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OZET

YERLI GERZE (HACIKADI) TAVUK IRKINDA ET VERIMI VE KALITESI
UZERINE ETKi EDEN
GENLERIN RNA DUZEYINDE ARASTIRILMASI

Emine TOPARSLAN
Doktora Tezi, Tarimsal Biyoteknoloji Anabilim Dah
Damsman: Dog. Dr. Demir OZDEMIR
Ekim 2023; 183 sayfa

Tiirkiye nin tescil edilen iki yerli tavuk irkindan biri olan Gerze tavuk irkinin diisiik verim
ozellikleri nedeniyle yetistiriciligi giin gectikge azalmakta ve 1rk yok olma tehlikesiyle
kars1 karsiya kalmaktadir. Gerze tavuk irkinin verim ozelliklerinin ortaya ¢ikarilarak
gelistirilmesi ve 1rkin {riinlerine ticari kimlik kazandirilarak yetistiriciliginin
yayginlastirilmasi Gerze tavuk irkinin neslinin korunmasina destek olacaktir. Yerli Gerze
tavuk 1rkinin koruma stratejilerine destek olmak ve irk iizerinde gelecekte yapilacak
calismalara temel veri saglamak amaciyla gergeklestirilen bu doktora tez ¢aligmasinda
Gerze tavuk irkiin et verimi ve et kalite 6zellikleri gen ifadesi (mRNA) diizeyinde
incelenmistir. Calismada hem Gerze tavuk irkinin hem de ticari hibrit tavuk irkinin iki
farkli biiylime donemindeki (Gerze: 10 ve 20 haftalik yas, hibrit: 4 ve 8 haftalik yas)
Pectoralis major kas dokularinda, lipid metabolizmasi1 (PPARy, SCD, LPL), kas gelisimi
(MSTN, CAPN3, FOXO3) ve piirin biyosentezi (ADSL, AMPD1, AK1, ENTPDS, ATIC)
yolaklarinda goérev alan genlerin ifade seviyeleri RT-qPCR analizi kullanilarak
aragtirtlmistir. GAPDH geninin endojen referans geni olarak kullanildigi ¢alismada 11
adet genin ifade seviyeleri, Gerze ve hibrit tavuk irklarinin iki farkli biiyiime doneminden
de elde edilen Cq degerlerinden 2724 degerinin hesaplanmasiyla elde edilmistir. Calisma
bulgulari, kas gelisiminin diizenleyicileri olarak gorev alan MSTN, CAPN3 ve FOXO3
genlerinin Gerze tavuk irkinin her iki 6rneklem déneminde de hibrit 1rka kiyasla daha
fazla ifade edildigini gostermektedir (P<0.001). Lipid biyosentezinde gorev alan PPARy
icin sadece ilk 6rneklem doneminde onemli diizeyde (P<0.05) daha fazla gen ifadesine
sahip olan Gerze tavuk irkinin, SCD ve LPL genleri bakimindan her iki 6rneklem
doneminde de hibrit irka gore onemli diizeyde daha fazla gen ifadesine sahip oldugu
saptanmistir (P>0.001). Diger yandan, et lezzetinin en 6nemli gostergesi olarak kabul
edilen IMP’nin biyosentezinde gorev alan genlerin (ADSL, AMPD1, AK1, ENTPDS,
ATIC) her iki 6rneklem doneminde de Gerze tavuk irkinda daha fazla ifade edildigi tespit
edilmistir (P<0.05 ve P<0.001). Bu calisma, et kalitesi ve lezzeti ile nami1 Osmanli
Imparatorlugu dénemine kadar uzanan Gerze tavuk irkinin et kalitesi 6zelliklerinin gen
ifadesi diizeyinde arastirildig: ilk ¢alisma niteligine sahiptir. Bu nedenle, elde edilen
ciktilar Gerze tavuk irkinda ileride yapilacak molekiiler 1slah ¢alismalarina temel veri
olarak katki saglayabilecektir.

ANAHTAR KELIMELER: Et Kkalitesi, Et lezzeti, Gen ifadesi, Gerze tavugu, IMF, IMP,
MRNA, RT-gPCR
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF EXPRESSION LEVELS OF GENES AFFECTING MEAT
YIELD AND QUALITY IN GERZE (HACIKADI) TURKISH NATIVE
CHICKEN BREED

Emine TOPARSLAN
PhD Thesis, The Department of Agricultural Biotechnology
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Demir OZDEMIR
October 2023; 183 pages

The Gerze chicken breed, one of the two native chicken breeds registered in Turkiye, is
facing the danger of extinction due to its low productivity characteristics, and its breeding
Is decreasing day by day. Revealing and improving the productivity characteristics of the
Gerze chicken breed and promoting its breeding by giving commercial identity to the
breed's products will contribute to the preservation of the Gerze chicken breed's
population. In this doctoral thesis study, conducted with the aim of supporting
conservation strategies for the native Gerze chicken breed and providing foundational
data for future research on the breed, the meat yield and meat quality characteristics of
the Gerze chicken breed were examined at the gene expression (MRNA) level. In the
study, the expression levels of genes involved in lipid metabolism (PPARy, SCD, LPL),
muscle development (MSTN, CAPN3, FOXO3), and purine biosynthesis (ADSL, AMPD1,
AK1, ENTPDS8, ATIC) pathways in Pectoralis major muscle tissues of both Gerze chicken
breed and commercial hybrid chicken breed at two different growth stages (Gerze: 10 and
20 weeks old, hybrid: 4 and 8 weeks old) were investigated using RT-qPCR analysis. The
study employed the GAPDH gene as the endogenous reference gene, and the expression
levels of 11 genes were determined by computing the 2"2¢4 value using the Cq values
collected from both distinct growth stages of Gerze and hybrid chicken breeds. The study
findings indicate that the genes MSTN, CAPN3, and FOXO3, which serve as regulators
of muscle development, were expressed more in the Gerze chicken breed in both sample
periods compared to the hybrid breed (P<0.001). For PPARy, involved in lipid
biosynthesis, it was found that the Gerze chicken breed had significantly higher gene
expression only in the first sampling period (P<0.05), while for the SCD and LPL genes,
the Gerze chicken breed exhibited significantly higher gene expression in both sampling
periods compared to the hybrid breed (P>0.001). Furthermore, it was observed that the
genes involved in the biosynthesis of IMP, considered the most important indicator of
meat flavor (ADSL, AMPD1, AK1, ENTPDS8, ATIC), were expressed more in the Gerze
chicken breed in both sampling periods (P<0.05 and P<0.001). This study represents the
first investigation of the meat quality characteristics of the Gerze chicken breed,
renowned for its meat quality and flavor dating back to the Ottoman Empire, at the gene
expression level. Therefore, the findings obtained in this doctoral thesis may serve as
fundamental data to contribute to future molecular breeding studies in the Gerze chicken
breed.

KEYWORDS: Meat flavor, Meat quality, Gene expression, Gerze chicken, IMF, IMP,
mMRNA, RT-gPCR
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ONSOZ

Son yillarda ciddi bir sekilde yok olma tehlikesiyle karsi karsiya kalan Gerze tavuk
irkimizin nami yillar Oncesine dayanan et lezzetinin gelistirilmesi, stirdiiriilebilir
yetistiriciliginin saglanmasi ve ticari iiretime dahil edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Gelismis
tilkelerin birgogu yerli tavuk irklarmin 1slah1 ve korunmas: iizerine ¢esitli stratejiler
gelistirirken, diger yandan bu irklarin iiriinlerini diinyaya tanitmay1 ve ulastirmayi da
basarili bir sekilde gerceklestirmektedir. Zengin biyogesitliligiyle ¢ok kiymetli hayvan
genetik kaynaklarina sahip olan iilkemizin kaybolmak iizere olan degerlerinin yalnizca
ekonomik degil sosyo-kiiltiirel olarak da iilkemize kazandirilmasini bir borg¢ bilirim. Bu
hedefle ¢ikilan yolda elde edilen sonuclarin, yakin gelecekte biiyiik bir farkindalik
yaratarak atilacak somut ve dnemli adimlarin bir baglangici olmasini temenni ederim.

Oncelikle doktora egitimimin en kritik doneminde akademik destegini ve bilimsel bakis
acisin1 benden esirgemeyen, ayrica bu konu iizerinde ¢alismam i¢in sagladigi imkan ve
calismanin hazirlanisindan itibaren her asamasinda sundugu katkilariyla calismay1
zenginlestiren saygi deger danmisman hocam Dog. Dr. Demir OZDEMIR’e sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim. Yalnizca doktora tezi degil diger tiim calismalarda bilgisini,
sabrini, hosgdrii ve anlayigini hi¢cbir zaman esirgemedigi i¢in kendisine minnettarim.
Akademik yolun bu en kiymetli dénemini sizin 6nderliginizde tamamlamis olmamin
gururunu ve mutlulugunu her daim hissedecegim.

Bu tez g¢alismasinin maddi olarak desteklenmesini saglayan Akdeniz Universitesi
Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi’ne tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimimin YOK 100/2000 projesi Organik Tarim alaninda gerceklestirilmesi
amaciyla bursiyer statiisiinde desteklenmeme olanak saglayan Yiiksek Ogretim
Kurumu’na tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimimi BIDEB 2211-A Yurt I¢i Genel Doktora Burs Programi kapsaminda
bursiyer olarak tamamlamama destek saglayan TUBITAK a tesekkiirlerimi sunarim.

Tez konusunun belirlenmesinde ve devaminda yliriitiillen tiim siireclerde degerli
katkilarin1 benden esirgemeyen, ayrica ¢alismamin her asamasinda gosterdikleri yol ve
ogrettikleri bilgilerle beni yiireklendiren ¢ok degerli Tez Izleme Komitesi Uyeleri; Saym
Do¢. Dr. Levent MERCAN’a ve Saym Dog¢. Dr. Minevver AKSOY’a sonsuz
tesekkiirlerimi sunuyorum. Bana kattiklar1 her sey i¢in minnettarim. ..

Ayrica tez ¢aligmasinin degerlendirilmesi asamasinda sagladiklar katkilarla ¢alismay:
zenginlestiren Tez Savunma Sinav Jiiri Uyesi hocalarim; Sayin Prof. Dr. Mustafa
AKSIT’e ve Sayin Prof. Yasemin ONER e ¢ok tesekkiir ederim.

Bu calismanin materyalini saglayan basta Sayin Melih CINAR olmak iizere Hacikadi
Uretim A.S. yénetim kurulu iiyelerine ¢ok tesekkiir ederim. Ayrica Sinop’un Gerze
ilcesinden Ornek toplayabilmem icin sagladiklar1 maddi desteklerinden otiirii Saym
Ozcan CETIN’e, Saym Mehmet Ali KOC’a, Saym Sevket KURULAR’a ve Saym Emin
GOKGOZ’e cok tesekkiir ederim.



Doktora egitim siirecinde bana gosterdigi sevgi, hosgorii, anlayis, saygi ve en dnemlisi
kiymetli yol arkadashigi icin ekip arkadasim doktora 6grencisi Leyla BENER’e cok
tesekkiir ederim. Katkilarin, destegin ve en dnemlisi arkadasligin i¢in minnettarim.

Doktora egitimim ve tez siirecimde her daim bana destek olan ve bikmadan, usanmadan
her soruma sabirla cevap veren ve yardimlarini esirgemeyen Aras. Gor. Cigdem OTUR’a
kiymetli yol arkadasligi i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Doktora egitimimin en kritik doneminde uzattig1 el ile bana gii¢ veren ve tez siirecim
boyunca bilgi ve tecriibeleriyle yol gosteren kiymetli hocam Sayin Dog. Dr. Ayse Eren
OZDEMIR e sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Doktora egitimime Antalya’da baslamamin en biiyiik sans1 olarak gordiigiim ikinci ailem
olan ATES ailesine sonsuz tesekkiirlerimi sunuyorum.

Lisans egitimime basladigim glinden bu yana yillarini bana hasret kalarak gegiren, maddi
ve manevi desteklerini benden esirgemeyen, benimle ilgili kurduklar1 hayaller ile bana da
her daim umut ve cesaret veren canim annem-babam, Kevser-Oznur TOPARSLAN a,
ablam-kardesim, Beren Fatma TOPARSLAN’a ve Elif TOPARSLAN’a ¢ok tesekkiir
ederim. Size sonsuza dek minnettar kalacagim.

Hayatimin en zor doneminde karsima ¢ikan ancak sevgisiyle, saygisiyla, hosgoriisiiyle,
gosterdigi sonsuz anlayis ve destek ile hem doktora tez siirecini kolaylagtirmak i¢in ¢ok
biiyiik fedakarlik gosteren hem de bana her daim kendimi sansl hissettiren ¢ok kiymetli
miistakbel esim Abdullah AKCAY’a goniilden tesekkiir ederim.
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AKADEMIK BEYAN

Doktora Tezi olarak sundugum “YERLI GERZE (HACIKADI) TAVUK IRKINDA ET
VERIMI VE KALITESI UZERINE ETKI EDEN GENLERIN RNA DUZEYINDE
ARASTIRILMASTI” adl1 bu ¢caligmanin, akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak
yazildigin1 belirtir, bu tez calismasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagin

gosterdigimi beyan ederim.

16/10/2023

Emine TOPARSLAN



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
% : Yiizde

ddH20 : Cift distile su

E : Egim

G : Goreceli santrifiij kuvveti
kb : Kilobaz

kg : Kilogram

M : Molar

Mg : Miligram

ml : Mililitre

mM : Milimolar

ng : Nanogram

nM : Nanomolar

nm : Nanometre

°C : Santigrat derece
R? : Belirtme katsayis1
A : Delta

ul : Mikrolitre

uM : Mikromolar



Kisaltmalar
ADIPOQ :
ADSL
AK1
AMPD1
ATIC
be:
C/EBPa
CAPN3
cDNA
CpG

Cq
DAD-IS
DEPC
DNA
DNaz
dsDNA
ENTPD8
EtBr

FA
FAM
FAO
FOXO03
GO

G1

G2

Adiponektin

. Adenilosiiksinat liyaz

: Adenilat kinaz

: Adenozin monofosfat deaminaz

: 5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide
: baz gifti

: CCAAT/giiglendirici baglayici protein-o

: Calpain3

: Tamamlayict DNA

: Sitozin-fosfat-Guanin diniikleotidi

: Kantitatif dongii esik degeri

: Yerel Hayvan Cesitliligi Bilgi Sistemi

: Dietilpirokarbonat

: Deoksiriboniikleik asit

: Deoksiriboniikleaz

: Cift zincirli DNA

. Ektoniikleosit trifosfat difosfohidrolaz 8

: Etidyum Bromiir

: Yag asidi

: Floresein amiditler

: Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
: Forkhead Box O3 formyltransferase/imp cyclohydrolase
: Gap 0 faz1

1 Gap 1 faz1

: Gap 2 faz1

Xi



GAPDH
ICSBP
IGF-1
IGF-1R
IMF
LHMAE
LPL
MRF
miRNA
MRNA
MSTN
PCR
PLIN1
PPARy
PPARy
gPCR
RNA
RNaz
RNAI
Rpm
RT-PCR

RT-gPCR

SCD
SsiRNA

SNP

: Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz

: Interferon konsensiis dizisi baglayic1 protein

: Insiilin benzeri biiyiime faktérii 1

: Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 reseptorii

: Kas i¢i yag

: Lalahan Uluslararas1t Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi Midiirligii
: Lipoprotein lipaz

: Miyojenik Diizenleyici Faktorler

: Mikro RNA

: Mesajc1 RNA

: Miyostatin

: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Perilipin 1

: Peroksizom Proliferatér Aktive Reseptor-y

: Peroksizom Proliferatdr Aktive Reseptor

: Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Riboniikleik Asit

: Riboniikleaz

: RNA interferans

: Dakikadaki devir sayisi

: Ters Traskripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu

: Gergek Zamanli-Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu
: Sentez fazi

: Stearoyl-CoA Desatiiraz

: Susturucu RNA

: Tek niikleotid polimorfizmi

Xii



SP1 : Transkripsiyon faktorii SP1

TAE : Tris Asetat EDTA

Taq : Thermus Aquaticus

TGF-b : Transforme edici biiylime faktorii beta
m : Erime sicaklig1

TOB : Tarim ve Orman Bakanlig1

vb : ve benzeri

vd : ve digerleri

[-aktin : Beta-aktin

Tezde kullanilan ondalik sayilar “." ayraci ile belirtilmistir.
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1. GIRIS

Ticari amagli kanatli hayvan iiretimi 1940’larin sonlarinda baslayan ve gida
iiretimindeki yogun endiistrilesmeyle birlikte gliniimiizde en hizli biiyiime gosteren tarim
alt sektorlerinden biridir (Escobedo del Bosque vd., 2020). Bu hizli biiylimenin etkisiyle
hayvan basina diisen verimin artirilmasi i¢in uygulanan melezleme ve yogun seleksiyon
giiniimiizdeki ticari hibritlerin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur (Thiele, 2001; Gillespie
ve Flanders, 2009; Zhang vd., 2017). Ticari hibritlerin sahip oldugu verim &zellikleri (et,
yumurta gibi) ve bu sayede sagladiklari ekonomik kazang yetistiricilerin daha ¢ok ilgisini
cekmistir. Bu durum, yerel irklara olan talebin azalmasina ve dolayisiyla diinya genelinde
pek ¢ok yerel tavuk irkinin yok olmasina ya da neslinin tilkenme tehlikesiyle karsi karsiya
kalmasina neden olmustur (Leenstra vd., 2012). Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO) tarafindan gelistirilen Yerel Hayvan Cesitliligi Bilgi Sistemi (DAD-IS) verilerine
gore, diinya ¢apinda tanimlanan 1254 yerel tavuk irkinin %23.04°1 yok olma tehlikesi
altindadir ve bu yerel wrklar %6.61’inin nesli tiikkenmistir (Sekil 1.1) (DAD-IS, 2023).
Daha 6nceki verilerle kiyaslandiginda (Subat/2021; 1499 yerel tavuk irkinin %3.4'tiniin
nesli tlikenmig) yerli tavuk irklarinin sayisinda giin gectikge hizla artan bir yok olus
dikkati ¢ekmektedir (Franzoni vd., 2021).

Bolgelere Gore Yerel Tavuk Irklarin Risk Durumlari

100
s 0 —
<
& 60
3
(=]
2 40
=
] i -
0 — — I —
Afrika Asya Avrupave  Latin Yaknve  Kuzey Gimneybatt
Kafkasya Amerika OrtaDogu Amerika Pasifik
ve
Karayipler Genel
Risk Durumlan Toplam
Bilinmiyor 58,0 57,0 393,0 123,0 0,0 15,0 57,0 703,0
M Risk altinda degil 2.0 26,0 89,0 12,0 0,0 0.0 136,0
Savunmasiz 1,0 0,0 41,0 0,0 1,0 0,0 0,0 43,0
Koruma altndakinesli... 0,0 0,0 12,0 0,0 0,0 0,0 12,0
| Nesli tiikenmekte 0,0 0,0 186,0 2,0 11 0,0 0,0 199,0
¥ Koruma altndaki kritik.. 0.0 0,0 4,0 0,0 0,0 0,0 0, 4,0
M Kritik 0.0 0,0 62,0 0,0 11,0 0.0 0,0 73,0
¥ Sadece dondurularak. . 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0
[l Nesli tikenmis 1,0 0 2.0 0,0 0,0 0,0 0,0 83,0
Son giincelleme: 9.09.2023 17:19:01 DAD-IS

Sekil 1.1. Diinya genelinde bolgelere gore yerli tavuk irklarinin risk durumlari ve
sayilar1 (DAD-IS, 2023’ten uyarlanmistir)
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Yiizyillardir ayni cografyada yetistirilen, yasadigi bolgenin iklimine ve
hastaliklarina adaptasyon gelistirmis ve meradan daha fazla yararlanma potansiyeline
sahip yerel tavuk wrklarinin 6nemi giin gectikge daha ¢ok artmaktadir (Pellatiero vd.,
2020). Hibrit genotiplerin ihtiya¢ duydugu kontrollii ¢cevre sartlarinin yiiksek maliyeti ve
hastaliklara kars1 daha direngsiz olmalar1 son zamanlarda bu sorunlarin 6niine gegmek
tizere yerel tavuk 1rklarina olan ilgiyi artirmistir (Zanetti vd., 2010; Pellatiero vd., 2020).
Ayrica, hibritlerin hizli gelisim siireglerinin tiiketicide bir giiven kaybina yol agmasi, bu
hizli bliylimenin antibiyotik, hormon ve biiylitme faktorii gibi uyaricilarla saglandigi
algisinin olusmasi, tiiketiciyi daha dogal yetistirme prosesleri ile biiyiitiilen yerli irklara
yoneltmistir (Devatkal vd., 2019). Diger yandan, yerel irklarin kendine has lezzeti ve et
kalitesi 6zellikleri hem tiiketicilerin hem de arastirmacilarin dikkatini ¢gekmektedir (San
vd., 2021). Dolayisiyla yerel irklarin sahip oldugu avantajlar ticari kanath
yetistiriciliginde kesfedilmemis et kalite Ozellikleri ile bazi nis pazar ihtiyaclarinin
karsilanmasinda da onemli bir potansiyel olusturmaktadir (Gonzalez Ariza vd., 2019;
Gonzalez Ariza vd., 2021).

Degisen tiiketici profili sayesinde gilinlimiizde serbest dolasma alanlariyla
hareketliligi artiran yetistirme sistemlerinden veya organik tliretimden elde edilen kiimes
hayvanlar iirtinleri popiiler gida kaynaklar1 haline gelmistir (Fanatico, 2006; Tong vd.,
2014). Bu baglamda gelismis tilkelerde yerel tavuk irklarini koruma altina almak ve ayni
zamanda kalite/verim kapasitelerini artirmak amaciyla bir¢ok strateji gelistirilmistir.
Uygulanan 1slah stratejileri neticesinde gelistirilen yerli tavuk irklarindan biri Fransa’nin
milli servet olarak nitelendirdigi La Fléche tavuk irkidir. Kendine has et lezzeti, kas yapisi
ve et rengi ile tilkenin en iyi et kalitesine sahip tavuk irki oldugu belirtilmektedir (Hudson,
2023; Anonymous, 1; Anonymous, 2). Bir bagka tavuk irki ise yiiksek kaliteli et, erken
olgunlagma, yiiksek iireme performansi ve diisiik kaliteli yemlere uyum saglama gibi
ozellikleriyle bilinen Cin’in Jinghai Yellow yerli tavuk irkidir. Bu tavuk wrklari, yerli
tavuk 1rklarmin  korunmasi ve 1slah edilmesi konusunda verilebilecek en iyi
orneklerdendir (Chen vd., 2019a; Wu vd., 2020).

Gelismis {ilkelerde kanath biyocesitliliginin korunmasi, en 6nemli hedeflerin
basinda gelirken, Tiirkiye gibi gelismekte olan iilkelerde yetistiricilerin daha yiiksek
verim elde etme amaciyla ticari yetistiricilige yonelmesi, disiik verimli yerli tavuk
irklarinin iiretim siirecinde tercih edilmemesine ve dolayisiyla bu irklarin genetik kaybina
yol agmustir. Bununla birlikte 8/8/2006 tarihinde 26253 sayili Resmi Gazete’de
yayimlanan “Kus Gribi ve Insana Tesir Eden Salgma Kars1 Hazirlik ve Miicadele Projesi
(AIHP)” ikraz anlasmasi ile kus gribi hastaligiyla (Avian influenza) miicadele i¢in
gerceklestirilen imha islemleri sahip oldugumuz gen kaynaklarimizda 6nemli kayiplara
sebep olmustur.

Ulkemizde bugiine kadar sadece Denizli ve Gerze tavuk irklar1 resmi olarak tescil
edilmistir. Gerze tavuk irki, Sinop ilinin Gerze ilgesinde yore halki tarafindan uzun
yillardir yetistirilmektedir. Ayrica, TOB (Tarim ve Orman Bakanhyi) Gerze ilge
Miidiirliigii Gerze Tavugu Uretme Ciftligi’nde ve TOB LHMAE (Lalahan Uluslararas:
Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi Midiirliigii) biinyesindeki tesislerde koruma
altina almmustir (Kaya ve Yildiz, 2014; Ilhan, 2019).
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Gerze tavuk irkinin Gerze ilgesine 6zgii lokal bir irk olmasi ve yetistiricilerin
ilgisini yeterince ¢cekememesi, giiniimiizde yerli tavuk irkimizi yok olma tehlikesiyle
kars1 karsiya birakmustir. Hobi ve siis tavugu yetistiricileriyle 2020 yilinda yapilan bir
anket calismasinda yetistirici elinde olduk¢a az ayida Gerze tavuk irki popiilasyonu
bulundugu bildirilmistir (Ozdemir, 2019). Calisma sonuglar1 Gerze tavuk 1rkinin salgin
bir hastalik ya da afet gibi olaylarla kars1 karstya kalmas1 durumunda 1rkin tamamen yok
olabilecegi ger¢egini ortaya koymaktadir. Bu nedenle Gerze tavuk irkinin halk elinde
korunmasi ve yetistiriciliginin yayginlastirilmasi i¢in ekonomik verim o6zelliklerinin
tyilestirilmesi gerekmektedir.

