6nemli sebep-
lerden biri hedef DNA’ nin miktari, niteligi, kaynagr ve DNA ekstraksiyon teknigidir.
Bunun disinda, yabanc1 DNA bulagmasi, PCR kosullar1 ve PCR cihazinin tipi, MgCly,
Taq DNA polimeraz, primer ve dNTP yogunlugu, primer baglanmasi, baslangic
denatiirasyonu, primer karisimlart gibi degiskenlerde sonucu etkileyen temel sebepler-
dir. Bu degiskenlerin ¢ogu birbirine bagli oldugundan bir RAPD teknigini optimize et-
mek oldukga zor olabilmektedir. Bununla birlikte RAPD ydnteminin otomasyona elve-
rigli olmasi ¢aligmalarin gilivenirliligini arttkmakta ve sonuca daha ¢abuk varmayi sag-

lamaktadir.

Ote yandan, aymi primerler ile ¢alisgiimasina ragmen kullanilan primerlerin bazi tiir-
lerde diger tiirlere gore daha fazla {iriin verdigi cesitli ¢aligmalarda bildirilmistir. Bu
durum, muhtemelen primerlerin farkl: tiirlerde farklit DNA bolgelerine yapigmasi sonu-
cu ortaya ¢ikan parca DNA (fragment) sayisinin tiire 6zgii olmasindan kaynaklaniyor

olabilir. Bununla birlikte baz tiirlerde elektroforez sonunda RAPD bantlar1 gézlenirken
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diger tiirlerde ya gozlenmemekte ya da farkli lokusta gézlemlenmektedir. Bunun sebe-

binin ise kullanilan primerin o tiire 6zgii oldugundan ya da kullanilan primerler ile iligkili

olan benzer ya da ayni genin genomlar tizerinde farkli formlarinin olmasindan kaynak-

lanabilecegi bildirilmistir (Smith vd 1996).

RAPD Yonteminin Asamalari

RAPD-PCR yontemi baslica 5 asamada gergeklestrilmektedir. Ozellikle a, b ve d

asamalar, hem saglik gilivenligi hem de sonuglarin dogrulugu acisindan laboratuarin

birbirinden bagimsiz boliimlerinde yapilmalidir.

a)
b)
c)
d)

e)

DNA ekstraksiyonu (herhangi bir dokudan olabilir).

PCR uygulamalari.

Elektroforez uygulamalari (genellikle agaroz jel kullanilmaktadir).

Elektroforez sonucu olusan band desenlerinin goriiniir hale getirilmesi (genellikle
edhidium-bromide ile yapilmaktadir).

DNA desenlerinin degerlendirilmesi (¢esitli bilgisayar paket programlar kullanil-

maktadir).

RAPD uygulamasinda, PCR asamasindan itibaren gerceklestirilen islemlere ait gor-

sel agiklamalar Sekil 2.5 de 6zetlenmistir.
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2.3.1.2. RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

RFLP (resriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi) yontemi genomik DNA’ nin niikleik
asit dizilislerini taniyan restriksiyon enzimlerince 6zgiin bir yerden kesilmesi ve prob
(etiketlenmis tek sarmal kisa DNA pargas1)) DNA’ nin melezlendigi DNA iizerindeki
farkli kesme yapilarinin saptanmasi esasina dayanir. Genomik DNA’ nin kesimi tipik
olarak 4-6 niikleotidi tantyan enzimlerce yapilir. DNA, bu enzimlerle kesildiginde farkli
uzunlukta pargalar olusur ve elektroforez sonucu farkli konumlarda gériiliirler. Bu giine
kadar 200 den fazla farkli bakteri tlirlinden ylizlerce restriksiyon enzimi saglanmistir.
Restriksiyon enzimlerinin kesim sonucunda olusturdugu parcalar “restriksiyon
fragment” olarak tanimlanmaktadir. Restriksiyon enzimleriyle kesilip bir filtre iizerine
tasinan DNA ile prob birbirinin ayn1 veya benzeri ise prob DNA iizerine yapisir. Probun
yapistigl kismin etrafinda enzim kesimi bakimindan bir farklilik (polimorfizm) varsa,
prob iizerindeki etiketin gozlenmesiyle iki bireye ait DNA’ lar birbirinden ayirt edilir.
Bu durum islemin yapildig1 ortam sartlarinin (sicaklik, tuz yogunlugu vb) degistirilmesi
ile farklilik gosterebilir. Kullanilan problarin en 6nemli 6zelligi genomda az sayida

kopyasinin bulunmasidir. Genelikle RFLP probu olarak gen iiriinleri olan mRNA’ nin
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DNA’ ya ¢evrilmis hali olan cDNA’ lar kullanilir. Genler ¢ogunlukla az kopya olup
kendilerine 6zgii dizilisler tasidiklari i¢cin cDNA’ lar da az kopya olurlar.

RFLP markerlerinin ¢ok dénemli tstiinliiklerinden biri tiirler, cinsler ve hatta familya-
lar arasinda ortaklasa kullanilabilmesidir. Bdylece bir canli tiirtinde bir RFLP belirteci
bir kez haritalandiginda akraba pek ¢ok tiir i¢in o haritalama bolgesi potansiyel bir mar-
ker olmaktadir. Farkli laboratuarlarda ve arastiricilarin elinde tamamen ayni sonuglarin
elde edilebilmesi RFLP markerlerin giivenilir olmasini saglamaktadir. RFLP markerleri
es baskin (ko-dominant) 6zellikte kalitim gosterir. Boylece heterozigot bireylerin de

karakterize edilmesi mimkiin olmaktadir.

2.3.1.3. SSR (Simple Sequence Repeats)

Genomik DNA {izerinde bulunan tekrarli bolgelerin tespitine dayanan bu yontemde
takrarlarin say1 ve uzunluguna gore alt yontemler gelistirilmistir. DNA zincirini olustu-
ran oligonukleotid dizisinin tekrar eden durumlar1 dkaryotik genomlarda 6nemli oranda
bulunan basit dizi tekrarlaridir (mikrosatellit). Bu tekrarlarin sayisi ve tekrarlanma ara-
lig1 zoolojik sistemdeki farkli siniflara gore degisime sahiptir. DNA tizerinde (AT)n,
(GT)n, (ATT)n veya (GACA)n seklinde tekrar eden dizilimler bulunmakta ve “n” ardi-
sik tekrar sayisini belirtmektedir. Bu degisimlerin birey diizeyinde bile ortaya ¢ikabil-
mesi ve genetik marker olarak oldukga elverisli olmalar1 nedeniyle polimorfizm aras-

tirmalarinda yogun olarak kullanilmaktadirlar.

(CA)n mikrosatellitelerde en yaygin tekrar bolgesidir. Ozellikle bu ardisik tekrarlar
10 veya daha fazla ise yiiksek seviyede polimorfizm belirtecidir. 2° li (di-niikleotid),
coklu-(CA) ve ¢oklu-(GT) tekrarlarinin varligi ilk kez Weber ve May (1989) tarafindan
bildirilmistir. Bu yontemin en 6nemli 6zelligi primerlerin bireyleri DNA diizeyinde ay1-
rabilmesi olmustur. Ancak, PCR tekniginde kullanilacak olan primerlerin niikleotid di-
zilerinin yapilabilmesi igin arastirilacak genomik DNA’ nin ilgili bolgesindeki baz dizi-
sinin bilinmesi gerekir. Bu da mikrosatellit parmakizi yonteminin en biiyiik zorlugu

olarak kabul edilmektedir.

20



Mikrosatellitler tek bir lokusu temsil etmeleri nedeniyle fazla band olusturmazlar ve
bu acidan giivenilirligi yiiksektir. Alleller arasindaki iligkileri anlamak icin oldukca giig-
lii bir yontemdir. Es-baskindir, kopyalamasi ve ¢ogaltilmasi kolay oldugu icin genetik
calismalarinda 6zellikle akrabalik ve ebeveyn belirleme, populasyonlarin genetik yapi-

sin1 belirleme ve rekombinasyon haritalari igin ideal bir yontemdir.

2.3.1.4. AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism)

Vos vd (1995) resriksiyon enzimiyle olusturulan DNA pargalarindan bir kisminin se-
cici gogaltimina dayanan bir polimorfizm belirleme yontemi olarak AFLP’ yi (Cogal-
tilmis Fragment Uzunluk Polimorfizmi) tanimlamislardir. Bu yontemde resriksiyon
endoniikleazlar1 ve PCR yontemi bir arada kullanilabilmektedir. DNA, resriksiyon en-
zimleri kullanilarak farkli uzunlukta pargalara ayirildiktan sonra olusan resriksiyon par-
calarinin kesim yerlerine adaptdr olarak adlandirilan, resriksiyon enzimi i¢in 6zgiin olan
DNA siralar takilir ve iki asamali PCR yapilir. Uyarlayict DNA sirasina ve bu kesim
yerine tamamlayict olan, ayrica 3’ ucundaki seciciligi arttirmak i¢in fazladan bir
nukleotid tastyan +1 primer eklenir. Primerin secici nukleotidi ve nadir kesim yapan
enzimin birlikte kullanilmasiyla 6nemli 6l¢iide sayis1 azalan kesilmis DNA pargalar jel
elektroforezinde ayrilir. Rontgen filmi ya da floresan kullanilarak goriiniir hale getirilir-

ler.

AFLP teknigi ile fazla miktarda degerlendirilebilir, tekrarlanabilir ve giivenilir so-
nuglara ulasilir. Bu agidan RAPD ve RFLP yontemlerine nazaran daha etkin goriillmek-
tedir. Bununla birlikte, AFLP yontemi tepkime karisimindaki degisimlere duyarli degil-
dir. Baslangic maliyeti yiliksek olmakla birlikte biiylik populasyon calismalari i¢in diisii-
nildiigiinde RFLP analizlerinden daha diisiik maliyetlidir. Yiksek seviyede
polimorfizm ve ¢oziniirlik gostermesi, genomun ¢ogunu tanitan markerler vermesi,
onceden dizi bilgisi gerektirmemesi bu yontemin tistiinliigii olarak goriilebilir. Yukarida
anlatilan DNA polimorfizmini belirlemek amaciyla kullanilan bu yontemlere ait kisa

bilgiler ve karsilastirmalar Cizelge 2.1.” de verilmistir.
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Cizelge 2.1. RAPD, RFLP, Mikrosatellit ve AFLP tekniklerinin bazi 6zellikler yoniin-
den karsilastirilmasi

RAPD RFLP Mikrosatellit AFLP
Genomik miktar ~ Cok yiiksek  Yiiksek Orta Cok yiiksek
Polimorfizm Yiiksek Orta Yiiksek Cok yiiksek
Kalitim Mendel Mendel Mendel Mendel
Baskin Es-baskin Es-baskin Baskin/es-
baskin
DNA miktar1 10-25 ng 2-10 ng 50-100 ng 500 ng
DNA 6n bilgisi Hayir Hayir Evet Hayir
izotop kullanim1 ~ Hayir Evet/ Hayir ~ Hayir/Evet Evet
Jel sistemi Agaroz Agaroz Akrilamid/Agaroz  Akrilamid
Maliyet Diisiik Orta Yiiksek Orta/Yiiksek
Laboratuar Orta Yiiksek Orta/Yiiksek Orta/Yiiksek

2.4. Kaynak Taramalari

RAPD yo6ntemi mikroorganizma, bitki, hayvan ve insanlara ait bir¢ok birey, 1rk, tiir
ve cinslerde tanimlama, hastalik tespiti, genetik haritalama Ve tiirler i¢in evrimsel siire-
cin tahmin edilmesi gibi ¢alismalarda yogun bigimde kullanilmaktadir. Bu tez ¢alisma-
simnin hayvan materyali bir ¢iftlik hayvami oldugundan, gesitli ¢iftlik hayvanlarinda
RAPD-PCR teknigi kullanilarak yapilmis bazi ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.

2.4.1. Kanathlarda RAPD ¢alismalar:

RAPD-PCR yontemi kullanilarak bildircinlar ile ilgili hem tilkemizde hemde diinya-
da yapilmis ¢esitli calismalar bulunmaktadir. Kanathilarla ilgili literatiir bilgileri verilir-
ken oncelikle bu ¢aligmanin da hayvan materyalini olusturan bildircinlarda yapilmis

bazi ¢aligmalarin 6zetlenmesi uygun goriilmiistiir.

Kumar vd (2000a) seleksiyon uygulamalari sonucu elde edilmis 5 Japon bildircin
hattin1 (Kontrol, WES, HWt, WFe, WBr) genetik olarak tanimlamak igin 3 primer kul-
lanarak RAPD-PCR yontemini kullanmislardir. Elde edilen verilere gore hatlar arasi
genetik benzerlik degerleri (0,738-0,925) hatlar iginden daha yiiksek (0,667-0,798) bu-

lunmustur. Et verimine gore seleksiyon uygulanan 2 hat arasindaki genetik benzerligin
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diger hatlara gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alismayla RAPD-PCR tek-

niginin Japon bildircinlarinin genetik analizi igin kullanighi oldugu gosterilmistir.

Sharma vd (2000a) et ve yumurta verimlerine gore 8 generasyon seleksiyon yapilan
bildircin hatlarin da genetik iliskileri belirlemek igin 20 adet primer kullanarak RAPD-
PCR calismalar1 yapmislardir. Tespit edilen 60 lokusun 19 (%31,7)’ u polimorfik ve
primer basina lokus sayisinin ortalama 3,16 oldugu hesaplanmistir. Ortaya ¢ikan sonug-

lar RAPD tekniginin bu tip ¢alismalar i¢in elverisli bir teknik oldugunu gostermistir.

Ali vd (2002) 17 generasyon yumurta ve et verimine gore secilmis 2 Japon bildircin
hatt1 ve 1 kontrol hattinda DNA seviyesinde RAPD-PCR c¢alismalar1 yapmislardir. 7
primer ile yapilan bu ¢alismada 6 primerin seleksiyon hatlarinda ve 1 primerin de kont-

rol hattinda polimorfik DNA markerleri iirettigi saptanmistir.

Akytiz vd (2002) bildircinlar {izerinde iilkemizde yapilan bir ¢alismada, ebeveyn-
yavru akrabaligini saptamak amaciyla RAPD teknigini kullanmigslardir. Saptanan 145
RAPD lokusundan faydalanilarak bireyler arasindaki genetik benzerlik degerlerinin
0,0069-0,2759 arasinda oldugu belirlenmistir. Calisma sonunda RAPD-PCR parmak izi
yonteminin bildircin populasyonunu olusturan bireyler arasindaki genetik mesafenin

belirlenmesinde basarili bir sekilde uygulanabilecegi gosterilmistir.

Yegenoglu (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada herhangi bir seleksiyona tabi tu-
tulmamig Japon bildircinlarina ait DNA parmakizleri 8 primer kullanilarak RAPD tek-
nigi ile arastinlmistir. Toplam 69 RAPD lokusu saptanmis ve bunlarin 59’ unun
polimorfik oldugu tespit edilmistir. Populasyon i¢i genetik benzerlik oran1 %35 olarak

ve toplam polimorfizm oranini da %65 olarak hesaplanmustir.

Ali (2003Db), et¢i tavuklarda anatomik kusurlar gosteren bireyler ile olagan goriiniis-
teki bireyleri genotipik olarak ayirt etmek igin 2 erkek bireyde 15 primer ile RAPD-
PCR c¢alismistir. Kullanilan primerlerden 13’# 1-15 arasinda degisen sayida polimorfik
bant iiretmis, polimorfizm oranlar1 %9,09-100 arasinda degismistir. Viicut yapisinda

sakatlik bulunan erkekte kullanilan primerlere gore %25-75 arasinda lokus kayb1 oldugu
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saptanmistir. Bu ¢alisma anatomik kusurlar1 olan hayvanlarin genotipik yapisindaki

farkliliklar1 belirlemede RAPD yonteminin uygunlugunu gostermistir.

Pipalia vd (2006), 13 RAPD primeri ile Bantam (BNT), Beyaz Leghorn (WLH) ve
Bantamised Beyaz Leghorn (BWLH) tavuk wrklarini arastirmislardir. 13 primerin {igii
(BG-I, PLANTAGO-OI ve PLANTAGO-06) birlestirilmis DNA &rneklerinde cinsiyete
Ozgii polimorfizm gostermistir. BG-1 ii¢ hatta da disi cinsiyete bagli 1285 bg biiyiiklii-
giinde bant tiretmistir. Ayrica BWLH ve WLH’ ye 6zel 625 ve 550 bg biiytikliiglinde
lokuslar saptanmistir. Bu ¢alismada kullanilan PLANTAGO-OI primeri ile BWLH ve
WLH rrklarina 6zgii 1014 bg biiyiikliigiinde bir marker ve PLANTAGO-06 primeri ile
BNT 1rkina 6zgii 790 ve 832 bg biiyiikliigiinde markerler saptamustir.

Ayni1 veya farkli kokenden gelen kanatli irk veya hatlar1 arasindaki genetik degisim-
leri belirlemek amaciyla RAPD kullanilarak bir¢ok calisma yapilmistir. Plotsky vd
(1995) yaptiklar bir arastirmada yiiksek verimli 13 tavuk hattina ait DNA parmakizi
tespiti i¢in rastgele primer kullanarak RAPD-PCR ¢alismislardir. Genelde, hat i¢indeki
bireylerin DNA motiflerinin benzer oldugu belirlenmistir. Farkli irklardan (Leghorn,
Fayoumi, Spanish) gelistirilmis hatlar arasinda ortak bant sayilarina gore (BS) hesapla-
nan genetik benzerlik degerleri 0,1-0,2 araliginda bulunmustur. Farkli genetik gegmise
sahip hatlardan Leghorn hatlar1 arasindaki genetik benzerlik degerleri ise 0,42-0,79 ara-
liginda bulunmustur. Bazi RAPD-PCR {iriinlerinin tek bir hat igin 6zel oldugu goriil-
miistiir. Benzer sekilde yapilan diger bir arastirmada Ren vd (2001), Cin’ nin Jiangxi
bolgesinde bulunan 8 yerel tavuk irki (Guangfeng hair huang, Jingde huang, Yugan
wuhesi, Nancheng hei, Congren ma, Taihe silky fowl, Nindu san huang, Dongxiang
gren-shell, Wanzai kangle huang), 1 kiiltiir ve 1 yabanci irkin (beyaz Israil tavugu) ge-
netik yapisini incelemek icin birlestirilmis DNA’ larinda 100 OPERON primer ile
RAPD calismislardir. Kullanilan primerlerden 14’ i 1-10 araliginda degisen sayida 200-
4000 bg biiyiikliiklerinde 75 RAPD marker fiiretmistir ve bunlarin 34> i (%34)
polimorfik bulunmustur. Nancheng hei ve Yugan wuhei tavuklarmin birbirine oldukca
yakin olduklart (0,976) ve bu yiizden bu iki irkin farkli bolgelerde yetistirilen ayni ko-
kenden gelen irklar olabilecekleri bildirilmistir.
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Ukrayna (ABU, PC, UB, YC) ve Almanya’ da (LBL) bulunan toplam 5 tavuk irkinda
6 primer kullanilarak yapilan RAPD g¢alismasi sonucunda degerlendirilebilir 100 bant
elde edilmistir. Irk i¢i ve wrklar aras1 genetik benzerlik ve farkliklilar hesaplanmistir. Irk
i¢i genetik degisimlerin Ukrayna tavuklarinda orta seviyede ve daha az polimorfizm
gosteren Alman 1rkina gore daha fazla polimorfik oldugu bildirilmistir. Alman 1rkinin
kapal1 siiriiler halinde yetistirilmesinin sahip oldugu diisiik polimorfizme sebep olabile-
cegi distniilmiustiir. Farkli genetik kokene sahip ABU, YC ve LBL 1irklar1 arasinda ise
beklendigi gibi daha yiiksek genetik farkliliklar hesaplanmistir (Romanov ve Weigend
2001).

