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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

PEKIN ORDEKLERINDE PROLAKTIN GENI
POLIMORFIZMININ INCELENMESI

Ebru KESKIN
Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Zootekni Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Cengiz ELMACI

Bu arastirmada, Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Uygulama ve Arastirma
Ciftliginde yetistirilen, 161 adet Pekin 6rdeginden 5-10 ml kan 6rnegi alinmistir. Bu
orneklerde PRL geni polimorfizmi, PCR-RFLP yontemi kullanilarak incelenmistir. PRL
geni 1. intron ve 5. ekzon alanlarindaki tek niikleotid polimorfizmini (SNP, single
nukleotid polymorphism) bulmak igin sirasiyla Xbal ve Pstl restriksiyon enzimleri ve iki
adet primer ¢ifti kullanilmistir. Sadece 1. intron bdlgesinde polimorfizm gozlenmistir. 1.
intronda ti¢ genotip (TT, TG ve GG) gozlenirken, 5. ekzonda tek genotip gozlenmistir. 1.
introndaki T ve G alleli gen frekanslari sirasiyla 0,5062 ve 0,4938 olarak bulunmustur.
TT, TG ve GG genotiplerinin frekanslar1 ise sirasiyla 0,28, 0,45 ve 0,27 olarak
hesaplanmistir. Bu arastirmada iizerinde ¢alisilan populasyon HW (Hardy Weinberg)
dengesinde oldugu gézlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Prolaktin (PRL), PCR-RFLP, polimorfizm, Pekin 6rdegi
2017, vii + 35 sayfa.i



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF PROLACTIN GENE
POLYMORPHISM IN PEKIN DUCKS

Ebru KESKIN
Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Animal Science

Supervisor: Prof. Dr. Cengiz ELMACI

In this study, 5-10 ml blood samples were obtained from 161 Pekin ducks raised in
Uludag University Agricultural Practice and Research Farm. In these cases, PRL gene
polymorphism was investigated using the PCR-RFLP method. Xbal and Pst1 restriction
enzymes and two primer pairs were used to find the single nucleotide polymorphism
(SNP) in the PRL gene intron 1 and exon 5 sites, respectively. Only intron 1 site
polymorphism was observed. Three genotypes (TT, TG and GG) were observed in intron
1 site while only one genotype was observed in exon 5 site. T and G allele gene
frequencies in intron 1 were found as 0,5062 and 0,4938 respectively. The frequencies of
TT, TG and GG genotypes were calculated as 0.28, 0.45 and 0.27, respectively. The
population studied in this study was observed to be in the HW (Hardy Weinberg)
equilibrium.

Key words: Prolactin (PRL), PCR-RFLP, polymorphisms, Pekin duck
2017, vii + 35 pages.
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1. GIRIS

Et, “Sigir, manda, koyun, keci gibi bliylikbas ve kiigiikbas hayvanlar, tavuk, hindi, kaz,
ordek, Beg tavugu gibi evcil kanatli hayvanlar ile tavsan ve domuzdan elde edilen insan
tiketimine uygun olan tim parcalardir.” seklinde Tiirk Gida Kodeksi tarafindan
tanimlanmistir (Anonim 2000). Et su, protein, aminoasitler, mineraller, yaglar ve yagl
asitler, vitaminler ve diger biyoaktif bilesenler ve az miktarda karbonhidratlardan
olugmaktadir. Beslenme agisindan bakildiginda, etin 6nemi yiiksek kaliteli proteinden
tiireyen, tiim temel amino asitleri i¢eren ve yiiksek derecede biyolojik olarak kullanilabilir
minerallerden ve vitaminlerden olusmasidir (Anonim 2016a). Yani, et ve et trlinleri
biiylime ve gelisme i¢in gerekli olan protein, vitamin, mineral ve mikro besin maddelerini
onemli diizeylerde icermektedir. Etin ileri islemi, katma deger saglamak, fiyatlari

diisiirmek, gida giivenligini gelistirmek ve raf 6mriinii uzatmak i¢in bir firsat sunar.

Diinyada iki milyardan fazla insanin temel vitaminler ve mineraller, 6zellikle A vitamini,
iyot, demir ve ¢inko eksikligi oldugu tahmin edilmektedir. insanlarda et, balik, meyve ve
sebze gibi mikro besinlere erigsim sinirli oldugu zaman eksiklikler ortaya ¢ikar. Mikro
besin eksiklikleri olan insanlarin cogu, diisiik gelirli iilkelerde yasamakta ve bu insanlarda
genellikle birden fazla mikro besin eksikligi goriilmektedir. Dengesiz ve yetersiz
beslenme ile etkili miicadele etmek igin, kisi bas1 giinde 20 g veya yilda 7,3 kg hayvansal
protein saglanmalidir (Anonim 2016b). Kisi bas1 yillik kanatl et tiiketimi bolgesel bazda
incelendiginde Amerika, Avrupa ve Okyanusya’nin yeterli diizeyde beslendigini, Asya
ve Afrika’nin ise ek olarak hayvansal protein almadig: takdirde beslenmenin yetersiz
diizeyde kaldigin1 géormekteyiz (Conway 2016). Birlesmis Milletler tahminlerine gore,
2017°de 7,5 milyar olan diinya niifusu, 2040’ta 9,1 milyara, 2060°’ta 10,1 milyara,
2100°de ise 11,2 milyara ulasmas1 beklenmektedir. En ¢ok niifus artisinin ise biiytlik
Olciide gelismekte olan iilkelerde goriilecegi ve 2100 yilindaki Diinya niifusunun 9,9
milyarinin gelismekte olan iilkelerde, 1,2 milyarinin ise gelismis iilkelerde yasayacagi
tahmin edilmektedir ( Anonim 2017a). Gelismekte olan iilkelerde niifusun hizla artmasi
ve sehirlesme tiiketim artisini da beraberinde getirmekte ve artan gelirler ise et i¢in daha

yiiksek bir talep olusturmaktadir (Anonim 2015a).



Ayn1 zamanda niifusun hizla artmasi ¢iftlik hayvani iiretimindeki biiytime i¢in sinirli alan
birakmaktadir. Bu yiizden, mevcut gida kaynaklarinin maksimum kullanimi daha da fazla
onem kazanmaktadir. Iste bu talebi karsilamak icin kanath eti giderek artan bir Snem
kazanmaktadir (Anonim 2016b). Binlerce yildir kiimes hayvanlarindan et ve yumurta
saglanmasi, kiimes hayvanlarinin insanlar i¢in temel hayvansal protein kaynaklarindan
birisi haline getirmistir (Anonim 2016c¢). Cogunlugu tavuklardan elde edilen kanatl eti,
yagsiz sigir etine (485 kj) yakin bir enerji degerine (439 kj) sahiptir (Anonim 2016a).
Diinya’da en ¢ok kanatli ve domuz etleri tiiketilmektedir (Sekil 1.1). Bu etleri sirasiyla
sigir, koyun ve kegi etleri takip etmektedir. Diinya 6lgeginde 2016 yilindaki kanatl eti
tiretimi yaklagik olarak 116 milyon tona ulasmistir (Conway 2016). Boylece bugiinkii et
tiretiminin % 36’sindan sorumlu olan kanatl eti tiretimi 2030 yilinda bu paymi % 40’a
c¢ikaracagi tahmin edilmektedir (Anonim 2015a, Conway 2016). Kanatli eti iiretimi 2016
yilii¢in % 1,1°lik biiylime gostermistir. Bunu biiyilikbas ve kiiciikbas eti izlerken, domuz
eti tiretiminde ise tersine bir diisiis s6z konusudur (Conway 2016). Ayrica, farkli hayvan
tiirlerinin kullanimi ve tiiketimi, kiiltiirel tercihler ve dini inanglar tarafindan etkilendigi

unutulmamalidir (Anonim 2016¢).

4% 3%

= Sigir Eti

®m Kanath Eti

= Domuz Eti
Koyun-Keci Eti

E Diger

Sekil 1.1. 2016 yil1 diinya et iiretiminin tiirlere gére dagilimi (Conway 2016).



2013 yili kanatli eti iiretimi bolgesel bazda incelendiginde Amerika (% 42,4) ilk sirada
ve Asya (% 34,8) ise ikinci sirada yer almaktadir. Diger tireticiler ise sirasiyla, Avrupa
(% 16,2), Afrika (% 5,3) ve Okyanusya (% 1,3) olmustur. 2013 yili diinya kanath
sektoriindeki en iyi dort tretici ise ABD (17,39 milyon ton), Cin (12,78 milyon ton),
Brezilya (11,96 milyon ton) ve Rusya (3,45 milyon ton)’dir (Anonim 2016d). Kiiresel
bazda kanatli iiretim kazanglari, 6zellikle Asya ve Afrika’daki diisiik besin maliyetlerinin
stirdiiriilmesi gibi talebin de artmasiyla stirmektedir. Ayni1 sekilde, kiiresel et tiikketimi son
10 yilda (2006-2016) artmistir ve gelecek 10 yilda da biiylimeye devam etmesi
beklenmektedir. Kanatli eti, 2025’¢ kadarki onimuzdeki donemlerde et tiiketim
biiylimesinde en biiylik paya sahip olacaktir. Hizli niifus artis1 ve kentlesmenin oldugu
gelismekte olan iilkeler, 6zellikle Afrika ve Asya, tiiketimi artirmaktadir ve gelismis
tilkelerle karsilastirildiginda en fazla tiiketim artigin1 gostermektedir. Diisiik et fiyatlari
kanatl ticaretini gelistirmeye yardimci olmaktadir. 2016’da yapilan 30,6 milyon tonluk
diinya et ticaretindeki kanatli hacmi 12,7 milyon tona ulagmistir. Hacim yoniinden
2015’ten 2016’ya kadar ithal edilen ve ihra¢ edilen kiimes hayvanlar1 ¢cogunlugundaki
artis gelismekte olan tilkelerden gelmektedir. Ayrica diinya ticaret hacmi yliksek derecede
patojenik kus gribi gibi hastaliklardan ve kisitli ticaret politikalarindan etkilemeye devam
edecektir. Oniimiizdeki 10 yilda kanatli ticaret hacminin yavas olarak artacagi beklense
de, yiiksek ¢ogunlugun kanath etinden olusacagi, et iiretiminin % 10’u 2025 yilinda
borsada islem gorecegi beklenmektedir (Conway 2016).

2013 yili diinya ordek eti iiretimine bakildiginda ise ordek eti iiretimi kanatli eti
iiretiminin sadece % 4’liikk bir payma sahiptir. Bu durum kanath eti iiretiminde 6rdek
etinin ne kadar diisiik bir paya sahip oldugunu acik¢a gdstermektedir. 2003 yilinda 3
milyon ton olan Diinya drdek eti iiretimi 2013 yilinda 4,4 milyon ton iiretime ulasarak,
1,4 milyon tonluk artis saglanmistir. Boylece, 6rdek eti liretiminde % 47°lik bir artis
saglanmigtir (Anonim 2016e). 2013 yili diinyada kesilen 6rdek sayisi 2,8 milyona
yiikselirken, Asya’da 2,6 milyona yiikselmistir. Asya’nin diinya {iretimine katkisi1 %
91,1°dir. Bu pay, Asya’nin 6rdek eti iiretiminden yiiksektir. Ciinkii Asya’daki ortalama
1,4 kg karkas agirligi, diinyadaki diger bolgelerden dnemli derecede hafiftir ve diinya
karkas ortalamasi 1,5 kg’dir. 2013 yil1 verilerine gore diinyadaki 4,4 milyon tonluk 6rdek
eti iiretimi Asya’daki 3,7 milyon tonluk tiretimden kaynaklanmaktadir (Anonim 2015b).