Son yillarda geligmis tilkelerde yalnizca hibrit genotipler degil, diisiik verimli pek
¢ok yerel tavuk 1rki koruma ve 1slah programlar1 sayesinde hem lezzet hem de verim
bakimindan oldukga iist seviyelere ulastirilmistir (Chen vd., 2019a; Wu vd., 2020;
Anonymous, 2). Eski kaynaklarda Gerze tavuk irkinin et lezzetiyle meshur bir irk oldugu,
morfolojik olarak La Fléche tavuk irkina olduk¢a benzerlik gosterdigi, dolayisiyla et
kalitesinin de La Fléche tavuk 1rk1 kadar 1slah edilip gelistirilebilecegi belirtilmistir (Zeki,
1931). V seklinde ¢atal ibik yapisi, uzun sakallari, biiyiik beyaz kulak loblari, siyah tiiyleri
ile La Fléche tavuk irki yerli Gerze tavuk irkimiza ¢ok fazla benzerlik gostermektedir.
Ikinci Diinya Savasi sonrasinda sayis1 azalan La Fléche tavuk 1rki koruma altina alinmus
(Anonymous, 1) ve yillar igerisinde gergeklestirilen 1slah ¢alismalar1 sonucunda et verimi
ve Kkalitesi oldukga gelistirilmistir (Anonymous, 2). Tiim bu koruma ve 1slah ¢alismalari
neticesinde glinlimiizde La Fléche tavugunun tiim Fransiz tavuk irklar1 arasinda et kalitesi
ve lezzeti bakimindan iist siralarda yer aldigi bildirilmektedir (Anonymous, 2). Bu bilgiler
1s18inda Gerze tavuk irkinin da La Fléche tavuk irki gibi et kalitesinin 1slah ¢aligsmalariyla
gelistirilme potansiyeline sahip olabilecegi diistiniilmektedir.

Bugiine kadar yapilan caligmalar arasinda Gerze tavuk irkinin et verimi ve kalitesi
tizerine molekiiler diizeyde yapilmis bir ¢alisma tespit edilememistir. Bu nedenle,
tamamlanan bu doktora tez calismasinda Gerze tavuk irkinin et verimi ve kalitesi
potansiyelinin gen ifadesi (MRNA) diizeyinde arastirilmasi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda Gerze tavuk irki ile hibrit tavuk irkinin (Cobb500) Pectoralis major kas
dokusunda et verimi ve kalitesine etki eden, lipid metabolizmasi (PPARy, SCD, LPL), kas
gelisimi (MSTN, FOXO3, CAPN3) ve piirin biyosentezi (ADSL, AMPD1, AK1, ENTPDS,
ATIC) yolaklarinda gorev alan genlerin farkli biiylime donemlerindeki ifade seviyeleri
RT-qPCR (Ters Transkripsiyon-Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
analizi kullanilarak arastirilmistir. Gerze tavuk irkinin mevcut yetistiricilik sisteminde et
verimi ve kalitesine etki eden genlerin ifade seviyelerinin belirlenmesi, yerli irkimizin et
kalitesi ozelliklerinin gelistirilmesi amaciyla yapilacak diger ¢aligmalara temel veri
sunma imkani saglayacaktir. Ayrica calisma bulgularinin ulusal ve uluslararasi
platformlarda paylasilmasi, Gerze tavugunun tanitilmasina, et verimi ve Kalitesi
potansiyelinin arastirilmasi i¢in gerekli stratejilerin belirlenmesine katki saglayacaktir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Gerze Tavuk Irka

Gerze tavuk 1rki Sinop’un Gerze ilgesine 6zgii bir irktir ve yerel halk tarafindan
“’Hacikad1’’ olarak isimlendirilmektedir. Catal ibik yapisina sahip olan irkin yiizii orta
uzunlukta ve hafif tiylidiir (Sekil 2.1). Kulak loblar1 erkeklerde her iki tarafta oldukga
belirgin olmakla birlikte biiylik ve beyaz olup kisa tiiylerle ¢cevrelenmistir. Gozleri kahve
rengi, orta biiyiikliikte ve yuvarlak olan Gerze tavugunun gagasi orta uzunlukta ve gri
renkli, burun delikleri ise biiyiiktiir ve gaga tlizerinde ¢ikintili sekilde yer almaktadir.
Viicudunun tamamu siyah tiiylerle kaplidir ve gogiis orta derinliktedir. Disilerde boyun
yapisi orta uzunluktayken, erkeklerde uzundur ve her ikisinde de tiiylerle kaplidir. Biiyiik
ve genis bir kanat yapisina sahip olan Gerze tavuk irkinin Kuyruk yapisi, erkeklerde
saglam ve gosterigli olmasinin yan1 sira 1s1k altinda yesil-siyah renktedir ve deri rengi
beyazdir. Ayrica, incik, ayak derisi ve pullar1 gri renkte ve tiiysiizken, ayaklart dort
parmakli ve mahmuzludur. Bacak yapisi erkeklerde daha saglam yapili ve yiiksek
durusluyken, disilerde daha kisa yapilidir. Yumurta kabuk rengi beyazdir ve yumurta
sayist genis bir varyasyon gosterse de yillik ortalama 88 + 6.35 adet olarak tespit
edilmistir. Yumurta agirhigi ise 49.62 + 0.77 g olarak hesaplanmistir (Ozdogan ve Giircan,
2006). Ergin canli agirlik, disilerde 2.7 - 3.5 kg arasinda, erkeklerde 3.5 - 4 kg arasinda
degismektedir (Sekeroglu ve Ozen, 1997).
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Sekil 2.1. Gerze tavugu ve horozu

Gerze tavuk irkimizin et lezzetinin vurgulandigi en eski kaynak Salih Zeki (1931)
tarafindan yazilan “ASRI TAVUKCULUK” isimli kitaptir. Eserde {ilkemizde o
donemlerdeki tavuk yetistiriciligi su ciimleler ile anlatilmaktadir:

“Maateessiif bugiin nesilleri kesilen hakiki ‘Gerze’ ve ‘Misri’ tavuklariyla, tepeli
Fizan, pagali Nemse 1rklarinin pek ¢ok meraklilar1 vardi. Yakisikli ve nefis etli Hacikadin
tavuklarini, uzun ve kalin 6ten ‘Denizli’, ince ve uzun sesli ‘Berat’ horozlarini zevk i¢in
besleyenler ¢oktu.”

1930’1u yillarda Gerze tavugu neslinin tiikenmek iizere oldugunu vurgulayan
Salih Zeki, ayn1 kitabinda Gerze tavugunu “Hacikadin” tavugu olarak isimlendirmis ve
Gerze tavuk 1rkini “etlerinin nefaseti ve sekillerinin zarafeti ile meshur rktir” sozleriyle
tanimlamustir (Zeki, 1931). “ASRI TAVUKCULUK” isimli eserinde Gerze tavuk irkina
morfolojik olarak olduk¢a benzerlik gdsteren (Sekil 2.2) Fransiz La Fléche tavuk irkina
dikkat ceken Salih Zeki, Gerze tavuk irkinin da et verimi ve kalitesi yOniinde islah
edilebilir oldugunu bildirmistir (Zeki, 1931).
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Sekil 2.2. La Fléche tavugu ve horozu

Ulkemizde sayisi giin gegtikge azalan Gerze tavuk irki iizerinde bugiine kadar az
sayida c¢alisma yapilmistir. Yapilan ¢alismalar; Gerze tavugunun yumurta verim ve kalite
ozelliklerinin arastirllmasina, genetik c¢esitliliginin bazt molekiiler markorler ile
arastirtlmasina, Gerze horoz ve tavuklarinin goz yapisinin  anatomik, histolojik ve
elektron mikroskobik olarak incelenmesine, hastaliklarla iliskili lokuslardaki
polimorfizmlerin arastirilmasina (SSR ya da PCR-RFLP markdorleri kullanilarak)
dayanmaktadir (Sekeroglu, 1993; Kaya, 2008; Mercan, 2010; Lenger, 2011; Fadhil, 2014;
Ozdemir vd., 2016; Ince vd., 2018; Ilhan, 2019, Mercan vd., 2019; Ekinci ve Mercan.,
2020; Alan vd., 2020; Mercan vd., 2022; ). Literatiir arastirmalar1 sonucunda Gerze tavuk
rki lizerine et verimi ve kalitesi/lezzeti ile ilgili herhangi bir ¢alisma yer almadigi tespit
edilmistir. Bu ¢alisma, Gerze tavuk irkinin et kalitesi/lezzeti bakimindan mevcut
potansiyelinin  mMRNA diizeyinde arastirilmasi bakimindan ilk olmasi niteligi
tagimaktadir.

2.2. Tavuklarda Et Kalitesine Etki Eden Faktorler

Et kalitesi, yumusaklik, su tutma kapasitesi, renk, besin degeri, lezzet ve gida
giivenligi gibi birgok faktor tarafindan belirlenmektedir (Cao vd., 2022). Genel olarak et
kalitesini degerlendirmek i¢in kullanilan en yaygin faktorler yumusaklik, su tutma
kapasitesi, renk ve lezzet olarak kabul edilmektedir (Mancini vd., 2005; Desai vd., 2016).
Diger yandan, et endiistrisi i¢in et kalitesi; fiziksel, kimyasal, morfolojik, biyokimyasal,
mikrobiyal, duyusal, teknolojik, hijyenik, beslenme ve mutfak 6zelliklerini iceren genel
et Ozelliklerini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir (Mir vd., 2017; Cao vd., 2022).
Goriiniis, doku, sululuk, renk, gevreklik, yumusaklik, aroma ve lezzet, bir et iiriinii satin
almadan Once ve sonra tiiketicilerin ilk ve nihai kalite yargisini etkileyen en 6nemli ve
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algilanabilir et 6zellikleridir (Cross vd., 1986). Ayrica, etin islenmesinde Ve et iirtinlerinin
imalatinda, etin su tutma kapasitesi, kesme kuvveti, damlama kaybi, pisme kayb1, pH, raf
omrii, kolajen igerigi, protein ¢oziiniirliigii ve yag baglama kapasitesi gibi olgiilebilir
ozellikler ¢ok dnemli kalite 6zelliklerindendir (Allen vd., 1998). Tiim bunlarin yan1 sira
son zamanlarda tiiketicilerin artan saglik bilinci nedeniyle belirledigi bazi et kalitesi
kriterleri (hafif, sade, az yagl, yagi azaltilmis, kalorisi azaltilmis vb.) ortaya ¢ikmistir ve
bu etikete sahip tiriinlerin sayis1 giin gectikge artmaktadir (Cao vd., 2022).

Kanatlilarda et kalitesini iyilestirmeyi amaglayan molekiiler diizeyde ¢alismalar
gerceklestirilirken (Cao vd., 2022) et kalitesinin poligenik bir 6zellik olmasi sebebiyle bu
calismalarda genetik ilerleme basarasi sinirlt kalmistir. Ayrica, et kalitesine etki eden
genlerin birbirleriyle olan karmasik etkilesimi, bu genlerin et kalitesi iizerine etkilerinin
kesin bir bigimde etkisini belirlemeyi zorlastirmaktadir (Bendixen, 2015). Bugiine kadar
yapilan ¢aligmalarda et kalitesi 6zellikleriyle yakindan iligkilendirilen birgok major etkili
aday belirte¢ gen tespit edilmis, ancak et kalitesini belirleyen molekiiler mekanizmalar
heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Bolormaa vd., 2013; Jolanta vd., 2014; Cao vd.,
2022).

2.3. Tavuklarda Et Kalitesine Etki Eden Baz1 Genler

Yerli tavuk irklarinin yok olma tehlikesiyle karsi karsiya kalmasi ve diger yandan
tiiketicilerin yerli tavuk tirtinlerine artan ilgisi nedeniyle, bir¢cok gelismis tilke, yerli tavuk
irklarinin - koruma altina alinmasina ve verim potansiyellerinin  arastirilmasina
yogunlasmustir (Pellattiero vd., 2020). Bu dogrultuda, yerli tavuk irklarinin gogiis
kaslarmin (Pactoralis major ve Pectoralis minor) ve bacak kaslarinin (lliotibialis
cranialis, lliotibialis lateralis, Gastrocnemius externus, Fibularis longus) gelisim
mekanizmalarint inceleyen ve kas gelisimini artirmayr hedefleyen pek ¢ok calisma
yapilmistir (Piorkowska vd., 2015; Chen vd., 2015; Zhang vd., 2017; Kong vd., 2017,
Mueller vd., 2018; Wu vd., 2018; Li vd., 2019a; Chen vd., 2019a ; Chen vd., 2019b; Liu
vd., 2020; Wu vd., 2020). Et kalitesinin molekiiler mekanizmasinin daha iyi
anlasilabilmesi i¢in son yillarda yerli ve hibrit tavuk irklarimin biiylime performansi ve et
kalitesi ozellikleriyle iliskili molekiiler mekanizmalar1 karsilastirmali gen ifadesi
diizeyinde incelenmistir (Chen vd., 2015; Zhang vd., 2017; Mueller vd., 2018). Diger
yandan et lezzeti ya da hastaliklara direnci gibi 6zellikleriyle bilinen yerli tavuk irklarinin
biiylimesi ve geligsmesi, etlik piliglerin kesim yasi, yerel irklarin hizli ve yavas biiyliyen
alt popiilasyonlarindaki gelisim farkinin arastirildigi transkriptom ¢aligmalar1 da
gerceklestirilmisgtir (Wu vd., 2018; Chen vd., 2019a; He vd., 2020; Wu vd., 2020). Bu
calismalarda, LPL, PPARy, SCD gibi genlerin tavuklarda lipid depolanmasi ve et kalitesi
tizerinde 6nemli etkileri oldugu (Gunawan vd., 2018; Liv d., 2019a; Wang vd., 2023),
ADSL, AMPD1, AK1, ENTPD8 ve ATIC gibi genlerin kaslardaki IMP birikimi ve et
lezzeti ile yakindan iligkili oldugu tespit edilmistir (Hu vd., 2015; Ma vd., 2015; Zhang
vd., 2018a; Huang vd., 2022a; Huang vd., 2022b). Ozellikle kas biiyiimesi ve gelismesi
icin MSTN, CAPN3, FOXQO3 gibi genlerin tavuklarda major etkili aday genler olabilecegi
bildirilmistir (Zhang vd., 2009; Zhou vd., 2015; Lee vd., 2020).
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2.3.1. Tavuklarda lipid metabolizmasi iizerinde etkili olan baz1 genler

Tavuklarda asir1 yag depolanmasi et iiretim maliyetini, yem verimliligini, et
kalitesini ve tiiketici saghigini etkileyen istenmeyen bir faktor olarak kabul edilmektedir
(Nematbakhsh vd., 2021). Ancak diger yandan, toplam kas i¢i yag (IMF) miktar1 ve yag
asidi (FA) igerigi etin sululuk, lezzet ve yumusaklik gibi kalite 6zelliklerinde belirleyici
rol oynamaktadir (San vd., 2021). Bu nedenle tavuklarda lipid metabolizmasini1 ve kas
gelisim dengesini anlamak i¢in pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Son yillarda tavuklarda yag
depolanmasi ile ilgili molekiiller diizeyde gergeklestirilen arastirmalar, lipid
metabolizmasinda gorev alan transkripsiyonel diizenleyicilerin roliinii ve birbirleriyle
etkilesimlerini ortaya ¢ikarmistir (Fu vd., 2014; Zhang vd., 2014; Chen vd., 2017; Zhang
vd., 2018; Liu vd., 2019; Tunim vd., 2021; San vd., 2021; Li vd., 2023). Bu galismalar
sonucunda farkli transkripsiyon faktorlerinin, gesitli sinyal yolaklariyla lipojenik (yag
asitlerinin sentezi ile ilgili) ve adipojenik (6nciil yag hiicrelerinin olgunlagsmasi ile ilgili)
genlerin ifadesini diizenledigi ve bu transkripsiyon faktorlerinin tavuk lipid
metabolizmasi lizerinde etkili oldugu tespit edilmistir.

Son zamanlarda hibrit tavuklara gore daha zengin bir et aromasi ve lezzetine sahip
olan yerli tavuk wrklarindan elde edilen et iriinleri tiiketici tarafindan olduk¢a ragbet
gormektedir (San vd., 2021). Yerli irklarin kendine 6zgii et kalitesi 6zellikleri yaninda
tilkketiciler arasinda bu tavuklarin dogal yasamlarina uygun tarim sistemlerinde (serbest
yetistiricilik, organik tarim gibi) yetistirildigine dair de bir algi olusmustur. Kanath
saglig1 ve beslenmesine iliskin tiiketiciler arasinda artan bu farkindalik, daha kapsamli
yetistiricilik sistemleri kullanilarak iiretilen yerli tavuk 1rki Girinleri i¢in pazar ihtiyacini
giindeme getirmistir (Devatkal vd., 2019; Al-Nasser vd., 2020; San vd., 2021). Bu
nedenle vyerli tavuk irklarmin et kalitesine ve lezzetine etki ettigi bilinen lipid
metabolizmasi ile iliskili lipojenik ve adipojenik genler ve biyolojik yolaklar tizerine pek
¢ok calisma gergeklestirilmistir (Fu vd., 2014; Chen vd., 2017; Tunim vd., 2021;
Nematbakhsh vd., 2021; Li vd., 2023). Bu ¢alismalarda tavuklarin farkli dokuarinda lipid
metabolizmasinin 6nemli siireglerine dahil olan bazi genler (PPARy, SCD, LPL gibi
genler) tespit edilmistir.

Liu vd. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada, gogiis kasi dokularinda farkli
trigliserit i¢eriklerine sahip (yliksek ve diisiik) tavuklarin transkriptom analizi sonucunda,
farklr lipit birikimini ve metabolizmasini kontrol eden anahtar yolaklar tespit edilmistir
(Sekil 2.3). PPAR sinyal yolaginda gorev alan PPARy geninin aktivasyonu ile trigliserid
sentezini tesvik eden ADIPOQ, LPL, SCD veya CD36 dahil olmak iizere bazi lipojenik
genlerin ifadesinin arttig1 bildirilmistir. Diger yandan PPARy’nin yag damlaciklarinin
olusumunu hizlandirmak i¢in CIDEC geninin PLIN1 geni ile etkilesimini
destekleyebilecegi tespit edilmistir. Bu nedenle PPARy, SCD ve LPL genlerinin lipid
metabolizmas1 ve depolanmasi i¢in anahtar enzimler kodladig:r vurgulanmstir (Liu vd.,
2019; Nematbakhsh vd., 2021).
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Sekil 2.3. Tavuklarda lipid metabolizmasina katkida bulunan potansiyel sinyal yolaklari
(Liu vd. 2019’dan uyarlanmistir)

2.3.1.1. PPARy geni (Peroxisome proliferator activated receptor gamma)

PPARy geni tavuklarda onciil yag hiicrelerinin farklilasmas: ve gelismesinde
gorev alan 6nemli bir diizenleyici reseptor olarak bilinmektedir (Ding vd., 2011). Tavukta
12. kromozom {iizerinde yer alan PPARyY geni, yaklasik 55 kb uzunlugundadir ve 1428
b¢’lik kodlama bolgesinden 475 amino asit kodlanmaktadir (NCBI Gen ID: 373928).
PPARy, yag asidi alimi, lipid depolanmasi, yag asidi metabolizmasi, glukoz
metabolizmast ve onciil yag hiicrelerinin (pre-adipozit) farklilasmasi gibi siireglerde
gorev alan 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir (Rosen vd., 1999; Sato vd., 2004; Sato
vd., 2009; Tarai vd., 2017; Tunim vd., 2021). Ge¢mis yillarda yapilan ¢alismalarda,
PPARy'nin agirlikli olarak yag hiicrelerinde (adipozit) ifade edildigi ve bilinen bazi
transkripsiyon faktorleri ile birlikte yag hiicrelerinin gelisim yolaklarina katildig: tespit
edilmistir (Liu vd., 2010). Elde edilen bulgular, bu genin tavuklarda lipid metabolizmasi
ve yag hiicresi farklilagmasi siirecinde gorev alan diger genlerin de ifadesini uyardigini
gostermistir (Wand vd., 2017). Ayrica, PPARy geninin yag hiicresi farklilagmasi sirasinda
onemli 6l¢iide ifadesinin arttif1 ve bu nedenle ¢aligmalarda yag hiicresi olusumunda
popiiler bir belirteg¢ olarak kullanildig: bildirilmektedir (Liu vd., 2019). Genel olarak
bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda PPARY geninin farkli dokulardaki ifade seviyeleri,
dokulardaki yag depolanmasi ile iliskisi, cinsiyet, irk, yas ve beslemeye bagli olarak
degiskenlik gosterip gostermedigi baslica arasgtirma konular1 olarak literatiirde yer
almistir.

Sato vd. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada etlik tavuk irklarinin farkli
dokularindaki PPARy gen ifadesinin yas, beslenme ve agonist uygulamalarina karsi
degisimi arastirtlmistir. 30 haftalik tavuklarda incelenen 14 farkli dokudan en diisiik ifade
seviyesi yag dokusu, dalak, akciger ve pankreasta tespit edilmistir. PPARy mRNA
seviyesinin yasla birlikte yag dokusunda azalirken, kas dokusunda artt1g1 saptanmustir.
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Diger yandan farkli bitkisel yag igeriklerine sahip rasyonlarin tavuk abdominal
yag dokusundaki PPARy mRNA seviyesini 6nemli olgiide etkiledigi tespit edilmistir.
Ayrica, gida takviyesi olarak uygun bir ligand (giinliik 50 mg/ kg (pili¢ canli agirlig1) oral
troglitazon takviyesi) kullanildiginda abdominal yag agirliginin, PPARy ve LPL mRNA
seviyelerinin 6nemli 6l¢iide arttigr tespit edilmistir. Elde edilen bulgular tavuk PPARy
ifade seviyesinin dokular arasinda farklilik gosterdigini, farkli besleme stratejilerinden
etkilenebildigini ve morfolojik olarak da 6nemli degisikliklere sebep olabilecegini ortaya
koymustur (Sato vd., 2004).

Tavuklarda PPARynin islevinin daha iyi anlasilabilmesi igin 12 giinlik
civcivlerin onciil yag hiicresi dokular kiiltiire alinarak RNAi (RNA interferans —
transkripsiyon sonrasi gen susturma) teknolojisiyle (siPPARy) PPARy geni
susturulmustur (Wang vd., 2008). Beklendigi sekilde hiicrelerin SiPPARy ile gecici
transfeksiyonu, tavuk onciil yag hiicrelerinin farklilagsmasini ve ¢ogalmasini 6nemli
olgiide inhibe etmistir (P<0.05). Bu sonuglar PPARy’nin tavuklardaki yag dokularinin
miktara dogrudan etki ettigini gdstermektedir.

Sato vd. (2009) tarafindan yapilan bir bagka calismada PPARy gen ifadesi
seviyesinin ve abdominal yag dokusu miktarmin, irk (etlik, yumurtact hibritler ve yerli
tavuk 1riklar1) ve cinsiyete bagli olarak degistigi tespit edilmistir. Ancak galisilan tiim
irklarda ve her iki cinsiyette de Karin yag dokusundaki PPARy mRNA seviyesinin 5
haftalik yasta en yiiksek seviyede ifade edildigi tespit edilmistir. Bu nedenle PPARy
MRNA seviyesinin yasla birlikte arttig1 sonucuna varilmstir. Ozellikle etlik piliglerde,
PPARy mRNA seviyesinin yumurtact hibritten ve yerli tavuk irklarindan 6nemli seviyede
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica abdominal yag dokusu agirligi ile PPARy
MRNA seviyesinin korelasyon gostermesinin, PPARy geninin dokulardaki kas ici yag
miktar1 bakimmdan major etkili bir gen olabilecegi vurgulanmistir. Dolayisiyla yapilan
bu ¢alismada PPARy geninin kas i¢i yag miktari igin iyi bir belirte¢ oldugu ve tavuklarin
abdominal yag birikiminde anahtar bir faktor olarak gorev aldigi ifade edilmistir (Sato
vd., 2009).

Yag hiicresi olusumu siirecine dahil olan birgok gen bulunmaktadir ve bu genlerin
PPARy geni tizerindeki etkileri halen arastirma konusudur. Ancak C/EBPa geninin
(CCAAT/giiglendirici baglayict protein-a) PPARy geniyle iliskisi Ding vd. (2011)
tarafindan yapilan bir c¢alisma ile ortaya cikarilmistir. Tavuk embriyo fibroblast
hiicrelerinde gerceklestirilen ¢alismada, bir transkripsiyon faktorii olan C/EBPa'nin,
PPARy’nin promotdr bolgesine dogrudan baglanabildigi ve PPARy ifadesini
diizenleyebildigi tespit edilmistir. Bu nedenle C/EBPa geninin, PPARy gen ifadesini
dogrudan diizenleyebilme yetenegine sahip oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Elde edilen
bulgular, tavuklarda PPARymin dogrudan C/EBPa tarafindan diizenlenebilecegini
gosterdigi gibi baska diizenleyici faktorlerin de PPARy gen ifadesine ve dolayisiyla kas
ici yag miktarin1 ve yag hiicresi farklilasmasini etkileyebilecegini gostermektedir (Ding
vd., 2011).

PPARy geninin promotdr aktivitesi sadece transkripsiyon faktorlerine degil
promotdr bolgenin metilasyon durumuna da baglidir (Sun vd., 2014). Yani transkripsiyon
faktorli ne kadar fazla olursa olsun PPARy geninin promotor bolgesinde yer alan CpG
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diniikleotidlerinin metillenme profili de gen ifadesi seviyesi bakimindan oldukga kritiktir
(Sun vd., 2014). Ciinkii, promotdr bolgede yer alan CpG diniikleotidlerine bir metil grubu
baganarak (DNA metilasyonu), transkripsiyon faktorlerinin bu bolgeye baglanmasina
engel olmakta ve gen ifadesinin azalmasina neden olmaktadir. Nihai olarak, PPARy gen
ifadesi DNA metilasyon gibi gen ifadesini diizenleyen mekanizmalar tarafindan da
diizenlenmektedir (Sun vd., 2014).