Semyenova vd (2002), 3 Avrupa kokenli yumurtact ve 3 Asya kokenli etci 1rk ile
farkli morfolojik ve tiretim tipinde olan 9 Rus tavuk 1rki i¢in polimorfik DNA (RAPD
ve minisatellite) ve protein markerlerini kiyaslamislardir. Her bir 1rk i¢in genetik farkli-
lik hesaplanmis ve genetik benzerlik dendogrami ¢izilmistir. Tiim hatlarda minisatellite
ve RAPD markerler protein markerlere gore daha yiiksek fark ortaya ¢ikartmistir.
Minisatellite sonuglar1 ile RAPD sonuglar1 olduk¢a benzer ¢ikmis ve iki RAPD
primerine gore Asya ve Rusya tavuklart arasindaki genetik mesafe olduk¢a yakin bu-
lunmustur (0,506 ve 0,406). RAPD’ e gore hesaplanan heterozigotluk degerleri Avrupa
yumurtact irklarinda 0,212, Asya et¢i irklarinda 0,446 ve Rusya irklarinda 0,575 olarak
hesaplanmistir. Sonug olarak Rusya ve Asya et tipi irklaridaki genetik farkliliklarin Av-

rupa yumurtact tiplerinden 6nemli derecede fazla oldugu saptanmistir.

Sharma vd (1998a), RAPD yontemini kullanarak 2 yumurtaci (Beyaz Leghorn=WLH
ve Rhode Island Red=RIR), 2 et¢i (Red Cornish=RC ve Beyaz Playmoth Rock=WR) ve
2 yerli itk (Assel=AS ve Kadanakth=KN) tavuk irkinda genetik iligkileri arastirmiglar-
dir. Toplam 50 rastgele primer 6ncelikle test edilmis ancak DNA ¢ogaltimini gegeklesti-
rebilen 26 primerden sadece 12’ si bir veya daha fazla irkta polimorfizm gostermistir.
Bu primerin ortaya ¢ikarttig1 toplam 146 lokusun % 30’ u polimorfik bulunmus ve
polimorfik bantlarin sayis1 1-5 arasinda degistigi bildirilmistir. Et tipi wklar (RC ve
WR) en fazla genetik benzerlik gosterirken (0,840), yumurta tipi irklar (WL ve RIR)

arasindaki genetik benzerlik 0,796 olarak bulunmustur. Irklar arasindaki genetik mesafe

en ¢ok WR ve KN arasinda gozlenmis (0,722) ve bunu RIR ve AS takip etmistir
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(0,726). Yerli irklarin et ve yumurta tipi irklara gore daha diislik genetik benzerlige sa-
hip oldugu saptanmistir. Ayrica ayni verim yoniindeki irklarin daha fazla genetik ben-
zerlik gosterdigi bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada Sharma vd (1998b), li¢ Afrika
tavuku irkinda (Lavender, Pearl ve White) populasyonlar i¢i ve arasi genetik degisimi
hesaplamak i¢in 32 primer ile RAPD teknigini ¢alismislardir. Degerlendirilebilir sonug-
lar veren 12 primerin irettigi lokus sayis1 14-24 arasinda ve lokus biiyiikliikleri de 250-
4000 bg arasinda degismistir. Toplam 166 band elde edilmis ve bunlarin 27 tanesi (%
17) polimorfizm gostermistir. Primer basina belirlenen lokus sayisi 1-7 arasinda degi-
sirken 1rk i¢i ortalama primer sayist 2,1-2,7 araliginda birbirine yakin bulunmustur.
OPA-05 primeri ile iiretilen 1100 bg biiylikliglindeki lokusun tiim irklarda polimorfik
ve OPB-19 primeri ile iiretilen 850 bg biiyiikliigiindeki lokusunda monomortfik oldugu
saptanmigtir. En fazla lokus OPM-10 primeri ile (24 adet) ve en az OPP-05 ile (12
lokus) iiretilmistir. Populasyonlar ici benzerlik oranlar1 0,946-0,971 ve populasyonlar
aras1 genetik benzerlik oranlart 0,990-0,999 araliginda saptanmistir. Bu sonuglar ¢alisi-
lan Afrika tavugu tipleri arasinda yiiksek genetik benzerlik oldugunu ve bundan dolay1

genetik degisimin oldukg¢a diisiik oldugunu gdstermistir.

Sharma vd (2000b) 6nemli 2 yerel tavuk irkinda (Aseel ve Kadaknath) RAPD mar-
ker saptamak amaciyla polimorfizm ¢alismalar1 yapmislardir. Kullanilan 30 primerden
24’ {i ayirt edilebilir RAPD desenleri iiretmistir ve bunlardan sadece 7’ si bu iki irk i¢in
polimorfik bulunmustur. Se¢ilen 7 primerden toplam 63 lokus {iiretilmis ve bunlarin 30
adetinin polimorfik oldugu saptanmistir. Aseel irkinda hesaplanan 1rk i¢i genetik ben-
zerlik degerlerinin Kadaknath irkina gore daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Baska bir
arastirmada Sharma vd (2001a) tavuk, bildircin, Afrika tavugu ve hindi tiirlerinde gene-
tik marker saptamak ve onlar arasindaki genetik iliskileri hesaplamak i¢in RAPD c¢alis-
mislardir. Kullanilan 32 rasgele primerin 29’ u tiire 6zel DNA desenleri iiretmistir. Sap-
tanan DNA bantlariin 696’ s1 baska bir degisle yaklasik %95’ 1 polimorfik bulumustur.
Elde edilen verilere gore tiirler oldukc¢a net bir sekilde ayirt edilebilmistir ve buna daya-
narak RAPD tekniginin tiir tantmlamak, genetik iligkileri hesaplamak ve molekiiler sis-

tematik analizler yapmak i¢in giiclii bir yontem oldugu séylenmistir.
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Wei vd (1997), Rhode Island Red ve Beyaz Leghorn tavuk irklar1 kullanilarak yu-
murta verimi ve yumurta kalitesi bakimindan karsilikli ve geriye melezleme c¢aligsmalari
yapmislardir. 120 primer ile yapilan ¢alismalar sonucunda 550-1360 bg biiytikliiklerinde
22 polimorfik DNA bant1 belirlenmistir. Kullanilan bazi primerlere ait DNA iirlinlerinin
otozomal ve birbiriyle baglantili oldugu saptanmistir (Du01-Du06, Du03-Du05, Eu01-
Eu05, Eu07-Eu08). Ayrica geriye melez doller de saptanan 12 polimorfik belirtecin 2’
sinin Z-kromozomu (cinsiyet kromozomu) iizerinde oldugu bildirilmistir. Singh ve
Sharma (2002) bes beyaz Leghorn (WLH) hattinda (G, H, I, J ve C) genetik degisim
oranlarin1 50 rastgele 10’ luk primer kullanilarak RAPD ile arastirmiglardir. Kullanilan
primerlerden sadece 12’ si (OPA-12, OPA-16, OPA-17, OPA-18, OPA-19, OPI-05,
OPM-09, OPP-05, OPP-09, OPP-11, OPP-12, OPP-17) hatlar arasindaki genetik farkli-
liklar1 belirlemede yeterli olmustur. Saptanan 96 RAPD lokusunun 21’ inin (% 21,9)
polimorfik oldugu ve bunlarin biiyiikliikleri 250-3500 b¢ arasinda degistigi saptanmustir.
Hat ici genetik benzerlik degerlerine gore hatlarin birbirinden oldukga farklilastiklar
bildirilmistir. Ortaya ¢ikan sonuglar C ve H hatlarinin digerlerinden herhangi birine go-
re ¢ok daha kapal1 yetistirildigini ve J hattinin diger hatlardan genetik yap1 olarak uzak
oldugunu gostermistir. Ancak 5 WLH hattinin 12 primer ile elde edilen RAPD marker-
lerin biiyiik bir kisminin tiim hatlar i¢in ortak olmasi hatlar arasinda yiiksek derecede
benzerlik oldugunu gostermistir. Benzer bir ¢alismada Deepak vd (1998), dort seleksi-
yon hattini i¢eren beyaz Leghornun 5 degisik hattina (IWL, IWH, IWI, IWJ, IWC) ait
disi kuslarda 5’-GAGCCTCCA-3’ sekansina sahip bir primer kullanarak RAPD-PCR
yontemi ¢aligsmiglardir. Farkli genotiplerde degisen sayilarda polimorfik oldugu sapta-
nan 5 bantin biiytikliikleri sirasiyla 1216, 1002, 895, 672 ve 595 bg olarak bildirilmistir.
Bunlardan 1002 bg¢’lik lokusun sadece IWH hattinda bulundugu ve monomorfik olarak

ortaya ¢ikan tiriinlerin molekiiler biiyiikliikleri 760 ve 484 olarak saptanmistir.

Ahlawat vd (2004) ii¢ Nicobari tavuk 1rki ve Beyaz Leghorn tavuklar: arasindaki ge-
netik iligkileri arastirmak i¢in RAPD galismislardir. Analizlerde kullanilan 25 adet 10
nukleotid uzunlugundaki primerlerin 24 tanesi uzunluklar1 200-2000 b¢ arasinda degi-
sen DNA fragmentleri tiretmistir. Bu primerlerden en iyi sonucu veren 10 tanesi ile top-
lam 94 adet RAPD lokusu tespit edilmistir. Elde edilen bu lokuslarin %32’ si polimorfik

bulunmustur. Polimorfik lokus sayis1 1-5 arasinda ve primer basina ortalama polimorfik
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lokus sayis1 da 3,0 olarak belirlenmistir. Yerli kahverengi Nicobari tavuklarda irk ici
genetik benzerlik oran1 %85 olarak hesaplanmis ve bu oran siyah (0,80) ve beyaz (0,82)
irklara gore daha ytliksek bulunmustur. PBGS5 ve PBA12 primerleri ile cogaltilan RAPD
deseni tiim Nicobari rklarinda 785 ile 1050 bg biiyiikliigiinde 6zel bir RAPD marker
ortaya ¢ikartmistir. Ayrica gizilen filogenetik agac 3 yerli Nikobari irkinin acik¢a gene-
tik benzerligini gostermis ve Beyaz Leghorn irkinin bu irklardan farkli bir genetik ko-

kene sahip oldugu saptanmustir.

Zhang vd (2002a), yerli Cin tavuklar1 ve ekonomik 6nemi olan et ve yumurta verimi
yiiksek tavuk irklari arasindaki genetik iliskileri belirlemek igin allozim, RAPD ve
mikrosatelit yontemlerini kullanmislardir. Allozim ile ortaya ¢ikan sonuglar irklar ara-
sindaki genetik farkliliklar1 belirlemek i¢in yetersiz kalmistir. RAPD ise genetik olarak
1k i¢i farkliliklarin Cin tavuk 1rklart arasinda biiyiik, etci irklar arasinda orta ve yumur-
tacilarda ise diigiik oldugunu ve wrklar arasi genetik farkliliklarin ise Cin tavuklari ile
diger wrklar arasinda diisiik oldugunu gostermistir. Ayni arastiricinin yaptigi diger bir
calismada benzer sekilde allozim, RAPD ve mikrosatelit yontemleri 5 yerli Cin tavugu,
2 hizh biiyliyen et tavugu ve 1 yumurtact tavuk irkinda polimorfizm galismalari igin
kullanilmistir. Bu ti¢ yontem ile elde edilen heterozigotluk ve genetik uzaklik degerleri
birbirinden farkli bulunmustur. RAPD calismalari i¢in 200 primer denenmis ve deger-
lendirilebilir sonuglar veren 20 tanesi 7 populasyon igin 43 polimorfik bant tiretmistir.
Elde edilen sonuglara gore RAPD ile, allozim ve mikrosatelitin arasinda bir
heterozigotluk (0,2632) ortaya ¢ikartilmis ve ¢aligilan irklarin ayiriminda kullanilabilir
oldugu gosterilmistir (Zhang vd 2002b).

Yerel tavuk irklari igin yapilan baska bir ¢alismada Hidas vd (2000) nadir bulunan
Transilvanya Naked Neck tavuk irkinin 2 populasyonu arasinda karsilastirma yapmak
ve genetik yapiyr ortaya ¢ikartmak i¢cin RAPD yontemini calismiglardir. Sonug olarak

iki populasyon arasinda dnemli molekiiler genetik farkliliklar bulundugu bildirilmistir.
Kanatlilarla ilgili iilkemizde yapilan bir ¢alismada Ivgin ve Bilgen (2002) saf tavuk

hatlar1 arasindaki genetik benzerlik ve uzakliklar1 hesaplamak amaciyla RAPD teknigini

kullanmiglardir. Caligsmada bir ticari isletmeden saglanan pedigrili elit siiriiden 4 yumur-
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tac1 ve 3 et¢i saf hatt1 kullanilmistir. Her bir hattan 5 erkek ve 5 disi olacak sekilde top-
lam 70 hayvanin DNA’ sinda 35 primer (OPA-1-20 ve OPQ-1-15) denenmis ve 23
primerden elde edilen bantlar et¢i ve yumurtaci saf hatlarda genetik benzerlik ve uzak-
liklarin hesaplanmasinda kullanilmigtir. Belirlenen 274 RAPD bantinin 213’ i (% 77,7)
polimorfik bulunmustur. Ortalama polimorfik bant sayis1 9,2 ve hatlar arasi ortalama

genetik benzerlik 0,736 olarak hesaplanmistir.

Onemli kanatl tiirlerinden olan kazlarla iligili Bednarczyk vd (2002)’ nin yaptiklari
bir ¢caligmada 10 generasyon boyunca et ve yumurta verimi bakimindan seleksiyon ya-
pilmis sekiz kaz hattinda RAPD teknigi ile genetik degiskenlikler arastirilmistir. Her bir
primer igin {iretilen band sayisi 1-8 araliginda ve ortalama 2,86 olarak hesaplanmistir. Et
verimi yoniinde seleksiyon yapilan hatlara ait genetik farklilik yumurta verimine gore
secilenlerden daha fazla bulunmustur. Sonug¢ olarak kaz populasyonlarina ait genetik
bilgiyi ortaya ¢ikartmada RAPD tekniginin etkili bir yontem oldugu gosterilmistir. Kaz-
larda seleksiyon sonuglarini degerlendirmek igin yapilan diger bir arastirmada Siwek vd
(2000) 10 primer yardimiyla RAPD ¢alismuslardir. Burada beyaz italyan kaz irkindan
(Anser anser=Ro0) yumurta ve et verimi yoniinde seleksiyon sonucu olusturulan WD1
ve WD3; Polonya kaz irkindan elde edilen Ka, Ki, Sw hatlar1 ve Anser cygnoides irkin-
dan et verimi yoniinde seleksiyonla islah edilen K hatti kullanilmistir. Hatlar aras1 gene-
tik benzerlik degerleri Ka-Sw hatlar1 arasinda 0,59 ve WDI1-Sw hatlar1 arasinda 0,91
olarak belirlenmistir. Ayn1 kokenden gelmelerine ragmen WD3 hattinin WDI hattina
gore Ro 1rkindan genetik olarak daha fazla uzaklastigi saptanmistir. Elde edilen sonugla-
ra gore et verimi yoniinde yapilan seleksiyonun yumurta verimine gore yapilandan daha

fazla genetik farkliliga yol actig1 bildirilmistir.

Yerel kaz irklarinda yapilan bir arastirmada Horn vd (1996), rastgele 87 primer kul-
lanarak 20 yetiskin Magpie kazinda RAPD ¢alismiglardir. DNA ¢ogaltimini saglayan 53
primerin 37’ si 106 polimorfik bant liretmistir. Primer basina 6,2 bant hesaplanmis, ge-
netik farklilik 0,183 ile 0,573 arasinda ve ortalama genetik farklilik 0,338 olarak bildi-
rilmistir. Baska bir arastirmada farkli bolgelere ait kaz irklarini genetik olarak karsilas-
tirmak ig¢in 20 OPAE primeri ile RAPD ¢alisilmistir. Rastgele segilen 20 erkek 20 disi
Cin (Anser cygnoides), 20 erkek 20 disi beyaz Roman (Coscoroba cocoroba) ve 15 disi
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14 erkek Landaise kazi kullanilmistir. Calismada kullanilan primerlerden OPAE-06
primeri, Cin kazlarinin sadece tiim disilerinde 938 bg biiyiikliigiinde bir marker ortaya
cikartmistir. Bu sonug kaz irklarinin disilerinde erkeklerden farkli bazi genetik degisim-
ler oldugunu gostermistir (Huang vd 2003). Benzer bir ¢alismada Maciuszonek vd
(2005), Polonya’ da genetik kaynak olarak korunan kaz irklarindan Kartuska (Ka),
Lubelska (Lu), Kielecka (Ki) ve Podkarpacka (Pd) kaz irklarin1 genetik olarak analiz
etmek icin 7 primer ile RAPD teknigi kullanmiglardir. Lokus sayisi 0-8 ve bliytikliikleri
200-1500 bg araliginda degisen toplam 102 degerlendirilebilir bant elde etmislerdir.
Tiim hatlar arasinda genetik benzerlikler 0,37 (Ka ile Lu) ile 0,89 (Ki ile Lu) arasinda
degismis ve tiim 1rklar i¢in ortalama benzerlik degeri 0,638 olarak hesaplanmistir. So-
nug olarak RAPD yo6ntemi ile saglanan potansiyel markerlerin koruma altina alinan tiir-

ler i¢in oldukga kullanilabilir oldugunu bildirmislerdir.

Kazlarla ilgili lilkemizde yapilan bir arastirmada Devrim vd (2007), Anadolu ve
Katkas daglar1 arasinda bulunan gecis bolgesinde yasayan beyaz, siyah, alaca ve sar1
kaz hatlarmin sahip oldugu genetik yapiyi, akrabalik iliskilerini ve aralarindaki genetik
farkliliklar1 saptamak i¢in RAPD calismislardir. 23 beyaz, 24 siyah, 27 alaca ve 26 sar1
olmak tizere toplam 100 kazdan saglanan DNA 6rneklerinde 50 primer ile 6n ¢alismalar
yapilmis ve bunlarin sadece 10 tanesinin degerlendirilebilir sonuglar verdigi saptanmis-
tir. Primer basina 300-1500 bg araliginda 3-7 bant elde edilmistir. Bu 10 primer ile yapi-
lan RAPD analizleri sonucu goézlenen toplam 48 lokusun 40 tanesinin (% 83,33)

polimorfik oldugu hesaplanmistir.

