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OZET

Bu ¢alismada Gerze tavugu popiilasyonuna ait 43 6rnek ile ticari saf
hatlardan olusturulan 50 orneklik Saf hat popiilasyonunun major
doku uyumlulugu gen kompleksi (MHC) bakimindan molekiiler
incelenmesi amaglanmigtir. Allelik ¢esitlilik, MHC igerisinde yer alan
MCWO0371 ve LEI0258 mikrosatellit lokuslarinin PCR yontemi
yardimiyla cogaltilarak elde edilen DNA fragmentlerinin agaroz jel
elektroforezi ile ayrimlanmasi ile hesaplanmistir. Gerze
populasyonunda LEIO258 lokusunda elde edilen allel sayisi, etkili
allel sayisi, gozlenen heterozigotluk ve beklenen heterozigotluk
degerleri sirasiyla; 16, 10.82, 0.67, 0.91, Saf hat popiilasyonunda ise
19, 11.84, 0.60, 0.92 olarak bulunmustur. MCWO0371 lokusu i¢in
sirasiyla; Gerze popilasyonunda 3, 2.68, 0, 0.63 ve Saf hat
popilasyonunda 3, 1.96, 0, 0.49 olarak tespit edilmistir.
Poptilasyonlar arasinda Nei genetik uzaklik ve genetik benzerlik
degerleri swrasiyla 0.419 ve 0.658 olarak hesaplanmigtir.
Popiilasyonlar arasinda Fsr degeri 0.068 olarak bulunmustur. Elde
edilen bulgular, igerdigi allel deseni bakimindan Gerze tavugunun
0zgin bir genetik kaynak olarak korunmasimin ve 1slah
programlarina dahil edilmesinin énemli oldugu sonucuna varilmigtir.

Major Histocompatibility Gene Complex Polymorphism in Gerze
Genotypes

ABSTRACT

The aim of this study was to molecularly investigate the major
histocompatibility complex (MHC) polymorphisms of the Gerze
chicken population of 43 samples and the commercial pure line
population of 50 samples. Allelic diversity was calculated based on
PCR amplification of MCW0371 and LEI0258 microsatellite loci in
MHC and separation of DNA fragments by agarose gel
electrophoresis. In the Gerze population, number of different alleles,
number of effective alleles, observed heterozygosity and expected
heterozygosity values were calculated as: 16, 10.82, 0.67, 0.91,
whereas the values were determined as 19, 11.84, 0.60, 0.92 for the
pure line population, respectively for LEI0258 locus. As for MCW0371
locus, the values were calculated as 3, 2.68, 0, 0.63 in the Gerze
population and 3, 1.96, 0, 0.49 in the Pure line population,
respectively. Nei’'s genetic distance and genetic identity values
between the populations were calculated as 0.419 and 0.658,
respectively. The Fsr value among the populations was found to be
0.068. The findings revealed that Gerze chicken should be included in
breeding programs as a unique genetic resource with its allelic
richness.
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GIRIS
Hayvancilikta belirli bir verim karakteri yoniinde

1slah edilmis, simirhi sayida irkin yayginlagsmasi ve
eldeki popiilasyonlara uygulanan yogun seleksiyon
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baskis1 6zellikle olumsuz c¢evre kosullarina ve
hastaliklara dayaniklihlk konusunda sorunlarin
artmasina neden olmaktadir. Damizlik
popllasyonlarda homozigotlasmanin artmasi bu
popilasyonlarin, hem giincel sorunlarin tistesinden
gelebilmek hem de degisen tiiketici beklentilerine
cevap verebilmek igin ileride gereksinim duyulacak
1islah  planlamalari  agisindan  simirhi  genetik
potansiyele sahip olmalari sonucunu dogurmustur
(Rauw ve ark., 1998 Hoffmann, 2010).