Bu baglamda, Sun vd. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada abdominal yag
icerigi bakimindan seleksiyon uygulanmis ve uygulanmamis iki tavuk popiilasyonunda
(kas i¢i yag miktar diistik ve yliksek) PPARy'nin promot6r bolgesinin metilasyon durumu
ve gen ifadesi seviyesi arastirilmigtir. PPARy geninin promotor bolgesindeki metilasyon
seviyeleri bisiilfit dizileme yontemiyle, mMRNA seviyesi ise RT-qPCR analizi ile
incelenmistir. PPARy transkripsiyon baslangi¢ kodonunda ATG baslangi¢ kodonunun da
dahil oldugu -1175 ile -301 bg¢’lik bir bolgede, 6 adet CpG diniikleotidi tespit edilmistir.
Bu CpG dintikleotidlerinden 3 tanesinin (-548, —435 ve —383 bg¢ pozisyonunda) her iki
tavuk popiilasyonlar1 arasinda farkli metilasyon profili gosterdigini, ancak —1014, —796
ve —625 bg¢ pozisyonlarindaki diger 3 CpG diniikleotidlerinin ayn1 metilasyon profiline
sahip oldugu tespit edilmistir. Diger yandan her iki tavuk popiilasyonunda da PPARy
promotor bolgesindeki metilasyonunun yasla birlikte azaldigi ve metilasyon seviyelerinin
kas i¢i yag miktar diisiik olan piliglerde 2 haftalik (%79.9 ila 64.5; P<0.0001), 3 haftalik
(66.7 ila 58.3) %; P<0.0001) ve 7 haftalik yaslarda (%50 ila 42.7; P=0.0004) énemli
olglide daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Diger yandan PPARy gen ifadesi seviyeleri ile
DNA metilasyon seviyeleri arasinda 6nemli diizeyde negatif korelasyon (Pearson r = —
0,653, P = 0,0057) saptanmustir (Sun vd., 2014). Elde edilen bulgular, azalan metilasyon
seviyesinin artan PPARy ifadesiyle sonuglandigini ispatlamaktadir. Sonug olarak yapilan
calismada, tavuk PPARy geninin yag dokusu gelisimi sirasinda DNA metilasyonu ile de
diizenlendigi ortaya ¢ikarilmistir (Sun vd., 2014).

PPARy geni lzerine yapilan bir baska c¢aligma ise genetik yapisinin
karakterizasyonudur (Duan vd., 2015). Veri tabanlarinda yalnizca bir adet tavuk PPARy
mRNA dizisi rapor edildigini belirten Duan vd. (2015), PPARy cDNA dizisinin 5
bolgesini ¢ogaltarak, ii¢ farkli transkripsiyon baslatma bolgesinden bes farkli transkript
varyantinin kopyalandigi tespit etmislerdir. Ancak acgik okuma gergevesi kaymasi analizi
sonucunda bu genin bes transkript varyantindan (PPARy1-5) sadece iki adet PPARy
protein izoformunun (PPARyl- PPARy2) kodlandig bildirilmistir. PPARy2 izoformunun
N-terminal bolgesinin PPARy1’den daha fazla amino asit icerdigi (6 adet) saptanmustir.
Doku dagilim analizine gore, PPARyl'In birgok tavuk dokusunda ifade edilmesine
ragmen, agirlikli olarak abdominal yag dokusunda ifade edildigi tespit edilmistir. Bu
durumun, insan ve fare PPARyI proteinleriyle de benzerlik gosterdigi bildirilmistir. Elde
edilen bulgular sonucunda, PPARy1 protein izoformunun, PPARy1, PPARy3, PPARy4 ve
PPARyS5 transkript varyantlar tarafindan kodlanabilecegi ileri stiriilmiistiir. PPARyI’in,
abdominal yag dokusunda en fazla ifade edilen transkript olmasindan dolay1 bu dokunun
oncelikli olarak PPARyl protein izoformunun ifadesinden sorumlu olabilecegi ¢ikarimi
yapilmistir (Duan vd., 2015).

PPARyl ve PPARy2 protein izorformlarinin yag hiicresi farklilagsmasindaki
gorevlerinin aydinlatilmasi igin tavuk Onciil yag hiicrelerinin ¢ogalmasi, apoptozu ve
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farklilagsmasi tizerindeki etkileri arastirilmistir (Mu vd., 2020). Her iki protein
izoformunun ICP2 hiicrelerinde (siirekli boliinebilen tavuk onciil yag hiicreleri) hiicre
cogalmasini belirgin sekilde baskiladigi ve hiicre dongiisiini GO/G1 asamasinda
durdurdugu bildirilmistir. Ayrica, ELISA deneylerinde her iki izoformun fazla ifade
edilmesi durumunda apoptozu uyardigr ancak hiicre farklilasmasini da destekledigi
belirtilmistir. Diger yandan, PPARy2’nin, apoptozu uyarmada, onciil yag hiicrelerinin
olusumunu tesvik etmede ve hiicre ¢ogalmasini baskilamada PPARyl’den daha etkili
oldugu tespit edilmistir. EK olarak, her iki izoformun LPL ve PLIN1 (Perilipinl)
genlerinin promotor aktivitelerini farkli sekilde uyardiklari tespit edilmistir. Sonug
olarak, PPARy1’in ve PPARY2 nin onciil yag hiicrelerinin ¢ogalmasi, apoptozu ve yag
hiicresi farklilasmasi siireclerini farkli sekilde diizenledigi bildirilmistir (Mu vd., 2020).
Dolayistyla dokulardaki yag hiicresi miktarinin, PPARYy ifade seviyesiyle, PPARy mRNA
dizi bilgisiyle ve varsa farkli PPARy protein izoformlarinin ifade oranlar ile
iliskilendirilmesi oldukga Kritiktir.

2.3.1.2. SCD geni (Stearoyl-CoA desaturase)

Stearoyl-CoA desatiiraz (SCD ya da SCD1) geni, palmitik asit (C16:0) ve stearik
asidi (C18:0), sirasiyla palmitoleik (C16:1) ve oleik aside (C18:1) desatiirasyonunu
katalize ederek de novo (basit molekiillerden karmasik molekiillerin sentezlenmesi) yag
asidi sentezinde gorev alan anahtar bir enzimi kodlamaktadir (Nematbakhsh vd., 2021).
Tavuklarda 6. kromozom {iizerinde yer alan SCD geni, yaklasik 18 kb uzunlugunda olup
1074 ¢b’lik kodlama bdlgesinden 357 amino asit kodlanmaktadir (NCBI Gen ID:
395706). Yapilan ¢calismalarda SCD’nin tavuklarda viicut agirlig1 ve enerji homeostazinin
kontroliinde potansiyel bir rol oynayabilecegi bildirilmistir (Huang vd., 2015). Gogiis
kas1 dokusunda farkli doymamis yag asidi igerigine sahip tavuklarda yapilan transkriptom
analizi sonucunda SCD'nin fonksiyonel bir aday gen olarak kabul edilebilecegi
bildirilmistir (Gunawan vd., 2018).

Kas i¢i yag miktart, et kalitesi bakimindan olduk¢a 6nemlidir ve kas dokularindaki
asir1 yag birikimi hem treticiler hem de tiiketiciler tarafindan istenmeyen bir durumdur
(Bourneuf vd., 2005). Bu nedenle lipid ve enerji metabolizmasinda goérev alan SCD
geninin farkli dokularda, yaslarda, irklarda ve besin takviyelerinde ifade seviyelerinin
belirlenmesi olduk¢a onemlidir. Bu amacgla Dridi vd. (2007) tarafindan yapilan bir
caligmada, abdominal yag miktar1 bakimindan gruplandirilan tavuk popiilasyonlariin (
diisiik ve yliksek) 9 haftalik yasta, 16 ya da 24 saat beslemeden yoksun birakmanin
karaciger dokularindaki SCD gen ifadesini azalttig1 tespit edilmistir. Diger yandan, SCD
geninin cinsiyete bagl olarak farkli dokularda farkli seviyelerde (disilerde en yiiksek
ovaryumda, erkeklerde hipotalamusta) ifade edildigi bildirilmistir. Yem tiiketimini
etkileyen hormonlardan biri olan leptinin tavuklara uygulanmasinin karaciger dokusunda
SCD mRNA seviyesini artirdigi, yag asidi ve steroid biyosentezini inhibe eden cerulenin
(antibiyotik) uygulamasinin kas dokularinda SCD mRNA seviyesini azalttigi
saptanmistir. Leptin uygulamasinin memelilerdekinin aksine bir egilimde SCD gen
ifadesi sergilemesi nedeniyle, bu genin tiirler arasinda farkliliklar gosterdigi ileri
stirilmiistiir (Dridi vd., 2007). SCD geninin dahil oldugu yolaklar dikkate alindiginda bu
genin ifadesinin cinsiyete, tiire, beslemeye ve dokuya spesifik oldugu ifade edilebilir.
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Tavuklarda aglik durumunun SCD ifadesine etki ettigini bildiren bir baska
calismada 6 haftalik yastaki tavuklar 16-48 saat a¢ birakilmis ve aglik uygulamasi
sonrasinda tavuklarin karaciger dokularinda SCD geni ifade seviyesinin 14 kat inhibe
edildigi tespit edilmistir (Désert vd., 2008).

Yag asitleri, ¢esitli genlerin  diizenlenmesi  yoluyla hiicresel lipid
metabolizmasinda diizenleyici rol oynamaktadir ve SCD geni lipid metabolizmasinda
gorev alan onemli genlerden biridir. Dolayisiyla SCD geninin dokulardaki yag asidi
kompozisyonuyla yakindan iliskili oldugu varsayilmaktadir. Maharani vd. (2013) ve
Furgon vd. (2017) tarafindan yapilan galismalar bu varsayimi desteklemektedir. Yapilan
calismalarda, etlik tavuklarda bacak kasi ve karaciger dokusundaki SCD geninin 2.
ekzonundaki polimorfizmlerin farkli yag asidi igerikleriyle yakindan iliskili oldugu
ortaya ¢ikarilmistir (P<0.05) (Maharani vd., 2013). Cobb500 genotipinde gergeklestirilen
calismada ise yine SCD geninin 2. ekzonunda tespit edilen SNP’nin (g.3728A>G) bacak
kas1 dokusundaki miristoleik asit (C14:1; P<0.05), palmitik asit (C16:0; P<0.05),
palmitoleik asit (C16:1; P<0.05) ve doymus yag asitleri (SFA; P<0.05) ile yakindan
iligkili oldugu tespit edilmistir (Maharani vd., 2013). F2 kampung etlik tavuk irkinin
karaciger dokusunda SCD geninin 2. ekzonunda tespit edilen bir SNP’nin (g.37284A>G)
palmitoleik asitle (C16:1), ayrica 26 haftalik yastaki tavuklarin toplam yag asidi ve
doymamis yag asidi miktariyla yakindan iligkili oldugu saptanmistir (P<0.05) (Furgon
vd., 2017). Elde edilen bulgular dogrultusunda, SCD geninin dokulardaki yag asidi
icerikleri igin bir belirteg olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Maharani vd., 2013;
Furgon vd., 2017).

SCD geninin dokulardaki yag asidi igerigine etkisi, arastirmacilart doymus ve
doymamis yag asidi igerikleriyle SCD gen ifadesi arasindaki iligkiyi arastirmaya
yonlendirmistir. Bu amagla gerceklestirilen bir ¢alismada (Gunawan vd., 2018), 12
haftalik yastaki Endonezya hibrit tavuk irkinin Pectoralis major kas dokusundaki yag
asidi miktar1 ve bilesenleri, ayrica karaciger dokusundaki SCD gen ifadesi seviyesi
incelenmistir. Pectoralis major kas dokusunda yiiksek miktarda yag asidi igerigine sahip
tavuklarda doymamis yag asitlerinin daha fazla oldugu, bunun aksine diisitk miktarda yag
asidine sahip tavuklarda doymus yag asitlerinin daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglara paralel olarak SCD gen ifadesinin, yiiksek miktarda yag asidine sahip
tavuklarda 6nemli diizeyde daha fazla ifade edildigi bildirilmistir (P<0.05) (Gunawan vd.,
2018). Doymamis yag asidi igeriginin daha saglikli oldugu ve bu nedenle tavuk etinin
beyaz ete kiyasla Oncelikli tercih sebebi olabildigi g6z Oniine alindiginda, ytiksek
doymamis yag asidi igerigine sahip tavuklarin se¢iminde SCD geninin aday bir belirteg
olarak kullanilmasi potansiyeli de giindeme gelmektedir.

Benzer bir ¢aligma Jin vd. (2020) tarafindan yapilmistir ve 20 haftalik yastaki
Kore yerli tavuk irkinin bacak kasi dokusundaki SCD geninin sahip oldugu bir SNP’nin
(rs10731498) stearik asitle (C18:0), gogiis kas1 dokusundaki SCD geninin sahip oldugu
SNP’lerin (rs10731498 ve rs313838448) oleik asit (C18:1) ve linoleik asit (C18:2) ile
onemli diizeyde yakindan iliskili oldugu tespit edilmistir (P<0.05).

Yag asidi sentezi anlamina gelen lipogenez, birden fazla gen ailesinin katildigi
karmasik bir siirectir ve bu poligenik 6zellik sebebiyle tavuklarda coklu yag asidi
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sentezini diizenleyen mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamustir. Liu vd. (2023)
tarafindan yapilan bir ¢alisma ile ¢coklu doymamis yag asidi senteziyle iliskilendirilen,
aralarinda SCD geninin de bulundugu 11 adet genin c¢ekirdek promotor bolgeleri
tanimlanmuistir. Aragtirma sonucunda SCD geninin gekirdek promotor bolgesinde 41 adet
transkripsiyon baglanma bodlgesi bulundugunu ve toplam 25 adet transkripsiyon
faktoriiniin bu bolgeye baglanabildigini tespit etmislerdir. En fazla baglanma bolgesinin
SP1 genine (8 adet) ait oldugu ve bunu takiben C/EBPa (6 adet baglanma bolgesi), ICSBP
ve GATA-1 (3’er adet baglanma bdlgesi) genlerine ait birden fazla baglanma bolgeleri
oldugu bildirilmistir (Liu vd., 2023). Elde edilen bulgular, SCD genin ifadesine etki eden
birden fazla gen oldugunu gostermektedir ve SCD geninin yag asidi sentezindeki
gorevinin daha net anlasilmasi igin bu genlerin birbirleriyle etkilesimlerinin de
aydinlatilmasi olduk¢a énemlidir.

2.3.1.3. LPL geni (Lipoprotein lipase)

Lipoprotein lipaz (LPL) enzimi, yag hiicreleri, iskelet kasi hiicreleri ve kalp kasi
hiicreleri tarafindan sentezlenebilen suda ¢6ziiniir bir enzimdir (Talpur vd., 2018). Cesitli
dokularda ifade edilen LPL enzimi, hiicresel kullanim igin trigliseritlerden yag asitleri ve
gliserol iireterek yag metabolizmasinda gérev alan énemli bir enzimdir (Nematbakhsh
vd., 2021). Bu nedenle, dokulardaki yag birikimini artirarak kas kiitlesine katkida
bulundugu ileri stirtilmiistiir (Talpur vd., 2018). Tavuklarda Z kromozomu tizerinde yer
alan LPL geni, yaklasik 17 kb uzunlugundadir ve genin 1458 b¢’lik kodlama bolgesinden
485 amino asit kodlanmaktadir (NCBI Gen ID: 396219).

Yag asidi sentezi ve oksidasyonu, karacigerdeki trigliserit birikiminin kontroliinde
gerceklesmektedir. Yag sentezi ve yag katabolizmasi (lipoliz) arasindaki denge sonucu
dokularda yag birikimi meydana gelmektedir. Dolayisiyla, yem igerigiyle saglanan yag
miktar1 sabit tutuldugunda, dokularda diisiik seviyede yag birikimi gergeklesmesinin
sebebi, yag katabolizmasinin artmasi ya da yag asidi sentezinin azalmasi olarak
degerlendirilmektedir (Sanz vd., 2000; Zhao vd., 2010).

Tavuk embriyosunun toplam enerji ihtiyacinin %90'indan fazlasinin, yumurta
sarist lipidlerinden tiiretilen yag asitlerinin -oksidasyonuyla saglandig: bilgisinden yola
cikarak Zhao vd. (2010) tarafindan tavuklarda embriyonik donemde LPL gen ifadesi
aragtirtlmistir. Yag asidi hidrolizinde gorev alan LPL geninin iki etlik tavuk rkinin
(yerli/abdominal yag agirhg: disiik ve ticari irk/ abdominal yag agirhigr yiiksek)
embriyonik donemlerinde karaciger dokusundaki ifade seviyeleri ve kandaki trigliserit ve
toplam kolesterol miktarlari incelenmistir. Elde edilen bulgularda, yerli tavuk irkinda LPL
gen ifadesinin embriyonik dénem boyunca (E9, E14, E19) azaldigi ve hatta kulugka
cikiginda (H1) neredeyse tamamen durdugu tespit edilmistir. Bunun aksine her iki irkta
da trigliserit miktarinin azaldigi, toplam kolesterol ve esterlesmemis yag asitleri
miktarinin  artti§i  tespit  edilmistir. Arastirma  bulgulari, tavuklarda lipid
metabolizmasinin LPL geni bakimindan heniiz embriyonik doénemde planladigini
gostermektedir. Ancak yag asidi biyosentezi ve katabolizmas1 bakimindan farklilik tespit
edilmemesi, 1rk diizeyinde lipid metabolizmas1 bakimindan baska spesifik farkliliklarin
olabilecegine isaret etmektedir. Yine de her iki tavuk irkinin embriyonik donemde
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gosterdigi farklh LPL gen ifadesi seviyeleri, tavuklarin nihai olarak abdominal yag
miktarina etki edebilecegi ileri siirilmiistiir.

Tavuklarda asir1 yag birikimi istenmeyen bir durumdur. Bu nedenle kas i¢i yag
miktart diisiik ve yiiksek olan tavuk popiilasyonlari arasindaki lipid metabolizmasinda
gorev alan ajanlarin fonksiyonlarmin belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. LPL enzimi
trigliseridleri yag asidi ve gliserol bilesenlerine ayirmaktan ve yag depolanmasindan
sorumludur (Talpur vd., 2018). Xing vd. (2011) tarafindan yapilan ¢alisma, LPL gen
ifadesinin abdominal yag dokusu miktar1 {izerinde belirleyici oldugunu ortaya
koymaktadir. Ozellikle etlik pili¢lerde 56 ve 66 giinliik yaslarda rasyona eklenen %1’lik
betainin (metil verici besin takviyesi) LPL geninin promotér bdlgesindeki CpG
dintikleotidlerindeki metilasyon profilini degistirdigi saptanmistir. Bu degisimin 66
giinliik yastaki bireylerde LPL gen ifadesini ve abdominal yag dokusu miktarini 6nemli
diizeyde azalttig1 tespit edilmistir (P<0.05). Elde edilen bulgular, yag dokusu miktarinin
azaltilmasi i¢in LPL gibi major etkili genlerin metil verici yem katki maddeleri ile
diizenlenebilecegine isaret etmektedir.

Entansif tavukgulukta 6zellikle etlik piligclerde ve damizliklarda abdomen ve i¢
organlarinda asir1 yag depolanmasi kontrol edilmesi gereken 6nemli bir sorundur. Yiiksek
verimli modern etlik irklar, hizli biiylime Ozellikleri sebebiyle asir1 yag depolama
egilimindeyken, yavas gelisen genotiplerde bunun aksine abdominal yag depolama
Ozelligi daha azdir. Bu farklilik arastirmacilart yavas ve hizli gelisen genotiplerin lipid
mekanizmasinda gorev alan genlerin ifade farkliliklarini arastirmaya yoneltmistir. Konu
ile ilgili D’Andre vd. (2013) tarafindan yapilan ¢aligmada genom ¢ipi analizi ile hiz1 ve
yavas bilyiiyen iki tavuk irkinin (8 haftalik yasta) abdomen, derialti, gogiis ve hipofiz bezi
dokularindaki gen ifadesi farliliklar1 arastirilmistir. Elde edilen bulgular, LPL geninin
hizli gelisen etlik irkta sadece gogiis kasi dokusunda ifadesinin azaldigini, diger
dokularda ifadesinin arttigini gostermistir. Arastirma sonuglar1 LPL’nin tavuklarda lipid
depolanmasi ile yakindan iligkili oldugunu gostermektedir.

Benzer bir ¢alismada, hizli ve yavas gelisen iki tavuk 1irkinin gogiis ve bacak kasi
dokularinda LPL gen ifadesi, LPL enzim aktivitesi ve kas i¢i yag orani incelenmistir
(Huang vd., 2016). Calisma sonucunda, yas ve irkin LPL enzim aktivitesi ve gen ifadesi
tizerine etkili oldugu, ayrica her iki irkin gogiis ve bacak kasi dokularindaki kas i¢i yag
miktariyla LPL gen ifadesi arasinda orta-giiglii pozitif korelasyon oldugu tespit edilmistir.

Diger yandan yapilan bazi giincel g¢alismalarda, LPL mRNA seviyesinin ve
polimorfizmlerin tavuklarin go6giis kas dokusundaki kas i¢i yag miktariyla onemli
seviyede iliskili oldugu bildirilmistir (Wang vd., 2023). Baicheng-Oil (Cin’in yerli tavuk
k1) ve ticari etlik tavuk 1rki lizerinde gergeklestirilen bir galismada g6giis ve bacak kasi
dokularindaki kas i¢i yag miktari, LPL gen ifadesi ve polimorfizmleri aragtirilmistir.
Baicheng-Oil tavuk irkinin her iki dokuda da 6nemli diizeyde daha fazla kas ici yag
miktarma sahip oldugu tesit edilmistir. Buna ek olarak, her iki tavuk irkinin LPL gen
ifadesiyle kas ici yag miktar1 arasinda giiclii bir pozitif korelasyon tespit edilmistir.
Ayrica bir SNP’nin (C12315T), gogiis ve bacak kasi1 dokusundaki LPL gen ifadesi ve kas
ici yag miktariyla yakindan iliskili oldugu bildirilmistir.
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Son yillarda transkriptom analizi sayesinde ¢esitli biyolojik yolaklarda gorev alan
genler, miRNA’lar ve birbirleriyle olan etkilesimleri aydinlatilmistir. Tavuklarda lipid
metabolizmasi da tizerinde en fazla ¢alisilan konulardan biridir. Bu baglamda, Cin’e 6zgii
yerli bir tavuk rkinin (Gushi tavuk irki) abdominal yag dokusunda ifade edilen mRNA
ve miRNA iliski analizinin incelendigi bir ¢alismada (Zhai vd. 2023) LPL geninin 3 farkh
miRNA (gga-let-7j-3p, gga-miR-200b-3p ve gga-miR-29b-3p) tarafindan hedeflendigi
tespit edilmistir.

2.3.2. Tavuklarda biiyiime ve gelisme iizerine etkili olan bazi genler

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda et ya da yumurta verimi gibi ekonomik verim
karakterlerinin ortaya ¢ikmasinda birden fazla genin gorev aldigi tespit edilmistir
(Nematbakhsh vd., 2021). Biiylime ve kas gelisimi 6zellikleri de birden fazla gen
(Miyojenik diizenleyici faktorler (MRF'ler), Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1/Insiilin
benzeri biiyiime faktorii 1 reseptorii (IGF I/IGF-IR), miyostatin (MSTN) gibi) tarafindan
diizenlenmektedir (Liu vd., 2016; Zhu vd., 2016; Roelfsema vd., 2018; Goto vd., 2019).
Modern molekiiler biyolojinin gelismesiyle birlikte, tavuk kas gelisimi 6zelliklerini
diizenleyen ¢oklu genler arasinda daha biiyiik etkiye sahip olan major genlerin de mevcut
oldugu tespit edilmistir (Chen vd., 2019a). Gen ifadelerinin incelenmesini hedefleyen
(RT-qPCR ya da RNA dizileme teknikleri kullanilarak) bu ¢alismalarda tavuklarin iskelet
kas1 gelisimine ve et kalitesine etki eden genler, bu genlerin gorev aldigi biyolojik
yolaklar, genlerin birbirleriyle olan iliskisi ve major genlerin tespiti hedeflenmistir (Chen
vd., 2015; Kong vd., 2017; Zhang vd., 2017; Li vd., 2019b; Li vd., 2019c, Chen vd.,
2019a; Chen vd., 2019b; Liu vd., 2019; Li vd., 2020; Nematbakhsh vd., 2021). Ozellikle
MSTN, FOXO3 ve CAPN3 genleri, iskelet kas1 biiyiimesi ve gelismesi tizerine yapilan
calismalarda odaklanilan kritik genler arasinda yer almaktadir.