Ulkemizde heniiz 6nemli ekonomik bir degeri olmayan 6rdek ile ilgili olarak baz1 iil-
kelerde yogun yetistiricilik yapilmaktadir. Ayni zamanda bu tilkelerde ordekler tizerinde
molekiiler genetik calismalar da yiiriitilmektedir. Ornegin, Pekin ve Musk o6rdek
populasyonlarina ait genetik farkliliklar1 belirlemek i¢in RAPD yonteminin kullanildig:
bir ¢alismada, ortaya ¢ikartilan genetik markerlere gore hesaplanan genetik benzerlik
degerleri bu wrklar arasinda c¢ok kiigiikk genetik degisiklikler oldugunu gostermistir
(Dolmatova vd 2000a,b). Baska bir arastirmada Wisniewska vd (2005), Polonya’ da
koruma altina alinan 4 6rdek populasyonunun genetik 6zelliklerini tanimlamak ve gene-

tik degisimi tespit etmek i¢in RAPD-PCR yontemini uygulamiglardir. Al, A3, P8 ve P9
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populasyonlarinda 7 primer ile ¢alisilmis ve biiyiikliikleri 300-2000 bg araliginda degi-
sen toplam 85 lokus elde edilmistir. Primer basina ortalama polimorfik band sayis1 3,04
olarak hesaplanmis ve saptanan 5 markerin bu hatlari tanimlamada kullanilabilecegi
bildirilmistir. Hatlar arasinda hesaplanan yiiksek genetik benzerlikler (0,68-0,78) bunla-
rin ayni filogenetik kokenden geldigini ya da koruma programi altina alinmadan 6nce
benzer seleksiyon Olgiitiine gore yetistirildiklerini gostermistir. Su vd (2006), Moskova
Cherry Valley et oOrdegi, kekligimsi oOrdek ve bunlarin melezleri F1 ve F2
populasyonlarinda genetik polimorfizmi saptamak i¢in RAPD ¢alismislardir. Kullanilan
20 primer ile 760 band tiretilmis ve bunlarin % 74,70’ i polimorfik olarak tanimlanmis-
tir. Elde edilen sonuglar RAPD yo6nteminin 6rdek tiirlerinde polimorfizm belirlemede

etkili oldugunu gostermistir.

Ozellikle avcilik sporunun yaygin yapildig: iilkelerde ekonomik 6neme sahip olan
keklik ile ilgili ¢esitli molekiiler genetik calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarin biiyiik
kismu siklikla birbirleriyle ¢iftlesen ve melez doller tireten keklik tiirleri iizerine yogun-
lagmugtir. Ornegin, Negro vd (2001), Iberian Peninsula’ daki keklik tiiriine ait tek érnek
olan kirmizi ayakli keklikte (Alectoris rufa) RAPD yonteminden faydalanarak
hibridlerin belirlenebilmesi i¢in ¢alismalar yapmislardir. Baslangigta kirmizi ayakli kek-
lik ve kaya kekliginin alt hatlarina ait 6rneklerde 46 RAPD primer denenmis ve sonugta
kaya kekligine 6zel 11 marker veren 6 primer se¢ilmistir. Secilen bu primerler yetistiri-
len farkli generasyonlar iizerinde yapilan genetik arastirmada kullanilmigtir. Kullanilan
primerlerden elde edilen iiriinler kirmizi ayakl keklik ile kaya kekligi melezlerinin saf-
lardan DNA seviyesinde ayirt edilebilmesini saglamistir. Benzer bir c¢alismada,
Barbanera vd (2005) italya’ da yaygin olarak bulunan kirmizi ayakl keklik (Alectoris
rufa) ve siklikla kinali keklik (Alectoris chukar) ile ¢iftlesmelerinden meydana gelen
melezleri molekiiler seviyede tanimlamak i¢in mitokondrial DNA o6rneklerinde RAPD
markerleri arastirmislar ve bireysel diizeyde farklilik ortaya ¢ikartmiglardir. Pianosa ve
Bieri bolgesinde bulunan her iki irka ait populasyonlarin mtDNA’ larinin benzer oldu-
gu, ama Scarlino bolgesinde sadece kirmizi ayakli keklige ait mtDNA bulundugu, bu-
nunla beraber her iki irkin melezlerinin yaygin oldugu sonucuna varmislardir. Oldukca
benzer c¢alismalar Garcia ve Arruga (2005, 2006) tarafindan kirmizi bacakli kekligin

ayni tiirden diger keklik ve hibritlerinden DNA seviyesinde ayirt edilebilmesi amaciyla
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yapilmigtir. RAPD yontemiyle yapilan bu ¢alismalar sonucunda elde edilen DNA bant
sayilarindan yararlanarak genetik iligkiler ortaya ¢ikartilmis ve bu yontemin bu tip ¢a-

lismalarda basarili sonuglar verdigi gosterilmistir.

Kanatlilarda tavuktan sonra et iiretiminde en yogun kullanilan tiir olan hindi ile ilgili
cesitli molekiiler genetik arastirmalar yapilmistir. Bunlardan birinde, G6dollo ve
Debrecen’ de yiiriitiilen genetik kaynaklarin muhafazasi programlar1 kapsaminda yetisti-
rilen 5 farkli hindi populasyonunda genetik yapiy1 arastirmak igin 26 primer ile RAPD
teknigi kullanilmigtir. Kullanilan primerlerden sadece 3’ ii 2-5 adet lokus tireterek de-
gerlendirilebilir sonuglar vermistir. Elde edilen sonuglara gore, Tung ve siyah hatlar
olduk¢a benzer olmasina karsin diger 3 hat arasindaki genetik mesafe yiiksek ¢ikmuistir.
Polimorfizm oran1 0,73 (silver) ile 1.00 (Bronz, beyaz ve siyah) araliginda, ortalama
heterozigotluk 0,23 (bakir) ile 0,35 (bronz) araliginda ve genetik benzerlik 0,92-0,99
araliginda hesaplanmistir. Ayrica 1700 bg biiyiikliigiinde sadece disi cinsiyetlerde goz-
lenen bir marker saptanmistir. Ancak bu 5 hindi tipini birbirinden kesin olarak ayirt
edebilecek bir marker bulunmadig bildirilmistir (Hidas vd 2002). Genetik yapilar1 hak-
kinda ¢ok az bilgi bulunan bes hindi hatt1 (Blue Slate, Bourbon Red, Narragansett,
Royal Palm, ve Spanish Black) 3 farkli marker yontemi (RAPD, microsatellite ve SNP)
kullanilarak arastirilmistir. 5 primer ile ¢alisilan RAPD yontemi ile tiim hatlar i¢in de-
gerlendirilebilir 14 marker saptanmustir. Elde edilen DNA bantlarinin biiyiikliikleri 300-
2500 bg arasinda bildirilmistir. Hat i¢i benzerligin hatlar arasindan yiiksek oldugu ve
OPBL1 ile OPBI12 primerlerinden {iretilen yaklasik 850 bg bilyiikliigiindeki bir DNA
pargasi sadece N ve RP hattinda g6zlendigi bildirilmistir (Smith vd 2005).

Hinckley vd (2005), deve kuslarinda (Struthio camelus) cinsiyete bagli DNA marker-
leri bulmak icin 1400 primer ile RAPD-PCR c¢alismalart yapmislardir. Kullanilan
priemerlerden 5 tanesi disi kuslarin W-kromozomunda (cinsiyet kromozomu) 430-1120
be¢ arasinda degisen biiyiikliiklerde 6zel markerler ¢ogaltmistir. Bu DNA markerleri ile
yapilan ileriki ¢aligmalarda bunlarin cinsiyete 6zel olmadigi ancak deve kusuna 6zel
olabilecekleri sonucuna varilmistir. Elde edilen sonuglarla RAPD yontemlerinin kanatli-

larda W-kromozomuna bagli markerler saptama giiciine sahip oldugu gosterilmistir.
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Kulikova vd (2002), Mangurya siiliiniinde (Phasianus colchicus pallasi) 5 primer ile
RAPD c¢aligmislardir. PCR sonucu saptanan DNA motifleri; populasyonlarin genetik
degisimleri, bireyler arasindaki genetik mesafe, filogenetik aga¢ ve genetik benzerlik
gosterimi i¢in kullanilmustir. Sayis1 17-22 arasinda degisen 400-2200 bg biiyiikliigiine
sahip toplam 102 bant elde edilmistir. Calisma sonucunda Manchurian siiliin irkinin
yiiksek genetik degiskenlige sahip oldugu (P= 0,794) gosterilmistir. Siiliinlerde yapilan
diger bir ¢calismada Wei vd (2006), Cin’ nin nadir yerli tiirlerinden olan Tibet kulakli-
stiliiniinde (Crossoptilon harmani) 53 (OPG-1:20 ve CPK143-1:33) rastgele primer ile
genetik degisimleri hesaplamaya c¢alismiglardir. 7 bireyde yapilan ¢alismada kullanilan
primerlerden 14’ i ayirt edilebilir ve degerlendirilebilir 226 lokus tiretmistir. Tespit edi-
len genetik benzerlik oranlari (0,310-0,750) Tibet kulakli-siiliin populasyonunun yiiksek

genetik varyasyona sahip oldugunu gostermistir.

10 kanath tiirtine (evcil tavuk, siiliin, keklik, bildircin, yerli 6rdek, mallard 6rdegi,
Afrika tavugu, giivercin, emu ve deve kusu) ait DNA parmakizi desenlerini belirlemek
amaciyla yapilan bir aragtirmada GC oram1 % 50-80 arasinda degisen 39 primer ile
RAPD yontemi kullanilmistir. Elde edilen RAPD sonuglarina dayanarak, bu yontemin
farkli kanatl tiirlerinin genetik ayirim i¢in kullanilabilir oldugu bildirilmistir (Chai vd
1997).

2.4.2. Sigirlarda RAPD ¢alismalar:

Tiirkiye yerli sigirlarinda RAPD teknigi ile yapilan bir ¢calismada, Yerli Kara (YK),
Dogu Anadolu Kirmizis1 (DAK), Giiney Anadolu Kirmizis1 (GAK) ve Boz Irk’ tan olu-
san 4 sigir k1 genetik olarak analiz edilmistir. Elde edilen bulgulara gore hesaplanan
genetik benzerlik-farklilik degerleri bu irklari iki farkli genotipik kiimede toplanmustir.
Bunlardan ilki GAK, DAK ve YK irklarinin toplandigi kiimedir. Boz Irk’ n ise genetik
yonden diger ti¢ irktan oldukga farkli oldugu bildirilmistir (Giineren 1999). Appannavar
vd (2003) farkl: tiplerde Deoni 1rki sigirlar (Balankya, Wannera ve Waghya) arasindaki
genetik benzerlik ve farkliliklar1 ortaya ¢ikartmak i¢cin 19 oligonukleotid kullanarak
RAPD analizleri yapmislardir. Kullanilan primerlerden sadece 8 primer DNA ¢ogaltimi

saglamis ve sadece 6 pimer toplanmig DNA’ lar i¢in polimorfik bantlar vermistir. Sap-
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tanan 48 RAPD belirtecin 33’ i tiim Deoni tipleri i¢in ortak bulunmustur ve gézlenen
bant sayis1 5-13 ve biiyiiklikleri de 230-2320 bg¢ arasinda degismistir. Wannera ve
Balankya arasindaki genetik mesafenin Waghya arasindakinden daha diisiik oldugu gos-

terilmistir.

Si1gir ve koyun tiirlerini kapsayan baska bir ¢alismada, nesli tehlikede olan 5 Finlan-
diya sigir irki (dogudan 18, kuzeyden 24, batidan 24, Finnish Ayrshire’ den 24, ve
Finnish Friesian’dan 18) ile 6 beyaz ve 9 gri Finlandiya koyunu populasyonlarinin ge-
netik degiskenligini belirlemek i¢in RAPD kullanilmistir. Koyunlarda daha fazla
polimorfik RAPD marker ortaya ¢ikartilmasina ragmen, sigir irklarina gore daha fazla
benzerlige sahip olduklar1 belirlenmistir. Ayn1 hayvanlarda kan gurubu ve protein
polimorfizmi ile yapilan 6nceki ¢aligmalarin sonuglarina ters olarak sigirlarda irk ici ve
wrklar aras1 benzerlik katsayisi Fin irklarinda herhangibir 6nemli farklilasma olmadigini

gostermistir (Kantanen vd 1995).

2.4.3. Koyun ve kecilerde RAPD calismalari

Cushwa vd (1996), RAPD yontemini 5 koyun iwrkinda (Coopworth, Merinos,
Perendale, Romney ve Texel) ve melezlerinde uygulayarak, bu teknigin koyun genomu-
nun tanimlanmasinda ve genetik haritalamada kullanilabilir polimorfik markerler ortaya
cikartmak i¢in uygunlugunu denemislerdir. Sonugta genetik baglanti haritalarinin olus-
turulmasi ve polimorfizmi belirlemek i¢cin RAPD markerlerin yeterli oldugunu bildir-
mislerdir. Ali (2003a)’ nin 19 primer kullanarak yaptigi RAPD c¢alismasinda dort koyun
irkina (Baladi, Barki, Rahmani, Saffolk) ait genetik varyasyon arastirilmistir. Elde edi-

len bulgulara gore 1rklar arasi genetik mesafeler hesaplanmistir.

Onemli yerli gen kaynaklarimizdan biri olan Karayaka koyununda genetik degisimin
ortaya cikartilmasi amaciyla Mercan (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada 5 farklh
populasyondan alinan toplam 25 6rnekte 40 RAPD primeri kullanilarak tanimlama ya-
pilmis ve sadece 5 primerin polimorfizm sagladigi bildirilmistir. Bu 5 primerden elde
edilen toplam 54 bantin 38’ i polimorfik bulunmus ve polimorfik bantlara dayali olarak

yapilan degerlendirmelere gore populasyonlar arasi genetik benzerlik oranlarinin 0,2500
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ila 0,6677 araliginda degistigi bildirilmistir. Benzer bir ¢alismada Elmact vd (2007),
Tiirkiye yerli koyun irklarindan Kivircik, Gokgeada ve Sakiz’ a ait toplam 108 bireyde
genetik farklilik ve akrabalik iligkilerini 15 primer kullanarak RAPD teknigi ile arastir-
miglardir. Kullanilan primerlerden 8 tanesi degerlendirilebilir nitelikte 82 lokus iiretmis-
tir. Primer basina polimorfik lokus sayist 3-14 arasinda ve lokus biiytikliikleri 250-2500
b¢ araliginda bulunmustur. Polimorfik lokus orani1 Kivircik, Gokg¢eada ve Sakiz irklari
icin sirasiyla % 80,49, % 78,05 ve % 73,17 olarak hesaplanmistir. Gokgeada irkinda
yiiksek (0,2360) ve Kivircik irkinda diisiik (0,1569) genetik farklilik oldugu saptanmis-
tir. Sonug olarak Gokgeada irkinin Sakiz irkina Kivircik irkindan daha yakin oldugu

belirlenmistir.

Paiva vd (2005), 5 Brezilya kil koyunu 1rkinda (Santa Ines, Rabo Largo, Somali,
Morada Nova ve Bergamasca) toplam 140 primer denemisler ve polimorfik bant veren
19 adet RAPD primerini ¢alismada kullanmislardir. Kil koyunlar arasinda genetik fark-
lilik degerlerini 0,0512-0,1492 arasinda, irklar arasi ortalama genetik degisimi ise

0,1492 olarak tespit etmislerdir.

Shanxi bolgesi ke¢i irklarinda (Bai, Hei, Qing) yapilan bir calismada genetik ¢esitli-
ligin belirlenmesi ve B, H, Q wrklar1 arasindaki genetik akrabaligin hesaplanmasinda
RAPD teknigi kullanilmustir (Li vd 2002). Calismada 60 primerin 6n degerlendirilmesi
sonucunda yiiksek polimorfizm gosteren 8 primer ile iiretilen 76 bandin 44’ {iniin
polimorfik oldugu saptanmistir. Ulkemizde de Sahin (2005), RAPD yontemi ile Antalya
yoresi kil kegilerinde genetik polimorfizmi tespit etmek amaciyla toplam 20 primer kul-
lanarak 152 bant elde etmis ve bunlardan 142’ sinin (% 92,8) polimorfik oldugunu bil-
dirmistir. Kil keci populasyonu i¢inde genetik benzerligin 0,6464, genetik uzakligin
0,3536 ve ortalama heterozigotlugun 0,3691 oldugu bildirilmistir.

2.4.4. Baliklarda RAPD cahsmalari
Ulkemizde yapilan bir ¢alismada, Akhan ve Canyurt (2005) Mugla-Fethiye, Burdur-

Golhisar ve Denizli-Cameli yoresinde iiretim yapan ii¢ isletmeye ait toplam 45 damizlik

g0k kusagi alabaliklart (Oncorhynchus mykiss) arasinda genetik ¢esitliligi belirlemek
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amactyla 10 primer kullanarak RAPD-PCR yapmislardir. Ug primer ile elde edilen so-
nuglar Fethiye, Cameli ve Goélhisar alabaliklari i¢in hesapalan populasyon igi genetik
benzerlik degerlerinin (0,429, 0,311 ve 0,348) olduk¢a farkli oldugunu gostermistir.
Belirlenen en yiiksek genetik farklilik degeri Fethiye-Golhisar populasyonlara arasinda
0,752 olarak, en diisiik ise 0,659 olarak Fethiye-Cameli populasyonlari arasinda belir-

lenmistir.

Callejas ve Ochando (1998), oldukea yiiksek benzer dis goriiniise sahip 3 Ispanya ka-
rakeci balig1 tiiriinde (Barbus bocagei, B. graellsii ve B. sclateri) 7 primer kullanarak
RAPD ¢alismislart yapmiglardir. Elde edilen sonuglara gore B. bocagel ve B. graellsii
tiirlerinin birbirlerine daha fazla benzedikleri belirlenmistir. Saptanan 170 ayirt edilebi-
lir bandin 20’ sinin tiim tiirlerde ortak oldugu goriilmistiir. B. Bocagei tiiriine 6zel 6,
B.graellsii tiiriine 6zel 11 ve B. sclateri tiiriine 6zel 9 bant gozlenmistir. En yiiksek tiir
ici genetik benzerlik degeri 0,81 olarak B. graellsii’ de ve en yiiksek tiirler aras1 genetik
benzerlik degeri 0,4123 olarak B. graellsii ve B. bocagei arasinda tespit edilmistir.
ABD’ de onemi gittik¢e artan bir tiir olan kanal kedi baliginda (Ictalurus punctatus)
DNA temelinde genetik polimorfizm belirlemek igin rastgele ¢ogaltilan 42 polimorfik
DNA (RAPD) primeri kullanilarak yapilan bir ¢alismada denenen 22 primer 171 tane
marker tiretmis ve yaklasik primer basina 8 polimorfik band saptanmistir (Liu vd 1998).
Ali vd (2004)’ nin bildirdigine gore gesitli arastiricilar tarafindan yapilan ¢alismalarda
farkli balik tiirleri i¢in genetik haritalarin ¢ikarilmasinda, genetik benzerlik ve farklilik-
larin birey ve populasyon diizeyinde belirlenmesinde, populasyonlar aras1 genetik ben-

zerlik ve farkliliklarin belirlenmesinde RAPD teknigi basariyla kullanilmistir.

2.4.5. Diger ciftlik hayvanlarinda RAPD calismalari

Apostolidis vd (2001), RAPD teknigini 5 Yunan at irkinda genetik markerler tespit
etmek amaciyla calismuslardir. Uretilen 93 RAPD lokusunun 51’ i polimorfik bulun-
mustur. Tiim lokuslardan elde edilen genetik mesafe ortalamasi 0,055 olarak hesaplan-
mistir. Tiim 1rklarda tespit edilen 1k i¢i genetik degiskenlige ragmen 1rklarin ayiriminda
6zel bir marker bulunamamistir. Bu durumun kullanilan hayvanlarin melez irk olmasin-

dan kaynaklanabilecegi belirtilmistir.
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Calvo vd (2001) domuz, tavuk, ordek, hindi ve kaz etlerinden elde ettikleri DNA’
lar1 kullanarak RAPD-PCR teknigi ile tiir tanimlamasi1 yapmiglardir. Koh vd (1998) de-
gisik tlrlerin (s181r, domuz, kangru, geyik, yaban domuzu, at, bufalo, tavsan, kopek,
kedi) et tiplerini molekiiler seviyede ayirt etmek icin 29 primer ile RAPD-PCR calis-
miglardir. Martinez ve Yman (1998) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada RAPD
parmakizi yontemi ile sigir, at (6 irk), katir, essek, bufalo, kanada geyigi, ren geyigi,
domuz, kuzu, ke¢i, kanguru, deve kusu etlerinin ayirimini kolaylikla yaptiklarini bil-
dirmislerdir. Tiim bu sonuglar RAPD yo6nteminin et 6rneklerinden DNA parmakizi ¢i-
kartmak ve tiir tespiti yapmak icin olduke¢a yliksek potansiyele sahip oldugunu goster-

mistir.