Tavuk¢uluk sektérii tim diinyada oldugu gibi
Turkiye'de de entansif yetistiriciligin en yogun olarak
uygulandig1 sektérlerin basinda gelmektedir (Sarica
ve Tiirkoglu, 2009). Entansif {iretimin yayginlasmasi
ile birlikte genetik olarak benzer ebeveynlerden kéken
alan yiiksek verimli hatlar gelistirilmis, tretim
stratejileri bu hatlarin kontrolli c¢iftlestirilmesi
tzerine kurulmustur. Bu durum sinirh sayida 6zellik
bakimindan yliksek performans elde edilmesini
saglasa da ozellikle yasama gucii konusunda gin
gectikge artan sorunlar: beraberinde getirmigtir.

Tavuk, QTL (kantitatif karakter lokusu) ve son
yillarda da QTN (Kantitatif karakter niikleotidi)
belirleme c¢alismalarinin en yogun olarak yapildig:
ciftlik hayvani tiirlerinin basinda gelmektedir (Siwek
ve ark., 2015). QTL bélgelerinin tespit edilmesi ve
seleksiyon kriteri olarak kullanilabilmesi ile ilgili en
onemli kisitlayicilarin baginda hastaliklara
dayamiklihbk ya da diger verim karakterlerini
determine eden genlerin poligenik yapida olmasi
gelmektedir (Goddard ve Hayes, 2009). Bu durum tek
bir morfolojik farkliligin bile ¢ok sayida genin

ortaklagsa etkisiyle ortaya c¢ikabilmesi sonucunu
dogurur (Abasht ve ark., 2006).

Major doku uyumlulugu kompleksi (Major
Histocompatibility = Complex, MHC) hiicrelerin

yuzeylerinde bulunan ve yabanci maddeleri taniyan
proteinleri (antijenleri) kodlayan bir gen grubudur
(Chazara ve ark., 2013). MHC, tiim omurgahlarda
bulunan, bagisiklikla ilgili olsun ya da olmasin doku
uyumunda rol alan butiin genleri kapsamaktadir. Bu
gruptaki genler, kodlanan bolgeler arasinda en yliksek
polimorfizm gésterenlerdir (Eimes ve ark., 2011).

Tavuk MHC genlerinin genomik organizasyonu
memelilerden farklidir. Tavuk kromozomu 16 (GGA
16) ile eslestirilen neredeyse tiim genler ya bagisikhik
tepkilerinde bir role sahiptir ya da diger tlrlerde
tanimlanan bagisikhik sistemi genleri 1ile dizi
homolojisi nedeniyle bagisiklikta bir sekilde gorev
aldig1 diisiiniilmektedir (Miller ve Taylor Jr, 2016).
Tavuk MHC genleri kromozom 16 tizerinde B ve kesim
parca deseni Y (Rfp-Y) olmak iizere 2 bagimsiz
bélgeden olusur. Bu bolgelerin her ikisi de sinif 1 (B-F
ya da Y-F) ve smnif 2 (B-L ya da Y-L) lokuslari icerir
(Emara ve ark., 2002). Klasik MHC sif I molekiilleri,
tim c¢ekirdekli hiicreler tizerinde eksprese edilen
membran proteinleridir. MHC’nin baz1 kanath hayvan
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hastaliklarina duyarlhihig1 ve direnci sagladig: ya da
bagisiklik yamitlarimi etkiledigi  bildirilmektedir.
Tavuk major doku uyumlulugu kompleksi genel olarak
yiiksek 6lciide polimorfik MHC smf 1 (BF) ve MHC
sinif 4 (BG) antijenlerin 6zel antikorlarla birlikte
eritrositlerin serolojik tepkileri tarafindan tanimlanir.
Tavuk MHC B simf I bolgesi, simif Ia zincirleri
kodlayan 2 gen icermektedir; B-F1 (B-F1 ya da B-F
minér) ve B-F2 (B-F4 ya da B-F major). B-F2 geni asil
ifade edilen lokus olarak tanimlanmigtir. MHC B simif
2 bolgesi 3 gen igermektedir; klasik olmayan DM
zincirleri, tek zincir B-DMA ve iki zincir B-DMB1 ve
B-DMB2 (Chazara ve ark. 2011). LEI0258 ve
MCWO0371 mikrosatellit markérleri MHC igerisinde
BG ve BF bolgeleri arasinda yer almakta olup,
LEIO258 lokusunun 10.560 b¢ asagisinda ise
MCWO0371 lokusu bulunur (Fulton ve ark., 2006).
Tavuk majér doku uyumlulugu gen kompleksine ait
harita Sekil 1’de verilmistir.