Asya’nin diinya iiretimindeki pay1 % 83,7°dir (Sekil 1.2). Asya’nin bu denli biiyiik bir
tiretim kapasitesine sasirilmamalidir. Ciinkii Asya’y1 zirveye tek basina tasiyan anahtar
iretici Cin’dir. Cin’de iiretim 2013 yilinda 2,9 milyon ton {izerine ¢ikmistir. Cin, boylece
Asya’nin yaklasik % 80’ini ve diinyanin da {igte ikisinden fazlasini temsil etmektedir.
Asya’nin diger 6nemli lireticileri ise Malezya (130 bin ton) ve Myanmar (107 bin ton)’dur.
Avrupa % 11,3’liikk oranla (Sekil 1.2), Asya’dan sonra en ¢ok Ordek iiretiminin
gerceklestigi ikinci bolgedir. Avrupa ordeklerinin neredeyse tamami, AB iilkelerinde
tiretilmektedir. 2013 yilina gére Avrupa’nin en biiyiik iireticileri sirasiyla Fransa (280 bin
ton), Macaristan (59,6 bin ton), Almanya (56 bin ton) ve Ingiltere (31 bin ton)’dir.
Afrika’da 6rdek liretimi az olmasina ragmen (Sekil 1.2), 2013 yilina gore 93 bin tonluk
tiretime sahiptir. Afrika’nin 6nemli tireticileri Misir ( 71,5 bin ton) ve Madagaskar (12
bin ton)’dir. Amerika’daki 6rdek iiretimi Afrika’dan biraz daha yiiksektir (Sekil 1.2),
2013 yilinda 109 bin tonluk iiretime sahiptir. Onemli iireticileri ise ABD (56 bin ton),
Meksika (21 bin ton) ve Kanada (10,6 bin ton)’dir. Okyanusya’daki iiretim modelini,
Avusturalya’daki gelismeler yansitmaktadir. Avusturalya, Okyanusya’nin ¢eyregini
temsil eder. Avusturalya % 0,4’lik iiretim oraniyla ve yilda yaklagik 16 bin ton ile

tiretimini sinirlandirmistir (Anonim 2015b).

2,2%
24% 04%

11,3%

= Asya

= Avrupa

= Amerika
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Sekil 1.2. 2013 yil1 diinya 6rdek eti {iretiminin bolgelere gore dagilimi (Anonim 2016e).



Bir baska konu ise diinya 6rdek eti ticaretidir. Ordek eti, tavuk eti ile karsilastirildiginda
uluslararasi ticareti oldukga azdir. Ordek eti ticareti taze ve dondurulmus olmak iizere iki
sekilde yapilmaktadir (Anonim 2015b). Diinya 6rdek eti ihracati, 2000 ile 2013 yillart
arasinda, 107 bin tondan 266 bin tona ¢ikarak 2,5 kat artmustir. ithalat ise, 2000 ile 2013
yillart arasinda, 165 bin tondan 187 bin tona ¢ikmasiyla ¢ok fazla bir artis (1,1 kat)
gdstermemistir (Anonim 2016f). Ithalat ve ihracattaki diinya toplamlari, tam olarak
dengede degildir. Ciinkii diinyada islemlerin izlenmesinde zorluklar vardir. Thracatin
cogunlugu gibi ithalat da genellikle bir azinlik tarafindan yiiriitiilmektedir. Ulkeler, ¢ok
sayida ithalat¢1 tilkeden daha fazla iiriin elde etmek igin ticaret verilerini daha kolay hale
getirmektedir. Ayn1 zamanda, iilkeler arasi yiik aktarmadan dolayi (trans-shipment),
ithalat ve ihracatin ¢ifte hesaplama (double-counting) asamalar1 vardir. Avrupa, toplam
ticaretin yarisindan fazlasinin yapildigi en aktif bolgedir. Ayrica Avrupa ticareti
genellikle AB tiye iilkeleri arasindadir (Anonim 2010). Avrupa 2013 yilinda toplam
ithracatin yaridan fazlasina sahip olurken, toplam ithalatin da iigte ikisine sahip olarak
ticarette soz sahibi olmay1 basarmistir. 2013 yilinda sirasiyla Macaristan (37,4 bin ton),
Fransa (37,2 bin ton), Hollanda (26,1 bin ton) ve Almanya (17,8 bin ton) Avrupa’nin
ordek ihracatina egemen olmustur. Asya, Avrupa’dan sonra ticaretin hakim oldugu ikinci
bolgedir. Asya 2013 yilinda 106 bin ton’luk ihracatla toplam ihracatin % 40’na sahip
olurken, ithalatta ise 67,7 bin tona ¢ikarak toplam ithalatin ti¢te birine sahip olmustur.
Boylece, Asya’nin ilerleyen yillarda Avrupa ihracatini gegme egiliminde oldugunu
gormekteyiz (Anonim 2016f). Asya’daki ticaret hacmi Cin’in egemenligindedir.
Ozellikle Cin’de pismis drdek eti, toplam 30 bin ton kapasiteli ii¢ kiimesle, AB’ye son
triinii satmak i¢in lisans almistir. Bu miktar, AB’nin toplam pismis ordek eti pazarini
yaklasik ii¢ kat arttirabilir. Maliyet ve 6zellikle emegin diisiik olmasindan dolayi, Cin
tirtinii ya Tayland ya da Avrupa esdegerinden ¢ok daha ucuzdur. Bunun sonucu olarak,
diger ordek eti ireticileri gelecek yillarda Cin yiiziinden 6nemli bir miicadeleyle karsi

karsiya kalacag diistiniilmektedir (Anonim 2010).

Tiirkiye’deki kanath sektorii ise 2014 yilinda % 8,8’lik bir biiyliime gerceklestirmistir.
Kanatli sektoriiniin tiretim ve ihracat artisindaki basarisi dikkate degerdir (Koca 2015).
2015 yili Tirkiye kanathi hayvan sayisi 316 milyondur (Cizelge 1.1). 2014 yili ile
karsilastirildiginda ise kanatli hayvan sayist % 6,1 (18 milyon) artmigtir (Anonim 2016g).



2015 yili tavuk sayist (312 milyon), kanatli hayvan sayisiin % 98,7’sini
olusturdugundan, tavuk sayis1 da 2014 yilina gore % 6 artmistir. Hindi sayis1 ise % 5,4
azalisla 2,8 milyon adet olmustur. Ordek (398 bin) ve kaz (851 bin) sayilarinda 2014
yilina gore azalis goriilmiistiir. Ordekte % 0,4, kazda ise % 6,7 azalma gerceklesmistir
(Anonim 2016Q). 2015 y1li Tiirkiye kanatl eti (broiler) iiretimi ise diinyada 10. sirada yer
almaktadir (Nisha 2015). 2015 yili kanatl eti tiretimi 2,11 milyon tondur (Cizelge 1.2).
Kanatli et iiretiminin 1,97 milyon tonu broiler, 55,5 bini hindi eti ve 81,4 bini kdy ve
yumurta tavuklari, kaz ve 6rdek etleridir. 2015 kanatli eti tiretimi 2014 yilina gore % 1,2
artis gostermistir. Kanatl et tiretimi 2000 ile 2014 yillar1 arasinda 2,81 kat artmistir. Bu
artis broiler et iiretimine ve az miktarda da hindi ve diger kanath etlerine bagh
gerceklesmistir (Anonim 2017¢). Ordek eti iiretimi ise son yillarda giderek azalmistir
(Sekil 1.3, 2017d). 2015 yili kanatli eti tiretim oranlar sirasiyla soyledir, % 93,72’lik
dilimle broiler eti ilk siradadir. Ardindan hindi eti % 2,62’lik dilimle ikinci siradadir.
Ordek etinin de yer aldig1 kdy ve yumurta tavuklari ve diger etler kategorisi % 3,64 liik
dilime sahiptir (Anonim 2017c).

Cizelge 1.1. Tirkiye kanatli hayvan sayis1 (Milyon, Anonim 2016g).

Yillar Ylfl_n;\l;l:tlfc} E(télroTi?;’rl;k Hindi Kaz Ordek | Toplam
2006 58,698 286,121 3,227 0,830 0,525 349,401
2007 64,286 205,082 2,675 1,023 0,482 273,548
2008 63,365 180,916 3,230 1,063 0,470 249,044
2009 66,500 163,469 2,755 0,945 0,413 234,082
2010 70,934 163,985 2,942 0,716 0,397 238,974
2011 78,957 158,917 2,563 0,680 0,382 241,499
2012 84,677 169,034 2,761 0,676 0,357 257,505
2013 88,721 177,433 2,925 0,755 0,368 270,202
2014 93,751 199,976 2,990 0,912 0,400 298,030
2015 98,597 213,658 2,828 0,851 0,398 316,332




Cizelge 1.2. Tirkiye kanatl et tiretimi (Ton, Anonim 2017c).

Pilic Eti Koy ve Yumurta
Yillar (Brgner) Hindi Eti | Tavuklari, Diger | Toplam
Kanath Etleri
2000 662 096 23 265 57 021 742 382
2005 978 400 53 530 52 850 1084 780
2010 1419 000 33000 62 000 1514 000
2011 1645 000 31100 72 000 1748 100
2012 1716 000 45 200 80 000 1841 200
2013 1790 000 43800 87 000 1920 800
2014 1946 000 52 800 94 000 2 092 800
2015 1974000 55 500 81 400 2110 900
1
000 845 4o
800 689
546 520 494
g 0 429 416 404 4,
= 400 302
200
0

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Yillar

Ordek eti iiretimi

Sekil 1.3. Tiirkiye ordek eti tiretimi (Anonim 2017d).

Tiirkiye artan bir niifusa sahiptir. Tiirkiye niifusu 1950 yilinda 21 milyon iken 2016’da
79,8 milyona ulagsmistir. 2050 yilinda ise 93,5 milyon olmasi tahmin edilmektedir
(Anonim 2017e, Koca 2015). Diinya verilerinde bahsedildigi gibi, artan niifus egilimi
ayni zamanda artan tiiketim egilimi demektir. Tiiketimde temel gida kaynaklarindan olan
et onemli rol oynamaktadir. 2014 yil1 verilerine gore kisi basi et tiiketimi diinyada

ortalama 42,8 kg, gelismekte olan tlilkelerde ortalama 33,8 kg, gelismis iilkelerde ortalama

75,5 kg’dir (Koca 2015).