Lee ve Chang (1994), bazi memeli ve kanatl tiirlerinin tanimlanmasi amaciyla
RAPD yontemini kullanmiglardir. Bu tiirlere ait parmakizleri karsilastirilarak tiir tanim-
lanmasinda basit, hizli ve hassas bir yontem olan RAPD-PCR yo6nteminin kullanilabilir-
ligini ve calisilan tiirlerin RAPD bant dagilimina gore kolaylikla ve tam olarak ayirt
edilebilecegini gostermislerdir. Benzer bir ¢aligmada Joshi vd (1998) ke¢i, koyun,
bufalo, sigir ve kopek tiirlerinde RAPD yontemiyle 3 primer kullanarak tiirler arasi ge-

netik farkliliklar1 ortaya ¢ikartmaya ¢alismislardir.

Suazo vd (1998), RAPD yontemi ile Avrupa ve Afrika bal arilar1 arasindaki genetik
farklilig1 tespit etmek amaciyla ¢aligmalarinda toplam 700 primer kullanmislar ve bu
primerlerden 5 tanesinin ar1 populasyonlarini ayirt edebilmek icin kullanilabilecegini
bildirmislerdir. Primerlerden birinin Avrupa bal arilarmin alt tiirii olan Dogu Avrupa
grubuna, iki primerin ise Afrika bal ar1 tiirtine 6zgii oldugunu bildirmislerdir. Diger iki
primerin ise Afrika bal ar1 populasyonlarina nazaran Avrupa bal ar1 populasyonlarinda
daha yiiksek seviyede frekansa sahip oldugunu, diger bir ifadeyle Avrupa bal ari
populasyonlarinda daha fazla RAPD lokusu elde edildigini bildirmislerdir. Sonug¢ olarak
RAPD yontemi ile Avrupa ve Afrika bal arilarini ayirt etmek igin tiire 6zgii markerler

elde edilebilecegini gostermislerdir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

Arastirmada kullanilan kan 6rnekleri Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni
Boliimii Hayvancilik Uygulama ve Arastirma tesislerinde seleksiyon caligmalar1 sonu-
cunda elde edilen 4 seleksiyon (YCAL, YCA2, DCA, Y) ve 1 kontrol hattini i¢eren bal-

dircin populasyonlarindan saglanmistir.

Bu calisma kapsaminda gergeklestirilen tiim DNA ekstraksiyon, RAPD-PCR,
elektroforez ve jel boyama islemleri ile ¢dzelti hazirliklar1 Akdeniz Univeristesi Ziraat
Fakiiltesi Zootekni Bolimii biinyesindeki Molekiiler Genetik Laboratuarinda yapilmis-
tir. PCR fdirilinlerine ait jel goriintiilerinin alinmast ise ayni tiniversitenin Bitki Koruma
Boliimii’ ne ait Fitopatoloji Anabilim Dali Molekiiler Bitki Bakteriyoloji Laboratuarin-
da gergeklestirilmistir.

3.2. Yontem

Bu tez calismasi seleksiyon ve laboratuar uygulamalarini igeren ve birbirini izleyen
asamalarda gergeklestirilmistir. Arastirmada kullanilan yontemler ve ¢alisma materyal-

leri alt bagliklar halinde asagida verilmistir.

3.2.1. Seleksiyon

Bu tez ¢alismasinda hayvan materyali olarak kullanilan bildircin hatlar1 elde edilir-

ken her bir bildircin hattina 6zel seleksiyon dlgiitii uygulanmustir;

K: Kontrol hatti, herhangi bir seleksiyon dl¢iitii uygulanmadan rasgele ¢iftlestirilmis
bildircinlarin diger seleksiyon hatlar1 ile es zamanli olarak 12 generasyon boyunca iire-
tilmesiyle elde edilmistir. Tiim seleksiyon hatlar1 ile kontrol populasyonu ayni temel

populasyondan elde edilmistir.
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YCAL: Yiiksek canli agirlik 1 olarak tanimlanan bu hat, bildircinlarin her iki cinsiye-
tinde de 35. giin yastaki (5 hafta) yiiksek canli agirliga gore 12 generasyon boyunca

seleksiyon yapilarak elde edilmistir.

YCAZ2: Yiiksek canli agirlik 2 olarak tanimlanan bu hattin seleksiyon c¢aligsmalarina
diger hatlar 5 generasyon seleksiyon yapildiktan sonra baglanmistir. Diger seleksiyon
hatlarinda oldugu gibi bu hat da kontrol populasyonundan ve bildircinlarin her iki cinsi-
yetinde 28. giin yastaki (4 hafta) yiiksek canli agirhiga goére 7 generasyon boyunca selek-

siyon yapilarak elde edilmistir.

DCA: Diisiik canli agirlik hatt1 olarak tanimlanan bu hat, bildircinlarin her iki cinsi-
yetinde de 35. giin yastaki (5 hafta) en diisiik canli agirliga gére 12 generasyon boyunca
seleksiyon yapilarak elde edilmistir. Asir1 kiiglik veya seleksiyon yasinda cinsel olgun-

luga gelmemis hayvanlar seleksiyon 6lgiitiine uygun olsa bile ¢alisma dig1 tutulmustur.

Y: Yumurtaci olarak tanimlanan bu hat, disi bildircinlarin 120 giinliik yasa kadar
verdigi yumurta sayisina gore en fazla yumurta iireten disilere ait yavrularin 12

generasyon boyunca seleksiyonu ile elde edilmistir.

Amaglanan verim yonlerinde seleksiyon uygulamalari i¢in 2 hafta boyunca toplanan
yaklasik 500” er kuluckalik yumurta analarma goére numaralanarak kulugka makinesine
konulmus ve yumurtadan cikis ebeveyn kayitlarina (pedigri) gbére numaralandirilmis
cikis tepsilerinde yapilmistir. Bildircin civcivleri yumurtadan ¢iktigr giin tartilarak kanat
numarasi takilmig ve biiyiitme kafeslerine aktarilmistir. Bildircinlara yonelik tiim uygu-
lamalar esit ve sabit tutularak herhangi bir faktoriin seleksiyona etki etmesi engellenme-
ye calistlmistir. Tim bildircinlarin bireysel canli agirliklart ¢ikistan itibaren haftalik
olarak 35 giinliik yasa kadar saptanmistir. Dordiincii haftadan sonra bildircinlarin tiiy
rengi ve desenlerine gore cinsiyet tayini yapilmistir. Seleksiyon hatlarinda disiler i¢in
ortalama %40 seleksiyon yogunlugu (intensite) uygulanmis ve biitiin hatlarda disi ve
erkek damizliklar numaralanarak bireysel kafes gozlerinde barindirilmistir. 1 erkek ve 3
disiden olusan aile setlerinde bulunan erkekler her bir diginin yaninda birer giin tutula-

rak tiim disilerde dollenme saglanmaya ¢alisilmistir. Bildircinlar ilk bes hafta 240 g/kg
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ham protein ve 10,8 MJ metabolik enerji (ME/kg ) ihtiva eden biiyiitme yemiyle ve be-
sinci haftadan itibaren tim yetiskin bildircinlar 200 g/kg ham protein ve 10,1 MJ
metabolik enerji (ME/kg ) ihtiva eden damizlik bildircin yemi ile sinirlama olmadan

beslenmislerdir (NRC 1994).
3.2.2. Kan orneklerinin alinmasi

RAPD-PCR c¢alismalarinda kullanilacak hayvan sayisi, benzer amagclar i¢in yapilan
onceki calismalarda kullanilan hayvan sayilar1 dikkate alinarak belirlenmistir. DNA
ekstraksiyon amaciyla bildircin hatlarinin her birinden rastgele segilen 14 (7% ve 757)
bildircinin kanat alt1 toplardamarindan (venous cutenea ulnaris) ACD-antiquaglant (%
0,48 sitrik asit, %1,32 sodyum sitrat, % 1,47 glukoz) igeren tiiplere 2’ ser ml kan alin-
mistir. Biitiin kan 6rnekleri hizli bir sekilde laboratuara getirilmis ve DNA ekstraksiyon

islemine kadar -35 ° C’ de saklanmuistir.
3.2.3. DNA ekstraksiyonu

DNA izolasyonu, igerigi Cizelge 3.1” de verilen ticari kitler (Bio Basic Inc. Genomic
DNA Minipreps Kit-SK252) kullanilarak yapilmistir. Bu kitin igerisinde bulunan
Proteinase-K ve RNAse-A -35 °C’ de, diger ¢ozeltiler ise oda sicakliginda muhafaza
edilmistir. Hatlara ait bildircinlarin DNA ekstraksiyonlar: bireysel olarak asagida belirti-

len sekilde yapilmistir:

a) Hatlara ve kani alinan bireylere gore numaralandirilmis 1,5 ml” lik steril Eppendorf
tiiplere, 40 ul kan 6rnegi konulmus ve iizerine 700 ul Cell Lysis ¢ozeltisi eklenerek
30 saniye hafif¢e karistirilmistir. Boylece hiicre duvarlarinin pargalanip hiicre igeri-

ginin serbest kalmasi1 saglanmustir.
b) Aym tiiplerin igerisine 6 ul Proteinase-K eklenmis ve bu enzimin aktif oldugu 65 °C’

de 15 dakika siiresince ve ara sira ¢alkalanarak inkiibe edilmistir. Bu muamele ile

tiim protein ve protein yapisindaki molekiillerin denatiirasyonu gerceklestirilmistir.
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¢) Inkubasyon islemi ardindan aym tiiplere 600 ul oktanol-kloroform (1:24 oraninda)
eklenmis ve iyice ¢alkalanip, karistirildiktan sonra 12000 rpm’ de 4 dakika santrifiij
yapilmistir. Boylece DNA molekiillerinin diger hiicresel yapilardan uzaklagtirilmasi

saglanmistir.

d) Yiiksek devirli santrifiij isleminden sonra tiiplerin igerisinde ii¢ faz gozlenmistir.
DNA ihtiva eden en iistteki kisstmdan 500 pl alinip yeni tiiplere aktarilmistir. Bunun
tizerine 600 pl ¢okeltme ¢ozeltisi eklenmis ve tiipler 2 dakika ¢alkalanmistir. Bu sa-
yede ¢ozelti igerisinde daginik halde bulunan DNA sarmallarinin birbirlerine yapisa-
rak toplanmasi gerceklestirilmistir. Uygulama sonucunda bir araya toplanan DNA

sarmallar1, ¢ozelti i¢erisinde asili sekilde ¢iplak g6z ile goriiniir hale gelmistir.

e) Bu tiipler 2 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 1 dakika siireyle 3000 rpm’
de santrifiij yapilmistir. Bu islem sonucunda DNA molekiilleri tiipiin alt kismina ¢ok-
tigii igin, geriye kalan kisim dikkatlice dokiilmiis ve tiiplere 100 pl 1,2 M NaCl ek-
lenmistir. Bu asamada tiiplerdeki DNA pelet halini almistir.

f) Pelet haldeki DNA molekiilleri NaCl ¢ozeltisinde tamamen ¢oziilene kadar pipet ucu
yardimiyla DNA’ ya zarar vermeden dikkatlice karistirilmig ve iizerine 3 pl RNAse-
A eklenerek sicak su banyosunda 37 %C> de 15 dakika inkiibe edilmistir. RNAse-A
enzimi kullanilarak DNA harici niikleik asitlerin uzaklastirilmasiyla DNA saflastir-

ma islemi gergeklestirilmistir.

g) Inkiibasyonun ardindan tiiplere, dnceden —20 °C’ de tutulan, % 99,5° lik soguk alkol-
den 300 pl eklenip karistirildiktan sonra 10 dakika —20 %C” de bekletilmistir. Boylece
DNA molekiillerinin istenmeyen ve ortamda olmasit muhtemel yapilardan arindiril-

masi saglanmistir.
h) Bu asamada tiipler 3-4 dakika yiiksek hizda (12000-13000 rpm) santrifiij yapilarak

DNA peletinin tiipiin dibine ¢6kmesi saglanmistir. Tiiplerdeki alkol dikkatlice do-
kiildiikten sonra bu islem % 70’ lik soguk alkol ile bir kere daha tekrarlanarak DNA
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nin iyice temiz olmasi saglanmistir. Bu asamadan sonra tiipler yatay olarak agz1 agik

sekilde 10 dakika oda sicakliginda tutulmus ve alkoliin uzaklagsmasi saglanmistir.

1) Son asamada DNA molekiillerinin bulundugu tiiplere 100 pl T.E. buffer (ya da bi-
distil su) eklenerek DNA’ lar ¢ozdiriilmiistiir. Kullanima hazir hale getirilen saf
DNA’ larin bulundugu tiiplerin kapaklar1 buharlasmay1 engellemek amaciyla

parafilm ile iyice sarildiktan sonra +4 9C’ de saklanmstur.

Cizelge 3.1. DNA ekstraksiyon kitinin igerigi

Cell Lysis Solution 40 ml
Precipiatation Solution 60 ml
TE Buffer 25 ml
1.2 M NaCl 20 ml
Proteinase K 6 mg
RNAse A 3mg

3.2.4. Genomik DNA miktariin hesaplanmasi

Polimeraz Zincir Tepkimesine baglamadan 6nce ekstraksiyon yapilan DNA miktarla-
rinin spektrofotometre ile Olclimleri gergeklestirilerek, analizlerde kullanilacak DNA’
larin miktar ve niteligi saptanmistir. Boylece, diisik DNA miktarindan dolayr PCR
triinlerinin yetersiz olmasi veya hi¢ olmamasi nedeniyle kullanilan kimyasallarin bosa
kullanilmasinin 6niine gecilmis, diger yandan, gereginden fazla DNA olmasi ile de PCR
tepkimesi igerisindeki ¢ozeltilerin yetersiz kalmasi ve DNA’ nin istenilen miktarda ¢o-

galtilamamasi gibi durumlarin da ortaya ¢ikmasi dnlenmeye calisiimigtir.

Genomik DNA miktarin1 hesaplama yontemi, DNA igeren ¢6zeltinin emdigi ultravi-
yole radyasyon miktarinin spektrofotometre ile dl¢giilmesi esasina dayanmaktadir. DNA
miktar 6lgimleri 260-280 nm dalga boyunda belirlenmektedir. Bunlardan, 260 nm dalga
boyunda yapilan okuma, drnekteki DNA yogunlugunun hesaplanmasina olanak sagla-
maktadir. 1 OD (Optic Density) ornekte yaklasik 50 pl/ml (40 ng) ¢ift sarmalli DNA
oldugunu gostermektedir. 260 nm ve 280 nm’ de okunan degerlerin oran1 (ODygo /

OD»gp) DNA safliginin 6lgiisiinii vermektedir. Niikleik asitlerle yapilan ¢alismalarda,
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DNA ve RNA 6rneklerinin bulundugu ¢ozeltinin ODyg / OD4gp oraninin 1,8 ve 2,0 ol-
mast istenir. DNA ¢dzeltisinde protein ya da fenol artiklarin bulunmasi durumunda bu
oran 6nemli Ol¢lide azalmakta ve niikleik asit miktarinin kesin olarak hesaplanmasi giic-
lesmektedir. Toplam 70 bildircindan izole edilen DNA miktarlarinin = Slgiimi

NanoDrop-spektrofotometre ile yapilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. DNA miktar tespitinde kullamlan spektrofotometre cihazi (A.U.Z.F. Bitki
Koruma Bolimii Molekiiler Bitki Bakteriyolojisi Laboratuari)

3.2.5. RAPD-PCR uygulamalari

RAPD uygulamalarinda hedef DNA boélgelerin ¢ogaltilmas: i¢cin Kumar vd
(20004, b), Sharma vd (1998a, 2000a) ve Ali vd (2002), tarafindan bildirilen PCR re-
aksiyon prensipleri arastirmanin yiiriitiildiigii laboratuar kosullarina gére optimize
edilerek uygulanmustir.

3.2.5.1. Primerlerin se¢imi

Ciftlik hayvanlarinda 6nceki ¢alismalarda kullanilmis ve basarili sonuglar vermis 10

nukleotid uzunlugundaki 30 adet primer bu ¢alismada kullanilmak amaciyla tek tek de-
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nenmistir. On deneme ¢alismalar1 sonucunda, primerlerin monomorfik/polimorfik olma-
lar1 ile yeterli sayida goriintii netligi ve polimorfik bant iiretmelerine bagl olarak en iyi
sonug veren 24 adet primer segilerek (Cizelge 3.2) RAPD-PCR ¢alismalarina baslanil-

mistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primerleri tanimlayici bilgiler

primerler  Kaynak % GC  Bazdizisi m

DUO05 Wei vd 1997 40 5-ATGACGTTGA-3  28°C
DU08 Wei vd 1997 70 5-ACCCGGAACG-3  34°C
OPA5 fvgin ve Bilgen 2002 70 5-TGCGCCCTTC-3 34°C
OPA7 Sharma vd 2000b 60 5-GAAACGGGTG-3  32°C
OPAS8 Ivgin ve Bilgen 2002 70 5-GTCCACACGG-3 34°C
OPA10 Maciuzonek vd 2005 70 5-CTGCTGGGAC-3  34°C
OPA11 Hidas vd 2002 60 5-GTAGACCCGT-3  32°C
OPA12 Sharma vd 2000b 60 5-TCGGCGATAG-3  32°C
OPA17 Sharma vd 2000b 60 5-GACCGCTTGT-3 32°C
OPB5 Smith vd 1996 70 5-TGCGCCCTTC-3> 34°C
OPB19 Smith vd 1996 70 5-ACCCCCGAAG-3  34°C
OPPO03 Sharma vd 1998b 60 5’-CTGATACGCC-3° 32°C
OPP08 Li vd 2002 60 5-ACATCGCCCA-3  32°C
OPP11 Sharma vd 2001b 70 5-AACGCGTCGG-3  34°C
OPP15 Sharma vd 1998a 60 5-GGAAGCCAAC-3 32°C
OPQ02 Yegenoglu 1999 60 5- TCTGTCGGTC-3  32°C
OPQO4 Li vd 2002 60 5-AGTGCGCTGA-3  34°C
OPQO6 Li vd 2002 70 5-GAGCGCCTTG-3  34°C
OP09 Negro vd 2001 70 5-CTCACCGTCC-3 34°C
RA09 60 5-ACTCCGCAGT-3  32°C
RA23 60 5-CTAGCTGACG-3  32°C
RA33 70 5-TGCGGACGTC-3  34°C
RA35 70 5-AAGCTCCCCG-3  34°C
RA59 70 5-CGGGCAACGT-3  34°C

Calismada kullanilan primerlerin hepsi 10 nukleotid ¢ifti uzunlugunda olup kalip
DNA’ ya baglanma sicakliklar1 (Tm) 28-34 °C degerleri arasinda degismektedir. Her bir
primer i¢cin G/C oranlar1 % 40-70 degerleri arasindadir. PCR uygulamalarinda her bir
primer i¢in kullanilan baglanma sicakligi hesaplanirken primerlerin sahip oldugu G/C

oranlar dikkate alinmistir. Boylece baglanma sicaklik gereksinimleri yani primerler i¢in
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erime sicakligi olarak tanimlanan Tm (Thermal melting) degerleri “[(A + T’ lerin sayi-

s1) x 2 °C + (G + C’ lerin say1s1) x 4 °C]” formiilii kullanilarak hesaplanmistir.