2.3.2.1. MSTN geni (Miyostatin)

Biiyiime farklilagtirict faktor-8 olarak da adlandirilan MSTN geni, agirlikli olarak
iskelet kas1 hiicrelerinde ifade edilmektedir ve kanatl hayvanlarda iskelet kas1 gelisiminin
(kas lifi say1s1 ve ¢ap1) negatif diizenleyicisi olarak gérev almaktadir (Bonnieu vd., 2007;
Bhattacharya vd., 2015; Dushyanth vd., 2016). Tavuklarda 7. kromozom iizerinde yer
alan MSTN yaklasik 7 kb uzunlugundadir ve 1128 bg’lik kodlama bolgesinden 375 amino
asit kodlanmaktadir (NCBI Gen ID: 373964). Transforme edici biiyiime faktorii beta
(TGF-b) ailesinin bir iiyesi olan MSTN’nin, miyoblastlarin (6ncil kas hiicresi)
cogalmasimi ve farklilagmasini baskilayarak hiicre dongiisiiniin G1'den S'ye ve G2'den
M'ye gecislerini kontrol ettigi ve kas gelisimini baskiladigi diisiiniilmektedir (Dushyanth
vd., 2016). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda mutasyona ugratilan MSTN nin, kanath
hayvanlarda meydana gelen kas hiperplazisi (kas lifi sayisinin artmasi) ile birlikte viicut
agirh@inin 6nemli seviyede arttig1 tespit edilmistir (Lee vd., 2020). Bu nedenle MSTN,
kanatli hayvan 1slaht icin ilizerinde en ¢ok calisma yiiriitiilen genlerden biri haline
gelmistir.

MSTN genindeki SNP’lerin tavuklarin biiyiime ve gelismesiyle dogrudan iligkili
oldugunu gosteren bircok c¢alisma yapilmistir (Zhu vd., 2007; Zhang vd., 2011;
Bhattacharya. vd., 2015; Dushyanth vd., 2016; Zhang vd., 2019). Bu calismalarda

16



KAYNAK TARAMASI E. TOPARSLAN

Ozellikle MSTN geninin ekzon bolgelerindeki polimorfizmler farkli tavuk irklarinin
abdominal yag dokusu agirligi, karkas yiizdesi, gogiis kasi agirligi, gégiis kasi yiizdesi ve
vicut agirhigr ile iliskilendirilmistir. Elde edilen sonuglardan MSTN geninde tanimlanan
SNP’lerin genetik seleksiyon i¢in aday markor olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Tavuklarda et verimi en O6nemli ekonomik verim karakterlerinden biridir. Bu
nedenle tavuklarda kas biiyiimesi her ne kadar istenen bir durum olsa da ticari hibritlerin
hizli ve asir1 biiylimesi bazi kas kusurlarina da (beyaz cizgili kas, spagetti kas ya da
odunsu kas gibi) sebep olabilmektedir (Tekeli vd., 2016; San vd., 2021). Diger yandan
kendine has et lezzeti ile bilinen bazi1 yerli tavuk irklarinin ekonomik degerinin artirilmasi
kas biiytimesi ve gelismesinden gegmektedir. Bu nedenle tavuklarda istenen biiyiime ve
gelismenin saglikli bir sekilde elde edilebilmesi i¢in bu siiregte gorev alan biyolojik
yolaklarin ve genler arasindaki dengenin hizli/yavas biiyliyen ve etlik/yumurtaci tavuk
irklarinda arastirilip aydinlatilmasi oldukg¢a 6nemlidir.

MSTN geninin yumurtaci ve etlik tavuk irklarindaki gen ifadesi profillerinin
incelendigi bir ¢alismada (Bhattacharya vd., 2015), MSTN geninin cDNA dizisinde farkli
SNP’lere sahip oldugu ve bu SNP’lerin farkli amino asitleri kodladig: bildirilmistir.
Ayrica farkl tavuk irklarinin biiylime stirecinde (2, 4 ve 7 haftalik yaslarda) farkli MSTN
gen ifadesi sergiledikleri ve viicut agirligi ile dogrudan iliskili oldugu tespit edilmistir.

MSTN geni, onciil kas hiicrelerinin farklilasmasinda ve ¢ogalmasinda negatif
diizenleyici rol oynamaktadir ve dolayisiyla karkas agirligi ile iliskilendirilen
polimorfizmlerin aslinda MSTN geninde fonksiyon azalmasi ya da kaybina neden oldugu
seklinde yorumlanmaktadir. Bunu dogrulayabilmek i¢in RNAIi (ShRNA) teknolojisiyle
MSTN geninin susturulmasi {izerine pek ¢ok calisma yapilmustir. Triphati vd. (2012;
2013) tarafindan yapilan ¢alismalarda tavuk embriyosunun temel bag dokusu
hiicrelerindeki (fibroblast) ve onciil kas hiicrelerindeki MSTN geni, sirasiyla bes farkli
shRNA (kisa sa¢ tokast RNA dizileri) ve 7 farkli shRNA aracilig1 ile %68 ve %55
oraninda gecici olarak basarili bir sekilde susturulmustur. Bu girisimi takiben MSTN
geninin susturulmasi ve karkas 6zellikleriyle iliskilendirilmesi iizerine baska caligsmalar
da yiritilmistir (Bhattacharya vd., 2017; Bhattacharya vd., 2019). Ayrica bu
caligmalarda sadece MSTN geni degil, bu genin reseptorleri de (ACVR2A ve ACVR2B)
susturularak bacak kasi, gogiis kas1 ve viicut agirligr iizerine etkileri incelenmistir.
Calisma sonucunda en yiiksek karkas agiligi oOzellikle ACVR2B reseptdriiniin
susturuldugu tavuklarda tespit edilmistir.

Benzer bir sekilde D10-Cas9 teknolojisi kullanilarak susturulan MSTN geni,
tavuklarda gogiis ve bacak kas miktarlarinda artisa neden olmustur. Ancak MSTN geninde
meydana getirilen bu delesyonun neden oldugu iskelet kasi biiyiime oraninin ve kas lifi

sayisindaki artig seviyesinin cinsiyete ve kas tipine gore farklilik gosterdigi bildirilmistir
(Kim vd., 2020).

Tavuklarda biiylime ve gelisme, diyet icerigindeki protein miktar: ile de oldukca
yakindan iligkilidir. Bu konuda Kumaravel vd. (2023) tarafindan yapilan calismada
Hindistan’nin et lezzeti ile bilinen Aseel yerli tavuk irkinin rasyonuna eklenen farkli
miktarlarda ham protein igerigine karsi gosterdigi MSTN gen ifadesi seviyesi, viicut
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agirhi@r ve yemden yararlanma oranlari incelenmistir. Calismada 16 haftalik yasa kadar
%21 oraninda ham protein kullaniminin viicut agirlig1 artisinda, gogiis kast dokusundaki
MSTN gen ifadesinin azalmasinda ve yemden yararlanma oraninda énemli diizeyde etkili
oldugu tespit edilmistir. Arastirmada elde edilen bulgulara gore; Aseel tavuk 1rk1 i¢in 16
haftalik yasa kadar uygulanacak 2800 kcal ME/kg izokalorik diyetteki %21 ham
proteinin, viicut agirligi kazanimi ve yemden yararlanma oran1 bakimindan optimum
bliyiime performansi saglayacagi bildirilmistir.

2.3.2.2. FOXO3 geni (Forkhead box O3)

Forkhead transkripsiyon faktorii ailesi (FOXO), biiyiime ve gelisme sirasinda
bircok biyolojik yolakta gorev alan, evrimsel olarak korunmus bir transkripsiyon
diizenleyici grup olarak tanimlanmaktadir. Forkhead ailesi liyelerinden biri olan FOXO3
geninin yapilan ¢aligmalar sonucunda bir¢ok tlirde hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinin
engellenmesinde, hiicre dongiisti kontrolii, enerji metabolizmasi, DNA hasar onarimi,
oksidatif strese yanit ve apoptoz gibi ¢esitli hiicresel islevlerde ¢ok Onemli roller
tistlendigi tespit edilmistir (Tran vd., 2002; Kops vd., 2002; Sanchez vd., 2014; Chen vd.,
2015; Gao vd., 2017; Xue vd., 2017; Chen vd., 2019b;). Diger yandan FOXO3 tarafindan
kodlanan proteinin, hem otofaji-lizozom hem de ubikuitin-proteazomal yolaklarinin ana
diizenleyicisi oldugu, bu nedenle protein bozulmasini tesvik ettigi ve bdylece kas
atrofisine (kas incelmesi veya kaybi) neden oldugu bildirilmistir (Cao vd., 2013; Zhou
vd., 2015). Tavuklarda 3. kromozom iizerinde yer alan FOXO3, yaklasik 86 kb
uzunlugundadir ve 1983 b¢’lik kodlama bolgesinden 660 amino asit kodlanmaktadir
(NCBI Gen ID: 421769). Tavuklarda yapilan ¢alismalarda FOXO3 iin birgok dokuda
ifade edildigi ancak gogiis kas1 ve bacak kasi dokularinda daha yiiksek oranda ifade
edildigi bildirilmistir (Van der Vos vd., 2011).

FOXO3 geninin tavuklarda kas biiyiimesi ve gelismesi ile iliskisinin daha iyi
anlasilmasi i¢in Zhou vd. (2015) tarafindan bir ¢alisma yapilmistir. Calismada ticari hibrit
tavuk 1rk1, yemden yararlanma oranlarina gore diisiik ve yiiksek olmak tizere iki gruba
ayrilmistir. Her iki grubun gogiis kast dokularindaki gen ifadesi seviyeleri transkriptom
analizi ile tespit edilmistir. Yemden yararlanma orani1 yiiksek olan tavuklarda FOXO3 gen
ifadesinin azaldigi, dolayisiyla bu tavuklarin gégiis kast dokusunda protein sentezinin
yiikselmis, protein bozulmasinin da azalmis olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Diger yandan,
yemden yararlanma orani yiiksek tavuklarda bazi transkripsiyon faktorlerinin (JunB gibi),
protein sentezini artirmak i¢in miyozin (Kas hareketini tireten iplikgileri olusturan
protein) ifadesini uyarabilecegini, boylece kas kiitlesini koruyabilecegini ve hatta
artirabilecegini bildirmislerdir. Bir baska a¢idan, JunB’nin, FOXO3'in transkripsiyonunu
baskilayabilecegini ve bdylece kastaki protein bozulmasini engelleyebilecegini; bu
nedenle, yemden yararlanma oran1 yiiksek olan tavuklarda JunB aktivasyonunun,
tavuklarin gogis kasindaki FOXO3'lin ifade seviyesinin azalmasina sebep olabilecegini
ileri sirmislerdir. Bu sonuglar FOXO3 mRNA profilinin, ilgilenilen dokudaki protein
sentezi ya da bozulmasi hakkinda bilgi verebilecegi potansiyelini isaret etmektedir.

Hizli ve yavas biiyiiyen iki tavuk irkinin (Recessive White Rock WRR ve Xinghua
tavuk 1rklar1) gogiis ve bacak kas1 dokularindaki FOXO3 ifade seviyesinin incelendigi bir
caligmada, yavas biiyiliyen tavuk irkinin iskelet kas1 dokularinda daha fazla FOXO3 ifade
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edildigi bildirilmistir (Chen vd., 2015). Dolayisiyla FOXO3 geninin tavuklarin iskelet
kaslarinda yavas biiyiime performansma katki saglayabilecegi belirtilmistir. Onceki
caligmalarda FOXO3’{in, onciil kas hiicrelerinin cogalmasi ve farklilagmasinda gorev alan
MYOD geninin transkripsiyonunu aktiflestirdigi tespit edilmistir (Hu vd., 2008).
Dolayisiyla FOXO3 gen ifadesinin azalmasi, MYOD gen ifadesini de azaltarak tavuklarin

iskelet kaslarindaki biiylimeyi yavaglatmis olabilecegi One siiriilmektedir (Chen vd.,
2015).

Bir sonraki asamada bu iki tavuk irkinin iskelet kaslarindaki FOXO3 gen ifadesi
farkliliklarinin temelinde yatan miRNA’lar arastirilmistir (Li vd., 2018). Arastirma
sonucunda, hizli biiyiiyen tavuklarda FOXO3’iin miR-142-5p tarafindan hedeflendigi ve
asir1 ifade edildigi durumlarda FOXO3 ifade seviyesini onemli diizeyde azalttig1 tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglar, FOXO3'in inhibe edilmesiyle kas kaybinin
Onlenebilecegini, boylece kas kiitlesinde bir kazanim elde edilebilecegini gostermektedir.
Bu calisma ile miR-142-5p tavuklarda iskelet kasi biiyiimesinde dnemli rol oynadigi
ortaya cikarilmistir. Bulgular, hizli ve yavas biiyiiyen tavuklarin farkli biiyiime
oranlarinin temelini agiklamaya katki sunmaktadir.

Diger yandan, yapilan ¢alismalarda sadece FOXO3 gen ifadesi degil, bu gende
bulunan bazi SNP’lerin de (rs317670452, rs15379317 ve C66716002T, C66716195T,
A66716179G gibi) tavuklarin farkl yaslardaki viicut agirligl ve gogiis kasi agirlig: gibi
birgok biiylime ve karkas 6zellikleriyle iliskili oldugu tespit edilmistir (Chen vd., 2019D).

2.3.2.3. CAPN3 geni (Calpain3)

Kalpainler, aktif olabilmek icin Ca?"’a ihtiya¢ duyan sitoplazmik sistein

proteazlaridir. Sinyal iletimi, hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi, membran flizyonu ve
apoptoz gibi kalsiyum tarafindan diizenlenen ¢esitli hiicresel siireclerde gorev
almaktadirlar (Huang ve Wang, 2001; Sorimachi ve Suzuki, 2001). Yapilan ¢alismalar,
kalpainlerin, insanlardan mikroorganizmalara kadar tim organizmalarda bulunan bir
stiper aile oldugunu gdstermistir (Suzuki vd., 2004). Bu enzimler sitozolde inaktif olarak
bulunmakta ve artan hiicresel Ca?" seviyelerine yamit olarak zarlardan gecis
yapmaktadirlar (Suzuki vd., 1995). CAPN3, kalsiyum bagimli proteolitik sistemde yer
alan, kas dokusuna 6zgii bir hiicre i¢i proteazdir. Tavuklarda 5. kromozom {izerinde yer
alan CAPN3, yaklagik 25 kb uzunlugundadir ve 2433 b¢’lik kodlama bolgesinden 810
amino asit kodlanmaktadir (NCBI Gen ID: 423233). CAPN3’iin hiicre iskeletinin
sekillendirilmesi veya sinyal iletiminde yer alan proteinlerin (yani Desmin ve Vimentin)
kataliz edilmesinde ve rejenerasyon siireclerinde, ayrica miyofibrillerin (kas dokusundaki
protein iplikgikleri) organizasyonunda rol oynadigi bilinmektedir (Felicio vd., 2013;
Pampouille vd., 2018). Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda CAPN3’iin ifade seviyesinin
ve sahip oldugu polimorfizmlerin karkas 6zellikleriyle iliskili oldugu tespit edilmistir
(Zhang vd., 2012; Piorkowska vd., 2015; Kong vd; 2017; Pampouille vd., 2018).

Farkli tavuk irklarinin (ticari etlik ve yerli irklar) CAPN3 genindeki SNP
polimorfizmlerinin karkas 6zellikleriyle iliskisinin arastirildigi bir ¢aligmada (Zhang vd.,
2009), 8. ve 10. ekzonda yer alan iki SNP (sirasiyla 11818T>A ve 12814T>G) tespit
edildigi ve 12814T>G polimorfizminin canli viicut agirligi, karkas agirligi, gogiis kasi ve
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bacak kas1 agirligi ile 6nemli diizeyde iliskili oldugu bildirilmistir. Bu iki SNP {izerinden
olusturulan 4 haplotipin (H1, TG; H2, TT; H3, AG ve H4, AT) karkas ozellikleriyle
iliskili oldugu ve ozellikle H1IH4 ve H2H2 dihaplotipe sahip genotiplerin karkas
Ozellikleri bakimindan avantajli olabilecegi bildirilmistir (Zhang vd., 2009). Bu ¢alisma
ile CAPN3’lin karkas Ozellikleri bakimindan hem major etkili gen oldugu hem de
seleksiyonda belirte¢ olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

CAPN3 geninin doku spesifikligini ve biliylime sirasindaki ifade profilini
arastirmak i¢in yapilan bir ¢aligmada (Zhang vd., 2012), Cin’in yerli bir tavuk 1rki ve
ticari tavuk 1rkinin farkli yag donemlerinde (yerli irk i¢in 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 haftalik yas,
ticari i¢in 10 haftalik yas) ve farkli dokularinda (g6gis kasi, bacak kasi, kap, beyin,
karaciger) gen ifadesi analizi gerceklestirilmistir. Yerli tavuk irkinda biiyiime boyunca
beyin dokusu hari¢ diger dokularda CAPN3 gen ifadesinde bir hafta artma diger hafta
azalma seklinde bir gen ifadesi profili tespit edilmistir. Diger yandan gogiis ve bacak kasi
dokularinda diger dokulara kiyasla daha fazla gen ifade edildigi saptanmigtir. Ancak 10
haftalik yasta ticari irkin tiim dokularinda hibrit irka kiyasla daha fazla gen ifadesi tespit
edilmistir (Zhang vd., 2012).

Pidrkowska vd. (2014) tarafindan yapilan bir ¢aligmada hizli ve yavas biiyiiyen
iki tavuk 1rkinin gogiis kas1 dokusunda CAPN3 geninin promotdr ve 3’UTR bolgesinde 4
adet polimorfizm (promotdr bolge icin SNP g.322176G>A, 3°’UTR i¢in SNP ¢.176*C>T
, SNP ¢.144*G>C ve bir adet delesyon CAGCCCTGCTT - ¢.137*_147*del) tespit
edilmistir. Biyoinformatik analizlerle (TFSearch ver. 1.3 ve The rVista 2.0) bu bolgelerde
meydana gelen dizi degisikliginin bazi transkripsiyon faktorlerinin (p-300 proteini,
ADR1, AP-1 SMAD4, LFA1l) baglanmasina engel olabilecegi saptanmistir. Ancak
CAPNS3 gen ifadesi analizi sonrasinda, bu polimorfizmlerin gen ifadesi seviyesi iizerinde
bir etkisi olmadigi tespit edilmistir. Caligmanin hizli ve yavasg bilyiiyen iki tavuk irkinda
gerceklestirildigi dikkate alindiginda, baska transkripsiyon faktorlerinin baglanmasiyla
CAPNS gen ifadesinin siirdiiriilmiis olabilecegi sonucuna varilmstir (Pidrkowska vd,
2014).

Sonraki yillarda yem takviyelerinin CAPN3 gen ifadesi {izerindeki etkisini
aragtiran ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢aligmalardan biri Cin’de son yillarda olduk¢a
popliler hale gelen yerli bir tavuk irkinda (Three-yellow tavuk 1rki) gerceklestirilmistir
(Xue vd., 2022). Bir giinliik yasta 4 gruba ayrilan civcivler 70 giin boyunca 4 farkli yem
ile beslenmistir. Gogiis ve bacak kasi dokularindan yapilan CAPN3 geninin ifade
analizine gore organik selenyum (0.2 mg/kg maya-selenyum) ve/veya yiiksek miktarda
etkili mikroorganizma kullaniminin (%5 Lactobacillus ve maya) CAPN3 gen ifadesini
artirdigini ve bununla beraber gogiis kas1 dokusunda CAST geninin (kalpain inhibitorii)
ifadesini azalttig1 tespit edilmistir. Uygulanan bu yem igeriginin kas lifi yogunlugunu
artirdig1 ancak bunun yaninda et gevrekligi ile negatif iliskili olan lif ¢apin1 azalttig
saptanmustir. Bu bilgiler 1s181inda uygulanan rasyon igerigi, CAPN3 gen ifadesini artirarak
kas lifi ¢apini azalttigi, dolayisiyla et gevrekligini ve et kalitesini artirdigi sonucuna
varilmaktadir.

20



KAYNAK TARAMASI E. TOPARSLAN

2.3.3. Tavuklarda et lezzeti iizerine etkili olan baz1 genler

Et kalitesi sadece onemli bir ekonomik 6zellik degil, ayn1 zamanda hayvancilik
tiretiminde en kapsamli degerlendirilen 6zelliklerinden biridir (Huang vd., 2022a). Son
yillarda tiiketicilerin daha lezzetli tavuk iriinleri arayisina girmeleri, yetistiricilerin
yalnizca et verimine degil, et kalitesi ve lezzeti lizerine de yogunlagsmalarmin bir
sonucudur. Et kalitesinin artirilmasma yonelik calismalarin biiyiik ¢ogunlugu bazi
biyokimyasal bilesiklerin kas dokularinda iiretilmesi ve depolanmasi siireclerinin
arastirilmasi lizerine gergeklestirilmistir (Yan vd., 2018; Kubota vd., 2019). Calismalar,
etteki umami tadin, amino asitler (6zellikle glutamik asit), inozin monofosfat (IMP) ve
kas i¢i yag miktar ile yakindan iliskili oldugunu ve IMP igeriginin etteki lezzet indeksi
olarak kabul edilebilecegini ortaya ¢ikarmistir (Huang vd., 2022a).

Et kalitesini etkileyen en 6nemli faktor olarak kabul edilen lezzet et aromasi,
umami ve aroma Ozellikleri ile karakterize edilmektedir. Umami tadin olusumunda
oldukca 6nemli bir role sahip olan IMP miktari, et kalitesi ve tazeliginin 6nemli bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir (Blonde ve Spector, 2017; Gabriel vd., 2018). IMP
biyosentezinin olduk¢a karmasiktir ve bir¢cok genin gorev aldigi bildirilmistir (Yan vd.,
2018). Bu genlerden ADSL, AMPD1, AK1, ENTPD8 ve ATIC genlerinin IMP
biyosentezinde 6nemli roller iistelendikleri tespit edilmistir (Zhang vd., 2018a; Zhang vd.,
2020, Huang vd., 2022a).

2.3.3.1. ADSL geni (Adenilosiiksinat liyaz)

ADSL geni tarafindan kodlanan adenilosiiksinat liyaz enzimi (ADSL), IMP
sentezinde gorev alan anahtar bir enzimdir (Huang vd., 2022a). Piirin niikleotidlerinin de
novo sentezinde ve kas dokularinda ATP/AMP (Adenozin trifosfat/ Adenozin
monofosfat) oraninin korunmasinda 6énemli rol oynamaktadir.

Piirin niikleotidleri, enerji tlretmek i¢in kullanilan ATP’nin sentezine
katilmaktadir. Bu nedenle, ADSL geni en fazla kas dokularinda ifade edilmektedir (Xueyu
vd., 2010; Lundy vd., 2010; Yuan vd., 2011; Xu, 2011; Huang vd., 2015; Yan vd., 2018;
Zhang vd., 2018a; Kubota vd., 2019). Tavuklarda 1. kromozom {izerinde yer alan ADSL,
yaklasik 16 kb uzunlugundadir ve 1458 b¢’lik kodlama bolgesinden 485 amino asit
kodlanmaktadir (NCBI Gen ID: 396540). Yapilan c¢alismalar sonucunda tavuklarda
embriyonik déonemden eriskin doneme kadar ADSL geninin ifadesinin kademeli olarak
arttig1 tespit edilmistir (Kmoch vd., 2000; Huang vd., 2022a). Ayrica tavuklarin kas
dokusundaki IMP miktartyla ADSL mRNA seviyesi ve gen polimorfizmleri arasinda da
onemli bir iligki oldugu tespit edilmistir (Ma vd., 2015; Zhang vd., 2018a).

Shu vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada Cin’in koruma altindaki 4 yerli
tavuk irkinin (Silkies, Baier, Tibetan ve Xiaoshan) ve bir ticari irkin (Recessive White)
12 haftalik yasta gogiis kas1 dokusundaki IMP miktar1 ile ADSL genindeki (2. ekzonda
3484C/T niikleotid pozisyonunda) polimorfizmlerin iliskisi arastirilmistir. Calisilan tim
tavuk 1rklarinda homozigot genotipteki (TT) tavuklarin gogiis kast dokularinda daha fazla
IMP tespit edildigi bildirilmistir. Elde edilen sonuglardan, ik ya da irk*genotip
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interaksiyonunun IMP miktar1 {izerine etkisi olmadigi, bu nedenle tespit edilen SNP’nin
dogrudan IMP miktart ile iligkilendirilebilecegi ileri stiriilmiistiir.

Ma vd. (2015) tarafindan Rugao tavuk 1rki lizerinde yapilan bir ¢alismada ADSL
geninin IMP biyosentezinde yer aldigi, ayrica alanin-aspartat-glutamat ve piirin
metabolizmasiyla iliskili oldugu tespit edilmistir. Diger yandan, ADSL gen ifadesinin
bacak kasi dokusundaki IMP miktariyla pozitif iliskili oldugu ve ADSL geniyle pozitif
iliskili olan diger genlerin dolayli da olsa IMP biyosentezini etkileyebilecegi sonucuna
varilmgtir.

Tavuklarda hizli biiyiimenin en 6nemli dezavantaji ette meydana gelen kalite
kusurlaridir ve biiyiime ayn1 hizda devam ederken kaliteyi korumak gilintimiizde hala bir
zorluk olarak bildirilmektedir. Serbest yetistiricilik sistemleri, sahip oldugu gezinme
alanlariyla tavuklarda daha diisiik deri alt1 yagi ve daha diisiik abdominal yag birikimi
saglamaktadir. Bu nedenle gezen tavuklarin kafes sisteminde yetistirilen tavuklara kiyasla
daha tstiin et gevrekligi ve et lezzetine sahip oldugu ileri siiriilmektedir (Zhang vd.,
2018a). Yetistirme sistemlerinin et kalitesi iizerine etkisinin incelendigi bir calismada
tavuklarin (Lueyang black-bone tavuk irki) yetistirildigi sistemlerin (serbest ve kafes)
IMP miktar1 ve IMP biyosentezinde gorev alan genlerin ifade seviyeleri lizerine etkisi
arastirilmistir.  Ozellikle market yasi olarak belirtilen 120 giinliik yasta serbest
yetistiricilik sistemindeki tavuklarin hem bacak hem de gégiis kaslarinda daha fazla IMP
icerdigi tespit edilirken, bacak kaslarindaki ADSL gen ifadesinin serbest yetistiricilik
sisteminde yetistirilen tavuklarda énemli diizeyde daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Zhang vd., 2018a).