Tiirkiye’de 2014 yil1 kisi bast et tiikketimi 34,9 kg iken, kisi bas1 kanath et tiiketimi 22
kg’dir. Boylece tiiketilen etin % 63’ini kanathi eti olusturmaktadir. Kanatli eti
tiketiminde ordek etinin yeri 6nemsenmeyecek kadar azdir (Koca 2015). 2015 yili
kesilen kanatli hayvan sayisi (tavuk ve hindi) ise 94 bin olarak ger¢eklesmistir (Anonim
2016g). Tiirkiye’nin lojistik avantajindan ve helal sertifikasini tedarik etmesinden dolayzi,
kanatli endiistrisinde yiiksek bir ihracat potansiyeli vardir. Ornegin, Suudi Arabistan ve
AB gibi biiylik firsatlara sahiptir. 2012 yilindan beri ihracatta bir durgunluk olsa da 2007
ile 2011 yillar1 arasinda ihracat yaklasik 5 kat artmistir (Anonim 2013). 2015 yili toplam
ihracat miktar1 359,2 bin tondur. Kanatl eti ihracati, biiyiik 6lglide tavuk eti ve hindi eti
ayrica az miktarda da diger kanatli etlerine baglidir. Bunlarin disinda tavuk ayagi ve son
yillarda igslenmis iiriin (rendering) ihracatlar1 da vardir (Anonim 2016h). Yumurta ticareti
ise yumurtaci tavuga bagl olarak yapilmaktadir. 2014 yili yumurta ihracati1 279,4 milyon
tondur (Anonim 2015c). 2015 yili verilerine gore kanath sektoriiniin en fazla ihracat
yaptig1 tilkeler Irak (174,1 bin ton), Tiirk Cumhuriyetleri (28,8 bin ton), Rusya (22,1 bin
ton), Suriye (17,7 bin ton), Libya (16,2 bin ton), Birlesik Arap Emirlikleri (BAE, 11,3 bin
ton) ve Kongo Demokratik Cumhuriyeti (9,8 bin ton)’dir (Anonim 20161). Kanath
piyasasinin biiylimesi ihracatin biiylimesiyle gercekleseceginden yeni pazarlara ve bazi
pazarlarin gelistirilmesine ihtiyag vardir. Hedef pazarlarin basinda AB ve Japonya
bulunmaktadir. Diger hedef pazarlar ise Filipinler, Pakistan ve Cin’dir. AB, 10 y1l1 askin
stiredir hedef pazardir ancak bu birlige ihracatla ilgili yasal izinler bir tiirli
tamamlanamamistir. Ayrica, ihra¢ edilen tavuk ayaklarinin biiyikk kismi Cin’e
gitmektedir. Fakat aracilar ve ilave nakliye nedeniyle Cin ile ticaret yapilamamaktadir.
Bu yiizden 2014 yilinda Tiirkiye’nin ekonomik kayb1 13,6 milyon Amerikan dolaridir.
Benzer kayip Cin i¢in de s6z konusudur (Koca 2015).

Sonug olarak, kanatli iiretim potansiyelinin amaci Oncelikle insanlarin daha fazla et
tilkketmesini saglayarak hayvansal protein ac¢igini kapatmaktir. Bunlarin temelinde,
tiretimde maliyeti azaltacak ve birim hayvanda verimi artiracak unsurlara ihtiya¢ vardir.
Bunu saglamada kullanilacak en 6nemli araglarin basinda seleksiyon uygulamalar

gelmektedir.



Kanatli sektoriinde modern yetistiricilik uygulamalarinda en 6nemli amaclardan birisi
tizerinde durulan verim yonii bakimindan (et¢i-yumurtaci) performansi yiiksek olan hatlar
ya da irklar elde etmektir. Hayvanlarin tiretim degeri, onlarin belirli {iretim taleplerini
karsilayabilmesi ile belirlenir ve belirli bir siirede iiretimin kalitatif ve kantitatif
gozlenmesiyle Olgtiliir. Kanatlilarin tireme potansiyeli birka¢ parametre tarafindan
kontrol edilir. Sofralik ve kulugkalik yumurta iiretimi kanatli iireticileri i¢in onemlidir.
Bu siire¢ yumurta sayisi, yumurta verimi, yumurta dolliiliik oran1 ve kulugka randimani
gibi cok sayida es zamanli metabolik ve fizyolojik olaya baglidir. Bu 6zellikler, 6zellikle
cevresel faktorler gibi bircok faktor tarafindan etkilenir. Ancak, bugiine kadar yapilan
arastirmalarda elde edilen sonuglar verim ve iireme parametrelerinin genetik faktorlere
bagli oldugunu ortaya koymustur. Yumurta verimi iizerinde 6nemli etkilere sahip genler
arasinda prolaktin (PRL) geni ve prolaktin reseptor (PRLR) geni vardir. Bu genlerle
baglantili arastirmalar, faydali tireme 6zelliklerindeki molekiiler temelin anlagilmasina
katk1 saglar. Bu molekiiler genetik markirlarin kullanimi seleksiyondaki isabet derecesini
fazlasiyla artiir ve kanathilardaki iireme potansiyelinin en iist diizeyde ortaya
cikarilmasina katki saglar. Aday gen c¢aligmalar1 ve onlarin fenotipe etkisi markir destekli
seleksiyon (MAS, marker associated selection) igin temel olusturmaktadir (Wilkanowska
ve ark. 2014).

Bu arastirmada, Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarrmsal Uygulama ve Arastirma
Ciftliginde yetistirilen, Pekin 6rdeklerinde PRL geni (1. intron ve 5. ekzon) polimorfizmi
PCR-RFLP yontemi ile incelenerek bu lokus bakimindan genetik varyasyonun varliginin

tespit edilmesi amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Pekin Ordegi (Anas domesticus) Hakkinda Genel Bilgiler

Ordek, insanin ilk evcillestirdigi hayvanlardan birisidir (Akyiirek 1991). Diinyada 40°dan
fazla evcil ordek tiiri bulunmaktadir. Beyaz Pekin ordegi (Sekil 2.1), et ve yumurta
verimi yoniinde gelistirilmis en yaygm ordek irkidir (Stein 2012). Tiirkiye’de Pekin
ordegi denildiginde, Beyaz Pekin 6rdegi anlasildigindan o yiizden bu tezde sadece “Pekin
ordegi” terimi kullanilmistir. Tirkiye’ye 1984 yilinda Cin Halk Cumbhuriyeti’nden
getirilen 8’1 disi 1’1 erkek olan 9 adet Pekin o6rdegi Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi’na bagli aragtirma enstitiisii ve tarim isletmesi gibi kamu kurumlarinda
tiretilmeye baslanmis ve 1987 yilindan beri de yetistiriciligi yapilmaktadir (Akyiirek
1991). Pekin oOrdekleri koken olarak soguk iklimlerden gelmis olup suya yakin
yasamaktadir (Meulen ve Dikken 2004).

Sekil 2.1. Disi (A) ve erkek (B) Pekin 6rdekleri (Anonim 2017f).
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Tiirkiye’de Pekin ordekleri hemen hemen her bdlgeye uyum saglamakla birlikte
genellikle kiy1 kesimlerde yetistiriciligi yaygindir (Franceschini 2005). Pekin 6rdegi eti,
yumurtasi, karacigeri, tiiyleri ve giibresi i¢in yetistirilir (Anonim 2015d). Dis tilkelerde et
ve yumurta {lretimi i¢in kullanilmasina karsin Tiirkiye’de yumurtast pek lezzetli
bulunmadigindan sadece et iiretimi i¢in kullanilmaktadir. Ancak tavuk yumurtasina
alerjisi olan ¢ocuklarda ebeveynler 6rdek yumurtasini tercih etmektedir. Ayni alerji tiirli
ordek yumurtasinda goriilmemektedir. Boylece, c¢ocuklar sofralik  yumurta
tilkketebilmektedir (Isel 2017). Ayrica Pekin 6rdegi giibresinin havuz suyu ve sulama suyu
olarak kullanilmas1 baliklar ve bitkiler i¢in ok yararlidir. Ornegin, 6rdek havuzlarindaki
giibre ile aynal1 sazan yetistiriciligi yapilmasi ¢ok karli olmaktadir. Tiiyleri kremsi beyaz,
hafif ve yumusaktir, gaga ve ayaklari portakal rengidir. Bir Pekin 6rdeginden 100 gr temiz
tily alinmaktadir (Anonim 2015d). Ordekler, ¢ogu kanatli hastaliklarina dayanikli ve
nispeten direnglidir, bu ylizden yaygin bir asilama programlart yoktur (Stein 2012).
Tavuklar kitle halinde 6ldiiren hastaliklar, 6rdeklerde daha az goriilmektedir (Anonim
2015d). Ordekler, kanatlilarin ortak hastaliklar1 olan marek, infeksiydz bronsit, 16kosis
ve diger bazi solunum yolu hastaliklarindan etkilenmemektedir (Akytirek 1991). Fakat
altlik materyalinden kaynaklanan aspergilus enfeksiyonu, ayak pet yaniklari ve ayak pet
dermatitlerine kars1 hassas ve duyarhidir (Klein-Hessling 2007). Ordeklerin tavuk ve
hindiye gore yemden yararlanma orani daha iyidir (Erdem 2012). Pekin 6rdekleri, diger
kanatlilardan farkli olarak 1 birim yem tiiketirken 4 birim su tiiketir (Klein-Hessling
2007). Pekin ordekleri, viicut sicakligini dogru seviyede tutmak icin suya ihtiyag
duymaktadir. Hava sicakligi pekin o6rdekleri icin 10-15°C’den daha diisiik olmamalidir
(Meulen ve Dikken 2004). Ticari ordek eti giftlikleri tavuk eti ¢iftlikleriyle benzer
yogunlukta islemlere sahiptir. Ordekler, yanlari agik dogal havalandirma sistemli
kiimeslerden tamamen kapali iklim kontrollii tiinel havalandirma sistemli kiimeslere
kadar, farkli bariaklarda yetistirilebilmektedir. Ticari drdek eti iiretimi, bu yiizden hem
zamanda hem de sermayede Onemli yatirnm gerektiren tam zamanli 6zellesmis bir
isletmedir. Ordek eti endiistrisi, tavuk eti iiretimiyle karsilastirildiginda oldukca kiiciik
iken, yillik % 10-15’lik bir biiyiime oraniyla hizla biiyiimektedir. Bu biiyiime, yerli ve
kiiresel taleplerin artisiyla birlikte 6rdek eti ¢iftliklerini kanatli endiistrisine giivenli girisi