3.2.5.2. PCR uygulamalari

RAPD-PCR c¢aligmalar sirasiyla K, YCA1, YCA2, DCA ve Y hatlari i¢in yapilmis-
tir. Her bir hat i¢in 7 disi ve 7 erkege ait toplam 14 DNA o6rnegi kullanilmistir. Hatlara
gore bireysel numaralar ile etiketlenmis 0,2 ml’ lik PCR tiiplerine (Eppendorf) her biri
50 ng/ul olacak sekilde esitlenen DNA 6rneklerinden 0,8 pl ilave edilmistir. PCR’ nin
diger bilesenleri de hesaplanan yogunluk ve miktarda sirasiyla ayni tiiplere eklenmistir.
Her bir tiip bir birey i¢in kullanilmistir ve toplamda bir PCR tiipiiniin tepkime hacmi 20
ul olacak sekilde hazirlanmistir. Mikrolitre seviyedeki hacimsel Ol¢limler icin degisik
hacimlere sahip otomatik pipetler (Eppendorf) ve steril pipet uclarindan faydalanilmis-
tir. Tiim sarf malzemesi bir kere kullanilmis ve uygun sekilde imha edilmistir. PCR tep-

kimesinde kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3.3. de verilmistir.

Cizelge 3.3. PCR reaksiyon karisimi

Steril distile su 11,1 pl
10 X Buffer pH: 8,5 (48,4 g Tris base, 10,22 ml Glacial Asetik 1,6 ul
asit, 20 ml EDTA pH 8,0)

MgSO4 (2 mM/pl) 2,5ul
dNTPs (2,5 mM/pl) 3,2 ul
Primer (10 pm/ul) 0,4 ul
Taq Polimeraz (2,5 U/ul) 0,4 ul
DNA (50 ng/ul) 0,8 ul
Toplam 20,0 pul

PCR uygulamalar1 ig¢in Eppendorf Master Gradient Thermal Cycler marka cihaz kul-
lanilmistir (Sekil 3.2). Cihazin 1sitmali {ist kapaga sahip olmasinin PCR tiiplerinden
buharlasma sonucu kapaktaki su yogunlagsmasini engellemesi nedeniyle, mineral yag
kullanimina gerek kalmamistir. PCR dongiilerine baglamadan 6nce cihazin kapak sicak-
lig1 102 °C’ ye ve tepkime tiiplerinin yerlestirilecegi kuyucuklarin sicakligi da 94 °C’ ye
ayarlanmistir. Her biri 0,8 pl bireysel DNA igeren PCR tiipleri cihaza yerlestirilerek 94
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°C’ de 2 dakika bir 6n sicakliga (hot start) tabi tutulmustur. Boylece tiim DNA ¢ift sar-
mallarinin birbirinden ayrilmasi saglanmistir. Daha sonra, yukarida tanimlandigi gibi
hazirlanan tepkime karigimi (master mix) her bir PCR tiipiine hizla dagitilmistir. Kapagi
kapatilan cihaz calistirilarak 6nceden hazirlanmis olan PCR programi baslatilmistir. Bu
calismada uygulanan sicaklik/slire dongii programi Cizelge 3.4° de verilmistir. Burada,
baslangi¢ denatiirasyonu ve son uzama asamalar1 hari¢ diger asamalar 40 defa tekrar-
lanmistir. PCR’ den sonra elde edilen iiriinlerin bulundugu tiipler, elektroforez islemine

kadar kapaklari parafilm ile sarilarak 4 °C’ de saklanmistir.

Sekil 3.2. Eppendorf Master Gradient Thermal Cycler PCR cihaz1 (A.U.Z.F. Zootekni
Bolimii Molekiiler Genetik Laboratuart)

Cizelge 3.4. PCR dongii programi

Sicaklik  Siire Dongtiler

94°C’de 2 dakika Baslangi¢ denatiirasyonu 40 dongii
94°C’de 50saniye  Denatiirasyon D E—
32°C’de 55 saniye Yapisma
72°C’de 50 saniye Uzama
72°C’de 5 dakika Son Uzama
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3.2.5.3. Elektrolit ¢ozeltisi hazirlama

Agaroz jel elektroforez i¢in kullanilan degisik tampon ¢ozeltileri bulunmaktadir. En
yaygin kullanilanlar tris asetat EDTA (TAE), Tris/Borate/EDTA (TBE) ve Sodyum-
borat (SB)’ tir. TAE diisiikk tamponlama kapasitesine sahip olmasima ragmen uzun
DNA’ lar i¢in en iyi ¢oziiniirliigli saglar. Diisiik elektrik akimi ve daha fazla zaman ge-
rektirmesine karsin daha iyi sonug elde edilebilmektedir. Bu sebepten dolay1 bu ¢alis-

mada elektrolit ¢ozeltisi olarak TAE kullanilmasi tercih edilmistir.

Cizelge 3.5° de belirtilen kimyasallar kullanilarak 50X yogunlukta pH: 8,0 olacak
sekilde TAE stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden 20 ml alinip 1L distile su-
da c¢ozdiiriilerek 1X yogunlukta TAE calisma ¢ozeltisi elde edilmistir. Bu tampon hem
elektroforez tankina konulacak ¢ozelti olarak hem de agarozu eritmek i¢in kullanilacak

¢ozelti olarak kullanilmistir.

Cizelge 3.5. 50X lik Tris-Acetate-EDTA (TAE)

Tris base 242,09
Glacial Asetic Asit 51,1 ml
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 100,0 ml

3.2.5.4. Agaroz jel hazirlama

PCR o6rneklerinin elektroforetik ayrimi i¢in %1,5 agaroz (AMRESCO) kullanilmistir.
1,5 gram agaroz-SFR 0.001 grama hassas terazi ile tartilarak 250 ml’ lik erlen-meyere
aktarilmistir. Uzerine 1X TAE tampon ¢ozeltisinden 100 ml eklenerek yiiksek sicaklikta
(300 °C) mikrodalga firin i¢inde 2-3 dakika kaynatilarak eritilmistir. Eritme islemi sira-
sinda ¢ozeltinin kdpiirmesini ve agorozun yanmasini 6nlemek i¢in yaklasik 10-15 sani-
ye’ de bir firinin ¢alismasi durdurularak bu ¢ozelti dikkatlice sallanmistir. Bu islem jel

tamamen seffaf bir goriiniim kazanincaya kadar tekrarlanmistir.

Agoroz tamamen eridikten sonra, oda sicakliginda hava kabarcigi olusturmadan dik-
katlice sallanarak yaklasik 45-50 o0 ye kadar sogutulmustur. Elektroforez isleminden

once DNA orneklerinin yiiklenecegi kuyucuklarin olugsmasi amaciyla 15 disli ve her bir
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disi yaklasik 18 pl hacmine sahip bir tarak tepsi lizerindeki yuvasina yerlestirilmistir.
Daha sonra sogutulan eriyik jel, taraklarin bulundugu bolgelerde hava kabarcigi olus-
mamasina dikkat edilerek tepsiye dokiilmiistiir (Sekil 3.3.a). Jel tamamen sertlestikten
sonra tarak dikkatli bir sekilde jelden g¢ikartilmistir. Elektroforeze hazir hale getirilen
jel, yatay elektroforez tankina (BioRad-Midi) yerlestirilmis daha sonra 6nceden hazirla-
nan TAE elektrolit ¢ozeltisi jelin {ist kism1 tamamen kapatacak sekilde eklenmistir. PCR
tirtinlerinin jelde diizgiin bir sekilde ilerleyebilmesi elektriksel akimin jel {izerinden tam

ve esit gegmesine bagli oldugundan dolay1 bu dikkat edilmesi gereken bir durumdur.

Sekil 3.3. Agaroz jel ¢ozeltisinin kaliba dokiilmesi

3.2.5.5. PCRiiriinlerinin jele yiiklenmesi

PCR ile ¢ogaltilan DNA 6rneklerinin her birinden 15 pl alinarak tizerlerine 3 er pl
yiikleme boyasi (Loading Dye: %0,25’ lik Bromfenol Blue, %0,25’ lik Xylene Cyanol,
%30’ luk Glyserol, su) eklenmistir. Elektroforez tankinda bulunan agaroz jelin kuyu-
cuklar1 tampon c¢ozelti ile dolu oldugundan, PCR iiriinlerinin dogrudan kuyucuklara
yiiklenmesi sirasinda orneklerimiz ¢ozeltiyle karigip dagilabilir. Yiikleme boyasinin
kullanimi ile agirlagsan PCR firtinlerinin jeldeki kuyucuklara dagilmadan dolmasi ve
elektroforez sirasinda jelde hareket halinde olan DNA molekiillerinin goriiniir hale geti-

rilip ¢iplak gozle takip edilebilmesi saglanmistir.
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Sekil 3.4. Elektroforez tankindaki jel kuyucuklarina PCR {iriinlerinin yiiklenmesi

PCR iiriinlerinin jel {izerinde molekiil biiytikliiklerine gére ayrimlastiklar: bant arali-
g1 (baz ¢ifti) tespit edebilmek i¢in standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (100 bg
Ladder, AMRESCO) kullanilmistir. Molekiiler biiyiiklik markerinden 4 ul (50 ng/ul)
alinip tizerine 1 pl yiikleme boyasi eklenmis ve bunlarin iizerine de 13 ul TAE eklene-
rek jeldeki ilk kuyucuga yiiklenmistir. ikinci kuyucuktan itibaren 7 erkek ve 7 disi bil-
dircina ait PCR iiriinleri jeldeki kuyucuklara yiiklenmistir (Sekil 3.3.b).

3.2.5.6. Elektroforez islemi

PCR ile ¢ogaltilan DNA molekiillerinin biiyiikliiklerine gore ayirimi yatay
elektroforez kullanilarak yapilmistir. Elektroforez uygulamasinda, jel yogunlugu, elekt-
rik akimi ve elektroforez siireleri en net sonucu alabilmek amaciyla, birgcok deneme so-
nucunda ayarlanmistir. Boylece PCR iiriinleri 80 V’ da 180 dakika kosturulmus ve jelde

molekiil biiytikliiklerine gore siralanmalar1 saglanmistir (Sekil 3.3.c).

3.2.5.7. Jel boyama ve RAPD lokuslarin saptanmasi

Elektroforez isleminden sonra agaroz jelde molekiiler biiyiikliiklerine gore siralanan
PCR iirlinlerinin goriintiilenebilmesi i¢in ethidium-bromid boya ¢dzeltisi kullanilmistir.
Elektroforez tankindan ¢ikartilan jel dikkatlice 200 ml Ethidium-bromide (0,5 ug/ml)

¢oOzeltisinin bulundugu kapakli kaba aktarilmistir. Bu asamada jelin kirilmamasina,
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ezilmemesine ve tamaminin boya ¢ozeltisi ile temas etmesine dikkat edilmistir. 15-20
dakika boyada bekletilerek ethidium-bromidin jele niifus etmesi ve bdylece ethidium-
bromidin DNA molekiillerine baglanmasi saglanmigtir. Ethidium muamelesinden sonra,
RAPD bantlarma iligkin fotograflar1 elde etmek i¢in jel goriintiileme donanimi kulla-
nilmugtir (sekil 3.4). Transiliiminator yardimi ile 254 nm dalga boyundaki UV 15181 al-

tinda goriintiilenen RAPD {irlinlerine ait veriler elektronik ortamda saklanmastir.

Sekil 3.5. Elektrofrez tanki ve gii¢ kaynagmin goriiniimii (A.U.Z.F. Zootekni B&liimii
Molekiiler Genetik Laboratuar)

Sekil 3.6. Jel goriintiileme donanimi (A.U.Z.F. Bitki Koruma Béliimii Molekiiler Bitki
Bakteriyolojisi Laboraturari)
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3.2.5.8. RAPD sonuglarinin degerlendirilmesi ve istatistik analizler

RAPD-PCR iiriinlerine ait jel fotograflar1 degerlendirilmek {izere bilgisayar ortamina
aktarilmistir. Her bir primer i¢in bireye 6zgili olarak tespit edilen bir bant bir lokus
olarak tanimlanmistir. Degerlendirmeye alinan bireylerin genotipi mevcut bantlar igin 1
(AA ve Aa genotipleri), olmayan bantlar i¢in O (aa genotipi) olarak tespit edilmistir. Bu
sekilde, 24 primerden elde edilen RAPD-PCR iiriinlerine ait veri matrisleri olusturul-
mustur. Bildircin hatlarinin genetik degisim diizeylerini tespit etmek amaciyla elde edi-
len bu veri matrisleri POPGEN32 bilgisayar paket programi kullanilarak analiz edilmis-

tir (Yeh vd 1997). istatistiki analizlerin matamatiksel modelleri asagida verilmistir.
a) Allel frekanslari

RAPD markerler dominant kalitim yolu gosterdigi i¢in heterozigot genotipler domi-
nant homozigot genotiplerden ayirt edilememektedir. Bunun sonucunda da heterozigot
genotiplerin allel frekanslar1 dogrudan RAPD goriiniimlerinden hesaplanamamaktadir.

Bu durum g6z 6niinde tutularak RAPD marker allel frekanslar1 ( P,) ve standart hatala-

rinin ( Sp; ) hesaplanmasinda karekok (square root) yontemi kullanilmistir (Nei 1987).

p,=, N, /N

9

Sp =+ (1-07)/4n

Ng = I. resesif etkili allel bakimindan homozigot genotipli bireylerin sayisi,

n = toplam birey sayisi.
b) Polimorfik lokus oranlari (Ppoly)

Populasyonda mevcut genetik degisimin ortaya konulmasi amaciyla ¢ok sayida lokus
tizerinde ve c¢ok biiyiik 6rnek genisligiyle ¢alisiliyorsa, bu durumda toplam genetik de-

gisim, polimorfizm derecesi veya polimorfik lokus orani (P, ) olarak ifade edilmekte-

poly

dir. Polimorfizm olgiitii (0,95 veya 0,99) arastirici tarafindan belirlenmekte olup, 6rnek
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genisliginin yiiksek (n > 100) oldugu durumlarda 0,95 olarak ta tespit edilebilmektedir
(Nei 1987).

P

poly=np/r

np = polimorfik lokus sayisi, I = toplam lokus sayis.
c) Ortalama allel sayis1 (Na)

Bir populasyondaki genetik degisim, populasyondaki ortalama allel sayis1 (ng) ile de
ifade edilebilmektedir. Pratik olarak bir populasyonda bulunan toplam allel sayis1 tespit
edilememektedir. Bunun yerine populasyonu temsil eden 6rneklerden hesaplanan belirli
allellerin sayis1 tizerinden bir tahmin yapilmaktadir. Bu nedenle ortalama allel sayisi
ornek genisliginden biiyiik 6l¢iide etkilenmekte ve ¢oklu allelizmin var oldugu lokuslar

bakimindan daha duyarli bir istatistik olarak degerlendirilmektedir (Nei 1987).

n, = Zlnai/r

Nai = I. lokustaki allel sayisi, I = toplam lokus sayist.
d) Ortalama etkili allel sayis1 (Ne)

Kimura ve Crow (1964) tarafindan gelistirilen ve populasyon genetigi ¢aligmalarinda
kullanilmakta olan ortalama etkili allel sayis1 (ne) homozigotlugun tersi olarak tanim-
lanmaktadir (Nei 1987). Bu 6lgiit populasyondaki allel frekanslarinin dagilimi {izerin-
den tahmin edilmekte olup, kuramsal olarak bir populasyonda var olan tiim allel fre-
kanslar1 ayn1 oldugu zaman n, degerine esit olmaktadir. Genellikle, allel frekanslarinin

esit olmadigi durumlarda ne 6lgiitii Ny degerinden daha kii¢iik tahmin edilmektedir.

n, = ZJ_ 1/ 2% R*)/r

pi = Ii. allel frekansi,

r = lokus sayisidir.
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e) Ortalama heterozigotluk (H)

Populasyonlardaki ortalama genetik varyasyonun (H) tahmin edilmesinde Nei
(1973)’ nin alt populasyonlarda beklenen ortalama heterozigotluk (He) degerlerinden

yararlanilmistir (Nei 1987).

H =2
He=1- E:Zi(fi]:
He= beklenen tek lokus heterozigotluk, r = lokus sayis,

> :2 ,(£:)* = homozigot genotiplerin orani,
m= hedef lokusdaki allellerin saysi,
f; = hedef lokusdaki i allelin frekansidir.

f) Shannon bilgi indeksi (1)

RAPD markerleriyle ¢alisilan organizmalardaki genetik degisimin ortalama tahmi-
ninde, ¢alisilan tiim lokuslar iizerinden ayr1 ayr1 hesaplanmakta ve daha sonra bu deger-
lerin ortalamasi alinarak elde edilmektedir. Shannon bilgi indeksi (1) siniflandirilmig
verilerde varyasyon ol¢timii i¢in kullanilan birkag gostergeden biridir. Basit tanimi,
dagilimm tiir davraniglarinin ve onlarin olas1 oransal populasyon biiyiikliiklerinin
entropy bilgisidir (Lewontin 1972) ve biyolojik farkliliklarin 6lgiimiinde yaygin olarak

kullanilmaktadir.

I =2, plnp, pi = i. genotipe ait bireylerin sayisidir.

g) Genetik farklilagsma katsayisi (Gsr)

Nei (1987)’ nin genetik farklilagsma kat sayis1 ya da alt populasyonlar aras1 genetik

farklilasmanin oransal degeri (Gg,) bu ¢alismada kullanilan bildircin populasyonlari

i¢in hesaplanmistir. G¢; populasyonlar arasindaki genetik farkliliklarin derecesini ifade
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etmekte olup O ile 1 arasinda degismektedir. Hatlar aras1 genetik farkliliklar degerlendi-

rilirken asagidaki olgtiler dikkate alinmistir.

0.00 < G4, <0.05 ise, populasyonlar arasindaki genetik farklilasma diisiik seviyede.
0.05 <G, <0.15 ise, populasyonlar arasindaki genetik farklilasma orta seviyede.
0.15 <G, <0.25 ise, populasyonlar arasindaki genetik farklilasma yiiksek seviyede.

0.25 <G4, ise, populasyonlar arasindaki genetik farklilasma ¢ok yiiksek seviyede.

1) Genetik mesafe (D)

Cesitli yontemlerle ele alinan 6zellikler bakimindan populasyonlar arasindaki genetik
farkliligin bir gostergesi olan genetik mesafe genel olarak iki populasyon arasindaki gen
farkliliklarin ortaya koymakta ve allel frekanslarinin bir fonksiyonu olarak dl¢iilmekte-
dir. Nei (1972) genetik mesafe kavramini her bir lokus bakimindan iki populasyon ara-
sinda meydana gelen gen degisim sayisinin bir tahmini olarak ifade etmektedir. Bu ¢a-
lismada populasyonlar arasindaki genetik mesafe (D) genetik benzerliklerden yararlani-
larak hesaplanmistir (Nei 1978). Ele alinan iki populasyon 6zdes gen sayilarina sahip

ise genetik benzerlik 1, degilse 0 olarak kabul edilmistir.

D=-InG,
G, =(O_Pix*Piy)/ |/ (O_Pix?)* (> Piy?)