Tavuk MHC, hem BG antijeleri hem de BF kodlanmig
simif I molekillerinden dolayr serolojik reaktiftir.
Viral, bakteriyel ve parazitik patojenlere dayamklilik
ile iligkili oldugu bilinmektedir. Ozellikle de Rous
sarkoma timor virusi, kusg 16koz virtusi, kus kolerasi,
koksidioz, salmonella ve Marek hastaligi viriisi de
dahil olmak tizere gesitli patojenlere karsi hastalik
direnci ve duyarlihik ile yakin iligkili oldugu
bildirilmistir (Schat ve Skinner, 2014).

Gerze tavugu Karadeniz Bolgesi’'nde 6zellikle Sinop ve
cevresinde yetigtirilen bir irk olarak Turkiye'nin
onemli genetik zenginliklerinden biridir (Mercan ve
ark., 2019). Yerel genetik kaynaklarin en o6nemli
ustiinlikleri  yetigtirildikleri  bolgenin  ekolojik
kogullarina gostermis olduklar1 yuksek adaptasyon
yeteneklerinden gelir (Mercan ve Okumus, 2015). Bu
calismada Gerze tavugunun major doku uyumlulugu
gen kompleksi igerisinde yer alan mikrosatellit
lokuslar1  bakimindan  baz1  ticari saf hat
genotiplerinden 0zgin niteliginin bulunup
bulunmadiginin tespit edilmesi amaglanmigtir.

MATERYAL ve METOT
Hayvan Materyali

Aragtirmanin hayvan materyalini 93 adet yaklagik bir
yaginda tavuk olugturmustur. Calismada Gerze Ilge
Tarim ve Orman Miidiirliigiinden alinan 43 6rnek (14
horoz, 29 tavuk) saf Gerze popiilasyonu olarak kabul
edilmigtir. Tavukguluk  Arastirma Enstitisi
Miidiirliigiinden alinan 10 saf hatta ait 50 6rnek (10
horoz, 40 tavuk) saf hat genotipleri temsil etmektedir.
Bu hatlar sirasiyla Brown Line, Barred Rock I, Rhode
Island Red I, Barred Rock II, Maroon Line, Line-54,
Blue Line, Columbian Rock, Black Line ve Rhode
Island Red II hatlari olup, 6rnek numaralar1 sirasiyla
1-50 arasinda verilmistir. Her bir hatta dort tavuk ve
bir horoz bulunmaktadir. Maroon hattina ait saf hat
popiilasyonundan iki érnek (23 ve 24 numaralar) DNA
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Sekil 1. Tavuk major doku uyumlulugu gen kompleksi haritasi. Kosmid kiime 1’de dizilenmis genler belirtilmigtir.

BF = MHC smif 1; BG = MHC sinif 4; BL =
MHC-Y kompleksi; B =
degistirilmistir).

MHC sinif 2; NOR = Cekirdekg¢ik organize edici bolgeler; Y =
MHC-B kompleksi; BLA = MHC smif 2 a geni (Izadi ve ark., 2011 ‘den

Figure 1. The chicken major histocompatibility complex map. Cosmid cluster 1 sequenced genes are indicated. BF
= MHC class 1, BG = MHC class 4, BL = MHC class 2; NOR = nucleolar organizer region; Y = MHC-Y
complex; B =MHC-B complex; and BLA = MHC class 2 a gene (modified from Izadi et al., 2011).

izolasyonu ve PCR asamalarindaki tekrar eden
sorunlardan dolay: degerlendirme dig1 birakilmigtir.