icin cazip bir segenek yapmaktadir (Stein 2012).
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Geleneksel ticari 6rdek g¢iftlikleri, parti bas1 10 000-50 000 adet kapasitelidir. Yerlesim
sikligr et¢i tavuklardan oldukca diisiiktiir. Etci tavuklarda m*’ye 16-21 adet tavuk
diiserken, ordeklerde m*’ye 5 ordek diismektedir. Pekin 6rdegi kulucka siiresi 26-28
giindiir (Stein 2012). Pekin 6rdegi yumurtalar1 kulugkada ilk 25 giin gelisim makinesinde
tutulur, sonraki 3 giin ise ¢ikis makinesine alinir. 28’inci giinde civciv ¢ikigi baslar
(Anonim 2015d). Disiler ve erkekler genellikle 1 giinliik yasta kiimese nakledilir (Klein-
Hessling 2007). 1 kg 6rdek eti tiretimi i¢in 2,15 kg yem gerekmektedir (Stein 2012). Disi
Pekin ordekleri 8 haftalik yasta, erkek Pekin ordekleri 9,5 haftalik yasta kesim
olgunluguna erisir (Meulen ve Dikken 2004). Kesim agirlig1 ortalama 2,95 kg’dir (Stein
2012). Pekin 6rdegi eti oldukga yaglidir (Meulen ve Dikken 2004). Yumurta {iretimi i¢in
yaklagik 15 haftalik yasta, erkekler disilere tanitilir (Klein-Hessling 2007). Hayvanlar 20
haftalik olunca, iriligine, gogiis genisligine, bacaklarmin saglamligina bakilir ve iyi
olanlar damizliga ayrilir (Anonim 2015d). Damizlik disi ve erkekler, genellikle 18-20
haftalik yasta ¢iftlestirilir. Yumurta tiretimi 23 haftalik yasta baslar. 25-26 haftalik yasta,
disilerin yaklasik % 10’u yumurta iiretir. % 90’1n lizerindeki pik yumurta iiretimine
yaklagik 32 haftalik yasta ulasilir. Pekin 6rdeklerinin yetistirme ¢iftliklerinden yumurta
ciftliklerine transferi gecikirse disiler zemin fiizerine yumurtlamaya baglar. Dogal
ciftlestirmede erkek/disi 5 disiye 1 erkek olmalidir. Glintimiizdeki Pekin 6rdeklerinin
tireme performansi, broiler ve hindi yetistiriciligiyle karsilastirildiginda, et tipi kanath
tiirii i¢in ¢ok yiiksektir. 42 haftalik yumurtlama periyodunda disi bas1 ortalama yumurta
verimi 230 adettir. Fertilite (12. giinde 1s18a tutulan) ortalama % 94-96’dir. Fertil
yumurtalarin  kulucka performans: ortalama 9% 85-87 arasindadir. Pekin o6rdegi
yumurtalari, broiler yumurtalarindan ¢ok daha biiyliktiir. Yumurta agirhg 78-95 ¢
arasindadir ve ortalama 86 g’dir. Pekin drdekleri disi bagina ortalama 165-175 adet palazi
kolayca firetebilir. Ancak besleme programindaki problemlerden dolayr ovidukt
prolapsusu gozlemlenebilir, bu durum bazen 6liimle sonuglanabilir. Parent stok yasam
giicti, yetistirme periyodunda disi ve erkek i¢in % 96, yumurtlama periyodunda disi igin
% 90-94, erkek icin % 96-98°dir. Pekin 6rdegi baslangigta (1-3 hf.) 2800 Kcal/kg,
biiyiimede (4-8 hf.) 2750 Kcal/kg, gelisimde (9-20 hf.) 2700 Kcal/kg ve yumurtlamada
(21-devam hf.) 2650 Kcal/kg metabolik enerjiye gereksinim duymaktadir (Klein-
Hessling 2007).
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Sonug olarak, biiylime hiz1 yliksek, yemden yararlanma orani iyi, bakim ve beslenmeleri
kolay, hastalik riski tavuklardan daha az olan ve lezzetli eti ile liiks restoranlarda yiiksek
fiyat bulabilen Pekin ordeginin giinliik palaz liretimine hiz verilmesi gerekmektedir
(Akyitirek 1991). Fakat bunu yaparken, halkin tiiketim tercihini tavuk etinden 6rdek etine
dogru ¢cekmek oldukga zordur. Cilinkii giiniimiizde 6rdek eti tiiketimi kirsal kesimlerde
geleneksel aile yetistiriciliginden ileri gelmektedir. Sehir halki hemen hemen hi¢ 6rdek
eti tilketmemektedir. Ordek eti, bir zamanlar piyasaya siiriilmiistiir fakat yeterli diizeyde
alicis1 olmamistir. Bunun sebebi ise sehirlesmeden kaynaklanan, eski damak tadlarinin
unutulmasidir. Bunu tekrar kazanmak, bu sektorii ayakta tutacaktir. Bu yiizden Ziraat
Miihendisleri, ticari yetistiriciler ve geleneksel yetistiriciler tarafindan giiglii bir
bilgilendirme ve tanitim ¢abas1 icerisine girilmesi gerekmektedir. Eger tiiketicilerden
yeterli talep alinirsa, bu sektoriin gelismesi miimkiin olacaktir. Bdylece Ziraat
Miihendisleri ve yetistiriciler i¢in yeni is ve istihdam olanaklar1 saglanacaktir. Ayrica

bilimsel calismalar i¢in uygulama alan1 kazandirilmis olacaktir.

2.2. Polimorfizm

Polimorfizm, Yunanca ¢ok anlamina gelen “poly” ve sekil anlamina gelen “morphe”
kelimelerinden tiiretilen bir terimdir ve ¢ok sekillilik anlamina gelmektedir. Polimorfizm
dil bilimi, bilgisayar bilimi, biyoloji, genetik ve kristalografi gibi ¢esitli disiplinlerde
kullanilmaktadir. Canli bilimlerinde iki farkli polimorfizm tiirii biiyiik rol oynamaktadir.
Bunlar, DNA dizi polimorfizmleri ve kristal madde polimomorfizmleridir (Hilfiker
2006). Bir hayvan tiiriiniin kalitsal biyokimyasal sistemleri arastirildiginda, ayni tiir
icindeki bireyler arasinda s6z konusu sistemler bakimindan bir varyasyon gozlenebilir.
Bu durumda aragtirilan populasyon iizerinde durulan 6zellik bakimindan heterojendir.
Yani soz konusu oOzellik polimorfizm gosterir (Elmaci 1995). Genel bir tanimla,
populasyonda yaygin olarak meydana gelen molekiiler varyantlar polimorfizm olarak
isimlendirilir. Polimorfizm agisindan degerlendirilen lokuslarin mutlaka fonksiyonal bir
gen olmasi gerekmez. Cogu genetik polimorfizmler organizmanin fenotipi iizerinde
herhangi bir etkiye sahip degildir, bunlar "normal varyasyon™ olarak isimlendirilir
(Walker ve Raply 2009).
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Polimorfizmler, bir tiiriin bireylerindeki DNA dizi degisikliklerine katkida bulunurlar
(Acar 2015). Ogden (1961) Ford’a gore polimorfizmi, “Populasyondaki dengenin bir
irtintidiir ve kesikli varyasyon gosteren herhangi bir 6zelligin (kalitatif) iki ya da daha
fazla formunun populasyonda ayni anda ve sadece tekrarlanan mutasyonlarla
aciklanamayan oranlarda bulunmasini ifade eder.” seklinde tanimlamistir. Ayala ve Kiger
(1980), polimorfizm ile ilgili olarak iki 6l¢iitten bahsetmekte ve ele alinan lokusun, bu
Olclitlerden birine uymasi halinde polimorfik sayilacagini bildirmektedir. Bu oOlgiitlerden
birine gore, calisilan 6rnekte yaygin allelin frekansinin % 95’1 gecmedigi hallerde bu
lokus populasyonda polimorfik olarak kabul edilmektedir. ikinci &lgiitte ise sinir degeri
% 99’dur (Elmaci 1995).

Degisken ve dengeli olmak {izere iki tip polimorfizm s6z konusudur (Elmaci 1995):

1. Degisken Polimorfizm: Nadir olan bir gen muhtemelen ¢evre kosullarin
degismesi ile populasyonda yayilir. Bu populasyon arastirildigi anda, yayginlasan
gen orta frekansa ulasmistir ve populasyon bu 6zellik bakimindan gergek bir
polimorfizm gosterir. Ancak bu durum gecicidir, ¢iinkii genin yayilma siireci
devam eder. Bunun tersi olarak, yiiksek frekanstan diisiik frekansa geciste de ayni
durum sz konusudur.

2. Dengeli Polimorfizm: Daima zit etkili selektif giicler arasindaki bir dengenin
driintidiir. Dengenin selektif giiclerden birinin lehine degismesi halinde,

populasyon degisken polimorfizm durumuna geger.

2.3. PRL Geni ve PRL Geninin Kanath Uretim Ozelliklerindeki Rolii

Kanatlilarda PRL geni ikinci kromozom {iizerinde yer almaktadir. 10 kb boyutunda olan
5 ekzon ile 4 introndan olusan 6rdek PRL geni 229 amino asidi kodlamaktadir (Sekil 2.2).
Bu gen iki regiilator bolge, proksimal ve distal gelistirici (enhancer)lerden olusmaktadir.
PRL geninin distal segmenti, transkripsiyonel aktivitenin % 99’undan sorumludur. PRL
geni, simdiye kadar ¢esitli kanatl tiirlerinden (tavuk, hindi, bildircin, 6rdek ve giivercin)

klonlanmistir (Wilkanowska ve ark. 2014).
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Sekil 2.2. PRL gen yapis1 (Anonim 2017g).

Ordek PRL geni, tavuk (% 92,0), hindi (% 91,7) ve bildircin (% 91,4) PRL geni ile
karsilagtirildiginda ¢cDNA seviyesindeki dizi benzerligi birbirlerine oldukc¢a yakin
bulunmustur. Ordek PRL geni, tavuk (% 95,5), hindi (% 92,5) ve bildircin (% 95,5) PRL
genleriyle karsilastirildiginda genel bir benzerlige sahiptir. Kanatli PRL geni klonlanip
dizisinin belirlenmesi ile birlikte, cogu arastirma bu gendeki yeni polimorfik bolgelerin
tanimlanmasi iizerine yogunlasmis ve PRL gen dizisindeki intron ve ekzonlarda ¢ok
sayida mutasyon saptanmustir (Cizelge 2.1, Wilkanowska ve ark. 2014). Tavuklar ile
yapilan arastirmalar (Cizelge 2.1), 2. ekzondaki tek niikleotid polimorfizimlerin (SNPs)
kulugkadaki viicut agirligi ve esey olgunluk yas1 ile ve 5. ekzondaki SNP’lerin yumurta
sayist ile ilgili nemli bir iliskisi oldugunu gdstermistir (Rashidi ve ark. 2012). Ordekler
ile yapilan arastirmalar (Cizelge 2.1) ise, 1. introndaki SNP’ler yumurta kabuk giicii ve
yumurta agirligi ile ve 5. ekzondaki SNP’ler yumurta verimi ve yumurta agirligi ile iligkili
oldugunu ortaya koymustur. Cogu PRL geni polimorfizmleri 5’-flanking bolgesi, 3’-
flanking bolgesi ve sinyal peptid kodlama boélgesinde bulunmustur (Wang ve ark. 2011,
Li ve ark. 2009). Kazlarda yumurta verimi ile PRL genindeki 5’-UTR’deki G-10T lokusu
arasinda iliskili olabilecegi ortaya konulmustur (Chen ve ark. 2011).
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PRL geni promotor bolgesindeki 24 bg¢’lik bir insersiyon, kanatlilarda yumurtlama
yogunlugu ve gurkluk davranigiyla pozitif iligkili bulunmustur (Kulibaba ve Podstreshnyi
2012, Jiang ve ark. 2009). PRL lokusu ile yapilan arastirmalar sonucunda Jiang ve ark.
(2005), “PRL geni tavuklarda gurkluk karsit1 yetistiricilikte genetik bir marker olabilir.”

sonucuna varmistir.

Cizelge 2.1. Kanatlilarda PRL lokusu ile iliskili olan bazi 6zellikler (Wilkanowska ve

ark. 2014).

Gen Tiirler | "ONMOMNZM | oo il zellik Kaynak
Bolgesi
Genin 358 Cui ve ark
bolgesindeki | Yumurta liretimi '
; 2006
In/Del
Jiang ve ark.
Promotor Gurkluk 5005
Kulugkadaki
Tavuk viicut agirligi,
2. ekzon esey olgunluk Rashidi ve
PRL yast ark. 2012
(2. Kromozom) 5. ekzon Yumurta sayist
SUTR Chego\ie1 ark.
Yumurta tiretimi -
Kaz 5_flanking Jiang ve ark.
2009
1. intron Kabuk 'guc'u | wang ve ark.
Yumurta tiretimi,
5. ekzon murta asirlis 2011
Ordek yu Elrig .
1. intron Yumurta agirhigi Live ark.
' 2009

PRL geninin 5’-flanking bolgesindeki dizi varyasyonu, transkripsiyon baglanti
alanlarindaki degisikliklerle sonuclanabilir ve PRL hormonu salgilanmasma katki
saglayabilir. Kanatlilarda ve memelilerde yapilan arastirmalarda, PRL gen
ekspresyonunun diizenlenmesi i¢in PIT-1 (Hipofiz bezi spesifik transkripsiyon faktorii-
1, pituitary-specific transcription factor-1), CCAAT- gii¢lendirici baglayici protein,
Ostrojen reseptorleri ve diger proteinlerin ¢ok dnemli oldugu bulunmustur (Rashidi ve

ark. 2012).
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Tavuklar ile yapilan ¢alismalar, PRL geninin hipotalamus, hipofiz bezi, yumurta kanali
ve yumurtalikta ekspresse oldugunu ortaya koymustur. En yiiksek ekspresyon ise hipofiz
bezinde gozlenmistir (Li ve ark. 2009). Benzer sekilde kazlardaki bir ¢alismada, en
yiiksek PRL seviyesi hipofiz bezinde, ardindan hipotalamus ve en az da yumurtalikta
bulunmusgtur. PRL geninin ekspresse olmasiyla PRL hormonu olusur. PRL hormonu, 199
amino asitten olusur ve molekiiler agirligi 23 kDa’dur. PRL hormonunun cDNA dizisi ve
amino asit kompozisyonu farkli kanatl tiirleri arasinda yiiksek derecede homoloji

gostermektedir (Cizelge 2.2, Wilkanowska ve ark. 2014).