Pix = i. allelin X populasyonundaki miktari

Piy = i. allelin Y populasyonundaki miktari

G, = x ve y populasyonlar1 arasindaki genetik benzerlik
i) Filogenetik dendogram
Bildircin hatlart arasindaki filogenetik iligkilerin ortaya konulmasi amaciyla genetik
mesafe degerlerinden yararlanilarak olusturulan kiimeleme analizinde UPGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean) yontemi kullanilmistir (Nei ve
Kumar 2000).
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4. BULGULAR

4.1. Seleksiyon Sonuglari

Bu ¢alisma kapsaminda gergeklestirilen seleksiyon uygulamalart sonucunda seleksi-
yon hatlarinin ortalama canli agirlik degerleri kontrol populasyonuna goére oldukga fark-
lilasmistir. Farkli Slgiitlere gore yiiksek canli agirlik yoniinde seleksiyona tabi tutulan
YCAI1 ve YCA2 hatlarininda ortalama canli agirlik degerleri generasyonlar ilerledikce
artis gostermis ve 12. generasyonda canli agirlik ortalamalari sirasiyla 229,65 g ve
209,41 g olarak belirlenmistir. Yiiksek yumurta verimine (Y) ve diisiik canli agirlik de-
gerlerine (DCA) gore seleksiyon uygulanan hatlarda ise canli agirlik ortalamalarinin
generasyonlar boyu azaldigi ve 12. generasyonda sirasiyla 140,12 g ve 118,96 g oldugu
tespit edilmistir. Elde edilen bu degelere gére YCAl ve YCA2 hatlarimin 12.
generasyon canli agirlik ortalamalarimin Y, DCA ve kontrol populasyonu (160,14 g)
ortalamalarindan daha yiiksek ve birbirlerine daha yakin oldugu, benzer sekilde yiiksek
yumurta verimi ve diisiik canli agirlik gibi farkli 6lgiitlere gore selekte edilmelerine
ragmen Y ve DCA hatlarinin canli agirlik bakimindan diger hatlara gore birbirlerine
daha yakin ortalama degerler gosterdigi belirlenmistir. RAPD-PCR c¢aligmalari igin kan
orneklerinin alindig1 12. generasyonda bildircin hatlarina ait canli agirlik ortalamalar
kontrol populasyonu ortalamasina oranlandiginda YCA1 ve YCA2 hatlarinda yaklasik
olarak sirasiyla %43 ve % 31’ lik bir canli agirlik artisi, Y ve DCA hatlarinda ise sira-
styla %13 ve %26’ liikk bir canli agirlik azalis1 meydana geldigi saptanmustir.

Seleksiyon ¢aligmalarinin etkisini gostermek amaciyla bildircin hatlarinda canli agir-
lik bakimindan ortaya ¢ikan farklilagmalar her iki cinsiyette ve genel olarak tiim hatlar
icin Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6’ da 6zetlenmistir. Ayrica bildircin hatlarinin selek-
siyon caligmalar1 sonucunda sahip olduklar sicak karkas agirliklar1 ve goriintimleri ara-
sindaki farkliliklar Sekil 4.7 ve 4.8° de gosterilmege galisilmistir. Seleksiyon hatlarinin
sicak karkas agirliklar1 kontrol populasyonu ile kiyaslandiginda, disi ve erkek bildircin-
lar igin YCAT1 (%41 ve %39) ve YCA2’ de (%28 ve %27) artis, DCA( %32 ve %25) ve
Y’ de ise (%18 ve %21) azalma oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.1. Bildircin hatlarina ait disilerin generasyonlar boyu canli agirlik ortalamalari
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Sekil 4.2 Seleksiyon hatlarina ait disi bildircinlarin generasyonlar boyu canli agirlik
ortalamalarinin kontrol populasyonuna ait disilerin canli agirlik ortalamala-
rindan farklar
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Sekil 4.3. Bildircin hatlarina ait erkeklerin generasyonlar boyu canli agirlik ortalamalari
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Sekil 4.4. Seleksiyon hatlarina ait erkek bildircinlarin generasyonlar boyu canli agirlik
ortalamalarinin kontrol populasyonuna ait erkeklerin canli agirlik ortalamala-

rindan farklari
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Sekil 4.5. Bildircin hatlarina ait populasyonlarin generasyonlar boyu canli agirlik orta-
lamalar1
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Sekil 4.6. Seleksiyon hatlarmin generasyonlar boyu canli agirlik ortalamalarinin kontrol
hatt1 ortalamalarindan farklar
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Sekil 4.7. Bildircin hatlarina ait disilerin 12. generasyondaki sicak karkas goriiniim ve
agirliklar

YCAl YCA2 K Y DCA

Sekil 4.8. Bildircin hatlarina ait erkeklerin 12. generasyondaki sicak karkas goriiniim ve
agirliklar
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Genel olarak kanatl tiirlerinde erkeklerin canli agirliklar1 disilerden daha fazla olma-
sina karsin bildircinlarda disilerin canli agirliklart erkeklerden daha yiiksektir. Cizelge-
lerde goriildiigii gibi disilerin erkeklere nazaran daha yiiksek canli agirliga sahip olmala-
rinin sebebi de bu durumdan kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla seleksiyon sonucunda
disilerdeki canli agirlik degisimlerinin erkeklerden daha fazla oldugu sdylenebilir. Ci-
zelgelerde de goriildiigii gibi seleksiyon etkileri kontrol populasyonundan kdken alan
seleksiyon hatlarinda siirekli bir canli agirlik degisimine sebep olmustur. Ancak 6zellik-
le mevsim ile beraber bazi1 gevre faktorleri degisim miktarini etkilemistir. Hatlar igin
cizilen canli agirlik ¢izelgelerinde generasyonlar arasinda goriilen dalgalanmalarin bu-

radan kaynaklandig tahmin edilmektedir.

4.2. RAPD-PCR Sonuclar

Ayni temel bildircin populasyonundan (K) koken alan seleksiyon hatlarinda (YCAL,
YCA2, DCA ve Y) fenotipik degerlere gore siirdiiriilen seleksiyon galismalar1 sonucu
ortaya ¢ikan genotipik farklilasmalar1 molekiiler seviyede aragtirmak i¢in 10 baz uzun-
lugunda 24 adet primer kullanilarak RAPD-PCR teknigi ¢alisilmistir. Sonuglarin giive-
nirliligini saglamak amaciyla reaksiyonlar her primer igin iki defa tekrarlanmistir.
Primerlerden elde edilen DNA ¢ogaltimlart polimorfik durum, parlaklik ve netlik
bakimindan ¢alismanin amacina ulasilabilmesi i¢in yeterli goriilmiistiir. RAPD
uygulamalar1 sonucu her bir primerin hayvan materyali olarak kullanilan bildircin
populasyonlarinda ortaya ¢ikardigi lokus gortintimleri EK-1° de gosterilmistir. Burada,
caligilan primerler bakimindan hatlar arasinda ortaya ¢ikan genotipik durumun daha iyi
goriilmesini saglamak amaciyla her bir primer i¢in 5 bildircin populasyonuna ait band

desenleri yanyana ayni satirda verilmistir.
4.2.1. RAPD sonug¢larimin degerlendirilmesi ve istatistiki analizler

RAPD-PCR caligmalar1 sonucunda elde edilen tiim bulgular ve yapilan istatistiki
analizlerin sonuglar1 alt bagliklar halinde 6zetlenmeye calisilmistir. Ayn1 genetik kokene

sahip bildircin hatlarinda seleksiyon ¢aligmalari sonucu meydana gelen genetik degisim-

leri tespit etmek ve karsilastirmalar yapabilmek amaciyla her bir primerin ortaya ¢ikart-
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tig1 allel frekanslarindan ve genetik degisimlerden (Cizelge 4.1) yararlanilarak her bir

populasyondaki polimorfik lokus sayisi ve oranlari, ortalama allel sayisi, ortalama etkili

allel say1si1, ortalama heterozigotluklar ve Shannon bilgi indeksi hesaplamalar1 yapilmis-
tir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. Primerlerin bildircin hatlarinda ortaya ¢ikardigi genetik degisimler

Band K DCA YCA1 YCA2
Band
primerler | genisligi pP.L.S. PLO.|PLS PLO |PLS PLO |PLS PLO |PLS PLO
(be) o (n) (%) (np) (%) (ny) (%) (np) (%) (np) (%)
DUO05 580-2600 11 10 0,909 7 0,636 4 0,363 5 0,454 5 0,454
DU08 350-1000 7 5 0,714 2 0,287 5 0,714 3 0,285 5 0,714
OPA5 300-1900 11 6 0,545 4 0,363 5 0,454 5 0,454 2 0,181
OPA7 200-1500 6 4 0,667 1 0,166 4 0,667 1 0,166 1 0,166
OPA8 400-1400 4 1 0,250 1 0,250 0 0,000 2 0,500 1 0,250
OPA10 | 250-1700 14 9 0,643 7 0,500 7 0,500 8 0,571 0 0,000
OPA11 | 400-2300 9 8 0,889 3 0,333 6 0,667 3 0,333 9 1,000
OPA12 | 900-1700 4 3 0,750 2 0,500 4 1,000 0 0,000 1 0,250
OPA17 | 500-1200 6 0 0,000 1 0,166 1 0,167 2 0,333 1 0,166
OPB5 200-2500 9 7 0,778 4 0,444 5 0,556 2 0,222 2 0,222
OPB19 | 300-1700 6 5 0,833 1 0,166 4 0,667 2 0,333 3 0,500
OPPO3 500-1300 7 3 0,429 4 0,571 1 0,143 2 0,285 4 0,571
OPP08 | 150-1300 14 8 0,571 5 0,357 3 0,214 5 0,357 4 0,285
OPP11 | 600-2600 10 9 0,900 1 0,100 4 0,400 3 0,300 5 0,500
OPP15 | 300-1500 7 1 0,143 2 0,285 0 0,000 2 0,285 0 0,000
OPQO02 | 500-2000 4 0 0,000 1 0,250 0 0,000 1 0,250 0 0,000
OPQO4 | 300-1900 14 12 0,857 3 0,214 4 0,286 7 0,500 5 0,357
OPQO6 | 400-1900 8 5 0,625 3 0,375 5 0,625 4 0,500 4 0,500
RAQ9 450-1800 7 4 0,571 1 0,142 3 0,428 4 0,571 3 0,428
RA23 400-2100 6 3 0,500 2 0,333 3 0,500 1 0,166 2 0,333
RA33 600-2400 7 5 0,714 2 0,285 4 0,571 0 0,000 2 0,285
RA35 300-2000 8 5 0,625 1 0,125 4 0,500 3 0,375 4 0,500
RA59 200-1700 14 10 0,714 4 0,285 7 0,500 3 0,214 8 0,571
OP09 700-1900 4 2 0,500 0 0,000 0 0,000 2 0,500 1 0,250
toplam 197 125 0,635 62 0,315 83 0,421 70 0,355 72 0,366

P.L.S: Polimorfik lokus sayis1, P.L.O: Polimorfik Lokus Orani
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Ayrica seleksiyon ¢aligmalar1 sonucu bildircin hatlar1 arasinda meydana gelen gene-
tik farkliliklarin ortaya konulmasi amaciyla genetik farklilagma katsayist (Gg;) ve

filogenetik iliskilerin gosterildigi dendogramin ¢izilmesi amaciyla da genetik mesafe

istatistiklerinden yararlanilmigtir.

Cizelge 4.2. Bildircin hatlarina ait ortalama allel sayisi (n,), ortalama etkili allel sayisi
(ne), beklenen ortalama heterozigotluk (H), Shannon bilgi indeksi (1) ve
polimorfik lokus (P, ) degerleri

N na ne H | Ppoly
T+5; T +5; T+5g T+5, np %

K 14 1,6345+0,4828 1,4467+0,3953 0,2531+0,2077 0,3703+£0,2951 125 63,45
DCA 14 1,3147+0,4656 1,2223+0,3577 0,1253+0,1952 0,1828+0,2803 62 31,47
YCAl 14 1,4213+0,4950 1,3106+0,3898 0,1748+0,2117 0,2538+0,3038 83 42,13
YCAZ2 14 1,3553+0,4798 1,2491+0,3687 0,1411+0,2000 0,2066+0,2874 70 35,53
Y 14 1,3655+0,4828 1,2664+0,3834 0,1488+0,2059 0,2163+£0,2944 72 36,55
Ortalama 1,9949+0,0712  1,6056+0,2960 0,3538+0,1296 0,5284+0,1565 196 99,49

4.2.1.1. Primerlerin degerlendirilmesi

Calisma kapsaminda kullanilan 24 primerden elde edilen DNA fragment
biyiikliikleri 150-2600 bg arasinda ve fragment sayilar1 da 4-14 arasinda degismistir
(Cizelge 4.1). OPA-10, OPP-08, OPQ-04 ve RA-59 primerlerinin her biri toplamda 14
lokus ortaya c¢ikartarak en fazla RAPD marker iireten primerler olmustur. OPA-08,
OPA-12, OPQ-02 ve OP-09 primerinin ise 4 band ile en az RAPD marker {ireten
primerler oldugu goriilmiistiir. Band genisligi en fazla 200-2500 bg biiyiikliiklerine
sahip lokuslar iireten OPB-5 primerinde ve en az 500-1200 b¢ arasinda lokus iireten
OPA-17 primerinde saptanmistir. OPP-08 primeri 150 b¢ uzunlugunda gézlenen en Kii-
¢iik marker ortaya cikartirken, OPA-12 primerinden elde edilen en kiigik DNA
fragmentinin 900 bg biiyiikligiinde oldugu tespit edilmistir.

Ayrica, YCA1 hattinda OPA-12 ve Y hattinda OPA-11" den elde edilen bandlarin

tamaminin polimorfik oldugu saptanmaistir. Diger hatlarda tiim bandlar1 polimorfik olan

baska bir primer goriilmemistir. Bununla beraber, K hattinda OPA-17, OPQ-02; DCA
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hattinda OP-09; YCAI1 hattinda OPA-8, OPP-15, OPQ-02, OP-09; YCA2’ de OPA-12,
RA-33 ve yumurtact hatta OPA-10, OPP-15 ve OPQ-02 primerlerinin hi¢ polimorfik
iriin vermedigi belirlenmistir. Tiim hatlarda ortaya ¢ikardigi polimorfizm oranlar ba-
kimindan en yiiksek ortalamaya sahip primer OPA-11 (0,644) en diisiik primer ise
OPQO02 (0,100) olarak tespit edilmistir. Bu bakimdan OPA-11 primeri bu tip ¢alisma-
larda kullanilabilecek uygun bir primer olarak degerlendirilmistir. Tiim bildircin hatlart
tek tek ve genel olarak degerlendirildiginde kullanilan primerler arasinda en verimsiz
primerin OPQ-02 oldugu ve onu OP-09’ un takip ettigi belirlenmistir. Bununla beraber,
polimorfik band sayis1 bakimindan primerler i¢in hatlarin ortalamasi alindiginda en faz-
la polimorfik band iireten primer 6,4 band ile RA-59 iken ayni sekilde en az polimorfik
band iireten primer 0,4 band ile OPQ-02 olmustur. Tiim bu sonuglar OPQ-02 primerinin
tizerinde c¢alisilan bildircin populasyonlari i¢in en az genetik bilgi verici primer oldugu
goriilmiistiir. Tiim primerler i¢in hatlardaki ortalama polimorfizm oran1 ve ortalama

polimorfik lokus sayisi sirasiyla 0,418 ve 82,4 olarak hesaplanmuistir.

4.2.1.2. Polimorfik lokus orani (Ppoly)

Calismada kullanilan 24 adet primer ile 5 bildircin hattinda ortaya ¢ikartilan toplam
197 RAPD lokusundan 196’ siin, baska bir degisle % 99,49’ unun polimorfik oldugu
belirlenmistir. Ortaya ¢ikan bu yiiksek polimorfizm orani, seleksiyon uygulamalarinin
bildircin hatlart iizerinde 6nemli genetik degisimlere yol agtiginin bir gostergesi olarak
kabul edilmistir. Bu yiiksek polimorfizm oranina dayanarak, farkli verim ve yonlerde
selekte edilmis bildircinlarda genetik yapinin da farkli yon ve oranlarda degistigi soyle-
nebilir. Ayrica RAPD calismalari i¢in segilen 24 adet primerin daha 6nce kanatlilarda
benzer ¢alismalar i¢in kullanilmis ve basarili sonuglar vermis olmasinin da polimorfizm
oranini etkiledigi ve ¢alismanin basarisini arttirdig diistiniilmektedir. Bunlarin yaninda,
parlaklig1 ve ayrimi iyi olmayan bandlar ile monomorf bandlarin degerlendirmeye alin-
mamasi ortaya ¢ikan bu yiiksek polimorfizm oranina katkida bulunmus olabilecegi dii-

siinlilmektedir.

PCR ¢alismalarinda kullanilan 24 primerin ortaya ¢ikardigi toplam RAPD lokusunun
125 ‘i kontrol populasyonuda, 62’ si DCA, 83’ ii YCAI1, 70’ i YCA2 ve 72’ sinin de Y
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hattinda polimorfizm gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.2). Tespit edilen polimorfik
lokus sayilarina gore bildircin hatlari i¢in hesaplanan polimorfizm oranlar1 ve primer
basina ortalama polimorfik lokus sayilar1 aymi sirayla %63,45, %31,47, %42,13,
%35,53, %36,55 ve 5,21, 2,58, 3,46, 2,92, 3 olarak bulunmustur.

4.2.1.3. Ortalama allel sayisi (Na)

Bildircin populasyonlarindaki genetik degisimin saptanabilmesi amaciyla yararlani-
lan tiim allel frekanslar1 {izerinden ortalama allel sayist (ng) 1,99494+0,0712 olarak he-
saplanmistir (Cizelge 4.2). Her bir hat igin ayr1 ayr1 hesaplama yapildiginda ortalama
allel sayis1 en yiiksek kontrol hattinda (1,6345+0,4828) belirlenmis ve bunu sirasiyla
YCA1 (1,4213+£0,4950), Y (1,3655+0,4828), YCA2 (1,3553+0,4798) ve DCA
(1,3147+0,4656) takip etmistir. Bu degerlere gore hat i¢i genetik varyasyonun en fazla
kontrol hattinda, en diisiikk DCA hattinda oldugu goriilmiistiir.

4.2.1.4. Ortalama etkili allel sayis1 (Ne)

Tiim allel frekanslar1 tizerinden ortalama etkili allel sayis1 1,6056+0,2960 olarak
hesaplanmistir. Ortalama allel sayisinda oldugu gibi burada da en yiiksek deger K hat-
tinda (1,4467+0,3953) ve en diisiik DCA hattinda (1,222340,3577) tespit edilmistir (Ci-
zelge 4.2). Dolayisiyla ortalama allel sayisi i¢in yapilan agilamalara benzer yorumlar

burada da yapilabilir.

4.2.1.5. Ortalama heterozigotluk (H)

Genetik varyasyonun onemli bir gostergesi olan ortalama heterozigotluk en yliksek
kontrol gurubunda (0,2531) ve en diisiik DCA gurubunda (0,1253) tespit edilmistir (Ci-
zelge 4.2). Oldukga diisiik heterozigotluk degerine sahip olan DCA hattinin diger selek-
siyon hatlarina gére daha homojen bir yapida oldugu sdylenebilir. Tiim bildircin hatlar

birlikte degerlendirildiginde hat i¢i ortalama heterozigotluk (Hg) ve toplam

heterozigotluk ( H; ) degerleri sirastyla 0,1686+0,0112 ve 0,3538+0,0168 olarak tahmin

edilmistir. Hat i¢i1 ortalama heterozigotluk degerinin toplam heterozigotluktan daha dii-
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stik olmasi, beklendigi gibi hat i¢i genetik benzerliklerin hatlar arasindakinden daha

yiiksek oldugunu gostermistir.

4.2.1.6. Shannon bilgi indeksi (1)

Populasyonlardaki genetik degisimin tahmin edilmesinde kullanilan 6lg¢iitlerden biri
olan Shannon bilgi indeksi (1) diger genetik gostergelerde oldugu gibi yine en yiiksek
kontrol gurubunda (0,3703) ve en diisiik DCA hattinda (0,1828) saptanmistir (Cizelge
4.2). Tum allel frekanslari birlikte degerlendirildiginde 0,5284+0,1565 olarak hesapla-
nan Shannon sabiti ¢alisilan populasyonlarin yiiksek polimorfizme sahip oldugunu gos-

termistir.