2.3.3.2. AMPDL1 geni (Adenozin monofosfat deaminaz)

AMPD, kas dokularinda AMP’nin hidrolik deaminasyonunu katalize ederek
ATP'den IMP sentezlenmesinden sorumlu olan 6nemli bir enzimdir (Hu vd., 2015).
AMPD enzimi ii¢ gen (AMPD1, AMPD2 ve AMPD3) tarafindan kodlanmaktadir (Huang
vd., 2022a). Tavukta 26. kromozom iizerinde yer alan AMPD1, yaklasik 10 kb
uzunlugundadir ve 2232 b¢’lik kodlama bolgesinden 743 amino asit kodlanmaktadir
(NCBI Gen ID: 772125). Enerji metabolizmasinda énemli bir rol oynayan AMPD1 geni,
iskelet kaslarinda yiiksek seviyede ifade edilmektedir. Bu gen, iskelet kas1 hiicrelerinde
ve kirmizi kan hiicrelerinde ifade edilmediginde, metabolik kas hastaliginin ortaya ¢iktig1
bildirilmistir (Li vd., 2007; Huang vd., 2022a). Yapilan ¢alismalarda AMPD1 geninin,
AK1 ve ATIC genleri ile dogrudan iligkili oldugu ve tavuklarin iskelet kaslarindaki IMP
depolanmasinda 6nemli bir rol oynadig1 bildirilmistir (Sekil 2.3) (Yan vd., 2018; Huang
vd., 2022a). Ayrica AMPD1’in IMP sentezindeki dnemli rolii nedeniyle tavuklarin iskelet
kaslarindaki IMP igerigi iizerine birgok ¢alisma yiiriitiilmiistiir (Xueyu vd., 2004; Shu vd.,
2007, Shu vd., 2010; Hu vd., 2015; Yan vd., 2018; Zhang vd., 2018a; Gai vd., 2023).
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Sekil 2.4. Jingyuan tavuk irkinin gégiis ve bacak kaslarindaki IMP'nin spesifik birikimini
diizenleyen anahtar proteinlerin etkilesim analizi (Huang vd., 2022b’den uyarlanmistir)

Etteki umami tadin biiylik oranda IMP’den kaynaklandiginin ortaya ¢ikarilmasi,
aragtirmacilari et lezzetiyle bilinen yerli irklarin IMP biyosentezine ve bu biyosentezde
gbrev alan molekiiler ajanlar1 kesfetmeye yoneltmistir. Bu yonelim hem hizli biiyiime
nedeniyle diisiik et kalitesine sahip ticari tavuk irklarini 1slah edebilmek hem de yerli
irklarin et kalitesi 6zelliklerini gelistirmek igin olduk¢a 6nemlidir. Bu galigmalardan biri
Hu vd. (2015) tarafindan Cin’in yerli tavuk irklarindan biri olan, yiiksek protein igerigi,
diisiik yag ve su tutma kapasitesine, ayrica iyi bir tat ve aromaya sahip oldugu bildirilen
Lingshan tavuk irkinda yapilmigtir. Calismada 60 giinliik yastaki yerli tavuk irkinin ve
ticari tavuk rkinin (Fast partridge) gogiis kasi dokusundaki IMP miktari ile AMPD1 gen
polimorfizmleri iliskilendirilmistir. Lingshan tavuk irkinin gégiis kast dokusunun ticari
hibritten 6nemli diizeyde daha fazla IMP igerdigi tespit edilmistir (P<0.05). Ayrica her
iki rkin disi bireylerinin gogiis kast dokusunda daha fazla IMP oldugu saptanmistir
(Lingshan tavuk irki i¢in P<0.05). AMPD1 geninin kodlanan bolgesinde 3 adet SNP
(g.4064G/A (ekzon 2), g.5573A/G (ekzon 6) ve g.6805G/A (ekzon 8)) tespit edildigi
ancak, 3 SNP i¢in de amino asit dizisinde bir degisiklik meydana gelmedigi tespit
edilmistir. Ancak, g.6805G/A polimorfizmi igin, her iki tavuk irkinda farkli homozigot
bireylerin (Lingshan tavuk 1rki i¢cin AA ve ticari tavuk irki i¢in GG) daha fazla IMP
igerdigi bildirilmistir. Sonug olarak, her iki tavuk 1rk1 i¢in de sadece g.6805G/A niikleotid
degisiminin IMP miktartyla 6nemli diizeyde iliskili oldugu saptanmigtir (P<0.05).

Tavuklarin et kalitesi ve lezzetini artirmak icin uygulanan niikleik asit
takviyesinin kas dokularinda IMP miktarini etkileyebilecegi bildirilmistir (Wang vd.,
2014). Bu bilgiler 1s18inda yapilan bir ¢alismada (Yan vd., 2018), etlik pili¢lerde IMP
takviyesinin biiylime performansi ve lezzet ile ilgili bilesikler iizerindeki etkilerini
incelemek amaciyla yeme farkli oranlarda IMP eklenmistir. Rasyona eklenen IMP
miktarinin, gégiis kasindaki serbest amino asitler (FAA) (P<0.05) ve aroma verici amino
asitler (DAA- Asp, Glu, Gly ve Ala gibi) (P<0.001) bakimindan 6nemli etkileri oldugu
tespit edilmistir ve bacak kas1 dokusunda en yiiksek FAA ve DAA igeriginin %2’lik IMP
takviyesiyle saglandigi bildirilmistir. Diger yandan gdgiis kas1 dokusu i¢in en yliksek
AMPD1 gen ifadesi, %2’lik IMP takviyesinde tespit edilmistir. IMP takviyesinin (%2-3)
piliclerin biiylime performansina bir katkis1 olmadigi, ancak et lezzetinin gelistirilmesi
icin umut verici oldugu vurgulanmistir (Yan vd., 2018).
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Zhang vd. (2018a) tarafindan tavuklarin yetistirme sistemlerinin gégiis ve bacak
kas1 dokularindaki IMP miktar1 ve AMPD1 gen ifadesi lizerine etkisi incelenmistir.
Serbest yetistiricilik sisteminde yetistirilen 60 giinliik yastaki pili¢lerin g6giis kasi
dokusundaki IMP miktariin, kafes sisteminde yetistirilen pili¢lere kiyasla daha fazla
oldugu, ancak bacak kasi dokusundaki IMP miktarinin daha az oldugu tespit edilmistir.
Serbest yetistiricilik sisteminde yetistirilen tavuklarin her iki kas dokusundaki IMP
miktariin 120 giinliik yasta daha fazla oldugu bildirilmistir. Yetistirme sistemleri
arasinda AMPD1 gen ifadesi seviyesi bakimindan 60 giinlik yasta 6nemli bir fark
olmadigi, ancak 120 giinliik yasta serbest yetistiricilik sisteminin bacak kas1 dokusundaki
AMPDL1 gen ifadesini onemli diizeyde arttigi tespit edilmis. Bacak kasi dokusunda
saptanan IMP miktar1 ile AMPD1 ifadesinin paralel bir sekilde artis gostermesi, bu genin
dokularda IMP birikimiyle yakindan iliskili olabilecegine isaret etmektedir.

Bugiine kadar yapilan bazi c¢aligmalarda, dokularda biriken IMP miktarinin,
dondurulmus tavuk tirlinlerinin tazeligi iizerinde etkili oldugu bildirilmistir. Tavuklarin
kesildikten sonra depolanma siirecine gecildiginde ATP’nin kademeli olarak
bozunmasiyla birlikte hizli bir sekilde IMP sentezi meydana geldigi ve en iist noktaya
ulastiginda azalmaya basladig tespit edilmistir. Yiiksek IMP miktar1 etin iyi bir tazelik
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Ancak, IMP’nin bozunmasiyla birlikte ortaya ¢ikan
bazi metabolitlerin (ksantin ve iirik asit) etin tazelik kaybina neden oldugu bilinmektedir
(Felicia vd., 2023). Bu nedenle, etin depolanma siirecinde maruz kaldigi sicaklik ve
depolanma siiresinin IMP miktarin1 azaltabildigi ve bu durumun etin tazeligini olumsuz
yonde etkiledigi tespit edilmistir (Huang vd., 2022a). Dolayisiyla IMP sentezinde gorev
alan genlerin ifade seviyesi ve sahip oldugu polimorfizmler de etin tazeligi iizerinde etkili
olabilmektedir.

Yu vd. (2021) tarafindan 8 haftalik yastaki Qingjiaoma ki piliglerin 60 giin
boyunca -20 °C’de dondurulmasinin, gogiis kasi dokusundaki K degerine (ATP
bozunmasiyla agiga ¢ikan metabolitlerin orani) ve IMP miktarina etkisi ile AMPD1
genindeki polimorfizmlerinin iliskilendirilmesi {izerine bir ¢alisma yapilmistir. AMPD1
geninin promotor bolgesinde tespit edilen bir SNP’nin (c. ~905G>A) tavuk eti tazeligiyle
iligkili oldugu ve AA homozigot piliglerin diger genotiplere kiyasla (GG ve AG) daha
diisiik K degerine (yiiksek tazelik) sahip oldugu tespit edilmistir (P<0.001 ve P<0.05).
AMPDL1 geninin promotor bdlgesinde saptanan SNP’nin transkripsiyon baglanma
bolgesinde yer aldigi, bu nedenle farkli transkripsiyon faktorlerinin baglanma afinitesini
degistirebilecegi bildirilmistir. Boylece AMPDI1 gen ifadesinin ve IMP miktarinin
artabilecegi ileri siiriilmistiir. Dolayisiyla da bu durumun etin tazeligini belirleyen K-
degerine etki edebilecegi sonucuna varilmistir (Yu vd., 2021).

Beijing-You tavuk irkinin et lezzetini ve et kalitesini diizenleyen metabolitlerin
ve molekiiler mekanizmalarin ortaya c¢ikarilmasi i¢in Gai vd. (2023) tarafindan
transkriptom ve metabolom analizleri ger¢eklestirilmistir. Farkli biiyiime dénemlerinde
(1, 56, 98, 120 giinliik yaslarda) toplanan gogiis kas1 dokularindan elde edilen sonuglarda
AMPD1 geninin de dahil oldugu 17 genin IMP biyosentezinde gérev alan gii¢lii aday
genler olduklari tespit edilmistir. Ayrica doku dneklerinde tespit edilen IMP miktari artist
ile AMPD1 gen ifadesi artis1 arasinda giiglii bir korelasyon (0.65) oldugu saptanmustir.
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2.3.3.3. AK1 geni (Adenilat kinaz)

Hem hayvanlarda hem de bitkilerde yaygin olarak bulunan adenilat kinaz (AK)
enzimi, adenin niikleotid metabolizmasin1 diizenleyen ve hiicrenin enerji dengesinin
korunmasinda 6nemli bir rol oynayan monomerik bir enzimdir. Yapilan caligmalar
sonucunda AK enziminin apoptoz ile de yakindan iligkili oldugu tespit edilmistir (Zhang
vd., 2020). Bugiine kadar AK geninin ii¢ alt tipi tamimlanmistir ve tavuklarda 17.
kromozom iizerinde yer alan AK1 geni, yaklasik 5 kb uzunlugundadir ve 585 b¢’lik
kodlama boélgesinden 194 amino asit kodlanmaktadir (NCBI Gen ID: 396002).

AK1 enzimi iskelet kaslarindaki hiicrelerin sitoplazmasinda yer alan temel AK alt
tipi enzimlerden biridir (Tananbe vd., 1993) ve iskelet kaslarinda hiicre dis1 adenin
niikleotid havuzlarinin diizenlenmesinden sorumludur (Rengaraj vd., 2013). Ayrica, esey
hiicrelerinin gelisimi i¢in gerekli olan enerjinin karsilanmasi icin ATP, ADP ve AMP gibi
niikleotidlerin sentezinde gorev aldigi (Rengaraj vd., 2013) ve hiicre sinyal iletimini
kontrol ettigi 6ne siiriilmektedir (Choo vd., 2008). Yapilan ¢calismalarda tavuklarin gogiis
kaslarinda, bacak kaslarina kiyasla AK1 geninin anlamli seviyede daha fazla ifade edildigi
ve kaslardaki IMP miktar1 ile dogru orantili oldugu saptanmistir (Zhang vd., 2020; Huang
vd., 2022b). Sonug olarak, AK1 geninin IMP depolanmasini piirin metabolizmasi yoluyla
dogrudan veya dolayli olarak diizenledigi ifade edilmistir (Huang vd., 2022b; Gai vd.,
2023).

Cin’in koruma altina alinan tavuk irklarindan biri olan Jingyuan tavuk irkinin,
amino asit ve yag asitleri bakimindan zengin oldugu ve “saglikli beslenme” niteliginde
ilk sirada yer aldigi bildirilmistir. Bu baglamda Zhang vd. (2020) tarafindan yapilan bir
caligmada Jingyuan tavuk irkinin disi ve erkek bireylerinin (180 giin yas) gégiis ve bacak
kas1 dokusundaki IMP biyosentezinde gorev alan genler arastirilmistir. Hem disi hem de
erkek bireylerin gogiis kaslarindaki IMP miktarinin bacak kaslarindan daha fazla oldugu
tespit edilmistir. Daha sonra yiiksek IMP igeren gogiis kasi ve diisiikk IMP igeren bacak
kast dokularindan izole edilen RNA’larda transkriptom analizi gergeklestirilmistir.
Analiz sonucunda AK1 geni, iki grup arasinda farkli ifade edilen genlerden biri olarak
tanimlanmistir ve piirin metabolik yolaginda gérev aldig: tespit edilmistir. Gen ontolojisi
analizinde 4K1’in 35 molekiiler fonksiyona ve 12 biyolojik siirece dahil oldugu
saptanmigtir. Farkli ifade edilen genler arasindaki protein iliski analizi sonucunda ADSL,
AMPD1 ve AK1’in de dahil oldugu 20 proteinin piirin metabolizmasinda interaksiyon
halinde oldugu bildirilmistir. Son olarak disi bireylerin hem gogiis hem de bacak kasi
dokusundaki IMP miktariyla AK1 gen ifadesi seviyesinin orta-giiclii pozitif korelasyon
(sirastyla 0.534 ve 0.538) gosterdigi bildirilmistir (P<0.05). Sonuglar, AK1 geninin aday
belirte¢ gen olma potansiyeline sahip oldugunu ancak olduk¢a karmasik olan ilgili
biyolojik yolaklariin daha fazla aydinlatilmasi gerektigini isaret etmektedir.

Zhang vd. (2020) tarafindan yapilan ¢caligmanin devami niteliginde olan bir baska
calismada, Jingyuan tavuk irkinin IMP mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in proteomik
yaklasimdan faydalanilmistir (Huang vd., 2022b). Aymi sekilde 180 giin yastaki
tavuklarin gogiis ve bacak kasi dokularindaki IMP ve 6nemli aday proteinlerin miktarlari
arastirilmistir. Gogiis kast dokusunda AK1 protein ifadesinin arttigi, ancak bacak kasi
dokusunda azaldig1 tespit edilmistir. Gogiis kas1 dokusunda tespit edilen IMP igerigi,
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artan AK1 protein ifadesiyle tutarli bulunmustur. Buna ek olarak, AK1 proteininin, ADP
birikimi ve metabolizmasinda islevsel olarak yer aldigi ve dolayisiyla piirin
metabolizmasi yoluyla dogrudan veya dolayli olarak IMP birikimini diizenledigi ifade
edilmstir.

2.3.3.4. ENTPD8 geni (Ektoniikleosit trifosfat difosfohidrolaz 8)

Ektoniikleosit Trifosfat Difosfohidrolaz 8 enzimi, ENTPD8 geni tarafindan
kodlanan, hiicre dis1 niikleotidlerin konsantrasyonunda merkezi bir rol oynayan,
niikleotidlerin gama ve beta-fosfat kalintilarinin hidrolizini katalize eden bir enzimdir
(Huang vd., 2022a). Tavuklarda 17. kromozom iizerinde yer alan ENTPD8 geni, yaklasik
9 kb uzunlugundadir ve 1482 b¢’lik kodlama bolgesinden 493 amino asit kodlanmaktadir
(NCBI Gen ID: 374095). Yapilan ¢alismalarda ENTPD8'in IMP metabolizmasinda yer
alan bir¢ok geni diizenledigi bildirilmistir (Corfu vd., 1990; Zhang vd., 2018a; Huang vd;
2022a). Ozellikle tavuklarin bacak kasinda yapilan calismalarda ENTP8’in yasla birlikte
ifadesinin arttig1 ve bu genin IMP de novo sentezinin diizenlenmesinde 6nemli roller
oynadigi bildirilmistir (Ma vd., 2015; Zhang vd., 2018a).

Cin’in yerli tavuk irklarindan biri olan Rugao tavuk 1rki, etinin taze ve gevrek
olmasinin yansira yiiksek stres direncine sahip bir itk olarak tanimlanmistir (Ma vd.,
2015). Bu nedenle Rugao tavuk irkinin bacak kasit dokusundaki IMP biyosentezinde
gorev alan genler ve biyolojik yolaklar1 zaman serisi mikrodizi analizi kullanilarak
arastirilmistir. Bliylime donemi boyunca (2, 4, 6, 8, 10, 12 haftalik yas) toplanan doku
orneklerinde yapilan analiz sonucunda ENTPD8 geninin IMP sentezi, ayristirilmasi ve
kullanimina dogrudan katildigi, ayrica piirin ve pirimidin niikeotid metabolizmalariyla
iligkili oldugu tespit edilmistir. ENTPD8 geninin IMP kurtarma yolagina (ITP kataliziyle
once IDP ve sonra IMP sentezi) pozitif iligkili olarak dahil olan bir dizi gen (151 adet)
tespit edilmistir ve bu genlerden bazilar1 dolayli ya da dogrudan transkripsiyon
diizenleyici faktorler olarak tanimlanmistir. Bu durum, ENTPD8’in birgok gen tarafindan
diizenlenebilecegini ve bu genlerin IMP metabolizmasiyla korelasyon gosterebilecegi
ileri siiriilmistiir. Son olarak IMP biyosentezinin ENTPDS8 araciligiyla karmagik bir
diizenleyici ag tarafindan etkilendigi sonucuna varilmistir.

Zhang vd. (2018a) tarafindan yapilan bir ¢alismada ENTPD8 gen ifadesinin
serbest yetistiricilik sisteminde yetistirilen tavuklarda 120 giinliilk yasta bacak kasi
dokusunda ciddi bir artis gosterdigi (kafes sistemine gore 16 kat) tespit edilmistir. Bacak
kast dokusundaki IMP miktariyla birlikte degerlendirildiginde ENTPD8 geninin IMP ile
iligkili diger genleri IMP kurtarma yolag: {izerinden diizenledigi ve bu yolla iskelet
kaslarmi etkiledigi bildirilmistir.

2.3.3.5. ATIC geni (5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide
formyltransferase/imp cyclohydrolase)

ATIC enzimi IMP’nin de novo sentezinde gorev alan tek bifoksiyonel enzimdir.
Hem AICART (Aminoimidazol Karboksamid Riboniikleotit Transformilaz), hem de
IMPC (IMP Siklohidrolaz) enzimlerinin katalitik aktivitesine sahiptir ve ATIC (purH)
geni tarafindan kodlanmaktadir (Huang vd., 2022a). Tavuklarda 7. kromozom {izerinde
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yer alan ATIC geni, yaklasik 18 kb uzunlugundadir ve 1782 b¢’lik kodlama bélgesinden
593 amino asit kodlanmaktadir (NCBI Gen ID: 396091). ATIC, IMP sentezinde dnemli
bir diizenleyici rol oynamaktadir (Huang vd., 2022a).

Shu vd. (2008) tarafindan yapilan bir calismada bes farkli tavuk irkinin (Recessive
White, Silkies, Baier, Tibetan ve Xiaoshan) 12 haftalik yasta gogiis kas1 dokusundaki
IMP miktartyla ATIC gen polimorfizmi arasindaki iligski aragtirilmistir. ATIC geninde
tespit edilen iki SNP’den (ekzon 9°da 8023 niikleotid pozisyonunda A/T degisimi ve
ekson 16'da 17446 niikleotid pozisyonunda T/C degisimi), T17446C polimorfizminin
IMP igerigi ile iliskili oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bulgular 1s18inda ATIC geninin
aday bir belirte¢ oldugu veya kas dokusunda IMP igerigini etkileyen major bir gene bagl
oldugu sonucuna varilmistir. Benzer bir calismada Baier tavuk 1rkinda tespit edilen ayni
SNP’nin, GPAT-AIRC geninde tespit edilen SNP ile birlikte IMP miktar tizerinde daha
yiiksek bir etki gosterdigi tespit edilmistir (Shu vd., 2010).

Ma vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada zaman serisi mikro dizi analiziyle
tavuklarin bacak kas1 dokusunda ifade edildigi tespit edilen ve IMP sentezi, ayristirilmasi
ve kullanimi ile iligkilendirilen genlerden biri de ATIC’dir. ATIC geninin IMP
biyosentezinde 3 farkli genle birlikte ifade edildigi tespit edilmistir. Gen ontolojisi analizi
sonucunda ATIC geninin 1C metabolizmasinda (one carbon pool by folate) ve piirin
metabolizmasinda yer aldigi bildirilmistir.

Zhang vd. (2018a) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Lueyang black-bone tavuk
irkininda ATIC geninin serbest yetistiricilik sisteminden 60 ve 120 giinliikk yaslarda
onemli seviyede etkilendigi tespit edilmistir. Serbest yetistiricilik sisteminin IMP
sentezinde yer alan enzimlerin ifade seviyelerini iyilestirdigini, dolayisiyla tavuklarda
IMP'nin de novo sentezini hizlandirdigimi bildirmislerdir.

Yan vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada tavuklarin rasyonuna eklenen %2’lik
IMP takviyesinin bacak kasi dokusunda ATIC gen ifadesini 6nemli diizeyde artirdigi
tespit edilmistir (P<0.05).

Huang vd. (2022b) tarafindan 180 giinliik yastaki Jingyuan tavuk irkinin bacak ve
gogiis kas1 dokularinda yapilan proteomik analizi sonucunda ATIC proteinin bacak kasi
dokusunda yiiksek seviyede (2.56 Kkat) ifade edildigi tespit edilmistir (P<0.05). ATIC
proteinin dogrudan ya da dolayl olarak IMP sentezi ve katalizinde gorev aldig1 ve bu
nedenle Jingyuan tavuk irkinin bacak kasi dokusunda IMP depolanmasini diizenleyen
anahtar bir protein olabilecegi sonucuna varilmistir.

2.4. Gen Ifadelerinin Belirlenmesinde Kullanilan RT-qPCR Analizi

Genler, fonksiyonel bir iiriin tiretebilen DNA dizisinin tanimlanmis boliimleridir.
Bunlar belirli enzimler tarafindan okunarak mesajc1t RNA'ya ("mRNA") aktarilmaktadir
(transkripsiyon) ve ardindan mRNA dizisinin bir amino asit dizisine (protein)
translasyonu gergeklesmektedir. Genlerin transkripsiyon ve translasyon seviyeleri,
hiicreden hiicreye ve ayrica ilgili hiicre tipinin farklilagma/aktivasyon durumuna gore
degiskenlik gostermektedir. Ayrica, ortaya ¢ikan gen iirlinlerinin miktar: yalnizea ilgili
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hiicre tipindeki dahili faktorlere degil, ayn1 zamanda hiicresel mikro-¢evredeki ¢cok sayida
faktore baglidir. Gen ifadesinin giicii, bir numune igerisinde belirli bir zamanda kag tane
transkripsiyon iirliniiniin mevcut oldugu belirlenerek olgiilebilmektedir. Bu amagcla ¢esitli
yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerden biri de RT-qPCR’dir (Ters Transkripsiyon-
Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu) (Krause vd., 2021).

RT-PCR, gqPCR ve RT-qPCR arasindaki kavram karmasasini ortadan kaldirmak
icin Bustin vd, (2009) tarafindan “The MIQE Guidelines: Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments” isimli bir makale
yayinlanmistir. Cogu zaman karistirildigi gibi, RT-PCR'in ger¢ek-zamanli PCR'1 degil,
yalnizca ters transkripsiyon PCR'1 tanimlamak i¢in kullanilmasi gerektigi belirtilmistir
(Bustin vd., 2009). Diger yandan qPCR analizi i¢in “Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu” ifadesinin ve RT-qPCR analizi i¢in “Ters Transkripsiyon-qPCR”
ifadesinin kullanilmasi 6nerilmistir (Bustin vd., 2009; Adams vd., 2020).