Cizelge 2.2. Kanatli PRL genlerinin amino asit benzerligi (%) ve cDNA dizi homolojisi
(Wilkanowska ve ark. 2014).

Tavuk Kaz Ordek Hindi

Tavuk - 93,0 94,0 91,0

Kaz 92,0 - 98,5 92,0

Ordek 91,6 98,4 s 92,0
Hindi 94,9 92,2 91,7 -

Bu hormon esas olarak, 6n hipofiz bezinde sentezlenir. PRL hormonunun belirli bir
miktar1 timiis (boyun alt1 bezi), dalak, lenfositler ve epitel hiicrelerde bulunmustur.
Prolaktin salgis1 kanatlilarda uyku, hareket ve kulugka esnasinda artar. Tavuklarda ve
hindilerde plazma prolaktin seviyesi, genel olarak kuluckadan sonraki ilk 2-3 hafta
yiiksektir, yarka periyodunda azalir, seksiiel olgunlugun baslangiciyla artar ve sonra
yetiskinlikte azalir. Ayrica, PRL’in retinada ekspresse oldugu da gozlenmistir.
Kanatlilardaki PRL salgisi, agirlikli olarak PRL salgilatici faktorlerle diizenlenir. En iyi
karakterize olan PRL salgilatict faktorler, VIP (Damar etkinlestirici barsak peptid,
vasoactive intestinal peptide), DA (Dopamin) ve 5-HT (Serotonin, 5-
hydroxytryptamine)’dir. Kanatli tiirlerindeki PRL salgisi, hipotalamusun etki ettigi
uyarici kontroliin altindadir. Kanatlilarda, hipotalamusun aktif salgilarindan bir ya da
daha fazla PRL salgilayici faktor (PRF) ve PRL inhibe edici faktor (PIF) tanimlanmustir.
Hipotalamus salgilarindan VIP, bir¢cok kanath tiirlerinde PRL salgilanmasini ve

ekpresyonunu in vivo ve in vitro olarak uyarir (Wilkanowska ve ark. 2014).

17



PRL salgilama yetenegi disinda, VIP kanatl tiirlerinde PRL gen ekspresyonunu uyarir.
Ancak VIP, PRL salgisinin diizenlenmesinde ana faktor olusturmaz. PRL, ayn1 zamanda
hipotalamus tarafindan etkilenir. PRL salgilanmasi, hipotalamus tarafindan salgilanan
DA tarafindan inhibe edilir. DA reseptOr antagonisti (zit) ya da reseptor blokaj etkeni ile
tedavi edilen tavuklarin, PRL salgisinin inhibe edilmesi tarafindan gurklugu sonlanir.
Ayrica, kanatl tiirlerindeki PRL salgisini uyaran diger bir faktér de 5-HT dir. Ancak 5-
HT, PRL salgilanmasina neden olan hipofiz bezi tizerine direk olarak etki etmez. PRL
salgilanmasindaki serotonerjik uyari, PRF olan VIP tarafindan olusmaktadir

(Wilkanowska ve ark. 2014).

PRL salgilanmasini etkileyen diger faktorlerden biri de cevresel faktorlerdir. Ornegin,
strese neden olan 1s1k ve ses uyarimi gibi gesitli faktorler sayilabilir. Strese neden olan
faktorler PRL hormonu dolasimim etkiler. Kanatlilarda, kisa donemde olusan stres
faktorlerine olan tepkide PRL hormonu seviyesi sik sik azalir. Is1 stresine maruz kalan
kanathilardaki tireme performansinin azalmasi, kismen PRL salgisinin artmasiyla iliskili
olabilir. Diger 6nemli ¢evresel faktor 1sik, kanatl tiirlerinde PRL hormonu salgisini
uyarir. Pekin oOrdekleri, giivercin ve bildircin serumdaki prolaktin seviyesini
fotostimiilasyon (1s1kla uyarim) ile artmistir. Kanatlilardaki PRL salgisinin 1s1kla uyarimi
yetistirme periyodu sonunda etkisini kaybedebilir. PRL, ¢esitli aktivitelere sahiptir. Bu
hormonun 300°den fazla farkli fonksiyonu oldugu saptanmus ve smiflandirilmistir. Ureme
siireci ve parental bakim iizerine 6nemli etkileri olan PRL, hormonal ve hiicresel
bagisiklik tizerinde de pozitif etkiye sahiptir. Aym1 zamanda tavuklarda bagisiklik

sisteminin gelisiminde 6nemli bir rol oynayabilir (Wilkanowska ve ark. 2014).

PRL, kanathilarda ovaryum (yumurtalik) folikiillerinin biiylime ve gelisimini engeller.
PRL konsantrasyon dolasimindaki artis, ovaryum regresyonuna (yumurtalik gerilemesi)
sebep olur. PRL, ayrica gurklugun baslangiciyla ayni anda olan ibik gelisiminin
gerilemesinden ve LH ve ovaryum steroidleri konsantrasyonunun azalmasindan

sorumludur. Bu durum kuluckada ortaya ¢ikmaktadir (Wilkanowska ve ark. 2014).
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Kandaki PRL konsantrasyonunun siirekli yiikselisi, hipotalamik GnRH (Gonadotropin
releasing hormon) seviyelerindeki azalisa, LH salgisinin yok olmasina ve steroidogenik
enzimlerin ekspresyonuna katki saglar. Ayrica, PRL su-elektrolit metabolizmasinin ve
enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev alir. PRL, spermatazoa olusumunu
etkiler ve testislerin biiylimesini uyarir. PRL fizyolojik siireci, ancak PRL salgilanmasini
etkileyen faktorlerin bir digeriyle interaksiyona (etkilesim) girdigi zaman ve onlarin
interaksiyonu dengede oldugunda, normal bir planda seyreder. PRL, giivercinlerde —halk
arasindaki adi kursak siitii olan- siit liretimini uyarir, yuvalanma i¢giidiisii ve gurklugun
baglatmasi lizerine etkiye sahiptir. Endokrin sistemin ana fonksiyonu gurklugu
gelistirmektir. Gurklugun gelisimi ise, artan plazma PRL konsantrasyonunun bir
sonucudur. Kanathlarda ovaryum gerilemesine yol acan yani yumurta gelisimi ve
yumurtlamanin engellenmesine sebep olan 6n hipofiz bezinden salgilanan gonadotropin,
yiikksek plazma prolaktini tarafindan engellenir. Pek ¢ok calismada, plazma PRL ile
tavuklardaki yumurtlama performansi arasindaki iligki dogrulanmistir. Avyrica,
kanathilardaki gurkluk stereotipical (beylik) davranislarla iligkilidir. Gurklugu etkileyen
bu davranislar yuva kullanma siklig1, azalan beslenme ve su alimi, saldirganlik ya da
savunma davranislari, karakteristik gidaklama ve viicut sicakli§inin artmasi seklindedir.
Biitiin bu davranislar yiiksek plazma PRL ile iliskili olabilir. PRL seviyesinin artmasi,
kanatl endiistrisinde 6nemli ekonomik kayiplara yol acan yumurta iiretiminin tamamen
durmasiyla iliskilidir. Kan PRL konsantrasyonu, gurklugun baslangicindan ve
biliylimenin devam etmesinden 6nce hizli bir sekilde artar. Sonra, tavuklarin kulugkadan
¢ikmasindan once hizli bir sekilde diiser. Kandaki PRL seviyesi, iireme davraniginin
baglamasinda 6 ile 10 kat artar. PRL hormonu, sadece gurklugun baslangicinda pik
seviyeye ulasir, yumurtlama periyodunda oldugu gibi, bu durumu izleyen 2 ya da 3 hafta
igerisinde normal seviyeye hizli bir sekilde diiser ve kalan seviye gurklugun sonuna kadar

degismez (Wilkanowska ve ark. 2014).

Sonug olarak, genetik 1slah 6zellikle kanatli yetistiriciliinde ve yumurta {iretiminde
genel olarak ekonomik performansi ve iireme 6zelliklerini artirmay1 hedefler. Molekiiler
genetigin hizli gelisimi ve bu alanda yapilan hayvan 1slahi ¢alismalari, gok miktarda yeni
genomik bilginin gozlenmesi, hayvanin genetik ve damizlik degeri tahmininin daha

biiyiilk dogrulukla yapilmasina izin verir. Son birkag yilda yiiriitiilen c¢aligmalar,
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kanatlilardaki ¢ogu iireme karakteristiklerinin sekillenmesinde PRL geninin direk ve
dolayli olarak yer aldigmmi kanitlamigtir. Arastirma sonucunda bu genler, {ireme
karakteristiklerinin aday markirlar1 olarak dikkate alinmistir. Tanimlanan genetik ve
fizyolojik faktorlerin daha iyi anlasilmasi i¢in, disilerdeki PRL geninin etkili ekspresyonu
tireme performansini diizenleyici pratiklerin gelistirilmesine ve yumurta iiretiminin karli
seviyelerde siirdiiriilmesine yardimci olabilecegi sonucuna varilmistir (Wilkanowska ve

ark. 2014).

2.4. Kanathlarda PRL Geni Polimorfizm Calismalari

Mazurowski ve ark. (2016), oérdeklerde (Muscovy, Pekin ve Mulard, n = 146) PRL geni
polimorfizminin bazi1 morfolojik 6zelliklerle iliskisini ve drdeklerin biiyiime performansi
lizerine yasin etkisini arastirmistir. RFLP yontemi ile 1. intron lokusunda {i¢ genotip ve
5. ekzon lokusunda bir genotip bulunmustur. TT genotipli Pekin 6rdeklerinde bacak ve
goglis kemigi uzunlugu, TG genotiplilerden daha yiiksek bulunmustur. Mulard
ordeklerinde, 1. intron polimorfizmi 10 ve 12 haftalik yastaki viicut agirligir ve bacak
uzunlugu tizerinde etkili bulunmustur. Muscovy ordekleri, 7 haftalik yasa kadar Pekin ve
Mulard ordeklerinden gévde uzunlugu, gogiis ¢evresi, gogiis kemigi uzunlugu ve bacak

uzunlugu degerleri bakimindan daha hafif ve daha diisiik bulunmustur.

Indriati ve ark. (2016), 6rdeklerde (Pekin, Mojosari ve Pekin X Mojosari, n = 168) PRL
geni 3. intron, 4. intron ve 4. ekzondaki polimorfizmleri aragtirmistir. PCR-RFLP yontemi
kullanilarak 6 SNP bulunmustur. Delesyon 3724A ve delesyon 4031A, G-3941T, A-
3975C ve A-4110T polimorfik bulunurken, insersiyon 3939A monomorfik bulunmustur.