Bildicin  hatlarinda genetik yapilarin ortaya konulmasinda kullanilan ortalama
polimorfizm orani, allel sayisi, ortalama etkili allel sayisi, ortalama heterozigotluk ve
Shannon bilgi indeksi gostergelerinin hepsinin benzer sonuglar vermesi ¢aligmanin gii-
venirliligini desteklemektedir. Ele alinan bu gostergelere dayanarak calismada kullani-
lan primerlere gore kontrol gurubunun beklendigi gibi en yiiksek genetik varyasyona
sahip oldugu ve YCAT seleksiyon hattinin takip ettigi belirlenmistir. Diisiik canli agirlik
Olclitiine gore selekte edilen hattin (DCA) ise diger seleksiyon hatlarina kiyasla daha
diisiik hat ici genetik varyasyon gosterdigi ve olduk¢a homojen bir yapiya sahip oldugu

goriilmiistiir.

4.2.1.7. Genetik farkhilasma katsayisi (Gsr)

Populasyonlar aras1 genetik farkliliklarin ortaya konulmasinda kullanilan gosterge-
lerden biri olan genetik farklilasma katsayis1 (Gg; ) calismada kullanilan tiim bildircin
hatlar1 i¢in ortalama 0,5233 olarak hesaplanmistir. Bu deger, 12 generasyon seleksiyon
uygulanan bildircin hatlar1 arasinda kullanilan 24 RAPD primerine gore genotipik ola-
rak %152,33 oraninda farklilasma oldugunu ortaya c¢ikartmistir. Ayn1 zamanda,
populasyonlarin birbirlerinden olan farklilagmalarimi gosteren Gg; degerinden yararla-
nilarak hesaplanan toplam genetik degisimin % 52,33’ {inilin populasyonlar arasindan, %

47,67 inin ise populasyonlar igerisindeki farkliliklardan kaynaklandigi oldugu tespit
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edilmistir. Hartl ve Clark (1997) populasyonlar arasindaki genetik farkliligin %25 den
biiylik olmas1 durumunda bunun ¢ok yiiksek seviyede bir farklilasma oldugunu bildir-

mistir. Bu ¢alismada hesaplanan Gg; degeri (0,5233) dikkate alindiginda seleksiyon

caligmalar1 sonucunda bildircin hatlar1 arasinda oldukca yiliksek genetik degisimler

meydana geldigi belirlenmistir.

4.2.1.8. Genetik mesafeler

Bu ¢alismada kullanilan 24 adet primer ile elde edilen bireysel RAPD lokus sayilari
ve lokus biiyiikliiklerinden faydalanilarak hat i¢i ve hatlar arasi genetik degisimler
hesaplanmisir (Cizelge 4.3). Bu sonuglara gore, ortak ata olan kontrol populasyonundan
genotipik olarak en fazla uzaklagan seleksiyon hatt1 yiikksek yumurta verimine seleksi-
yon uygulanan Y hatti1 olmustur (0,5064) ve bu onu DCA takip etmistir (0,5041). Ortak
ataya (K) genotipik olarak en yakin olan hat ise seleksiyon ¢alismalarina diger hatlardan
daha sonra baslanan ve 7 generasyon seleksiyon uygulanan YCA?2 hatt1 (0,6674) olmus-
tur. Bu hatt1 YCAL izlemistir (0,6640).

Cizelge 4.3. Bildircin hatlar arasindaki genetik mesafe oranlar1”

Hatlar K DCA YCAl YCA2 Y
K 0,6040 0,6640 0,6674 0,6027
DCA 0,5041 0,8131 0,7442 0,7823
YCAl 0,4094 0,2069 0,8098 0,8128
YCA2 0,4044 0,2955 0,2110 0,7559
Y 0,5064 0,2456 0,2073 0,2798

* Genetik benzerlik (iist diagonal) ve genetik uzaklik (alt diagonal).

Y ve DCA hatlarina farkli olgiitlere gore seleksiyon uygulanmasina ragmen canli
agirlik bakimindan birbirine olduk¢a benzer sonuglar gostermislerdir (Sekil 4.1). Ancak,
bu iki hat arasindaki genotipik benzerlik (0,7823) beklendigi gibi en yiiksek degere sa-
hip ¢ikmamustir. Ayrica, canli agirlik bakimindan biribirine oldukga yakin olan ve ben-
zer sekilde yliksek canli agirlik degerlerine gore seleksiyon yapilan YCAL ile YCA2
arasindaki genotipik benzerlik degeri (0,8098) de en yiiksek deger olarak bulunmamis-
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tir. Oldukga sasirtict bir sekilde, tamamen ters yonde seleksiyon uygulanan ve canli
agirlik gibi fenotipik degerleri biribirine en az benzeyen YCAL1 ile DCA hatlar1 arasin-
daki genetikk benzerlik, bu ¢alismada kullanilan primerlere gore en yiiksek degere sahip
olmustur (0,8131). Bunu YCAL1 ile Y arasindaki benzerlik (0,8128) izlemistir.

4.2.1.9. Filogenetik iliskiler

Bu calismada kullanilan 24 RAPD primeri ile elde edilen tiim allel frekanslarina da-
yanarak bildircin hatlar1 aras1 genetik benzerlik ve farkliliklar hesaplanmistir. Onceki
boliimlerde ayrintilariyla anlatilan genetik iliskileri 6zetlemek ve gorsellestirmek ama-
ciyla filogenetik dendogram ¢izilmistir (Sekil 4.34). Burada agik¢a goriilmektedir ki
uygulanan seleksiyon ¢aligsmalar1 sonucunda kontrol populasyonundan genetik olarak en
fazla uzaklasan hat yumurta verimine gore seleksiyon yapilan Y hatt1 olmustur. ki fark-
11 6lgiit ile yliksek canli agirliklarina gore seleksiyon yapilan YCA1 ve YCA2 hatlariin
filogenetik agacin ayni dalinda kiimelenmesi bu iki hattin ortak genlere sahip oldugunun
bir gostergesi olarak degerlendirilmistir. Benzer sekilde, farkl 6lciitlere gore seleksiyon
yapilmalarina ragmen canli agirlik ve diger bazi fenotipik 6zellikler bakimindan birbiri-
ne ¢ok benzeyen DCA ve Y hattinin yakin dallarda siralanmalarida da bu iki hattin diger

seleksiyon hatlarina gére daha benzer genotipik yapilara sahip oldugunu gostermistir.

22,8034
K
10,3445
| YCA1
09769
4 1
17833 10,3445
—2 | YCA2
9,5082 113214
3 DCA
13,1052
Y

Sekil 4.9. Bildircin hatlar1 arasindaki filogenetik iliskiler dendogrami
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5. TARTISMA

Uzerinde herhangi bir seleksiyon ¢alismasi yapilmamis rastgele yetistirilen Japon
bildircinlarina (C.c. japonica) ait DNA parmakizleri belirlemek igin yapilan bir galis-
mada, 8 primer (OPQ-1-GGGACGATGG, OPQ-2-TCTGTCGGTC, OPQ-3-
GGTCACCTCA, OPQ-4-AGTGCGCTGA, OPQ-8-CTCCAGCGGA, OPU-1-
ACGGACGTCA, OPU-2-CTGAGGTCTC, OPU-3-CTATGCCGAC) kullanilarak
RAPD yontemi uygulanmistir. Sekiz primerden 5 i (OPQ-1, OPQ-3, OPQ-4, OPU-1,
OPU-2) degerlendirilebilir DNA fragmentleri tiretmistir. Toplam 69 RAPD lokusu sap-
tanmis ve bunlarin 59’ u polimorfik bulunmustur. Ortalama polimorfik bant sayis1 11,8
olarak hesaplanmistir. OPQ-4 primeri en ¢ok ve OPQ-1 ise en az polimorfik bant tireten
primerler olmustur. Populasyon ici genetik benzerlik orani %35 olarak ve toplam
polimorfizm oranin1 %65 olarak tespit edilmistir (Yegenoglu 1999). Herhangibir selek-
siyon uygulanmamig bildircin populasyonu igin burada kullanilan primer sayisi (8) ve
saptanan lokus sayisi (69) bu tezde kullanilan primer sayisindan (24) ve lokus sayisindan
(197) daha diisiik olmasina ragmen elde edilen populasyon igi genetik benzerlik (%35)
ve polimorfizm oran1 (%65) degerleri bu tez ¢alismasinda kontrol hatt1 i¢in bulunan de-
gerler (%37 ve %63,5) ile olduk¢a benzer bulunmustur. Bildircinlar {izerinde farkl za-
man ve populasyonlarda benzer sekilde yapilan bu iki ¢alismanin benzer sonuglar ver-
mesi, bildircin populasyonlarindaki genetik yapinin oldukga benzer oldugunu diisiindiir-

mektedir.

Kumar vd (2000a), seleksiyon ¢alismalar1 sonucu elde edilmis 5 Japon bildircin hat-
tim1 (Kontrol, WES, HWt, WFe, WBr) genetik olarak tanimlamak i¢cin RAPD-PCR c¢a-
lismiglar1 yapmuglardir. 3 primer kullanarak hatlar aras1 ve i¢i genetik iligkileri arastir-
mislardir. Bunlardan 2 primer polimorfik ve 1 primer ise monomorfik sonuglar vermis-
tir. Elde edilen verilere gore hatlar arasi genetik benzerlik degerleri (0,738-0,984) hatlar
iginden daha yiiksek (0,667-0,798) bulunmustur. Burada hesaplanan hatlar arasi genetik
benzerlik oranlari bu tez ¢alismasinda bulunan sonuglardan daha yiiksek (0,6027-
0,8131) ve dolayisiyla genetik uzaklik degerlerinin de daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
Bu durumun kullanilan primer sayisinin olduk¢a az olmasindan, sadece 2 tanesinin
polimorfizm gostermesinden ve uygulanan seleksiyon yogunlugunun derecesinden kay-

naklandig1 sanilmaktadir. Bu calismada en yiiksek genetik benzerlik degerinin (0,984)
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iki etci hat arasinda (WFe-WBTr) hesaplanmasina ragmen tamamlanan tez ¢alismasinin
sonuglaria gore en yiiksek genetik benzerlik orani (0,8131) YCA1 ve DCA arasinda

hesaplanmasina karsin

Sharma vd (2000a) farkli verim yonlerinde 8 generasyon seleksiyon yapilmig bildir-
cin hatlarinda genetik iliskileri belirlemek icin rastgele segilen 20 adet primer kullana-
rak RAPD-PCR c¢alismalar1 yapmislardir. Yumurta verim yoniinde seleksiyon yapilan
WES ve KLQ, canli agrilik yoniinde seleksiyon yapilan HBW, MTQ ve JLQ ile MTQ,
KLQ ve JLQ hatlarmin melezlenmesi sonucu elde edilen SLQ bildircin hatlarinin her
birinden 6 disi 6 erkek olmak iizere toplam 72 bireyden alinan DNA’ lar bu ¢alismada
kullanilmistir. Her hatta ait bildircinlarin bireysel DNA’ lar birlestirilmis ve kullanilan
primerler ile ayirt edilebilir 16 farkli RAPD deseni tiretmistir. Bunlardan polimorfik
oldugu tespit edilen 6 primer segilerek bireysel RAPD caligsmalarinda kullanilmistir. Bu
6 primerden tespit edilen lokus sayis1 7-13 arasinda ve bunlarin biiyiikligi de 250-4000
b¢ arasinda degismistir. 6 primer (OPA-07 GAAACGGGTG, OPA-12
TCGGCGATAG, OPA-17 GACCGCTTGT, OPP-11 AACGCGTCGG, OPM-10
TCTGGCGCAC, OPB-19 ACCCCCGAAQG) ile ortaya gikartilan 60 lokusun 19’ u
(%31,7) polimorfik ve primer basina lokus sayist ortalama 3,16 olarak hesaplanmistir.
Urettigi 11 lokusun 7’ si polimorfik olan OPP-11 primeri en yiiksek polimorfizme (%
63) ve 7 lokustan sadece 1 tanesi polimorfik olan OPB-19 ve OPA-17 primerleri en dii-
stik polimorfizme (% 14) sahip olmuslardir. Hat i¢i genetik benzerlik degerleri 0,749
(SLQ) ile 0,815 (WES) araliginda oldukga yiiksek bulunmustur. Bildircin hatlar1 arasin-
da genetik benzerlik 0,709 (HBW-SLQ)’ dan 0,808 (WSE-MTQ)’ e kadar genislikte
oldugu hesaplanmistir. Bu ¢alismada polimorfik sonuglar veren primerlerin hepsinin bu
tez ¢aligmasinda da kullanilmasina ragmen polimorfik lokus sayis1 (60) ve polimorfizm
oraninin (%31,7) bu tezde bulunan sonuglardan (197 ve %99,49) oldukga diisiik oldugu
goriilmistiir. Degerlendirmeye alinan fragment biiyiiklik araligi (250-4000) bu tezde
tespit edilenden (150-2500) daha genis olmasina ragmen bant sayilari bakimindan ben-
zer sonuglar elde edilmistir (4-14). Tez ¢alismasinda lokus sayisi ve polimorfizm baki-
mindan yiiksek degerler gosteren OPP-11 primeri bu ¢alismada da benzer sonuglar orta-
ya c¢ikartmistir. Benzer sekilde seleksiyon uygulanmis yaklasik ayni sayida bildircin ile

RAPD uygulanan bu iki ¢alismanin sonuglar1 genel olarak benzemesine ragmen iki ¢a-
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lisma arasindaki farklarin burada sadece 6 primer kullanilmasindan ortaya ¢ikmig olabi-

lecegi diistintilmektedir.

Bildircinlar {izerinde iilkemizde yapilan bir ¢alismada, ebeveyn-yavru akrabaligini
saptanmast i¢cin RAPD yontemini kullanilmigtir (Akytliz vd 2002). Temel siiriiden rast-
gele segilen 9 erkek, dorderli kiimelere ayrilan 36 disi ile birlestirilerek akrabali yetisti-
rilmis toplam 36 aile olusturulmustur. Bu ailelerden 5 generasyon sonra elde edilen bil-
dircinlar ve akrabasiz yetistirilen kontrol hattina ait bildircinlardan toplam 69 bireye ait
DNA ornegi RAPD-PCR ¢aligmalarinda kullanilmistir. Baglangicta denenen 10 adet
primerden en iyi sonucu veren P-06 (CTGCAGCCGT) primeri ile galismalar tamam-
lanmistir. Sonugta, arastirilmaya alinan bireylerde toplam 145 RAPD lokusu belirlen-
mistir. Bireyler arasindaki genetik benzerlik degerleri oldukg¢a diisiik (0,0069-0,2759)
bulunmus ve ¢alisma sonunda RAPD-PCR parmak izi ydnteminin bildircin
populasyonunu olusturan bireyler arasindaki genetik mesafenin belirlenmesinde basarili
bir sekilde uygulanabilecegi gosterilmistir. Bu ¢aligmada tespit edilen genetik benzerlik
degerlerinin bu tez ¢alismasinda bulunan degerlerden oldukg¢a diisiik (0,6027-0,8131)
oldugu goriilmiistiir. Ayni tiirden bildircinlar tizerinde yapilmis olmalarina ragmen bu
iki ¢alisma arasinda ortaya ¢ikan farkliklarin uygulanan seleksiyon olgiitlerinin farkli

olmasina ve kullanilan primer sayisina bagl oldugu diisiiniilmektedir.

Ali vd (2003c) Misirda bulunan yumurta ve et verim yoniine gore seleksiyon yapil-
mis 5 tavuk hatti arasindaki genetik benzerligi belirlemek i¢in 4 adet 10 niikleotidlik
(AGGCCCCTGC, ATGCCCCTGT, AAAGCTGCGG, ACCGCCGAAG) ve 2 adet 21
niikleotidlik primer ile RAPD ydntemini ¢alismislardir. Genetik benzerligin 3 yumurtaci
hat i¢in (Anshas, Silver Montazah ve Mandarah) %72,4-85,4 arasinda degistigini ve et
tipi hatlarda (Baheij ve El-Salam) saptanan genetik benzerligin daha yiiksek (% 86,9)
oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde bu tez calismasinda da yiiksek canli agirlik
yoniinde seleksiyon yapilan iki seleksiyon hatti (YCAL-YCAZ2) arasindaki genetik ben-
zerlik (0,8098), yakin fenotipik 6zelliklere sahip DCA ve Y arasindaki genetik benzer-
likten (0,7823) daha yiiksek bulunmustur.
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Dahlem Red tavuk irkina ait ayni temel populasyondan (NB) kdken alan 2 seleksiyon
hatt1 5 generasyon boyunca tam akrabali (FS) ve yar1 akrabali (HS) sekilde yetistirilmis-
tir. Bu hatlarda 5 generasyon sonra fenotipik degerlerden hesaplanan hat igi akrabalik
derecesi sirastyla % 67,2 ve % 44,9 olarak bulunmustur. Bu hatlarda genetik benzerlik
ve uzakliklar1 molekiiler seviyede incelemek icin 42 primer kullanilarak RAPD-PCR
caligmalar1 yapilmistir. Bu primerlerin 21’ i (TGGCGTCCTT, TCGGCGGTTC,
CTCGCTATCC, TCGGCACGCA, CCCCGGTAAC, AAGGGCGAGT,
CCAGCCGAAC, TGTGCCCGAA, TCTCCGCAAC, CCCCCTATCA,
ACCGTTCCAG, GTCGTTCCTG, AAAGGGGTCC, CATTGGGGAG,
GGCACGTAAG, ACAACGCCTC, GGGACGTTGG, AGCGTCACTC,
CAGCGACTGT, GTCCGTACTG, TCGCCCCAAA) degerlendirilebilir nitelikte 128-
5467 bg araliginda degisen uzunluklarda toplam 111 lokus vermistir. Populasyon i¢i
genetik benzerligin 0,7054° den (NB) 0,7139” a (FS) kadar degistigi ve FS hattina ait
bireyler arasi genetik benzerligin en yiliksek oldugu saptanmistir. Populasyonlar arasi
genetik benzerlik degerlerinin 0,6868° den (NB-HS) 0,7812” e (HS-FS) degistigi bildi-
rilmistir. Bu degerlere gore FS ve HS’ nin genetik yap1 bakimindan ¢ok benzer oldukla-
r1 tespit edilmistir. Bant sayilarina gére hesaplanan genetik mesafe degerleri FS-NB’ nin
en yiiksek, FS-HS’ nin de en diisiik genetik mesafeye sahip oldugunu gostermistir. Ge-
netik mesafeler NB-HS arasinda 0,3789, NB-FS arasinda 0,3856, HS-FS arasinda
0,2693 olarak bulunmustur Chatterjee vd (2007). Tam akrabali yetistirilen ve hat igi
bireyler arasi1 benzerligin en fazla oldugu hem fenotipik hem de genotipik olarak sapta-
nan FS hatt1 ortak ata NB populasyonundan HS hattina gore daha fazla uzaklastigi bildi-
rilmistir. Bu durum g6z 6niine alindiginda, bu tez ¢aligmasinda Y hattinin genetik ola-
rak kontrol hattindan en fazla uzaklagan (0,5064) hat olmasi yumurta verimine gore
seleksiyonun diger Olgiitlerden daha fazla hat ici genetik benzerlige yol agtig1 kanisini

uyandirmstir.