RT-PCR analizinde RNA ve ters transkriptaz enziminin kullanilmasiyla, tek
iplikli bir cDNA (tamamlayict DNA) kopyasi iiretilmektedir. Daha sonra standart bir PCR
tabanli amplifikasyon analiziyle bir DNA polimeraz tarafindan tek zincirli cDNA ¢ift
zincirli olarak gogaltilmaktadir (Sekil 2.4 (a)). Bu teknik, ilgilenilen genlerin molekiiler
klonlanmasinda kullanilsa da yaygin olarak RT-qPCR analizinin ilk agamasi olarak
hizmet etmektedir (Adams vd., 2020). gPCR analizinde DNA nin ger¢ek zamanl olarak
PCR amplifikasyonu gerceklestirilerek, ilgilenilen DNA dizilerinin kopya sayisinin
belirlenmesi amaglanmaktadir (Sekil 2.4 (b)). RT-qPCR analizinde ise, cDNA ’nin sablon
olarak kullanilmasiyla bir qPCR reaksiyonunda RNA seviyelerinin 6l¢iilmesi i¢in RT-
PCR ve qPCR analizleri birlestirilmektedir ve boylece gen ifade degisiklikleri tespit
edilmektedir (Sekil 2.4 (c)) (Adams, 2020). Analiz, her PCR dongiisii sirasinda tiretilen
DNA miktartyla orantili olan floresans sinyalindeki artigin dl¢lilmesine dayanmaktadir
(Nolan vd., 2006).
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Sekil 2.5. Ug farkli PCR analizinin reaksiyon basamaklar1; (a); RT-PCR, (b); gPCR, (c);
RT-gPCR (Adams, 2021°den uyarlanmuistir)

RT-qPCR analizi ii¢ basamaktan olusmaktadir: (1) RNA'nin ters transkriptaz
enzimiyle ¢cDNA'ya dontstiiriilmesi, (ii)) cDNA'nin PCR ile amplifikasyonu ve (iii)
amplifikasyon triinlerinin gergek zamanli miktariin belirlenmesi (Gibson vd., 1996;
Nolan vd., 2006). qPCR analizinde amplifikasyonun kantatif olarak tespit edilmesi igin
diziye 6zgl olmayan floresans tabanli bir boya ya da diziye 6zgii prob hibridizasyonu
sistemi kullanilmaktadir. SYBR Green, en yaygin interkalasyon boyasidir ve yeni
sentezlenen DNA zincirinin gift iplikli yapisina girerek bir floresans sinyali yaymaktadir
(Adams vd., 2020). Analiz sirasinda ne kadar ¢ok CDNA iiretilirse, o kadar ¢ok floresans
algilanmaktadir. SYBR Green tabanli PCR analizinde ger¢eklesen analiz basamaklar1 ve
gen ifadesi tespiti Sekil 2.6’da verilmistir.
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SYBR Green
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Bagh olmayan SYBR Green

. Baglanan SYBR Green

Sekil 2.6. SYBR Green kullanilarak gergeklestirilen RT-gPCR analizinin reaksiyon
basamaklar1 (Adams, 2021’°den uyarlanmistir)

Interkalasyon boyalar1 prob hibridizasyonuna dayal1 boyalar kadar (TagMan prob
gibi) spesifik degildir ve bu nedenle, tespit edilen sinyalin gergekten ilgilenilen hedef
mRNA oldugundan emin olmak i¢in bir erime egrisi analizi gerektirmektedir (Adams,
2020). Erime egrisi analizi, RT-qPCR analizinin son asamasidir. Bu asamada ¢ogaltilan
fragmentler (amplikonlar) belirli bir sicaklik araliginda (genellikle 55°C-95°C arasinda)
kademeli olarak inkiibe edilmektedirler. Boylece amplikonlarin biiyiikligii ve i¢erdigi
%GC orania gore dsDNA'nin (¢ift zincirli DNA) helikal yapis1 bozulmaktadir ve tek
iplikli yaptya doniismektedir. Cift ipikli CDNA'nin denatiirasyonuyla birlikte floresans
boya salinmaktadir ve her amplifiye edilmis {iriin i¢in floresans boyanin salindig1 andaki
sicakliga karsilik gelen Tm (erime sicakligl) degerleri saptanmaktadir. Boylece her
amplikon, sahip oldugu dizinin 6zgiinliigii sebebiyle karakteristik tek pik vermektedir
(erime egrisi tepe noktast).

Erime egrisinin tepe noktalari, erime egrisinin diferansiyeli (ilk negatif tiirev (—
dF/dT)) alinarak hesaplanmaktadir (Bustin vd., 2009; Nolan ve Bustin, 2013). Bu tepe
noktalari, bir elektroforez jeli iizerindeki bantlara benzemektedir ve bir ¢alismanin
sonunda iriinlerin niteliksel olarak izlenmesine imkan saglamaktadir. Kisa primer
dimerleri, daha uzun hedef amplikon iirtinlerine gore daha diisiik sicaklikta erimektedir.
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Dolayisiyla, herhangi bir kontaminasyon, genomik DNA kalintis1 ya da spesifik olmayan
amplikonlar olmadig: taktirde tek bir CDNA tiirlinlin (spesifik bir primer ¢iftinden
tiretilen) tek bir pik ile sonuglanmasi beklenmektedir. Aksi durumda analizin farkli DNA
tirlerinden veya primer dimerlerinden dolayi, iki veya daha fazla pik vererek
sonuglanmasit muhtemeldir Ririe vd., 1996; Orru vd., 2006; Cheong vd., 2009; Ahmed
vd., 2017 (Sekil 2.7). Bu durum, primerlerin dikkatli bir sekilde tasarlanmasini ve uygun
program/yazilim/veri tabani ile dogrulanmasini zorunlu hale getirmektedir.

Erime Egrisi

[Heterozigot (YT/Mut) Hedef iiriin
(RNA'dan)

Primer dimer

-dF/dT

AN

66.00 68.00 70.00 72.00 74.00 76.00 78.00 80.00 82 84.00 86.00 88.00 90.00 92.00 94.00 96.00

.00 0. 2,00
@ SYBR Green Sicakhk

Sekil 2.7. RT-gPCR analizi sonucunda elde edilen erime egrisi grafiginde tespit
edilebilecek olas1 fragmentler

qPCR dongiisiiniin gergek zamanli tespiti, baglangig, tistel ve plato fazlarini igeren
bir amplifikasyon egrisi ile sonug¢lanmaktadir (Sekil 2.8). Bu egri kantitasyonun temelini
olusturmaktadir. Amplifikasyon basladiginda, floresans seviyesi diistiktiir ve bu deger
temel floresans seviyesini ayarlamak i¢in kullanilmaktadir. Reaksiyon iistel bilylimeye
dogru ilerledikge, floresans taban ¢izgisinden Oonemli Glgiide daha yiiksek olan bir
seviyeye ulasir; buna esik degeri denir. Numunenin bu esigi gectigi nokta Cq degeri olarak
kaydedilmektedir (Bustin vd., 2009), bu nedenle esik degeri kantitasyon i¢in oldukga
onemlidir (Adams vd., 2020). Esik degeri, iistel fazda ayarlanmaktadir, boylece okuma
sirasinda  elde edilen Cq degerleri, plato fazindaki reaktif eksikliklerinden
kaynaklanabilecek okuma hatalarindan etkilenmemektedir.
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Sekil 2.8. RT-qPCR analizinin gercek zamanli tespiti sonrasi olusan baglama, iistel ve
plato fazlar

Amplifikasyon basladiktan sonra baslangi¢c materyalinde ne kadar cok hedef gen
tiriini varsa, Cq degeri de o kadar diisiik olur. Yani baslangi¢ta ne kadar ¢ok hedeflenen
iriin varsa o kadar hizli amplifikasyon baslayacak ve floresans 1sinlar1 da erken tespit
edilecek. Boylece daha kiigiik Cq degerleri olgiilecektir. Floresans ve amplifiye edilen
iriin miktart arasindaki bu korelasyon, geleneksel son nokta PCR analizlerinin
duyarliligin1 ve 6zgilliiglinii korurken, genis bir dinamik aralikta hedef molekiillerin
dogru miktarinin belirlenmesine izin vermektedir (Nolan ve Bustin, 2013).
Kantitasyondaki diger 6nemli faktdr, tim numunelerde biyolojik kosullara yanit olarak
degismeden tutarl bir konsantrasyonda var olan endojen referans olarak degerlendirilen
bir referans geninin kullanilmasidir. Genellikle endojen referans olarak GAPDH ve -
aktin gibi genler kullanilmaktadir. Hedef mRNA miktarinin belirlenmesi i¢in referans
genin ve ilgilenin genin Cq degerleri kullanilmaktadir. Bu nedenle iki genin de PCR
amplifikasyon verimliklerinin gii¢lii ve birbirine yakin olmas1 olduk¢a 6nemlidir.

PCR amplifikasyon verimliligi, ilgilenilen hedef genin endojen referans gen
araciligiyla goreceli kantitatif mRNA seviyesinin belirlenmesi i¢in hesaplanmasi gereken
en Onemli degerdir ve standart egri grafigi (Slope-egim degeri) araciligiyla
belirlenmektedir. Ciinkii bu tiir bir kalibrasyon, ortalama PCR verimliliginin, analitik
duyarliligin ve testin saglamliginin basit, hizli ve tekrarlanabilir bir gostergesini
saglamaktadir.

Amplifikasyon verimliligi, belirli bir diliisyon serisinde hazirlanan cDNA
konsantrasyonlarina karsilik gelen Cq degerlerine karsi ¢izilen standart egrinin egim
degerinden hesaplanmaktadir (Sekil 2.9). Spesifik olarak, ilk cDNA konsantrasyonunun
logaritmast (log10) x eksenine ve Cq degeri y eksenine ¢izildiginde elde edilen egim
degeri ile PCR verimliligi, E = 10 ~'*8™ _ 1 olarak hesaplanmaktadir. Teorik olarak
maksimum korelasyon katsayisinin (R?) 1’¢ yakin (veya %100’e yakim) oldugu
durumlarda tiriin miktarinin her dongiide ikiye katlandigi varsayilmaktadir (Nolan vd.,
2006). Dolayisiyla, PCR verimliliginde meydana gelecek farkliliklar, farkli egimlere
sahip kalibrasyon egrileri iiretecektir. Sonug¢ olarak, sablon miktarlar1 degistikce hedef
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genlerin ve referans genlerin Cq degerleri arasindaki farklar sabit kalmayacak ve bagil
konsantrasyonlarin hesaplamalar1 hatali olacak ve yaniltict sonuglara yol agacaktir
(Bustin vd., 2009). Bu nedenle, giivenilir bir PCR analizi gergeklestirmek i¢in hem
endojen referans genin hem de hedef genin PCR verimliliginin 1’e esit ya da ¢ok yakin
olmast gerekmektedir. Ciinkii, hedef genin goreceli kantitatif mMRNASInin
hesaplanmasinda endojen kontrol geninin Cq degeri, normalizasyon hesaplamasinda (2°
ACq) kullanilmaktadir. Bu nedenle amplifikasyon verimliliklerinin 1’e esit ya da yakin
olmasi oldukga kritiktir (Schmittgen ve Livak, 2008).

@ LightCycler® 96 =ik
File Tools Options Window Help

RasERBE R B E B
Run Editor | Sample Editor | Raw Data
F o |

[Btandard Curves (=

GGGGGGGG None .

Siope s4sm  Egim =-3.4570
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Error 7 R°=1.00

R"2 1.00 -

Yntercep
Ol LA

Cq degeri

16.000

390 360  -330 300 270 240 -210  -180  -150  -120  -0.80  -060  -0.30 0.00 0.30 0.60 0.90 120 150 1.80 2.10 240 270 3.00

(2 s arnoni Log cDNA konsantrasyonu

STANDARTS-GAP-ADSL-PPAR
b e B e S e

Sekil 2.9. cDNA standartlar1 i¢in yapilan RT-qPCR analizinden elde edilen standart egri
grafigi; PCR verimliligi 0.94 (%94)

Literatiirde kabul edilebilir PCR verimliligi %93 ile %105 arasinda, egim degeri
-3,2 ile -3,5 arasinda ve R? degeri > 0,98 olarak bildirilmistir (Nolan vd., 2006; Kuang
vd., 2018). Diger yandan, amplifikasyon sonunda Cq>40 olarak hesaplanan 6rnekler,
diisiik amplifikasyon yani diigiik hedef gen iriinii gostergesi nedeniyle siiphelidir ve
genellikle analiz dis1 birakilmasi 6nerilmektedir. Cilinkii bu veriler ya gegerli sonuglari
ortadan kaldiracak kadar ¢ok diisiik ya da yanlis pozitif sonuclar artiracak kadar ¢ok
yiiksek olabilmektedir (Burns ve Valdivia, 2008; Bustin vd., 2009).

RT-gPCR analizinden elde edilen verileri analiz etmek i¢in, mutlak ve goreceli
olmak iizere segilebilecek iki tiir kantitasyon yontemi bulunmaktadir (Adams vd., 2020).
Mutlak kantitasyonda, her reaksiyon log konsantrasyonlar1 ve Cq degerleri kullanilarak
standart bir egrinin olusturuldugu endojen referans gen ve ilgilenilen hedef gen igin
bilinen bir konsantrasyon standardi gerektirmektedir. Bu standart egri daha sonra
bilinmeyen deneysel numunelerin konsantrasyonunu 6l¢mek i¢in ve genellikle DNA
kopya sayisini belirlemek igin kullanilmaktadir.
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Goreceli kantitasyon yaklasimi, endojen referans gen ile ilgilenilen gen arasindaki
oranin hesaplanmasini saglayan kantitasyondur. Bu 6l¢iimiin dogrulugu endojen referans
gene baghdir; bu nedenle, hatali sonuglar1 6nlemek icin referans genin Cq degerlerinin
tiim biyolojik numunelerde degismeden kalmasi ¢ok énemlidir. flgilenilen genin MRNA
seviyesinin tespit edilmesi i¢in referans gen ve ilgilenilen gen arasindaki Cq degeri farki
(22€9)  hesaplanmaktadir ve bu yonteme delta Cq yontemi (229 olarak
adlandirilmaktadir (Schmittgen ve Livak, 2008). Referans genin Cq degeri, numune
yiklemedeki hatalar1 ortadan kaldirmak icin ilgilenilen genin Cq degerinden
cikartilmaktadir. Bu ¢ikartma islemi ile tim numuneler igin 6zgiin ACq degerleri
tiretilmektedir. Daha sonra elde edilen ACq degeri, PCR verimliginin 1 olmasi (1’e yakin
olmas1) gerektigi varsayilarak, gen ifadesi seviyesi degeri olarak 229 degeri seklinde
hesaplanmaktadir (Schmittgen ve Livak, 2008). Eger farkli iki 6rnegin hedef mRNA
seviyesi karsilastirilacaksa 249 degerleri kullanilmaktadir, ancak bir drnegin zamana
baglh degisen gen ifadesi seviyesi karsilastirilacaksa 27ACa(son dmek) ;- 9-ACq(ilk mek)
hesaplamasi kullanilmaktadir (Schmittgen ve Livak, 2008). Bu karsilagtirmanin dogru
yapilmasi i¢in endojen referans ve hedef genin karsilastirilabilir PCR verimliliklerine
sahip olmasi1 gerekmektedir (Bustin vd., 2009).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal

Bu c¢alismanin materyalini Tarim ve Orman Bakanligi’na ait konservasyon
siiriisiinden saglanan ve Sinop ili Gerze ilgesinde bulunan Hacikad1 Uretim A.S. tesisinde
yetistirilen Gerze tavugu bireyleri ve aymi sartlar altinda yetistirilen ticari hibrit (Cobb
500) bireyler olusturmustur. Uretim tesisinde birbirine en uzak sekilde konumlandirilan
5’er bolmeli alanlarda (4m?) her bolmede 20 civciv olacak sekilde her iki 1rk icin 100’er
pili¢ yetistirilmistir. Gerze tavuk irkina ait bireyler 0-2 haftalik, 2-10 haftalik ve 10-20
haftalik donemlerde, hibrit irka ait bireyler 0-3 haftalik, 3-6 haftalik ve 6-8 haftalik
donemlerde sirastyla %22, %20, %19 protein ve 3100 kcal/kg, 2850 kcal’kg ve 2700
kcal/kg enerji igeriklerine sahip olan ayni yemlerle ad libitum olarak beslenmistir (Sekil
3.1). Literatiirde bildirildigi gibi (San vd., 2021) her iki irk ayni fizyolojik yasa
geldiklerinde iki farkli biiyiime doneminde Pectoralis major kasindan doku 6rneklerinin
toplanmasi planlanmigtir. Gerze tavugu ve hibrit irk {izerinde yapilan Onceki
caligmalardan elde edilen bilgiler, iki genotipin fizyolojik yaslarina gore Orneklem
zamanlarinin saptanmasinda kullanilmistir. Buna gore Gerze tavuk irklarindan 70 giinliik
ve 140 ginliik yaglarda, hibrit itk tavuklarindan 28 giinlik ve 56 giinliik yaslarda
ornekleme yapilmistir (Cizelge 3.1). Doku o6rnekleri toplanmadan once her iki irkin
bireylerinden canli agirlik 6l¢imii yapilmistir. Calisma icin her iki irktan disi bireyler
secilmistir. Ozellikle ilk orneklem doénemi icin cinsiyetin belirlenmesinde PCR
analizinden faydalanilmistir. Her iki 1rk i¢in 6rneklem donemlerinden bir hafta once
ortalama canli agirhiga sahip bireylerden tity drnekleri almarak Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii laboratuvarina ulastirilmistir. Tiiyden
DNA izolasyonu yapildiktan sonra cinsiyet kromozomlarma 6zgii primerler (CDH-
2550F; 5’-GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3’, CDH-2718R; 5’-
ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3’) kullanilarak PCR analizi yapilmistir (Fridolfsson
ve Ellegren, 1999). PCR sonras1 fragmentler %?2’lik agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek civcivlerin cinsiyeti belirlenmistir. Ilk 6rneklem grubunda calisilan
civcivlerin cinsiyet tayini i¢cin PCR sonras1 agaroz jel goriintiisii Sekil 2.1°de sunulmustur.
Analiz sonucunda her deneme grubu ve her 1k igin ortalama canli agirhiga sahip 4 adet
disi birey deney materyali olarak se¢ilmistir.

b AKDENIZ UNIVERSI IE
Ziraat Faklilte'si

Fen Bilimleri Enstitiiii

YOK 100/20¢/0

Doktora Tez Pro; 2si

@ XK

Sekil 3.1. Hacikadi Uretim A.S. tesisinden Gerze tavuk 1rkina ait goriintiiler
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Cizelge 3.1. Deney gruplarina ait 6rneklem zamanlari, irklar ve birey sayilart

Irk ilk Orneklem Grubu ikinci Orneklem Grubu
Gerze 4 birey (70. Giin) 4 birey (140. Giin)
Hibrit 4 birey (28. Giin) 4 birey (56. Giin)

Sekil 3.2. Tiiyden DNA izolasyonu, PCR analizi ve agaroz jel elektroforezi
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Sekil 3.3. Gerze ve hibrit tavuk irklarina ait ilk 6rneklem dénemindeki civcivlerin cinsiyet
analizi sonrasi elde edilen agaroz jel goriintiisii; M: Belirteg; 43, 28, 32, 42 numaral
banltar Gerze tavuk irkina ait 6rnekler; 4H1, 4H2, 4H3, 4H4 numarali bantlar hibrit tavuk
irkina ait 6rnekler; N: Negatif kontrol

3.1.1. Arag ve gerec

Bu calisma, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji
Boliimii, Hayvansal Biyoteknoloji Bilim Dali’na ait Hayvansal Biyoteknoloji
Laboratuvari’nda gercgeklestirilmistir. Doku 6rneklerinin homojenizasyonu i¢in Akdeniz
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya Bolimii’nde bulunan ultrasonikator (Branson
Soniffer, USA) cihazi kullanilmistir. Gen ifadelerinin kantitatif analizi i¢in Tarimsal
Biyoteknoloji Boliimii Laboratuvari’nda bulunan RT-qPCR cihazi (Roche, Switzerland)
kullanilmistir. Arastirmada kullanilan tim laboratuvar ekipmanlari Cizelge 3.2° de
verilmistir.
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Cizelge 3.2. Arastirmada kullanilan ekipmanlar

Mevcut
Altyapr/Ekipman
Tiirii, Modeli

Mevcut Oldugu
Kurum/Kurulus

Kullanim Amaci

Sogutmal1 Santrifiij
(Hettich 320E, USA)

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimi Laboratuvarlari

DNA izolasyonu ve PCR
analizlerinde sicaga hassas
orneklerin bozulmadan
santrifiij edilerek
¢Oktiiriilmesi

Mini Santrifiij
(Hettich-Micro 120,
BioRad, USA)

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimi Laboratuvarlari

RNA izolasyonu ve PCR
analizlerinde 6rneklerin kisa
stireli santrifiij edilerek
¢Oktiiriilmesi

Branson Sonifier 450
Ultrasonic Cell
Distributor w/
Converter and

Enclosure (Branson
Sonifier, USA)

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Fen Fakiiltesi
Kimya Bolimii
Laboratuvar

Dokularin parcalanmasi ve
RNA izolasyou

-20°C derin
dondurucu (NF450,

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji

Cesitli sarf malzemelerin

Scientific, USA)

Bolimu Laboratuvarlan

Vestel, Tiirkiye) Boliimii Laboratuvarlari gaklanmast
-80°C derin Akdeniz Uq. Ziraat Fak'. Doku ve RNA érmeklerinin
dondurucu (Thermo Tarimsal Biyoteknoloji
saklanmast

Biodrop plite
(Biodrop plite)

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimu Laboratuvarlan

RNA o6rneklerinin saflik ve
yogunluklarin dl¢tilmesi

Akdeniz Un. Ziraat Fak.

(Roche, Switzerland)

Tarimsal Biyoteknoloji

Prima-TRIOTM Tarimsal Bivoteknoloii cDNA sentezi ve PCR
(HIMEDIA, SA) arimsa BIyolexnio o] analizinde kullanilmast
Boliimii Laboratuvarlari
LightCycler® System Akdeniz Un. Ziraat Fak. Genlerin kantitatif diizeyde

ifade seviyelerinin

(GEN-BOX, Tiirkiye)

Tarimsal Biyoteknoloji
Boliimii Laboratuvarlari

Bolimi Laboratuvarlari belirlenmesi
o Akdeniz Un. Ziraat Fak, | 0\ Orneklerinin ve PCR
Jel goriintiileme tirtinlerinin jelde

goriintiilenmesi ve bilgisayar
ortamina aktarilmasi

Otoklav (50 L,
TOMY-SX500E,
TOMY Lab, USA)

Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Tarimsal Biyoteknoloji
Bolimu Laboratuvarlari

Kullanilan malzemelerin
sterilizasyonu
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Cizelge 3.2°nin devami

Hassas terazi Akdeniz Un. Ziraat Fak. Doku 6rneklerinin ve tampon
(DESIS-TM600, Tarimsal Biyoteknoloji ¢ozeltilerin hazirlanmasinda
Tiirkiye) Boliimii Laboratuvarlari sarf malzemelerin tartilmasi
Yatay elektroforez Akdeniz Un. Ziraat Fak. RNA 6rneklerinin ve PCR
sistemi Tarimsal Biyoteknoloji tiriinlerinin agaroz jel
(BioRad, USA) Boliimii Laboratuvarlari sisteminde tespit edilmesi,
Elektroforez gii¢ Akdeniz Un. Ziraat Fak. Elektroforez islemi i¢in
kaynagi Tarimsal Biyoteknoloji gerekli kesintisiz diizenli
(BioRad, USA) Boliimii Laboratuvarlari elektrik akiminin saglanmasi
Manyetik karistirict Akdeniz Un. Ziraat Fak. Tampon cézeltilerin
(MTOPS-M300, Tarimsal Biyoteknoloji h‘;ml‘; Sl
Tiirkiye) Boliimii Laboratuvarlari
Vorteks Akdeniz Un. Ziraat Fak. Tampon ¢ozeltilerin
(Thomas Scientific, Tarimsal Biyoteknoloji hazirlanmas1 ve RNA
USA) Boliimii Laboratuvarlari izolasyonu
Otomatik pipet seti  eniz Un.' Zirazg Fak'. Mikro seviyede s1vi
(Eppendorf) Tarigfgli1yorclgplo;i karigimlarin hazirlanmast
Boliimii Laboratuvarlari
) Akdeniz Un. Ziraat Fak.
Mikro dalga firin . 4 .
(ARCELIK) Tflrlms..ell Biyoteknoloji Agaroz jel hazirlanmast
Boliimii Laboratuvarlari

3.1.2. Tamponlarin Ve soliisyonlarin hazirlanmasi

Calismaya baslamadan once gerekli olan tiim tampon ve kimyasallar steril bir
sekilde hazirlanmis ve uygun kosullarda muhafaza edilmistir.

3.1.2.1. IX TAE (Tris Asetat EDTA) tamponunun hazirlanmasi

Genel olarak agaroz jel elektroforezinde DNA ve RNA gibi niikleik asitlerin veya

biiyiik fragmentlerin ayrilmasi i¢cin TAE tamponu kullanilmaktadir. Oncelikle 50X
yogunluktaki stok soliisyonu (EcoTech, Tiirkiye) 1X yogunluga seyreltilmistir. 1X
konsantrasyonda 1 litre tampon hazirlanmasi i¢in; 50X konsantre stoktan 20 ml alinarak
tizeri 980 ml” ddH20 (gift distile su) ile tamamlanmustir.