Zhang ve ark. (2015), érdeklerde (Muscovy, n = 3138) yumurta iiretimiyle iligkili oldugu
diisiiniilen GH, PRL ve PIT-1 genlerinin 5’-flanking bolgesindeki polimorfizmleri
arastirmistir. Muscovy 6rdeklerinin disi populasyonunda GH, PRL ve PIT-1 genlerinin
5’-flanking bolgesinde 5 SNP bulunmustur. Arastirma sonuglarinda GH geni C-515G
mutasyonu, 59 haftalik yastaki drdeklerde yumurta sayis1 (E59W) ve 300 giinliik yastaki
ordeklerde yumurta sayist (E300D) ile 6nemli derecede iliskili bulunmustur. GH geni C-
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441T mutasyonu, E59W ile 6nemli derecede iligkili bulunmustur. PRL geni T-884C ve
T-335C mutasyonlar1 ilk yumurtlama yas1 (A1D), ES9W ve E300D ile 6nemli derecede
iliskili bulunmustur. Muscovy érdekleri GH ve PRL genlerinde bulunan 4 SNP, ESOW’yu
artmasi1 amaciyla markir olabilecegi diistiniilmiistiir. ES9W ve A1D arasinda giiglii pozitif
bir iliski varken, ES9W ve AlD arasinda negatif bir iligski vardir. Boylece, A1D igin

gelistirilen seleksiyon ayrica ES9W’yi artirmalidir sonucuna varilmastir.

Abdi ve ark. (2014), tavuklarda (Bat1 Azerbeycan yerli tavuklari, n = 200) PRL ve NPY
genleri polimorfizmi ile baz1 tireme 6zellikleri arasindaki iliskiyi PCR-RFLP yontemine
gore arastirmistir. PRL geni promotor bolgesinde transisyon mutasyonu (C—=>T) ve NPY
geni transkripsiyon baslangi¢ bolgesinde 4 bg’lik bir delesyon bulunmustur. PRL geninde
iki genotip (CC, CT) bulunurken, NPY geninde ii¢ genotip (AA, Aa, aa) bulunmustur.
PRL ve NPY genleri i¢in C ve a allel frekanslar1 sirasiyla 0,78 ve 0,73 olarak
bulunmustur. Polimorfizm bélgeleri ile iireme 6zellikleri (12 haftalik yastaki viicut
agirligy, seksiiel olgunluk yasi, yumurta sayist ve ortalama yumurta agirligi) arasinda
herhangi bir iligki bulunmamistir. Bu nedenle PRL ve NPY genlerindeki bu

polimorfizmler iireme 6zellikleri i¢cin uygun marker olamayacagi sonucuna varilmistir.

Irma ve ark. (2014), oérdeklerde (Pekin, Mojosari ve Pekin X Mojosari, n = 168) PRL
geninde bulunan 1. intron, 2. intron ve 2. ekzon boélgelerindeki polimorfizmleri
arastirmugtir. Ordeklerin tiimiinde ve her iki cinsiyetinde 2. introndaki 2001 bg¢’lik

bolgede A insersiyon oldugu saptanmistir.

Fahti ve Elyasi-Zarringhobaie (2014), hindilerde (Fars Yerli Hindi, n = 115) PRL geninin
promotor bdlgesindeki polimorfizmlerin yumurta performansiyla iligskisini PCR-SSCP
teknigine gore arastirmis ve D (0,67) ve I (0,33) olmak iizere iki allel saptamistir. DD, II
ve ID genotip frekanslar1 0,385, 0,044 ve 0,571 olarak bulunmustur. Arastirma sonucunda
yumurta tiretimiyle genotipler arasinda dnemli bir iliski oldugu saptanmis ve II genotipli
hindiler, DD ve ID genotiplilerden daha yiiksek yumurta iiretimine sahip oldugu

gozlenmistir.
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Chuekwon ve Boonlum (2014), 6rdeklerde (Khaki Campbell, n = 60) PRL geni (5’-
flanking, 1. intron, 2. intron, 4. intron, 2. ekzon, 4. ekzon, 5. ekzon ve 3’-flanking)
polimorfizminin yumurta tiretimiyle iligskisini PCR-RFLP y6ntemi kullanarak arastirmis
ve sadece 1. intron bolgesinde polimorfizm (C-359A) bulmustur. Bulunan ii¢ genotipten
(GG, GT ve TT), GG (0,56) genotipinin ve G (0,74) allelinin frekansi en yiiksektir. C-
359A mutasyonu ile 300 giinliik yastaki ordeklerde yumurta sayisi onemli derecede
iligkili bulunmustur. GT genotipli 6rdekler, GG ve TT genotiplilerden yumurta {iretimi

daha yiiksek bulunmustur.

Lotfi ve ark. (2013), bildircinlarda (Japon bildircini, n = 194) PRL geni polimorfizmi ile
bazi iireme Gzellikleri arasindaki iliskiyi arastirmistir. PRL geni 3. intron ve 3. ekzon
bolgelerinde 358 niikleotid pozisyonunda 24 bg’lik bir indel (insersiyon I, delesyon D)
bulunmustur. I ve D allel frekanslar1 sirastyla 0,52 ve 0,48 olarak ve II, ID, DD genotip
frekanslari sirasiyla 0,10, 0,85, 0,05 olarak bulunmustur. II ve ID genotipleri yumurta
sayist ile onemli derecede iliskili bulunmustur. Diger taraftan {i¢ genotip ile diger lireme
ozellikleri (sekstiel olgunluk yasi, viicut agirligi, yumurta agirhigi) arasinda onemli
derecede iliski bulunmamigtir. PRL geni polimorfizmi, bildircinlarda yumurta iiretimini

gelistirmek i¢in markir olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

Live ark. (2013), tavuklarda (Recessive White ve Qingyuan Partridge, n = 323) PRL geni
polimorfizmi ile yumurta tiretimi arasindaki iligkiyi aragtirmistir. PRL geni 5. ekzonda
PCR-LDR (ligaz saptama reaksiyonu) yontemi kullanilarak 2 SNP (T-8052C ve G-
8113C) bulunmustur. T-8052C ve G-8113C mutasyonlari, ilk yumurta yas1 ve 300 giinliik
yastaki yumurta sayisi ile dnemli derecede iligkili bulunmustur. PRL genindeki 2 SNP’nin
yaninda onlarin haplotipleri de tavuklarda yumurta {iretim 6zellikleri i¢in markir olarak

kullanilabilecegi sonucuna varilmaistir.

Bagheri-Sarvestani ve ark. (2013), tavuklarda (Fars yerli tavuklari, n = 100) PRL geni
polimorfizmi ile yumurta iiretimi arasindaki iliskiyi aragtirmistir. PRL geni promotor
bolgesinde 2 SNP (C-2161G, C-2402T) ve 358 niikleotid pozisyonunda 24 bg’lik bir indel
PCR-RFLP yontemi ile ortaya ¢ikarilmistir. C-2161G bolgesinde C (0,68) ve G (0,32)
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olmak iizere iki allel ve CC (0,464), CG (0,435) ve GG (0,101) olmak iizere ii¢ genotip
bulunmustur. C-2402T bolgesinde C (0,66) ve T (0,34) olmak flizere iki allel ve CC
(0,437), CT (0,448) ve TT (0,115) olmak iizere ii¢ genotip bulunmustur. 358 niikleotid
pozisyonunda bulunan 24 b¢’lik indel i¢in I (0,65) ve D (0,35) olarak iki allel ve 1l
(0,417), ID (0,457) ve DD (0,126) olarak ti¢ genotip bulunmustur. Arastirma sonucunda

SNP’ler ve indel genotipleri ile yumurta {liretimi arasinda énemli bir iliski bulunmustur.

Zhang ve ark. (2012), tavuklarda (Erlang Mountainous yumurtaci tavuk, n = 396)
yumurta iiretim 6zellikleri iizerine PRLR geninin genetik etkisini PCR-SSCP yontemine
gore incelemistir. 6 adet SNP bulunmustur ve bu SNP’lerin tavuk yumurta {iretim
ozellikleriyle iligkisi genel linear model {izerinde calisilmistir. P1 lokusunda ti¢ adet SNP
(G-14952A, A-14969C ve G-14984A), P2 lokusunda iki adet SNP (G-17560A ve T-
17626A) ve P3 lokusunda bir adet SNP (T-20868C) bulunmustur. 6 Haplotip, 6 SNP’nin
temelinde yeniden diizenlenmistir. Genel linear model analizi, baz1 yumurta {iretim
ozellikleriyle iligkili belirli genotiplerin ve haplotiplerin 6nemli iliskileri oldugunu
gostermistir. Tavuk PRLR gen polimorfizmlerinin yumurta iiretim 6zellikleriyle iliskili
oldugu ve tavuk yetistiriciliginde molekiiler markir olacak potansiyele sahip oldugu

sonucuna varilmistir.

Chang ve ark. (2012), 6rdeklerde (Tsaiya n = 312) PRL geni polimorfizmi ile bazi ireme
ozellikleri arasindaki iliskiyi arastirmigtir. PRL geni 1972 bg’lik bolgesindeki intronlarda
PCR-SSCP (tek eksen konformasyon polimorfizmi) yontemi kullanilarak 5 SNP (T-
295C, G-309T, C-381A, G-3941T ve A-3975C) ve 5’-UTR’de 1 SNP (T-233C)
bulunmustur. Her bir SNP en az bir 6rdek tireme 6zelligiyle iliskili oldugunu gostermistir.
SNP’lerin yapilan haplotip kombinasyonlar1 40 haftalik yastaki yumurta agirligs, fertilite
orani ve fertilite devamlilig: ile iligkili bulunmustur. Boylece bu arastirma, PRL geni
yumurta agirlhigi ve fertilite ile iligkili 6zelliklerin diizenlenmesinde 6nemli bir rol
oynadig1 ve ordek seleksiyonunda MAS programinda potansiyel bir markir olabilecegini

diistindlirm{istiir.
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Wang ve ark. (2011), 6rdeklerde (Shanma, Shaoxing, Youma, Jinyun, Jingjiang ve Beyaz
Liancheng X Beyaz Kaiya F2 populasyonu, n = 519) PRL geni polimorfizmi ile yumurta
tiretim ozellikleri arasindaki iliskiyi arastirmistir. Arastirmada 12 adet SNP (5°-flanking
bolgesinde C-213T, 2. ekzonda A-1842G, 4. ekzonda A-3869G, 5. ekzonda C-5961T, 1.
intronda T-295C, C-381A ve A-412G, 2. intronda T-2231C, 4. intronda C-3949T, T-
3988G ve T-4009C ve 3’-flanking bolgesinde T-6052A) PCR-SSCP yontemi kullanilarak
bulunmustur. C-381A ve C-5961T bdélgelerindeki polimorfizmler ise sirasiyla Xbal ve
Pstl enzimleri kullanilarak PCR-RFLP yontemiyle belirlenmistir. F2 populasyonundaki
C-5961T polimorfizmi, yumurta {iretimi ve yumurta agirligi ile dnemli derece iliskili
bulunmustur. CC genotipi CT genotipinden daha yiiksek yumurta {iretimine ve daha
biiylik yumurta agirligina sahip oldugu bulunmustur.

Li ve ark. (2009), ordeklerde (Gaoyou, n = 400) PRL geni polimorfizmi ile yumurta
performansi arasindaki iliskiyi incelemistir. PRL geni 1. intronda bir adet SNP PCR-
RFLP yontemi ile bulunmustur. PRL geninin 1326 b¢’lik bolgesinde A T/C mutasyonu
ve ti¢ genotip (AA, AB ve BB) bulunmustur. BB genotip frekansi ve B allel frekansi
(0,774) en yiiksek bulunmustur. BB 6rdeklerinin AB 6rdeklerinden 30 haftalik yastaki
viicut agirligi énemli bulunurken, AB ordeklerinin ¢ift sarili yumurtlama orani, BB
ordeklerinin ¢ift sarili yumurtlama oranindan oldukga yiiksek bulunmustur. Diger taraftan
ic genotip arasinda yumurta sayisi, en uzun kulugka giinii ve ilk yumurtlamadaki viicut

agirligi bakimindan 6nemli farkliliklar olmadigi bulunmustur.