Rahimi vd (2005) et ve yumurta verimlerine gore 10 generasyon islah ¢alismasi ya-
pilmis tavuk hatlar1 arasindaki genetik degisimleri hesaplamak i¢cin RAPD yontemini
caligmiglardir. Her iki cinsiyetten 100 bireye ait DNA Orneklerinde 20 primer
(TCACGATGCA, TCTCGATGAA, CGGCCCCTGT, TGGTCACTGT,
GGACTGGAGT, TGGACCGGTG, GGACCCAACC, GGGCTAGGGT,
GAAACGGGTG, GACCGCTTGT, AACGCGTCGA, TTCGAGCCAG,
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GAACGGACTC, GTGAGGCGTC, GTTGCCAGCC, AAAGCTGCGG,
TGAGTGGGTG, TTCCCAGGAT, AAGCCTCGTC, CGCGGCCATA) denenmis ve
degerlendirilebilir sonuglar veren 14 primer ¢alismada kullanilmistir. Toplam 140 lokus
saptanmig ve bunlarin 63 tanesi (% 45) polimorfik bulunmustur. Biiyiiklikleri 200-2100
be¢ ve sayilar1 4-16 arasinda degisen lokuslar saptanmistir. Genetik benzerlik hesaplama-
lar1 ortak lokus sayisina gore yapilmis ve 0,79-0,96 arasinda degistigi hesaplanmustir.
Hat i¢i ortalama genetik benzerlik degeri 0,89 olarak bulunmustur. Tavuklar {izerinde
yapilmis olmasina ragmen seleksiyon Olglitleri, RAPD sonucu saptanan lokus sayisi ve

lokus biiyiikliikleri bakimindan bu ¢alisma, bu tez sonuglari ile oldukga benzer goster-
mektedir.

Kumar vd (2000b), 1972 yilindan beri yumurta verim yoniinde 23 generasyon selek-
siyon uygulanan 4 Beyaz Leghorn (IWH, IWJ, IWI, IWG) ve 1 kontrol (IWC) hattinda
genetik yapiyr arastirmak icin 7 primer (GGCACTGAGG, AATCGGGCTG,
GAGCCTCCAA, TGCCGAGCTG, TGCCGAACTG, TCTGTGCTGG,
GGTGACGCAG) ile RAPD galismiglardir. Primer basina 3-9 adet ve 300-3100 bg bii-
yiikliigiinde lokuslar saptanmistir. Ortak lokus sayilarina gore hesaplanan hat i¢i genetik
benzerlik degerleri 0,64 (IWI) ile 0,76 (IWJ) araliginda degismistir. Hatlar aras1 genetik
mesafe degerleri 0,05 (IWJ-IWH) ve 0,15 (IWI-IWC) araliginda oldukga diisiik bulun-
mustur. Bu c¢alismada tespit edilen genetik benzerlik degerlerinin burada saptanan de-
gerlerden yiiksek olmasinin bu ¢aligmada seleksiyonun sadece yumurta verimine gore
ayni yonde uygulanmis olmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu tez calismasin-
da da ayn1 yonde seleksiyon uygulanan YCA1 ve YCAZ2 hatlarinin yiiksek genetik ben-

zerlige sahip olmasi bu diisiinceyi desteklemektedir.

Smith vd (1996) et ve yumurta verimleri i¢cin 15 generasyon seleksiyon yapilmis 4
tavuk irkinin (Araucon, Rhode Island Red, White Leghorn, White Plymouth Rock) her
iki cinsiyetinden 30 birey, uzun siire rastgele ¢iftlestirilmis RBC-2 hindi
populasyonundan 20 birey ve bir ticari hindi hattindan (Tc) 30 birey tizerinde molekiiler
genetik ¢alismalar yapmislardir. OPA, OPB ve OPG primer dizilerinden rastgele secilen
60 primer ile RAPD yontemini kullanarak populasyonlar arasindaki ve i¢indeki genetik

polimorfizmi ve akrabaligi hesaplamislardir. 60 primerin 42’ si (% 70) populasyonlarin
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cogunda veya en az birinde sayilar1 3-8 arasinda ve biiyiikliikleri 250-2500 bg araliginda
degisen lokuslar iiretmistir. Tavuklarda 1rk ici ortalama genetik benzerlik degeri en dii-
siik RIR ve WPR 1rkinda (0,70) bulunurken en yiiksek AR 1rkinda (0,83) saptanmustir.
Hindilerde ise RBC-2 i¢in hesaplanan ortalama genetik benzerlik degeri (0,73) Tc igin
hesaplanan degerden (0,77) daha diisiik bulunmustur. Bu ¢alismada 6 primer (OPA-04,
OPA-14, OPB-07, OPB-19, OPG-03, OPG-05) ile tiim populasyonlara ait bireyler arasi
genetik mesefaler belirlenmege calisilmistir. Irklar arasi genetik mesafeler (D) 0,02° den
(RBC2-Tc ve AR-RIR arasinda) 0,28’ ¢ (RIR-RBC2 ve AR-RBC2) kadar degistigi bil-
dirilmistir. Burada kullanilan hayvan materyallerinin uzun yillardir seleksiyona tabi
tutulmalari, tavuk 1ve hindi rklarmin et ve yumurta verimileri bakimidan oldukca ho-
mojen genotiplere sahip olmalar1 ve ¢alismada kullanilan primer sayisinin (6) az olmasi
burada hesaplanan genetik uzakliklarin bu tezde saptanan degerlerden daha diisiik olma-

sinin nedenleri oldugu diisiiniilmektedir.

Benzer bir arastirmada, sirasiyla kismi yumurta verimine ve yumurta kiitlesine gore
seleksiyon yapilmis White Leghorn ve Rhode Island Red, erken viicut gelisimine gore
seleksiyon yapilmis Red Cornish ve White Plymouth Rock tavuk irklar1 ile yerli tavuk
irk1 olan Kadaknath arasindaki genetik cesitliligi tespit etmek amaciyla RAPD teknigi
kullanilmistir. Kullanilan 50 primerden sadece 12 tanesi ayirt edilebilir DNA desenleri
ortaya ¢ikartmistir. Saptanan 94 lokustan 25’ inin (% 26,6) polimorfik oldugu belirlen-
mistir. Elde edilen bant biiytikliikleri 250-4000 b¢ arasinda degismis ve en diisiik lokus
sayilart OPM-09 primeriyle RIR ve KN irklarinda, OPA-10 primeriyle RIR ve RC irkla-
rinda saptanmigstir. OPP-17 primeri ile 400 bg biiyiikliigiinde monomorf bir lokus bu-
lunmustur. Hat i¢i genetik benzerlik oranlar1 0,81 ile 0,96 arasinda degismistir ve genel-
de disaridan gelen 1rklarin yerli rklara gore daha fazla birbirlerine benzedikleri bildi-
rilmistir. WL, RIR, RC, WR ve KN 1rklar1 i¢in sirastyla gézlenen band sayisi1 ortalama
7,00, 7,41, 6,83, 6,58, ve 6,58 olarak hesaplanmistir. Yerli irka gore seleksiyon yapilan
irklar daha fazla irkigi genetik benzerlik gostemistir. Et tipi 2 1rk kendi aralarinda diger-
lerine gore daha fazla genetik benzerlik gostermislerdir. White Leghorn irkinin diger
wrklara en az benzeyen 1k oldugu saptanmistir. Ayrica yerli irkin en fazla Rhodes Island
Red irkina benzedigi goriilmiistiir ve sonugta RAPD yoOnteminin ¢esitli tavuk irklari

arasinda polimorfizmi belirlemek igin yapilan ¢alismalarda etkili oldugu gosterilmistir.
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Ortak bant sayisina (BS) gore hesaplanan genetik benzerlik oran1 en diisiik WL ve RC
arasinda (0,778) ve en yiiksek RIR ile KN (0,945) arasinda bulunmustur (Sharma vd
2001b). Bu ¢alismada saptanan genetik polimorfizm orani (%26,6) bu tez ¢alismasinda
bulunandan (%99,45) oldukea diisitk olmasina ragmen ortalama lokus sayisi, lokus bii-
yiikliikleri ve hesaplanan genetik benzerlik bakimindan daha yiiksek degerler elde edil-
mistir. Ancak bu iki ¢alismada da farkli verim yonlerinde selekte edilmis kanath
populasyonlarinda hat i¢i genetik benzerlik degerlerinin, lizerinde herhangibir ¢alisma
yapilmamis populasyonlardan daha yiiksek ¢ikmasi ortak bir sonug olarak goriilmekte-

dir. Bu da seleksiyonun hat i¢i genetik benzerligi arttirdiginin agik bir sonucudur.

Yukarida da 6zetlendigi gibi, ¢esitli kanatli ¢iftlik hayvani tiir ve irklarinda, farkli ve-
rim ve yonlerde seleksiyon ¢alismalar1 sonucu elde edilmis genotiplerde genetik yapilari
ve iligkileri belirlemek amaciyla RAPD yontemi kullanilarak bir¢ok ¢alisma yapilmistir.
Ortaya cikartilan sonuglar, RAPD yonteminin o6zellikle genetik polimorfizm ve

filogenetik iligkileri tahmin etmede oldukca kullanilabilir oldugunu gostermistir.
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6. SONUC

Caligmada kullanilan 24 adet primer ile 5 bildircin hattinda ortaya ¢ikartilan toplam
197 RAPD lokustan 196’ sinin polimorfik oldugu, DNA fragment biiyiikliiklerinin 150-
2600 b¢ ve fragment sayilarinin da 4-14 arasinda degistigi saptanmistir (Cizelge 4.1).
Tespit edilen lokuslarin 125’1 K, 62 si DCA, 83’ ii YCAI, 70’ 1 YCA2 ve 72’ side Y
hattinda polimorfizm géstermistir (Cizelge 4.2). Hat i¢i polimorfizm oranlar1 ve primer
basina ortalama polimorfik lokus sayilar1 aymi sirayla %63,45, %31,47, %42,13,

%35,53, %36,55 ve 5,21, 2,58, 3,46, 2,92, 3 olarak bulunmustur.

OPA-10, OPP-08, OPQ-04 ve RA-59 primerlei ortaya ¢ikarttiklar1 14 lokus ile en
fazla, OPA-08, OPA-12, OPQ-02 ve OP-09 primerleri ise 4 band ile en az RAPD
marker {ireten primerler Olmustur. En yiiksek band genigligi 200-2500 bg
biiytikliiklerine sahip lokuslar tireten OPB-5 primerinde ve en az 500-1200 bg arasinda
lokus tireten OPA-17 primerinde saptanmistir. OPP-08 primeri 150 b¢ uzunlugunda
gozlenen en kiiglik marker ortaya ¢ikartirken, OPA-12 primerinden elde edilen en kii¢iik
DNA fragmentinin 900 bg biyiikliigiinde oldugu tespit edilmistir. Ayrica, YCA1 hattin-
da OPA-12 ve Y hattinda OPA-11" den elde edilen bandlarin tamaminimn polimorfik

oldugu saptanmustir.

Populasyonlar arasi genetik farkliliklarin ortaya konulmasinda kullanilan gosterge-
lerden biri olan genetik farklilagsma katsayis1 (Gg; ) calismada kullanilan tiim bildircin
hatlar1 i¢in ortalama 0,5233 olarak hesaplanmigtir. Tiim bildircin hatlar1 birlikte deger-
lendirildiginde hat igi ortalama heterozigotluk (Hg) ve toplam heterozigotluk (H;)

degerleri sirasiyla 0,1686+0,0112 ve 0,3538+0,0168 olarak hesaplanmistir (Cizelge
4.2).

Ortak ata olan kontrol populasyonundan genotipik olarak en fazla (0,5064) Y hatti-
nin, en az (0,4044) YCA2 hattinin uzaklastigi, en yiiksek genetik benzerligin (0,8131)
ters yonde seleksiyon uygulanan ve canli agirlik gibi fenotipik degerleri biribirine en az

benzeyen YCAL ile DCA hatlar1 arasinda oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.3).
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Bu tez ¢alismasinda, RAPD-PCR yontemi kullanilarak elde edilen bulgular dogrultu-
sunda, farkli verim yonlerinde selekte edilmis bildircin populasyonlarinda DNA
parmakizleri belirlenerek genetik yapilarinin ortaya ¢ikarilmasi ve bu populasyonlara
6zgii RAPD band modellerinin analizi temelinde hatlar arasindaki genetik benzerlik ve
uzakliklar saptanmistir. Bildircin hatlarinda kesin olarak belirlenmis spesifik bir RAPD
marker bulunamamasina ragmen bazi primerlerin (OPA-11, OPA-12, RA-59, OPP-08)
ortaya ¢ikarttig1 sonuglarin hatlar i¢in oldukc¢a ayirt edici oldugu goriilmistiir. Bildircin
hatlarina 6zel sonuglar veren bu primerler ile yapilacak daha ayrintili ¢alismalar sonu-
cunda bildircin hatlarini kesin olarak ayirt edebilecek spesifik markerlerin de tespit edi-

lebilecegi 6n goriilmektedir.

RAPD analizlerinde kullanilacak primer ve DNA 0rnegi sayist bakimindan kesin si-
nirlar bulunmamaktadir. Ancak, literatiir arastirmalarina ve bu ¢alismanin sonuglarina
dayanarak, burada kullanilan hayvan materyallerine ait DNA 6rnek sayisi (70) ve galigi-
lan primer sayisinin (24) bdyle bir calisma i¢in oldukca yeterli oldugu sdylenebilir. Bu
durum goz Oniine alindiginda burada ortaya ¢ikartilan sonuglarin giivenirliliginin de
yiiksek oldugu diistiniilmektedir. Bu bakimdan bu tez calismasinda tespit edilen genetik

bilginin sonraki benzer ¢alismalar icin iy1 bir alt yap1 olusturacagi diisiiniilmektedir.

Tarimsal isletmeler, artan diinya niifusunun ihtiyaglarini kisith olanaklarla karsila-
mak i¢in yiiksek verimli materyaller ile ¢aligma egilimindedirler. Bundan dolay1 evcil
hayvan 1slahi ile ugragan arastiricilarin en 6nemli hedefi, mevcut ekonomik kosullarda
yetistiricilere en fazla geliri getirecek genotipleri gelistirmek olmustur. Evcil hayvanla-
rin verimlerinin 1slahinda oncelikle iizerinde durulan 6zellik bakimindan populasyonun
genetik yapisinin ¢ok iyi tanimlanmasi, kalitim ve degisim olaylariin ¢ok iyi bilinmesi,
takip edilmesi ve degerlendirilmesi gerekmektedir. Populasyonlarin genetik 6zellikleri-
nin iyi bir sekilde belirlenmesi 1slah faaliyetlerinin daha hizli, giivenilir ve verimli ol-
masini da saglayacaktir. Hayvansal iiriinlerde nitelik ve nicelik bakimindan hedeflenen
seviyelere ulasmada genetik analize dayali ve uygulamali genetigin gerektirdigi yon-

temlerle ¢alismanin biiyiik katkis1 bulunmaktadir.
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Ciftlik hayvanlarinin ekonomik 6zelliklerini etkileyen yiizlerce gen tasidiklari tahmin
edilmektedir. Bazi genler bir 6zellik iizerinde dogrudan etkili olup tespiti ve tanimlan-
malar1 kolayken, ekonomik énemi olan karakterleri belirleyen genler olduk¢a karmagik
yapidadir. Bu genlerin isleyislerini arastirma konusu yapmis molekiiler genetik alanin-
daki calismalar bas dondiiriicti bir hizla ilerlemektedir. Ciftlik hayvanlarinda genlerin
yapilar1 ve islevlerinin belirlenmesinde, karsilastirmali kromozom incelemelerinde,
farkli tiirlerdeki evrimsel siirecin aydinlatilmasinda, ekonomik 6nemi olan lokuslarin
belirlenmsinde ve marker destekli seleksiyon uygulamalarinda bu yontemlerden yogun
sekilde faydalanilmaktadir. Ciftlik hayvanlarinin verimleriyle ilgili yapilan seleksiyon
caligmalarinda diisiik kalitim derecesine sahip, zor belirlenen, cinsiyete bagli ve ileri
yaslarda ortaya c¢ikan o6zelliklerin seleksiyonunda, bir dl¢iit olarak DNA markerlerinin
kullanilabilir oldugu bir¢ok literatiirde gosterilmistir. Buna karsin benzer g¢aligmalar
tilkemizde onemi Olgiisiinde yeterli diizeyde kullanim alani bulamamistir. Hem klasik
seleksiyon uygulamalari hemde RAPD-PCR gibi molekiiler bir yontem kullanilarak
tamamlanan bu caligmanin {ilkemiz adina 6nemli bilimsel bir adim oldugu ve bu alanda

yapilacak ¢alismalara katki saglayacag: diistiniilmektedir.
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiikliikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DNA molekiiler bityiikliik markeri (fragment biiyiikliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)
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M1.: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biyiikliikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
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M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DN A molekiiler bityiiklilk markeri (fragment bityiikliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

6. OPA-10
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiiklitkleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DN A molekiiler bityiiklilk markeri (fragment bityiikliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

7. OPA-11
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiiklikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DN A molekiiler bityiiklilk markeri (fragment bityiikliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

8. OPA-12
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiiklikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DN A molekiiler bityiiklilk markeri (fragment bityiikliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

9. OPA-17

94




3000 be

2000 be

1000 be

500 be

K YCAl YCA2 DCA Y
Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi Erkek Disi
M312345671234567 |MI1 234567 1234567 |MLI1234567 1234567 |MI1234567 123 4567 |M3123 4567 1234567
CFFEEFE T L L
'|H| “ﬂ
Wamn

M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiiklikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DN A molekiiler bityiiklilk markeri (fragment bityiikliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

10. OPB-05
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiikliikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytkliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

11. OPB-19
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiiklikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DN A molekiiler bityiiklilk markeri (fragment bityiikliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

12. OPQ-02
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiiklikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)

M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)

M3: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytkliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

13. OPQ-04
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M1: standart DN A molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiikliikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytkliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

14. OPQ-06
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiiklikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytkliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

15. RA-09
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiiklikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DN A molekiiler bityiiklilk markeri (fragment bityiikliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

16. RA-23
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiiklikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytkliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

17. RA-33
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiiklikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytkliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

18. RA-35
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiiklikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 hg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytkliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

19. RA-59
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiiklikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytkliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

20. OPP-03
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M1.: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biyiikliikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytkliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

21. OPP-08
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiiklikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DN A molekiiler bityiiklilk markeri (fragment bityiikliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

22. OPP-11
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M1: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiyiiklikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler bityiiklilk markeri (fragment bityiikliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DN A molekiiler bityiiklilk markeri (fragment bityiikliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

23. OPP-15
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M1.: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biyiikliikleri 3000-2000-1500-1000-900-800-700-600-500-400-300-200-100 bg)
M2: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytkliikleri 1000-500-400-300-200-100 bg)
M3: standart DNA molekiiler biiyiikliik markeri (fragment biiytkliikleri 8000-7000-6000-5000-3000-2000-1000-500 bg)

24. OP-09
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OZGECMIS

Kemal KARABAG, 15.09.1974 tarihinde Kars ilinin Arpacay ilgesinde dogmustur. ilk, orta ve
lise dgrenimini Kdz. Eregli’ de tamamlamis ve 1993 yilinda Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Zootekni Boliimii’ nde lisans 6grenimine, 1997 yiiksek lisans 6grenimine baslamistir. 1998 yilinda
Akdeniz Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Zootekni Anabilim Dal1” a Arastirma Gorevlisi ola-
rak atanmistir. 2000 yilinda yiiksek lisans 6grenimini tamamlayarak ziraat yiiksek miihendisi un-
vanini alan Kemal KARABAG 2001 yilinda ayni anabilim dalinda doktora 6grenimine baslamis-

tur.
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