3.1.2.2. %2’lik Agaroz jel hazirlanmasi

Calisma siiresince tiim fragmentlerin PCR sonrasi kontroliinde yatay agaroz jel
elektroforez sistemi (Biorad, USA) kullanilmistir. Calismada kullanilan agaroz (Bioshop,
Kanada) jelin yogunlugu calisilan genlerin fragment biiyiikliikleri nedeniyle (115 bg-600
bc) %2 olarak ayarlanmistir; hassas terazide 2 gr agaroz tartilarak 100 ml 1X TAE
tamponu igerisinde homojen oluncaya kadar karistirildiktan sonra mikrodalga firininda
(Argelik, Tirkiye) kaynayincaya kadar 1sitilip daha sonra sogumasi igin bekletilmistir.
Yeterince soguduktan (50°C) sonra igerisine 1.2 ul Etidyum bromiir (EtBr) (Sigma-
Aldrich, Almanya) eklenerek iyice karistirilmistir. EtBr homojen bir sekilde agaroz jele
karistirildiktan sonra elektroforezin jel kasetine dokiilerek sogumasi ve jellesmesi igin
beklenmistir.
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3.1.2.3. DEPC’li tampon hazirlama

Diethylpyrocarbonate (DEPC) soliisyonu (BioBasic, Canada), RNA izolasyonu
esnasinda ve sonrasinda RNaz enziminin ¢alisgma ortamindan, yiizeylerden,
ekipmanlardan ve soliisyonlardan uzaklastirilmas: ig¢in kullanilmistir. 1 ml DEPC
soliisyonu 1000 ml otoklavlanmis ddH20 eklenerek % 0,1°lik DEPC’li su hazirlanmuistir.
Soliisyon bir gece boyunca manyetik karistirict (ile oda sicakliginda ¢oziilmeye
birakilmigtir. DEPC’li su otoklavlandiktan sonra oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Pectoralis major kas dokusu érneklerinin toplanmasi

Gerze tavuk irki ve hibrit tavuk irki i¢in belirlenen biiyiime dénemlerinde deney
gruplarii olusturacak disi bireyler segildikten sonra ¢cok hizli bir sekilde kesim islemi
gerceklestirilerek tiim kanin akis1 saglanmistir, ardindan sol Pectoralis major kasinin ayni
noktasindan doku o6rnekleri (500 mg) toplanmistir (Sekil 3.2) (Mazzoni vd., 2015).
Hayvanlarin kesilmesi ve doku 6rneklerinin toplanmasi Akdeniz Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
1410/2021.03.006 protokol numarali izni ile gerceklestirilmistir. Toplanan ornekler
Akdeniz Universitesi, Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii, Hayvansal Biyoteknoloji
Laboratuvari’na 24 saat icerisinde ulastirilana kadar niikleik asit koruyucu olarak gorev
yapan ticari bir DNA/RNA Shield™ (Zymo Research, USA) icerisinde muhafaza
edilmistir.

Sekil 3.4. Hacikadi Uretim A.S. tesisinde Gerze ve hibrit tavuk irklarindan Pectoralis
major kas dokusu 6rneklerinin toplanmasi

40



MATERYAL VE METOT E. TOPARSLAN

3.2.2. Toplanan doku érneklerinin parcalanmasi ve homojenizasyonu

Sinop ili Gerze ilgesinde bulunan Hacikadi Uretim A.S. iiretim tesislerinden
toplanan ve Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Boliimii,
Hayvansal Biyoteknoloji Bilim Dali’na ait Hayvansal Biyoteknoloji Laboratuvari’na
getirilen doku ornekleri 300 mg olacak sekilde tartilip falkon tiiplere aktarilmistir.
Toplanan doku orneklerinden RNA izolasyonu gergeklestirmek i¢in Direct-zol™ RNA
Miniprep Plus Kit ((Product Supplied w/ 50 ml TRI Reagent); R2071, Zymo Research,
USA)) kullanilmistir. Kit i¢erisinde bulunan TRI Reagent® soliisyonundan her tiipe 1 ml
aktarilmistir ve drnekler ultrasonikator cihazi (Branson Sonifier, USA) kullanilarak buz
tizerinde homojenize edilmistir (10 saniyede bir 10-15 saniye sogutularak
homojenizasyon uygulanmistir) (Sekil 3.2). Ornekler tamamen homojen bir gériiniim
kazanana kadar doku 6rneklerinin pargalanmasi saglanmistir.

Sekil 3.5. Doku 6rneklerinin ultrasonikator ile homojenizasyonu

3.2.3. Doku orneklerinden RNA izolasyonu

Homojenize edilen doku 6rneklerinden Direct-zol Miniprep Plus RNA Extraction
Kit (ZYMO, R2071, USA) kullanilarak RNA izolasyonu gergeklestirilmistir (Sekil 3.3).

Kit icerigi agsagida siralanmustir.
1- TRI Reagent®

2- Direct-zol™ RNA

3- PreWash Buffer

4- RNA Wash Buffer

5- DNase 13

6- DNA Digestion Buffer
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7- DNase/RNase-Free Water
8- Zymo-Spin™ [1ICG Columns
9- Collection Tubes
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Sekil 3.6. Doku 6rneklerinden RNA izole etmek i¢in kullanilan ticari kit

Ticari kit igerisinde bulunan soliisyonlar asagida siralandigi gibi izolasyonda
kullanilmak tizere hazirlanmistir.
1- 40 ml Direct zol™ RNA PreWash konsantre soliisyonu iizerine 10 ml etanol (%95-
100) eklenmistir.
2- 12 ml RNA RNA Wash konsantre soliisyonu iizerine 48 ml %100 etanol eklenmistir.
3- 275 pl DNaz/RNaz igermeyen su Liyofilize DNaz I enzimine eklenmis ve nazikge alt
iist edilerek tamamen ¢o6ziinene kadar karigtirllmistir ve hemen -20°C’de muhafaza
edilmistir.
Kit protokolii,
1- Yaklagik 300 mg doku Orneklerinin iizerine 1000 pul TRI Reagent® eklenerek
ultrasonikator yardimiyla iyice homojenize edilmistir.
2- 1000 pl homojenizat, RNAz icermeyen bir mikrosantrifiij tiipline aktarildiktan sonra
13.000 x g’de 30 saniye santrifiij edilerek proteinlerin ¢oktiiriilmesi ve agiga ¢ikan genetik
materyalin slipernatant i¢inde toplanmasi saglanmistir.
3- Santrifiij sonrasi olusan iist fazdan, yani siipernatanttan 700 pl alinarak RNAz
icermeyen yeni bir mikrosantrifiij tlipiine aktarilmastur.
4- Homojenize oOrnegin lizerine 700 pl %99’luk etanol eklendikten sonra nazikce
pipetasyon yapilmustir.
5- Lizat, bir toplama tiipli i¢indeki Zymo-Spin™ IIICG kolonuna aktarildiktan sonra
13.000 x g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Kolon yeni bir toplama tiipiine aktarilarak
altta toplanan siipernatant uzaklastirilmistir.
6- Kolona 400 pl RNA yikama tamponu eklendikten sonra 13.000 x g’de 30 saniye
santrifiij edilmistir.
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7- RNaz igermeyen temiz bir tiipe, 5 pul DNase I (6 U/ul), 75 ul DNA Wash Buffer
eklendikten sonra hafifce ters-diiz gevrilerek karistirllmistir. Karisim dogrudan
membrana aktarildiktan sonra oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilmistir.

8- 400 pl Direct-zol™ RNA 6n yikama tamponu eklendikten sonra 13.000 x g’de 30
saniye santrifiij edilmistir. Altta toplanan siipernatant uzaklastirildiktan sonra bu adim
tekrar edilmistir.

9- Kolona 700 pul RNA yikama tamponu eklendikten sonra 13.000 x g’de 1 dakika
santrifiij edilmistir. Tim siipernatantin kolondan akis1 saglandiginda kolon RNaz
icermeyen temiz bir tlipe aktarilmigtir.

10- RNA'y1 kolondan indirmek i¢in, dogrudan kolon matrisine 80 pul DNaz/RNaz
icermeyen su eklendikten sonra 13.000 x g’de 30 saniye santrifiij edilmistir. RNA’larin
yogunlugu ve safliklart Biodrop pLite (Biochrom, UK) cihazi ile 6l¢iilmiistiir. RNA
ornekleri hizlica -80°C’de (Thermo Fisher, USA)muhafaza edilmistir.

3.2.4. RT-gPCR analizi icin primerlerin tasarlanmasi ve kullanima hazirlanmasi

RT-gPCR’da kullanilacak 12 ¢ift primerin tasarlanmasi icin NCBI, GenBank,
Primer3 Plus, SnapGene Viewer v.6.2.2 ve Amplify4 v.1.0 (Mac OSX 10.9) yazilimlari
kullanilmustir (Sekil 3.4). RT-gPCR analizinde genomik DNA kontaminasyonunu
onlemek icin primerler, ilgili genlerin ekzon baslangi¢ ve bitis dizilerini tamamlayacak
sekilde tasarlanmistir (Sekil 3.7). 12 genin mRNA dizleri GenBank veri tabanindan .fas
uzantili dosya olarak indirilmistir ve ayrica veri tabani lizerinden ekzon dizilerinin
lokasyonu alinmistir. Daha sonra SnapGene Viewer v.6.2.2 yaziliminda .fas uzantili
mRNA dosyalar1 agilarak her ekzon bitisine ve diger ekzonun baslangi¢ dizisine denk
gelecek sekilde (her iki ekzon igin en az 7 en fazla 12 baz tamamlayacak sekilde) uygun
primer ¢iftleri tasarlanmustir.
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GenBank ~
Gallus gallus adenylosuccinate lyase (ADSL), mMRNA Ekzon lokasyonu
NCBI Reference Sequence: NM_205529 2 1-188
FASTA  Graphics 189 Ekzon 2-3 gecisi ileri primer
437
G @) R —
Go to: [v) 438 Ekzon 4-5 gecisi, geri primer
Locus NM_205529 1547 bp  mRNA  linear VRT 31-DEC-2022 689
DEFINITION Gallus gallus adenylosuccinate lyase (ADSL), mRNA. 690-736
ACCESSION  NM_205529
VERSION NM_205529.2 737-827
KEYWORDS RefSeq. 828-897
SOURCE Gallus gallus (chicken) ( ) 898-1045
ORGANISM Gallus gallus a
1046-1136
BsaAl 1137-1226
PnaBl 1227-1403
Hleri primer 1484-1547 (b)
[EGGATAACACGGATCTGATTGT]
ATTCACCTTGGAGCAACTTCCTGTTACGTAGGGGATAACACGGATCTGATTGTCCTCCGAGATGGGTTTA
2 1 . 1 1 1 . 1 1 1 L 1 1 1
T T T T T T T T T T T T T T 420
TAAGTGGAACCTCGTTGAAGGACAATGCATCCCCTATTGTGCCTAGACTAACAGGAGGCTCTACCCAAAT
BsrFI
geirr NOOMIV. - noer
|
ACTTGCTGCTGCCCAAGCTCGCAAGGGTGATCAGCCGGCTGGCCGACTTTGCTGAGACACACGCTGACCT
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
T T T T T T T T T T T T T T 490
TGAACGACGACGGGTTCGAGCGTTCCCACTAGTCGGCCGACCGGCTGAAACGACTCTGTGTGCGACTGGA
Alel
GCCTACCTTGGGCTTCACTCACTACCAACCTGCACAACTCACCACTGTGGGGAAACGCTGCTGCTTGTGG
1 Il 1 1 1 1 1 | 1 1 i Il 1 1
T T T T T T T T T T T T T T 560
CGGATGGAACCCGAAGTGAGTGATGGTTGGACGTGTTGAGTGGTGACACCCCTTTGCGACGACGAACACC
TGAGTGATGGTTGGACGTGTT]
© o e SnapGene v.6.2.2

Sekil 3.7. Calismada kullanilan primerlerin tasarimi; a) GenBank veritabanindaki ADSL
geninin referans mRNA dizisi erisim bilgileri; b) ADSL geninin ekzon dizilerinin
baglangic ve bitis noktalarindaki niikleotid pozisyonlari; ¢) SnapGene yaziliminda ADSL
geni i¢in tasarlanan primerlerin konumu

Ekzon gegis noktalarinda uygun primer ¢iftleri tasarlanamayan genler i¢in, NCBI
veri tabanindan genin uzun intron dizileri (>2 kb) segilerek intronun her iki yanindaki
ekzon dizilerinden faydalanilmistir. Ekzon gecisine denk gelen primerin pozisyonuna
gore, diger primer intronun dncesinde ya da sonrasinda yer alan ekzonun i¢inde kalacak
sekilde uygun primer ciftleri tasarlanmistir. Boylece genomik DNA kalintisi olsa dahi tez
caligmasinda kullanilan polimerazin bu uzunlukta bir amplikonu iiretmesi miimkiin
olmayacaktir. Ornegin LPL geni igin tasarlanan primerler genomik DNA’da 3839 bg
uzunlugunda bir amplikona denk gelirken (¢cDNA uzunlugu 115 bg), ATIC geni i¢in
tasarlanan primerler 70 kb uzunlugunda bir amplikona denk gelmektedir (CDNA
uzunlugu 216 bg).

Primer ciftleri tasarlanirken 100-250 b¢ uzunlugunda olmasina ve GC oraninin
%45-60 arasinda olmasina dikkat edilmistir. Tasarlanan primerlerin amplifikasyon giicii,
dimer ya da tlizerine katlanma (hairpin) gibi degerleri Primer3 Plus yaziliminda kontrol
edilmistir. Gliglii baglanma ve diisiik dimer ya da katlanma gdsteren primer ¢iftleri son
olarak Amplify4 v.1.0 yaziliminda test edilmistir (Sekil 3.8). Degerlendirmeler yapilirken
secilecek primer ¢iftlerinin baglanma giiciiniin ¢ok iyi ya da iyi seviyede olmasina dikkat
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edilmistir. Ayrica zayif ya da c¢ok zayif giicte spesifik olmayan amplikon iiretme
potansiyeline sahip primer ciftleri analiz dis1 birakilmistir. Nihai olarak, 12 gen i¢in
basarili olarak kabul edilen 12 primer ¢ifti tasarlanmistir (Cizelge 3.3). Hizmet alimi
seklinde temin edilen primerler (liyofilize) dncelikle iiretici firmanin talimatlarina gore
belirtilen miktarlarda ddH.O eklenerek c¢ozdiiriilmiis ve 100 pM stok primerler
hazirlanmistir. RT-qPCR’da kullanima hazir stoklar olusturmak i¢in ana stoktan 10 ul
aliarak tizerine 90 ul ddH>O eklenmistir ve 10 uM kullanim stoklar1 hazirlanmistir.
Ardindan primerler vortekslenip santrifiij edildikten sonra -20°C’de muhafaza edilmistir.
Calismada kullanilacak primerlerin dizileri, cogalttiklar1 fragment uzunluklar1 ve
baglanma sicakliklar1 Cizelge 3.3’te verilmistir.

@ Amplifyd File Edit Format View PCR Window Help O Per11:26 Q =
[ NN

?

Untitied

1

Amplification of linear FOXO3-mRNA.ixt with primers: ,

Amplify found 2 primer matches and 1 potential amplicons. PCR simulation performed 16 Mar, 2023, at 11:26 OO

Amplified fragment of length 117 bp

¥(primer: ) — 75 bp — (primer: )< Q=75.0 (good amplification)

Amplified sequence:
tgggcaaacaggccctcaaaCTGACACGAGATGTAGAGAGAGAACCCTTTGCCAAATCTGCTGTCAGCAAGTGGACAGTGATACTGTTTACAGCTtatgacgtttgtgaaccctgea

Sekil 3.8. Amplify4 programinda tasarlanan FOXO3 genine 6zgii primer tasarimi ve
amplikon dizisi

Cizelge 3.3. Primerlerin dizisi, amplikon uzunluklar1 ve baglanma sicakliklari

Baglanma GenBank
Gen Ad1 Primer dizisi (5'-3") Uzunluk sicakhigi Lokasyon Ersim
(°O) Numarasi
F:GTCTTATGACCACTGTCCATGC Eks:”i 7i'8
GAPDH 174 b 60 Ek‘i 09n$8_9 NM_20430
R:TTCCAGTAAGCTTCCCATTCAG vorlsi | 52
F:GGGATAACACGGATCTGATTGT Ekson 2-3
gecisi NM_20552
ADSL 146 be 60 S 52
R:TTGTGCAGGTTGGTAGTGAGT cocisi :
F: GCATGTCGACAGAAAAACTGAAGC Ekson 2-3
gegisi NM_20510
AK1 223 be 60 Y 53
R: AGCACCGTGTCCAGGGGAA coulsi :
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Cizelge 3.3’lin devami

F: CAAGGAGAATTAGGTGATTGCTG Ekson 2-3

CAPN3 143 be 58 gecisi | NM_00100
R: TAGCGCCAAAACTGGAAGTGAA Ekgseo;:i_Ll 4405.3
F: TGCCTACGGAGTCTGATTTTCT Ekson 1-2

MSTN 129 be 58 gecisi | NM_00100
R: GGACTTGCCTCAAGTATATCCA Ei';i‘l’(’l‘ez 1461.2
F:CCAGCGGAGATACTACAAGC Ekson 4-5

scD 142 be 57 gecisi NM_20489
R:GGCATTGAGCCCTAAGGTGTA Ei';isl?gf 0.2
F: TGCCCTACAAAGTCTTCCATTA Ekson 6-7

LPL 115 be 58 gecisi NM_20528
R: TCACTCTCGTCTAGAGTGCC Ekson 7 2.2

icinde

F: TAAGTGGAGATCGCCCAGGT Ekson 7-8

PPARy 164 be 60 gegisi XM_04692
R: CGTTACAATTTGTCTGAGGTCCGT Ei‘;isﬁges 59521
F:ACTGTGAATGGATCTGGCATCT Ekson 3-4

ENTPDS 188 bg 57 gegisi | NM_20424
RTGCTCAGCTTTTGTGCTGTT Ekson 5 &

icinde

F:CCCAGGATTTATGATGTGTTCAG Ekson 10-

AMPD1 145 be 57 11 gecisi | NM_00139
R:CCGTGATGTGGCGTAGAAA Ekson1l- | 6624.1

12 gegisi

F: AGGAGGACGTGTGAAAACCC Ekson 3

ATIC 216 bo 61 icinde NM_20517
R: CGGAGCAAGGCAACTCCTC Ekson 6 8.2

icindei

F: TGGGCAAACAGGCCCTCAAA Ekson 1-2

FOXO03 117 bg 61 gegisi__ | XM_04066
R: TGCAGGGTTCACAAACGTCATA Eitfr?gez 8652.2

3.2.5. RNA’dan cDNA sentezi

RNA’lardan ¢cDNA elde edilmesinde OneScript® Plus ¢cDNA Synthesis Kit
(Applied Biological Materials (abm), Canada) kullanilmistir (Sekil 3.5). cDNA elde
edilmesi i¢in kullanilan reaktifler ve miktarlar1 Cizelge 3.4’te verilmistir.
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Sekil 3.9. RNA o6rneklerinden cDNA elde edilmesi i¢in kullanilan ticari kit

Cizelge 3.4. cDNA Kitinin bilesenleri ve miktarlar1

Reaktif Miktar

RNA 1pg
OneScript® Plus RTase 1l

5X RT Buffer 4 ul

Random Primers (10 uM) 1l

dNTP (10 mM) 1ul

ddH20 20 pl’ye tamamlanmustir.

Kit protokolii;

1- RNA ve tim reaktifler 0,2 ml hacimli bir mikrosantrifiij tiipiinde yavasga
karistirilmistir ve tlim hazirlik siireci buz tizerinde gerceklestirilmistir.

2- Karigim sirasiyla 25°C’de 10 dakika, 50°C’de 50 dakika ve 85°C’de 5 dakika inkiibe
edilmistir.

3- Son durumda 20 pl hacimde 1000 ng cDNA elde edilmistir (50 ng/pl).

4- Elde edilen cDNA’lar -20°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.6. cDNA’larm ve primerlerin kontrol edilmesi

RNA izolasyonundan sonra elde edilen cDNA oOrneklerinin kontrol edilmesi
amaciyla endojen referans geni olarak segilen GAPDH genine 6zgii tasarlanan primerler
kullanilarak PCR yapilmistir. Bu amagla Gerze tavuk 1rki i¢in 39 numarali 6rnek, hibrit
1irk i¢in 8H4 numarali 6rnek secilmistir. PCR i¢in 2xSuper Taq PCR Master Mix (Bioteke,
China) kullanilmistir. Reaksiyon bilesenleri ve miktarlar1 Cizelge 3.5’te, sicaklik dongii
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programi1 Cizelge 3.6’da verilmistir. PCR sonrasinda elde edilen amplikonlarin
biiylikliigii ve bitlinligli %2’lik agaroz jelde yiiriitilerek (80 Volt, 80 dakika)
dogrulanmigtir. Bagarili bir amplifikasyon saglandiktan sonra aynt cDNA ornekleri, 12
adet gene 0zgii tasarlanan primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR sonrasinda
elde edilen amplikonlarin biiylikligii ve biitiinliigi %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek (80
Volt, 80 dakika) dogrulanmstir.

Cizelge 3.5. PCR analizinde kullanilan reaktifler ve miktarlar

Reaktif Miktar
cDNA 5 ul

RealQ Pus 2X Master Mix 325 ul
Primer (Forward) (10 uM) 16.25 pl
Primer (Reverse) (10 uM) 16.25 pl
ddH.0 162.5 ul

Cizelge 3.6. PCR analizi i¢in uygulanan sicaklik dongii programi

Program Sicakhik Siire Dongu
Sayisi

On denatiirasyon 95 °C 4 dakika 1

Denatiirasyon 95°C 30 saniye

59.4 °C
Baglanma (GAPDH primerlerinin | 30 saniye 35
baglanma sicakligi)
Uzama 72 °C 40 saniye
Son uzama 72 °C 10 dakika 1
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3.2.7. RT-gPCR analizi
3.2.7.1. Primerler igin standart egri olusturulmasi

Iki adet cDNA 6rnegi kullanilarak (39 numara ve 8H4) PCR analizi ile tiim
primerler dogrulandiktan sonra RT-gPCR analizi asamasina gegilmistir. Hem 12 adet
gene 0zgli tasarlanan primerlerin RT-qPCR analizindeki verimliliginin belirlenmesi hem
de en uygun cDNA konsantrasyonunun tespit edilmesi amaciyla bir 6n ¢alisma olarak
standart egri analizi yapilmistir. RT-gPCR analizinde SYBR Green floresan tabanli bir
polimeraz kit olan RealQ Pus 2X Master Mix Green (Ampligon, Denmark) kullanilarak
Gerze tavuk irkindan 43 numarali 6rnek ile bir 6n galisma gergeklestirilmistir. Bu amagla
Gerze tavuk rkinin 43 numarali cDNA 6rnegi 6 farkli diliisyonda (1:10 oranda; 125 ng,
12,5 ng, 1,25 ng, 0.125 ng, 0.0125 ng, 0.00125 ng) seyreltilmistir ve 12 adet primer ¢ifti
kullanilarak RT-qPCR analizi yapilmistir (Sekil 3.10). En az ilk 4 diliisyon i¢in basarili
amplifikasyon vermeyen primerler i¢in 1:4 ve 1:8 oranlarinda 6 diliisyon cDNA
numunesi ile caligma yinelenmistir (sirasiyla SCD ve CAPN3 genlerine ait primerler igin).
Tiim primerler i¢in ilk diliisyon 6rneklerinde 50 ng/ul ana stok cDNA 6rnegi 1:1 oranda
seyreltilerek 25 ng/ul ¢cDNA ara stogu olusturulmustur ve baslangi¢ diliisyonu olarak
dogrudan 5 pl kullanilmistir. Boylece tiim standart diliisyonlar i¢in (1:10, 1:8 ve 1:4
oranlarinda) baslangic cDNA 6rnegi 125 ng olarak ayarlanmistir.

1:10 oraninda seyreltilen cDNA diliisyon serisi i¢in ikinci diliisyon 6rnegi ara stok
cDNA’dan (25 ng/ul) 10 pl alinarak tizerine 90 pl ddH20 eklenerek 2,5 ng/ul
konsantrasyonda cDNA elde edilmistir. Bu sekilde her cDNA diliisyonu bir 6nceki
diliisyondan 10 pl alinarak ve 90 pl ddH20 eklenerek hazirlanmistir. RT-gPCR analizi
icin son hacimde her cDNA diliisyonundan 5 pl kullanilmigtir (125 ng, 12,5 ng, 1,25 ng,
0,125 ng, 0,0125 ng, 0,00125 ng).

1:8 oraninda seyreltilen cDNA diliisyon serisi i¢in ikinci diliisyon 6rnegi ara stok
cDNA’dan (25 ng/ul) 12,5 pul alinarak iizerine 87,5 pul ddH>O eklenmistir ve 3,125 ng/ul
konsantrasyonda cDNA elde edilmistir. Bu sekilde her cDNA diliisyonu bir énceki
dilisyondan 12,5 pl alinarak ve 87,5 ul ddH20 eklenerek hazirlanmistir. RT-qPCR
analizi i¢in son hacimde her cDNA diliisyonundan 5 ul kullanilmigtir (125 ng, 15,625 ng,
1,95312 ng, 0,24414 ng, 0,03051 ng, 0,03814 ng). Bu diliisyon serisi yalnizca SCD
genine 6zgii tasarlanan primerler ile kullanilmistir.