Liang ve ark. (2006), tavuklarda (Yuehuang, Taihe Silkie ve Beyaz Lenghorn, n = 254)
PRL geni 5’-flanking bolgesindeki polimorfizmleri incelemistir ve 4 SNP (C-2425T, T-
2215C, G-2063A ve A-1967G) bulunmustur. Ayrica 24 b¢’lik indel (insersiyon ya da
delesyon) ve bir poliA uzunlugu polimorfizmi tanimlanmaistir. 24 b¢’lik indel lokusu i¢in
Taihe Silkie’de (AB, BB) ve Leghorn tavuklarinda (AA, BB) iki genotip, Yuehuang
tavuklarinda ise ii¢ genotip (AA, AB ve BB) tanimlanmistir. AA, AB ve BB
genotiplerinin genotip frekanslar {i¢ tiir arasinda énemli derecede farkli bulunmustur.
PoliA lokusu i¢in, ii¢ genotip (CC, CD ve DD) bulunmasina ragmen Beyaz Leghorn

tavuklarinda sadece bir genotip (CC) saptanmistir. Yerli Cin tavuklarinda ise iki ya da ii¢
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genotip gozlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, AB genotipli tavuklarda gurklugun olus

sikligi daha yiiksek bulunmustur.

Cui ve ark. (2006), tavuklarda (Beyaz Leghorn, Yangshan, Taihe Silkies, Beyaz Rock ve
Nongdahe, n = 177) PRL geni promotor bdlgesindeki polimorfizmlerin yumurta tiretimi
ile iliskisini arastirmistir. Tavuk PRL geninde, 6 SNP (C-2402T, C-2161G, T-2101G, C-
2062G, T-2054A ve G-2040A) ve 358 niikleotid pozisyonunda 24 bg’lik bir indel
(insersiyon-delesyon) bulunmustur. T-2101G ve T-2054A polimorfizmleri harig, hepsi
icin allel frekanslarinda biiytik irk farkliliklar agiga ¢ikmistir. Nongdahe ve Taihe Silkies
tavuklarindan olusturulan 374 adet F, populasyonunda yumurta iiretim O6zellikleri
kaydedilmistir ve 7 polimorfizm genotiplendirilmistir. Markir 6zellikli analize gore, 24
b¢’lik indel yumurta diretimiyle iligkili bulunmustur ve H3 yumurta iretimi i¢in en

avantajli haplotip olarak bulunmustur.

Jiang ve ark. (2005), tavuklarda (Beyaz Leghorn, Hy-Line kahverengi yumartaci, Broiler
ve yerli Cin tavuklari, n = 155) gurkluk karakteristikleri ile iliskili PRL geni promotor
bolgesi ve PRLR geni ekzon polimorfizlerini incelemistir. PRL geni promotor bolgesinde
(-377 ve -354) 24 bg¢’lik insersiyon bulunmustur. PRLR geni 3. ekzonda bir adet SNP (A-
9026G) ve 6. ekzonda Iki adet SNP (T-14771C ve G-14820A) bulunmustur. PRLR3 ve
PRLR6’daki genetik polimorfizm gurklukla iliskili olmadigi bulunmustur. PRL geni
promotor bolgesindeki polimorfizm gurkluk karakteristikleriyle iliskili bulunmustur.
Yerli Cin hatlarinin (—/—), Beyaz Leghornlardan (+/+) daha yiiksek gurkluga sahip oldugu
bulunmustur. Arastirma sonucunda, PRL geni promotor bdlgesi polimorfizminin
tavuklarda gurkluk karsiti1 yetistiricilikte genetik bir markir olarak kullanilabilecegi

Onerilmistir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu arastirmada, Bursa ili Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Uygulama ve
Arastirma Ciftliginde yetistirilen, 161 adet pekin 6rdeginden alinan 5-10 ml kan 6rnegi
materyal olarak kullanilmigtir (Cizelge 3.1). Materyal i¢in kullanilan cihazlar ve

malzemelerin adi1 ve markasi EK 1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan 6rdek 1rki, cinsiyeti ve sayisi.

Evcil Ordek Irki Cinsiyet Say1
. Disi 102
Pekin Ordegi Erkek 59
Toplam 161
3.2. Yontem

3.2.1. Kan orneklerinin alinmasi ve DNA izolasyonu

DNA izolasyonu amaciyla kullanilan kan 6rnekleri, 6rdeklerin kanat alt1 toplar (vena
cutena) damarindan dogrudan (Sekil 3.1) antikoagulanth (K3 EDTA’11) vakumlu tiiplere
alinarak soguk zincir altinda laboratuvara getirilmistir. Kan 6rnekleri DNA izolasyonu
yapilincaya kadar -20°C’de korunmustur. DNA izolasyonu i¢in NucleoSpin® Blood
marka ticari kit kullanilmistir (Sekil 3.2). Kitte verilen izolasyon protokolii uygulanmistir,

fakat daha iyi sonug alabilmek igin baz1 modifikasyonlar da yapilmstir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.1. Kanat alt1 toplardamaridan kan alim1 (Fadhil 2014).

Sekil 3.2. DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan NucleoSpin® Blood marka ticari kit.
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Uygulanan Protokol Soyledir (Anonim 2012, Sekil 3.3):

1. Her bir hayvandan alinan 50 pL kan ornegine, 150 pl. 5XTBE soliisyonu
eklenerek toplam hacim 200 pL’ye tamamlanmistir ve izolasyona devam
edilmistir (Piht1 olustugundan dolayr normalde 200 pL alinacak kan hacmi 50
uL’ye indirgenmistir.).

2. Olusan 200 pL kan ¢ozeltisi igerisine 25 pL Proteinaz K ve 200 puL B3 eklenerek,
daha iyi bir DNA safligi i¢in 10-15 kez elde ters yiiz edilip 15 s kadar da
vorteksledikten sonra, 70 °C’de 15 dk inkiibasyona birakilmistir (Lizat, tampon
B3 ile inkiibasyon esnasinda kahverengi hale gelmelidir.).

3. DNA baglanma kosullarinin ayarlanmasi i¢in her bir 6rnege 210 pL ethanol (%
96-100) eklenip 15 s kadar vortekslenir.

4. Her bir 6rnek i¢in toplama tiipii i¢ine yerlestirilmis NucleoSpin® kan siitunu alinir
ve 635 uL’lik 6rnek yiiklenir ve 11,000 x g ‘de 1 dk santrifiij edilir (Ornekler
tamamen tabana dogru cekilmemis ise santrifiij siirekli akis yontemiyle atilan
toplama tiipiinde daha yiiksek g kuvvetinde (< 15,000 x g) tekrarlanir.).

5. 1. Yikama i¢in 2 ml’lik yeni bir toplama tiipii i¢cine Niikleospin® kan siitunu
yerlestirilir ve 500 pL tampon BW eklenir. Sonra siirekli akis yontemiyle 11,000
x g ‘de 1 dk santrifiij edilir. Daha sonra toplama tiipli atilir ve 2. yikama igin
Niikleospin® kan siitunu yeni bir toplama tiipline konulur. Niikleospin® kan
stitununa 600 pL tampon B5 eklenir ve siirekli akis yontemiyle ¢ikartilabilir
toplama tiiptlinii 11,000 x g’de 1 dk santrifiij edilir.

6. Toplama tiipiindeki s1v1 dokiiliip tekrar kan siitununun altina yerlestirilir ve kalan
etanoliin uzaklastirilmasi i¢in 11,000 x g ‘da 1 dk santrifiij uygulanir.

7. Yiiksek derecede saf DNA’nin ayristirilmast i¢in 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiip
icine Niikleospin® kan siitunu yerlestirilir ve 70 °C’de 6nceden 1s1tilmis olan 100
pL tampon BE eklenir. Sonra oda sicakliginda 1 dk inkiibe edilir ve 11,000 x g’
de 1 dk santrifiij uygulanir.

8. Elde edilen saf DNA -20 °C’de derin dondurucuda saklanir.

28



200 pL cozelta

50 L kan 25 L 4210 L
+ Proteinaz K Etanol
150 pL SXTBE
E +200 pL B3 15 s vorteks
155 vorteks

70 °C’de 10-15 dk

inkiibasvon
! > 1. Yikama 2. Yikama
= +5 f + 5
'ET Lizat viilkleme 00 uL BV E 600 pL B
+
- 11,000 [t 11,000
= ! xg o ’ g
€S 11,000x¢g e Y 000
1dk
6. 7. 8.
4+ 100 pL. BE )
11000x g . (70 °C) | Saf DNA
1 dk ¥ o
- Oda Sicakh#mnda -20°C de saklamr.
= 1dkbekleme
11,000 x g
1dk

Sekil 3.3. DNA izolasyon protokolii (Anonim 2012).

Elde edilen DNA’larin ¢ogaltilmasi amaciyla PCR uygulamalarina gegcmeden once,
DNA’nin kalitatif ve kantitatif kontrolleri spektrofotometrik yontemler ve % 1°lik
agorose jeller ile belirlenmis ve daha sonra PCR uygulamasiyla genomik DNA’larin

cogaltilmasi saglanmistir.

29



3.2.2. PCR-RFLP yontemi

Prolaktin geni 1. intronda bulunan 417 b¢’lik bolgenin ve 5. ekzonda bulunan 400 bg’lik
bolgenin ¢ogaltilmasinda: 8,75 pulL ddH:O, 12,5 uLL 2XPCR Master Mix (1. intron igin
One Tag® M0482S ve 5. ekzon i¢in Fermentas, KO171), her bir primerden 2,5 uL ve

1,25 uL genomik DNA’dan olusan 25 uL reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Arastirmada

kullanilacak enzimler ve primer dizileri Cizelge 3.2°de, PCR kosullar1 ise Cizelge 3.3’te

verilmistir. Elde edilen genomik DNA’lardan PRL geni 1. introna ait 417 bg’lik bolgenin

ve 5. ekzona ait 400 bg’lik bolgenin ¢ogaltilmasinda Wang ve ark. (2011) tarafindan

bildirilen yontem kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primerler ve restriksiyon enzimleri (Wang ve ark.

2011).
. 4 PCR
Pr;:inler Primer siras1 (5°- 3°) COgI;litlﬂ:cak iiriinii RE (-I; (n;)
g biiyiikliigii
PRLFL | AAATTCCCTCTCACAGTTACA
1. Intron
PRLF1 GATGCAGAGACAAGTTTCACC (23-439) 417 bg Xbal | 515
PRLFS | 1GCAAACCATAAAAGAAAAGA
5. Ekzon
PRLFS | - AATGAAAAGTGGCAAAGCAA | (5707-6106) | 200P¢ | Pstl | 520
Cizelge 3.3. Calismadaki PCR kosullari.
1. Intron 5. Ekzon
[lk Denatiirasyon 94 0C 5 dk 94°C | 5dk
Denatiirasyon 949C | 30s 35 94°C | 30s 35
Birlesme 515°C | 30s dongii | 529C | 30s dongi
Uzama 729C | 30s 729C | 30s
Son Uzama 72°9C | 10dk 72°C | 10dk
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Elde edilen PCR fiiriinlerinden 13 pL PCR friinii ve Xbal ya da Pstl restriksiyon
enzimlerinden 10 pL PCR tiiplerine konularak yavasca karigtirilmis ve 37°C’de 1 saat
inkiibasyona birakilmis ve restriksiyon enzimi kesimi saglanmistir. Sonra her bir 6rnege
jel elektroforezinde goriintiilenmesi i¢in 4,5 pL yiikleme soliisyonu (Gel Loading Dye
Purple, 6X) ilave edilmis, % 2°lik agaroz jel elektroforezinde 125 V ile 1 saat yiiriitiilerek
elde edilen bantlar UV 15181 altinda gozlendikten sonra analiz etmek amaciyla

fotograflanmistir.