Caligma icin OMU Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan 6.11.2012 tarih ve 1 sayili toplanti karar:
ile izin alinmistir.

DNA Izolasyonu ve PCR Iglemleri

Genomik DNA izolasyonu kit yardimiyla (BILATEC,
Mannheim, Almanya), iiretici protokoliine uygun
olarak yapilmigtir. Elde edilen DNA’larin saflik ve
miktarlar1 Biophotometer (Eppendorf, Almanya)
cihaz1 ile spektrofotometrik olarak tespit edilmis,
orneklerin her biri 20 ng pl't DNA igerecek sekilde PCR
iglemleri i¢in seyreltilmistir. PCR iglemleri Termal
déngii cihazi1 (BIO-RAD, ABD) yardimiyla toplam 20 pl
(40 ng tDNA + 5 uM ileri ve 5 uM geri primer + 4 ul
PCR hazir karisgtm + 11 pl steril saf su) hacimde
hazirlanmigtir.

Calismada Fulton ve ark. (2006) tarafindan bildirilen
lokuslara 6zgtu primer ¢iftleri kullanilmigtir. LEI0258
ve MCWO0371 lokuslarinin c¢ogaltiminda kullanilan

ileri ve geri primerlerin dizisi sirasiyla 5'-—
CACGCAGCAGAACTTGGTAAGG - 3, 5—
AGCTGTGCTCAGTCCTCAGTGC - 35 5 -
CTGCTCCGAGCTGTAATCCTG - 3, 5—
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TTTCATGGCATCCTAAGATG — 3’ ‘dir.

PCR iglemleri i¢in reaktifler, 94 °C’de 1 dakikalik ilk
denatiirasyonu takiben 35 déngii boyunca; 45’er saniye
denatiirasyon i¢in 92, primerlerin baglanmasi i¢in 57
ve uzama 1i¢in 72 °C’de tutulmustur. Dongiler
tamamlandiktan sonra son uzama i¢in 10 dakika 72
°C’de bekletilmigtir.

Jel Elektroforezi Iglemleri

Elektroforetik ayrimlamada agaroz jel eletroforezi
yontemi kullanilmigtar. PCR trinlerinin
ayrimlanmasinda %4’1iik yiiksek céziiniirlikli (high
resolution) agaroz (Amresco, Ingiltere) kullanilmigtir.

Ethidyum  bromiir ile boyanan jeller, jel
dokiimantasyon sistemi (Syngene, Ingiltere) ile
goériintillenmig ve fragment biytklikleri
belirlenmigtir.

Istatistik Analizler

Tespit edilen mikrosatellit allelleri GenAlex v.6.5
(Smouse ve Peakall, 2012) ve GenePop v.4.6 (Rousset,
2008) yazilimlar1 yardimiyla analiz edilmis; allel
frekanslari, allel geniglikleri, F istatistikleri, gbzlenen
(Ho) ve beklenen (He) heterozigotluk gibi temel
genetik ¢esitlilik parametreleri hesaplanmistir.
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BULGULAR ve TARTISMA

Gerze tavuk irkini temsil eden popiilasyonu olusturan
bireylerde LEI0258 lokusundan elde edilen allelere ait
agaroz jel goruntileri Sekil 2’de verilmistir.

Sekil 3'de Saf hat popllasyonunun LEI0258
mikrosatellit lokusundaki jel goriintiisti verilmistir.

Gerze popiulasyonunun MCWO0371 mikrosatellit

lokusundaki allelik durumunu gésteren jel goriintiist
Sekil 4’te verilmigtir.
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Caligilan iki lokus bakimindan Gerze ve Saf hat
poptilasyonlarinda goriilen genetik  cesitlilik
parametreleri Cizelge 1’de verilmistir.

Populasyon farki gézetmeksizin her iki lokus igin
hesaplanan Wright'in F-istatistigi (Fis, Fir, Fsr) ile gen
akisi (Nm) degerleri Cizelge 2'de sunulmustur.