3.2.3. istatistiksel analiz

PRL lokusu bakimindan allel gen frekanslarimin tahmin edilmesinde gen sayma
yonteminden yararlanilmistir (Nei 1987). Allel genler bakimindan genetik denge kontrolii
ve tim hesaplamalar populasyon genetigi analiz programi olan PopGene32 (PopGene

version 1,31) programi kullanilarak yapilmistir (Yeh ve ark. 2000).

2f1+ 3 . (G-B)®

Pi = . allelin frekans1

f; = 1. allel bakimimdan homozigot genotipli bireylerin sayisi
f, =1. allel bakimindan heterozigot genotiplerin sayisi

N =1. lokus bakimindan toplam birey sayisi

y* = Khi-kare degeri

n = Genotip sayist

G = Gozlenen frekanslar

B = Beklenen frekanslar
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4. BULGULAR VE TARTISMA

PRL geni 1. intron (417 bg) ve 5. ekzon (400 bg) bolgelerinde, li¢ genotip deseni

bulunmaktadir (Sekil 4.1). PRL geni 1. intron bolgesi Xbal restriksiyon enzimiyle kesim
sonucu GG (417 bg), TG (417 bg + 354 bg + 63 bg) ve TT (354 bg + 63 bg) olarak ii¢

genotip elde edilirken, 5. ekzon bolgesi Pstl restriksiyon enzimiyle kesim sonucu (400

b¢) tek tip genotip elde edilmistir (Sekil 4.2). PRL geni 1. introndaki genotiplerin

beklenen ve gozlenen degerleri, gen frekanslari ve y? (khi-kare) degerleri Cizelge 4.1°de

verilmistir. 5. ekzon bolgesinde ise tek tip genotip elde edildiginden ¢izelgede bu genotipe

yer verilmemistir.

1. Intron 5. Ekzon
63 be 63 be 146 be 146 be
354 be 354 be 254 be 254 be
417 be 417 be 400 be 400 be
I . |
GG TG TT CC TC T

Sekil 4.1. Restriksiyon enzimiyle kesilmis PRL geni 1. intron ve 5. ekzona ait genotip

desenleri.

Cizelge 4.1. PRL geni lokuslarindaki genotiplerin beklenen ve gézlenen degerleri, gen
frekanslar1 ve khi-kare (y2) degerleri (O.D. : Onemli Degil).

. Gen
PRL Genotipler
Irk N ) Frekanslar .
Geni
TT TG GG T G
Pekin . Gozlenen 45 73 43 1,48
. . _. | 161 | Lintron 0,5062 | 0,4938 | .
Ordegi Beklenen | 41,13 | 80,74 | 39,13 O.D.
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100 be

300 be

354 be
417bg 417 bg

Sekil 4.2. PRL/Xbal ve PRL/Pst1 genotipleri.

A, PRL geni 1. intron bolgesi Xbal restriksiyon enzimiyle kesim sonucu GG, TG ve TT
olarak ti¢ genotip elde edilmistir. B ise 5. ekzon bolgesi Pstl restriksiyon enzimiyle kesim
sonucu tek genotip elde edilmistir.

Cizelge 4.1°den anlasilacagi iizere, yapilan PCR-RFLP analizi sonucunda iizerinde
calisilan Pekin o6rdegi populasyonunda T allelinin frekansi (0,5062), G allelinin
frekansindan (0,4938) yiiksek bulunmustur. TG genotip frekansi (0,45), TT (0,28) ve GG
(0,27) genotip frekanslarindan oldukga yiikksek bulunmustur. Gozlenen ve beklenen
genotip degerleri karsilastiridiginda, Pekin ordeklerinde PRL geni 1. intron bolgesi igin
hesaplanan > degeri olasiligi P > 0,05 oldugu i¢in sapma sanstan ileri gelmistir. Gozlenen
degerlerle beklenen degerler birbirleriyle uyumludur, yani populasyon Hardy Weinberg
dengesinde bulunmustur. Ayrica yapilan y? testi sonucunda disi ve erkek bireyler arasinda
T ve G allellerinin dagilimi1 bakimindan herhangi bir 6nemli farklilik bulunmamistir (P >

0,05).

Kaynak arastirmasi kisminda verildigi gibi, bu arastirmada {izerinde durulan lokuslar
bakimindan farkli genotip kombinasyonlar1 ve allel frekanslar elde edilmistir. Bununla
birlikte, farkli 6rdek populasyonlarindaki farkli genotip dagilimi, bu populasyonlarin
farkli genetik gecmisine atfedilebilir (Wang ve ark. 2011). Bu arastirmadaki Pekin
ordeklerinde T allel frekans1 (0,5062) ve TG genotip frekansi (0,45) yiiksek bulunmustur.
Bulunan sonuglara yakin olarak Mazurowski ve ark. (2016), Pekin 6rdeklerinde T allel

frekansini (0,60) ve TG genotip frekansini (0,79) yiiksek bulmustur.
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Wang ve ark. (2011), Shangma ve Shaoxing ordeklerinde, T allel frekanslarini (0,63,
0,74) ve TG genotip frekanslarint (0,73, 0,50) yiiksek bulurken, Jinyun, Jingjiang ve
Youma oOrdek irklarinda ise T allel frekanslarin1 (0,61, 0,64, 0,60) ve TT genotip
frekanslarin1 (0,72, 0,57, 0,79) yiiksek bulmustur. Genel olarak yapilan arastirmalarda
PRL geni 1. intron bolgesindeki polimorfizmler yumurta agirligi, yumurta kabuk giic,
cift saril1 yumurta orani, bazi morfolojik 6zellikler ve biiylime performansi iizerine yasin
etkisi ile iligkili bulunmustur (Mazurowski ve ark. 2016, Chuekwon ve Boonlum 2014,
Wang ve ark. 2011, Li ve ark. 2009). Bu sonuglar, bu arastirmadaki polimorfizm bulunan
1. intron bolgesi igin yapilacak yeni arastirmalara yol agmaktadir. Ancak bu aragtirmada
PRL geni 5. ekzon bolgesinde polimorfizm bulunmamis ve bu lokusta homozigot tek tip
genotip saptanmistir. Boylece bu lokus monomorf olarak belirlenmistir. Bununla birlikte,
5. ekzonda da polimorfizmin gozlendigi arastirmalar vardir (Indriati ve ark. 2016, Li ve
ark. 2013, Wang ve ark. 2011). Bu arastirmalar, PRL geni i¢in introndaki mutasyonlarin
ekzonlardan daha biiyiik oldugunu gostermektedir. Aslinda bu durum, genlerin kodlama
yapildigi bolgedeki ekzonlar igin ilging bir durumdur. Ciinkii genlerin transkribe edildigi
kisim olan ekzonlarin degil de genlerin anlami1 olmayan junk (¢op) DNA kisminda
bulunan polimorfizmler ile iireme performansi, yumurta verimi ve ¢esitli morfolojik
Ozellikler arasindaki iliskiler arastirtlip bulunan sonucun MAS seleksiyon i¢in aday gen
olup olamayacagini tartismak, gerg¢ekten de intronlarin yapisinin bilinmeyen ¢ok
kompleks bir yapiya sahip oldugunu agik¢a ortaya koymaktadir. Bazi arastirmacilar,
intronlardaki mutasyonlarin gen regiilasyonunda 6nemli fonksiyona sahip olduklarini
bulmustur. Chorev ve Carmel (2012), intronlarin transkripsiyonun baslatilmasinda ve
sonlandirilmasinda, genom organizasyonunda, transkribe edilen intronun gecikmesinde,
transkripsiyon diizenlenmesinde, alternatif splays (uc¢ birlestirme), kodlanmayan
RNA’larin ekspresyonu, ekzon junction kompleksindeki anlamsiza (non sense) baglh
eksilme/bozulma, c¢ekirdek c¢ikarimi (nuclear export), sitoplazmik konum ve iiriin

translasyonu gibi genis fonksiyonlara sahip oldugunu séylemektedir (Irma ve ark. 2014).
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5. SONUC

Bu arastirmada, 161 adet Pekin 6rdeginde PRL geni (1. intron ve 5. ekzon) polimorfizmi
PCR-RFLP yontemi kullanilarak incelenmis ve bu lokuslar bakimindan genetik
varyasyonun varligi tespit edilmeye calisilmistir. Yapilan analiz sonuglarmna gore,
tizerinde ¢aligilan Pekin 6rdeklerinde 1. intron bolgesinde T ve G olarak iki allel gen ve
ti¢ genotip (TT, TG ve GG) bulunurken, 5. ekzon bélgesinde tek allel gen ve tek genotip
bulunmustur. Dolayisiyla, 1. intron bolgesinin polimorfik, 5. ekzon bolgesinin ise
monomorfik yapida oldugu saptanmistir. T allelinin frekans1 0,5062 ve G allelinin
frekans1 0,4938 olarak, TT, TG ve GG genotiplerinin frekanslari ise sirasiyla 0,28, 0,45
ve 0,27 olarak hesaplanmistir. GG ve TT genotip frekanslar1 birbirlerine yakin

bulunurken, TG genotip frekansi nerdeyse toplam frekansin yarisini olugturmustur.

Sonug olarak, ozellikle PRL lokusu 1. intron bdlgesindeki polimorfizm Pekin
ordeklerinde verim 6zellikleri ile bu lokus arasindaki olasi iliskilerin ortaya ¢ikarilmasi
acisindan yeterli bulunmugtur. Bu nedenle daha sonra bu amag i¢in planlanacak olan yeni
aragtirmalarda PRL lokusu ve diger aday genler de arastirmaya dahil edilmeli ve bu
lokuslar bakimindan olusturulacak haplotipler dikkate alinmali ve ¢esitli verim 6zellikleri
(yumurta verimi, yumurta kalitesi, yumurta agirligi ve embriyo gelisimi) arasindaki

iliskiler aragtirilmalidir.
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EK 1. Materyal i¢in kullanilan cihazlar ve malzemelerin ad1 ve markas.
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EK 1. Materyal i¢in kullanilan cihazlar ve malzemelerin ad1 ve markasi.

Cihaz/Malzeme Ad1 Markasi

Vakumlu kan alma ignesi Maxima

Edtali kan alma tiipleri (2ml) Hema 8 Tube®

Sandik tipi derin dondurucu Bosch

DNA izolasyon kiti NucleoSpin® Blood (50 6rneklik)
Eppendorf tiip (1,5 ml) Axygen®

Su banyosu Julabo

Kuru blok 1sitict QBT2

Vorteks Techne

Santrifiij Micromax Thermo IEC
PCR tiipii (0,2 ml) Sarstedt

Marker Biolabs

Master Mix Biolabs

Primerler (ileri-geri) Alpha DNA, Quebec
ddH-0O Fermentas

PCR makinesi (25 6rneklik) Techne

Restriksiyon Enzimleri Xbal, Pstl

DNA yiikleme soliisyonu NewEngland Biolabs #B7024S Gel
Loading Dye Purple (6X)

Agaroz Prona Agarose, Biomax

Hassas terazi Sartorius GM312

Mikrodalga firin Arcelik

Jel Elektroforezi gii¢c kaynagi

Biometra Power Pack P25

DNA goriintiileme sistemi

VL Vilber Lourmat

Pipetler

Eppendorf Research, Finnpipette®,
Thermo Labsystems ve
Thermo Electron Corporation.
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Ad1 Soyadi

Dogum Yeri ve Tarihi

Yabanci Dili

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)
Lise

Lisans

Lisans

Yiiksek Lisans

Calistigi Kurum/Kurumlar ve Yil

Iletisim (e-posta)

Yaylari

OZGECMIS
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