Saf hat populasyonunun MCWO0371 mikrosatellit
lokusundaki allelik durumunu gésteren jel goriintiisii
Sekil 5’te verilmigtir.
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Sekil 2. Gerze poptilasyonu LEI0258 mikrosatellit lokusuna ait jel goriintiisi
Figure 2. Gel image of LEI0258 microsatellite locus in the Gerze population
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Sekil 3. Saf hat popililasyonu LEI0258 mikrosatellit lokusu jel gériintiisi
Figure 3. Gel image of LEI0258 microsatellite locus in the Pure line population
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Sekil 4. Gerze poptilasyonu MCW0371 mikrosatellit lokusu jel gérintisi
Figure 4. Gel image of MCWO0371 microsatellite locus in the Gerze population
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Sekil 5. Saf hat poptilasyonu MCWO0371 mikrosatellit lokusu jel gériintiist
Figure 6. Gel image of MCWO0371 microsatellite locus in the Pure line population

Cizelge 1. Degerlendirmeye alinan 6rnek sayis1 (N), allel sayis1 (Na), etkili allel sayis1 (Ne), bilgi dizini (I), gézlenen
heterozigotluk (Ho), beklenen heterozigotluk (He), tarafsiz beklenen heterozigotluk (uHe) ve fiksasyon
(homozigotlagsma) indeksi (F) degerleri

Table 1. Sample size (N), no. alleles (Na), no. eftective alleles (Ne), information index (I), observed heterozygosity

(Ho), expected heterozygosity (He), unbiased expected heterozygosity (uHe), and fixation index (F) values
Popilasyonlar Lokuslar

. . N Na Ne I Ho He uHe F
Populations Loci
Gerze LEI0258 42 16.000 10.822 2.564 0.667 0.908 0.919 0.265
Gerze MCWO0371 43 3.000 2.684 1.036 0.000 0.627 0.635 1.000
Saf hat LEI0258 42 19.000 11.839 2.674 0.595 0916 0.927 0.350
Pure line MCW0371 40 3.000 1.956  0.847 0.000 0.489 0.495 1.000
Cizelge 2. Populasyonlarda her iki lokus igin Wright'in diisiik oldugu sonucu ortaya ¢ikmistir.
F-ivstatisfcikleri ile tahmini gen akist (Nm) Popiilasyonlar arasinda Nei genetik uzaklik degeri
degerleri (Nei, 1977) 0.419 ve genetik benzerlik degeri ise 0.658
Table 2. Wright's F-Statistics and estimated number of  ]arak hesaplanmistir. Popiilasyonlar arasinda Fsr
migrants (Nm) over all populations for each degeri 0.068 olarak bulunmustur.
locus Molekiiler varyans analizi sonuglarina gore MCWO0371
Lokuslar e . o) g .
Loci Fis Frr Fsr Nm }o.kusu i¢in molekiler varyasyonun %841 populasyc?n
icinden, %16’s1  poptlilasyonlar arasi  genetik
LEI0258 0.308 0.321 0.019 12.711 gegsitlilikten kaynaklandigi tespit edilmigtir. LEI0258
MCWO0371 1.000 1.000 0.117 1.881 lokusu bakimindan ise molekiiller varyansin %97’si
populasyon  igi genetik cesitlilikten, %31
Cizelge 2 incelendiginde her iki popiilasyon arasinda populasyonlar arasi genetik cesitlilikten
LEI0258 lokusunda allel paylagimi yiiksek bulunmus kaynaklanmaktadir. Bu oranlar her iki lokus
ancak MCWO0371 lokusunda allel paylagiminin daha bakimindan incelendiginde genetik varyasyonun
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%90 1min  populasyon i¢ginden %10unun ise
popllasyonlar arasindan geldigi tespit edilmigtir.
Elde edilen bulgular Gerze ve Saf hat

populasyonlarinin LEIO258 lokusunda yiliksek oranda
polimorfizm gosterdigi ortaya c¢ikarmigstir. Bununla
birlikte MCWO0371 lokusu bakimindan her iki
popllasyonda da tam bir monomorfizm dikkati
cekmektedir.

MCWO0371 lokusunda gorilen yiiksek monomorfizm
hem Gerze hem de Saf hat popiilasyonlarinda
mutasyonun gerceklesmedigini géstermektedir. Buna
karsin LEI0258 lokusunda goriillen yiksek
polimorfizmin bu bélgedeki mutasyon sikligini ortaya
koymaktadir. Bu sonuglara gére LEI0258 mikrosatellit
lokusunda daha aktif bir gekilde farklilasmanin
meydana geldigi séylenebilir.

Miller ve Taylor (2016), MHC bélgesinin de yer aldig
birgok GGA 16 kromozomdaki ¢ok sayida geninin
polimorfik oldugunu bu bolgelerdeki polimorfizmin
yapisi, dagilimi, baglar1 ve oriintileri, GGA 16'min
bagisiklik savunmasina adanmis bir mikrokromozom
olarak gelistigini 6ne surmektedir. Bu bulgular
LEIO258 mikrosatellit lokusunda gorilen ylksek
polimorfizm sonuglar: ile uyumludur.

Ngeno ve ark., (2015) yaptiklar: calismada farkh yerel
popilasyonlarda MCWO0371 lokusunda 10, LEI0258
lokusunda ise 46 farkli allel tespit etmiglerdir. Bu
calismada populasyon ayrimi olmaksizin LEI0258
lokusunda toplam 20 allel elde edilmis bunlardan 1
allel (367 bg) Gerze popiilasyonuna 6zgii iken Saf
hatlardan olusturulan poptilasyonda 4 o6zgin allel
(240, 463, 477, 485 bc) tespit edilmistir. Ngeno ve ark.
(2015) tarafindan yapilan calismada cok sayida yerli
poplilasyon kullanilmis olmasinin allel ¢esitliliginin
daha yiksek ¢ikmasina neden oldugu
degerlendirilmektedir.

Fadhil ve Mercan (2016) yaptiklar: calismada Gerze
popilasyonunun kug gribine dayaniklihk ile ilgili
oldugu bildirilen alleli yiiksek oranda igerdigini ortaya
koymustur. Bu calismada da Gerze popiilasyonunda
MHC igerisinde goriilen yiiksek polimorfizm bu
popllasyonun dayamklhilik ile ilgili muhtemel
varyantlar1  icerebilme  potansiyelinin  yiliksek
oldugunu ortaya koymaktadir.

SONUC

Bu calisma igerdigi allel deseni bakimindan Gerze
tavugunun o6zgiin bir genetik kaynak olarak
korunmasinin 6nemini ortaya koymustur. Bununla
birlikte dayamklhilik ile ilgili c¢alismalarin ikinci
boyutu bu hayvanlarin hastaliklara kars1 gosterdikleri
dayamklihik  performanslarinin tam  kontrolli
laboratuvar kogullarinda in vivo 6lgtilmesidir.

Tirkiye tavuk genetik kaynaklarinin baginda gelen
Gerze tavugunun son yillarda biyiuk 6nem kazanan
hastaliklara dayaniklilik ile ilgili 1slah
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planlamalarinda yer alabilecek c¢esitlilige sahip
oldugunun belirlenmesi bu kaynagin korunmasi
gerekliligini ortaya koymaktadir. Gerze tavugu da
diger bircok genetik kaynak gibi korunmali ve 1slah
programlarina entegrasyonlarinin saglanmasi igin
caligilmalidir.

TESEKKUR

Bu calismanin bir kism1 Ondokuz Mayis Universitesi
tarafindan  PYO.ZRT.1904.13.022 kodlu “Gerze
tavugunda majoér doku uyumlulugu kompleksi (MHC)
polimorfizminin mikrosatellit markorler ile
karakterizasyonu” adli Yuksek Lisans tez projesi
kapsaminda desteklenmigtir.

Cikar Catigmasi Beyani

Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir c¢ikar

catismasi olmadigini beyan ederler.

Aragtirmacilarin Katk: Oran1 Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig

olduklarini beyan ederler.
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