1:4 oraninda seyreltilen cDNA diliisyon serisi i¢in ikinci diliisyon 6rnegi ara stok
cDNA’dan (25 ng/pl) 25 pl alinarak iizerine 75 pl ddH20 eklenerek 6,25 ng/ul
konsantrasyonda cDNA elde edilmistir. Bu sekilde her cDNA diliisyonu bir 6nceki
dilisyondan 25 pl alinarak ve 75 ul ddH20 eklenerek hazirlanmistir. RT-qPCR analizi
icin son hacimde her cDNA diliisyonundan 5 pl kullanilmistir (125 ng, 31,25 ng, 1,25 ng,
7,8125 ng, 1,95312 ng, 0,48828 ng). Bu diliisyon serisi yalnizca CAPN3 genine 6zgii
tasarlanan primerler ile kullanilmistir.
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125 ng 12,5ng 1,25 ng 0,125 ng 0,0125ng  0,00125 ng

C N N N

g ¥ ¥ v ¥ W

25 ng/ul 2,5 ng/pl 0,25 ng/pul 0,025 ng/ul 0,0025 ng/pul 0,00025 ng/pl
(Baslangig igin 90 pl H,0 90 pl H,0 90 ul H,0 90 pl H,0 90 pl H,0
dogrudan 5 pl + + + 5 £

kullanilds.) 10 pl DNA* 10 pl DNA* 10 pl DNA* 10 I DNA* 10 pl DNA*

Sekil 3.10. Standart egri analizi i¢in 1:10 konsantrasyonda olusturulan 6 farkli cCDNA
diliisyonu; Tiplerin altinda belirtilen konsantrasyonlar seyreltilen cDNA miktarlarin
belirtmektedir. Standart egri i¢in her diliisyondan 5 pl hacimde ¢cDNA kullanilmistir.
Tiiplerin tizerinde belirtilen konsantrasyonlar RT-qPCR analizinde kullanilan son cDNA
miktarlaridir.

Standart egri analizi i¢in LightCycler® 96 SW 1.1 yaziliminda 96’lik plate
tizerinde cDNA 6rneklerinin diliisyon oranlari, bulundugu kuyucuklar ve dongii programi
bilgileri girilmistir (Sekil 3.11). Her 96’lik plate i¢in 3 gen (3 primer ¢ifti) calisilmistir.
Her gen icin, her diliisyon 3 tekerriir olarak sekilde (6 diliisyon x 3 tekerriir, 18 6rnek)
analiz edilmistir. Negatif 6rnek 6 tekerriir olarak ¢alisilmistir. Negatif 6rnekler igin cDNA
yerine ayni miktarda (5 pl) ddH20 kullanilmistir. RT-qPCR analizi i¢in ticari kitin
yonergeleri dogrultusunda 24 6rneklik reaksiyon karisimi hazirlanmistir (her gen icin ayr1
ayr1 hazirlanmistir). Kullanilan reaktifler ve miktarlar1 Cizelge 3.7°de verilmistir.
Hazirlanan karigimdan her kuyucuga 20 pl aktarilmistir ve lizerine her diliisyondan 5 pl
cDNA eklenmistir. RT-qPCR analizi LightCycler® 96 System (Roche, Switzerland)
cihazinda gergeklestirilmistir (Sekil 3.12).
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@ uightCycler® 96 el 4

File Tools Options Window Help
REFEHRBA @O

Run Editor [ gl Row Data | Analysis

[ visible Detais

PlateId [STANDARTS1 | Failure Constraints il Auto Standard Curve Y|

Sample

B

None None

Name : s &
GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH | pp. :
Nene =~ Neme Nome None | Nene  Nene s m

None

Notes : ]

Ol GAPDH GAPDH GAPD

None  None None  None Prep Notes : ﬁ

SRETIN [ e [ [ [ ] [ position : caz Concentraton: [t [ o [

Bl ADSL  ADSL ADSL | ADSL ~ None None = None = None | None | No Type : Standard M —

None  None None | Mane | None Name : PRARG 5

Dye - Gene - concentration :
S S B 5 5 [ v | I . svER Green T - Mone [1.258E-3] Gene

(@l A0S | ADSL | ADSL | ADSL || ADSL | ADSL = None None None = None | None | No Replicate Group : A12

None Nene MNome MNome = None = MNone Condition : <Hone>
Notes @ <wone> SYBR Green T None - |
s Ios [ s [ s | s [ v uj u ] Ul U [ U [ e e
Bl ADs.  ADSL  ADSL | ADSL | ADSL | ADSL  None None None None | None
None None MNome MNome = None = Mone

None  None  None MNone | None | Mone None  None  None MNome  Nome | None

Innnnnn————— conmen
H None None Nene None None None NEG NEG NEG NEG NEG NEG

None None None None None None
Name ; <Nene > a
[ [P I PP I A —

Replicate Group

STANDARTS-GAP-ADSL-PPAR

Sekil 3.11. GAPDH, ADSL ve PPARy primerleri i¢in ¢cDNA diliisyon degerlerinin
LightCycler® 96 SW 1.1 yazilimina girilmesi

Cizelge 3.7. Standart egri analizi i¢in hazirlanan 24 6rneklik reaksiyon bilesenleri ve
miktarlar (bir primer ¢ifti i¢in)

Reaktif Miktar

RealQ Pus 2X Master Mix 325 ul

Primer (Forward) (10 uM) 16.25 pl

Primer (Reverse) (10 uM) 16.25 pl

ddH20 162.5 pl
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AMPLIQON i

PCR ENZYMES & REAGENTS

RealQ Plus 2x Master Mix Green
‘Without ROX™

LT
A323402

Sekil 3.12. Standart egri analizi i¢in kullanilan RT-gPCR cihazi ve SYBR Green tabanl
master mix

Analiz sonucunda cDNA igerisinde herhangi bir genomik DNA kontaminasyonu
olup olmadig1 ya da primerlerin spesifik olmayan bdlgelere baglanip baska bir amplikon
tiretip Uretmedigi analizi sirasinda olusturulan ve LightCycler® 96 SW 1.1 yazilimi
tarafindan hazirlanan erime egrisi grafikleri ile kontrol edilmistir (Sekil 3.13.a). Ayrica,
analiz sonunda her kuyucuktaki primer ¢iftinin amplifikasyon basar1 tablosu (Sekil
3.13.b) ve primerlerin ¢ogalttig1 amplikonlardan olusturulan amplifikasyon egrisi grafigi
elde edilmistir (Sekil 3.13.c). cDNA diliisyonuna karsilik gelen Cq degerleri
LightCycler® 96 SW 1.1 yazilim1 tarafindan belirlenmistir. Tiim genler icin R? degeri >
0.99’u saglayana kadar RT-qPCR analizi tekrarlanmistir (Sekil 3.13.d). RT-gPCR
analizinin verimligi program tarafindan standart egri ¢izelgesinde verilen egim degeri
kullanilarak hesaplanmistir (Sekil 3.13.d). Her primer ¢ifti i¢gin RT-qPCR verimliligi
asagidaki formiil ile hesaplanmistir (Wang vd., 2023).

E = (10GY/stope) — 1) x 100 (3.1)
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Sekil 3.13. 6 farkli diliisyonda hazirlanan cDNA’larin GAPDH primerleri kullanilarak
gergeklestirilen RT-qPCR analiz sonucunun LightCycler® 96 SW 1.1 yaziliminda
incelenmesi; a) Erime egrisi grafigi; b) Amplifikasyon egrisi grafigi; c) Isi haritasi
(kirmiz1 kutular basarisiz ya da negatif ornekler, yesil kutucuklar basarili amplifikasyon
gosteren drnekler); d) Standart egri grafigi (Slope-egim degeri ve R? degeri)

3.2.7.2. RT-gPCR analizi ile genlerin ifadelerinin belirlenmesi

Standart egri analizi sonucunda tiim primerler i¢in 4, 5 ya da 6 diliisyon cDNA ile
R2>0.99 saglanmistir ve 12 primer ¢ifti i¢in en verimli ¢alisilan cDNA konsantrasyonu
125 ng olarak belirlenmistir. Ardindan her iki irktan (Gerze ve hibrit tavuk irklari)
toplanan 16 adet Pectoralis major kas dokusundan elde edilen cDNA’lardaki 11 adet
genin ifade seviyesi (GAPDH endojen referans geni olarak kullanildi) RT-gPCR analizi
ile tespit edilmistir. Gen ifadelerinin belirlenmesinde SYBR Green floresan tabanli bir
polimeraz kiti (RealQ Pus 2X Master Mix Green, Ampligon, Denmark) ve Lightcycler
96 System (Roche, Switzerland) cihazi kullanilmistir. Tiim RT-gPCR analiz reaksiyonlari
96’lik plate igerisinde gerceklestirilmistir. Her ¢cDNA 0Ornegi 3 tekerriir olarak
calisilmistir. Kit bilegenleri ve miktarlar Cizelge 3.8’de verilmistir. RT-qPCR analizi i¢in
uygulanan sicaklik dongii programi Cizelge 3.9°da verilmistir. Analiz sonucunda her bir
ornek ve tekerriir i¢in ¢aligilan tiim primerler bakimindan gen ifadesi miktarlar1 Cq
degerleri olarak LightCycler® 96 SW 1.1 yazilimi tarafindan belirlenmistir. RT-gPCR
analizi sonucundan elde edilen amplikonlar %2’lik agaroz jel -elektroforezinde
yiiriitiilerek kontrol edilmistir (EK 73-80).
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Cizelge 3.8. RT-gPCR analizi i¢in kullanan kitin bilesenleri ve miktarlari

Reaktif Miktar
cDNA 125ng
RealQ Pus 2X Master Mix 12.5 ul
Primer (Forward) (10 uM) 0.5 ul
Primer (Reverse) (10 uM) 0.5 ul
ddH.0 25 pl’ye tamamlanmustir.

Cizelge 3.9. RT-qPCR analizi i¢in uygulanan sicaklik dongii programi

Program Sicakhik Siire Dongii Sayisi
On denatiirasyon 95 °C 15 dakika 1
o 95 °C .
’Ial\(rlnAlsi?inlzgll a 57-61 °C (Primere 6zgii 38 :Zzzyg 40
P y baglanma sicaklig1) y
Erime 95 °C 10 saniye 1

3.2.7.3. Goreceli kantitatif MRNA seviyelerinin belirlenmesi

Goreceli kantitatif mRNA seviyesinin belirlenmesinde bir dizi denklemden
yararlanilmaktadir. Schmittgen ve Livak (2008) tarafindan gelistirilen 274% yontemi,
kontrol ve muamele gruplarinin ya da bir deneme grubunun zamana bagli gen ifadesi
degisikliklerinin (272¢9) karsilastirilmasinda kullanilmaktadir. Gerze ve hibrit tavuk
irklarmin toplanan tiim doku 6rneklerine ait goreceli kantitatif MRNA seviyeleri 24¢4
yontemine gore hesaplanmigtir. Her iki tavuk irkinin biiyiime boyunca sahip oldugu gen
ifadesi degisimi 2-4Catikinci donem) /- 5-ACq(ilk donem) (eat  degisimi) yOntemine gore
hesaplanmistir (Schmittgen ve Livak, 2008). 272Ca degerinin hesaplanmas igin 6ncelikle
RT-gPCR analizinin iistel fazinda gergeklesen amplifikasyonu tanimlayan ilk denklem
olusturulmustur (3.1).

X, = Xox (1+E)" (3.1)

Xn, amplifikasyonun n’inci dongiisiinde hedef mRNA’nin miktarini temsil
etmektedir. Xo, hedef mRNA’nin baslangi¢ miktarmi temsil etmektedir. Ex, hedef
mRNA’nm PCR verimliligini ve n dongii sayisini temsil etmektedir. Esik dongiisii (Cq),
amplifiye edilen hedef mRNA miktarinin sabit bir esige ulastig1 kesirli dongii sayisidir.
Bu nedenle denklem asagidaki sekilde diizenlenmektedir;
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X, =Xo X (1+E)C* = K, (3.2)

Xg, hedef molekiiliin esik sayisidir. Cqx, hedef mRNA’nin amplifikasyonu i¢in esik
dongii sayisimi temsil etmektedir ve Kx, bu denklemden elde edilen bir sabittir. Endojen
referans gen icin de benzer bir esitlik olusturuldugunda asagidaki denklem elde
edilmektedir.

R, =Ry x (1+ER)fx = Ky (3.3)

Rq, referans molekiiliin esik sayisidir. Ro, referans mRNA’nin baslangi¢ miktarini
temsil etmektedir. Eg, referans mRNA’nin PCR verimliligini temsil etmektedir. Cqpr,
referans mRNAnin amplifikasyonu i¢in esik dongii sayisini temsi etmektedir ve Kg, bu
denklemden elde edilen bir sabittir. Xq degeri Rq degerine boliindiigiinde;

X Xo X (1+E,) %x K
o _ Ko X x)_c =~ =K (3.4)
R; Ry X (1+Eg)~“er  Kg

Hedef mRNA ve endojen referans mRNA amplifikasyon verimliliklerinin esit
oldugu varsayildiginda;

E, =Er = E (3.5)
Xo Cogx—CqRr —
— X (14 E)Cax—Car = K (3.6)
Ry

Xy X (14 E)4a =K (3.7)

Xn, hedef mRNA’nin normalize edilmis miktarina esittir (Xo/Ro) ve ACq, hedef ve
referans mRNA icin Cq degerleri arasindaki farka (Cqx — Cqr) esittir. Denklem yeniden
diizenlendiginde asagidaki esitlik elde edilmektedir.

Yeniden diizenlenen denkleme gore;
Xy = Kx (1+ E) ™4 (3.8)

Buraya kadar olusturulan denklemler aslinda 27"2¢4 degerini vermektedir. Ciinkii
hedef ve endojen referans mRNA’larin PCR verimliliklerinin 1’e yakin olmas1 gerektigi
bildirilmektedir (E = ~1 ya da %93-105 arasinda olmas1 gerekmektedir (Nolan vd., 2006;
Schmittgen ve Livak, 2008, Kuang vd., 2018). Bu durumda denklem asagidaki son halini
almaktadir;

Goreceli Kantitatif mRNA miktart = 274%a (3.9)

Ornegin ADSL geninin Gerze ve hibrit tavuk 1rki igin goreceli kantitatif ifade
seviyesi asagidaki adimlar uygulanarak hesaplanmaistir;

ACqcerze,ADsL = Cqortalama,ADSL — CqortalamacappH (Normalizasyon) = 2-ACqGerze, ADSL

ACqtibrit,ADsL= Cortalama,apsL. — Cqortalama,cappH degeri (normalizasyon) = 2-ACaHibritADSL
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ADSL geninin Gerze tavuk 1rki i¢in bliylime boyunca sergiledigi goreceli kantitatif
MRNAsinin kat degisimi asagidaki gibi hesaplanmustir;

Kat deglslml =2-ACqurze son dénem,ADSL / 2-ACqurze ilk donem,ADSL

3.2.8. istatistik analizler

Gerze ve hibrit tavuk irklarindan elde edilen goreceli kantitatif mRNA seviyeleri
bakimindan (229) 1rk i¢i ya da rklar arasinda anlamli bir fark olup olmadig1 SPSS v.23
yazilim kullanilarak bagimsiz 6rneklem t-testi ile analiz edilmistir (Schmittgen ve Livak,
2008; Zhang vd., 2012). iki 6rneklem grubunun ortalamasimi karsilastirmak igin
kullanilan bagimsiz 6rneklem t-testi asagidaki bir dizi hesaplama ile analiz edilmektedir
(Kim, 2015; Ross ve Willson, 2017).

L= X1 — Xy
(i+ i) (3.12)
ng Ny
_ N2
s2 =4 2jtals— =) (3.14)
n,—1
_ N2
2 1 = 1(x1 - X2 ) (3.15)
Sl '
n,—1

t: t degeri

df: Serbestlik derecesi

X1: 1. grubun ortalamasi

X2: 2. grubun ortalamasi

s1: 1. grubun varyans degeri
S2: 2. grubun varyans degeri
ni: 1. grubun Ornek sayisi
Nn2: 2. grubun Ornek sayisi

Normal dagilim gostermeyen veriler parametrik olmayan Mann-Whitney U testi
ile SPSS v.28 yaziliminda hesaplanmistir (McKnight ve Najab, 2010).

ny(n; +1)

U= nin,
U: U degeri
n1: 1. grubun 6rnek sayisi
Ni: 2. grubun 6rnek sayisi
Ri1: 1. grubun siralanmis degerlerinin toplami
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Gen ifadesi lizerine 11k, yas ve irk*yas interaksiyonun etkisinin 6nem seviyesi tek
degiskenli varyans analizi SPSS v.28 yaziliminin Genel Dogrusal Model modiilii ile test
edilmistir (SPSS, 2007). Grup varyanslar1 (3.17) ve standart sapma degerleri (3.18)
asagidaki esitlikler ile hesaplanmstir (Lee vd., 2015; Kim vd., 2015).

N
1
0% = NZ(xi — u)? (3.17)
=1
0% Varyans degeri
Xi: 1’ninci deger
u: Grup ortalamasi
N: Gruptaki 6rnek sayisi
L
o= NZ(,Q _ )2 (3.18)
i=

o: Standart sapma degeri
Xi: 1’ninci deger

p: Grup ortalamasi

N: Gruptaki 6rnek sayisi
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. RNA Orneklerinin Saflik ve Yogunluklarmin Tespit Edilmesi

Calismada kullanilan doku orneklerinin toplanmast i¢in her iki 6rneklem
doneminde Gerze ve hibrit tavuk irklarinin canli agirliklar1 6l¢tilmiistiir. Gerze tavuk 1rki
icin ilk ve ikinci 6rneklem donemi canli agirliklar: sirastyla 691 + 26,78 g ve 1865 +
35,66 g, hibrit tavuk 1rk1 i¢in ilk ve ikinci 6rneklem dénemi canli agirliklar: sirasiyla 891
+ 15,79 g ve 2145 + 22,47 g olarak tespit edilmistir. Her iki tavuk irkindan ortalama canl
agirhiga sahip 4 disi bireyin Pectoralis major kas dokusundan doku 6rnekleri toplanarak
RNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir.

Niikleik asitlerin safliklarinin belirlenmesi i¢in spektrofotometrik Slgiimler
sonucunda 260/280 ve 260/230 nm dalga boyunda elde edilen absorbans oranlari
degerlendirilmektedir. 260/280 nm dalga boyundaki absorbans oraninin RNA i¢in ~2.0
olmast saflik degerinin yliksek oldugunu gostermektedir. Bu oranin DNA’da ~1.8
olmasinin nedeni timin niikleotidinin urasil niikleotidine gore daha diisiik bir absorbans
oranina sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (Timin: 1.47; Urasil: 4.00) (Sanchez vd.,
2015). 260/230 nm dalga boyundaki absorbans orani, niikleik asit safliginin ikincil bir
oOl¢iisii olarak kullanilmaktadir. Beklenen 260/230 degerleri genellikle 2.0-2.2 araliinda
olmalidir (Sanchez vd., 2015). Gerze ve hibrit tavuk irklarinin Pectoralis major kas
dokusundan elde edilen RNA 6rneklerinin saflik ve yogunlart Cizelge 4.1°de verilmistir.
RNA izolasyonu sonrasi 6rneklerin 260/280 ve 260/230 nm dalga boyundaki absorbans
oranlar1 izole edilen RNA’larin “saf” olarak nitelendirilebilecek araliklarda oldugunu
gostermektedir. RNA 6rneklerinin miktarlar1 167 ng — 1.2 pg arasinda tespit edilmistir.
Her 6rnek icin elde edilen RNA miktarlari, cDNA sentezi icin yeterli miktarda RNA
izolasyonu gerceklestirildigini gdstermektedir.

Cizelge 4.1. Gerze tavuk irkinin ve ticari hibrit irkin Pectoralis major kas dokusundan
elde edilen RNA o6rneklerinin saflik ve yogunluklari

Ornek Yogunluk
Irk Kodu 260/230| 260/280 (ngg /ul)
Gerze 43 2.02 2.04 296
Gerze 28 2.16 2.04 706
Gerze 32 2.09 2.00 196
Gerze 42 2.11 2.01 256
Gerze 31 2.09 2.09 300
Gerze 33 2.19 2.00 1116
Gerze 34 2.17 2.06 1204
Gerze 39 2.10 2.04 608
Hibrit 4H1 2.17 2.04 392
Hibrit 4H2 2.16 2.01 303
Hibrit 4H3 2.18 2.03 274
Hibrit 4H4 2.19 2.01 696
Hibrit 8H1 2.15 2.01 136

Devami Arkada
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Cizelge 4.2°in devami

Hibrit 8H2 2.19 2.04 1470
Hibrit 8H3 2.13 2.01 167
Hibrit 8H4 2.17 2.04 855

4.2. RT-PCR Analizi (cDNA ve Primerlerin Kontrol Edilmesi)

Gerze tavuk rkina ve hibrit irka ait 16 adet RNA 6rneginden (Gerze: 8, Hibrit: 8)
RT-PCR analizi kullanilarak cDNA elde edilmistir ve tim cDNA o6rneklerinin kontrol
edilmesi amaciyla endojen referans geni olarak segilen GAPDH genine 6zgii tasarlanan
primerler kullanilarak PCR yapilmistir. PCR sonrasi 6rnekler agaroz jel elektroforezinde
yuriitiilerek GAPDH geni i¢in hedeflenen bdlgenin (174 bg) tiim 6rneklerde basarili bir
sekilde cogaltildig1 dogrulanmistir (Sekil 4.1).

M 4H1 4H2 4H3 4H4 8H1 8H2 8H3 8H4 N  [c
M 31 3334 39 43 28 32 42 N

Gerze tavuk irki Hibrit tavuk irki

Sekil 4.1. Gerze ve hibrit tavuk irklarina ait cDNA &rneklerinin GAPDH primerleri ile
cogaltilan amplikonlariin agaroz jel goriintiisii; Genesta 100 bp ladder (GeneAll, Korea)

Daha sonra 12 adet genin mRNA dizisine 6zgii tasarlanan primerler kullanilarak
Gerze tavuk 1rki i¢in 39 numarali 6rnek, hibrit tavuk 1rki i¢in 8H4 numarali 6rneklerde
PCR uygulamistir. PCR sonrasi elde edilen amplikonlar agaroz jel elektroforezinde
yiriitiilerek dogrulanmistir (Sekil 4.2). Yalnmizca 4 gen i¢in amplifikasyon tespit
edilememistir. Ancak diger tiim primerler basarili bir sekilde baglanarak beklenen
fragment biiytikliigii araliklarinda (115 bg ile 223 bg arasinda) amplikonlar ¢ogaltilmistir.
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M12345678 9101112N M12345¢6 7 8 9101112 N GENESTA™ 100 bp DNA Ladder

bp

2000
800

Gerze-39 numarali 6rnek Hibrit-8H4 numarali 6rnek

Sekil 4.2. 39 ve 8H4 numarali 6rneklerin 12 adet primer kullanilarak yapilan PCR
analizinden elde edilen amplikonlara ait agaroz jel goriintiisii: 1) SCD; 2) LPL; 3)
ENTPDS; 4) AMPD1,; 5) CAPN3; 6) MSTN; 7) GAPDH; 8) ATIC; 9) PPARy; 10) ADSL,;
11) AK1; 12) FOXO3; N) Negatif; Genesta 100 bp ladder (GeneAll, Korea)

RT-qPCR analizinde diisiikk miktarda dahi gen ifadesi tespit edilebilirken,
geleneksel PCR’da tespit edilememesinin bir¢ok nedeni vardir. Bunlardan bazilari,
dokulardan 6rnekleme yapildigi donemde hedeflenen genin ifade edilmemis olmasi ya da
agaroz jelde tespit edilemeyecek kadar az yogunlukta olmasi, PCR ile RT-gPCR
analizleri arasindaki uygulama, dongii sayist ve sistem farliliklar1  olarak
orneklendirilebilir. Bu nedenle bant tespit edilemeyen genlerin aslinda digerlerinden daha
az ifade edilmis olma ihtimali g6z 6niine alinarak bir sonraki asamada tiim genlerin RT-
gPCR analiziyle ifadelerinin tespit edilmesi uygun goriilmistiir.

4.3. RT-gPCR Analizi

RT-PCR analiziyle Gerze ve hibrit tavuk 1rklarina ait cONA 6rneklerinin ve 12
adet primer ¢iftinin kontrol edilip dogrulanmasindan sonra tiim cDNA 6rnekleri ve tiim
genler i¢in RT-gPCR analizi asamasina gegilmistir. RT-qPCR analizinde Oncelikle
primerlerin PCR verimliligini tespit etmek ve PCR verimliligi agisindan dogru cDNA
konsantrasyonunu belirlemek i¢in bir 6n ¢aligma yapilmistir. Bu 6n ¢aligmada Gerze
tavuk irkinin 43 numarali 6rnegine ait cDNA numunesi kullanilmistir. 6 diliisyon serisi
(1:10, 1:8 (SCD primer cifti i¢in) ve 1:4 (CAPN3 primer ¢ifti i¢in) oranlarda) olarak
hazirlanan ¢cDNA o&rnekleri ile tim primer g¢iftleri kullanilarak RT-gPCR analizi
yapilmistir. Boylece sabit primer konsantrasyonuna karsilik seyreltilmis cDNA
orneklerinin PCR verimlilikleri, standart egri, erime egrisi ve amplifikasyon egrisi
grafikleri elde edilmistir.

4.3.1. Standart egri

Gerze 1rkina ait 43 numarali 6rnegin 6 farkli diliisyonda (125 ng, 12,5 ng, 1,25 ng,
0,125 ng, 0,0125 ng, 0,00125 ng) seyreltilen cDNA numuneleri, 12 primer ¢ifti
kullanilarak RT-qPCR’da analiz edilmistir. Analiz sonucunda LightCycler® 96 SW 1.1
yazilimi kullanilarak ¢cDNA diliisyonuna karsilik gelen Cq degerleri ile standart egri
grafikleri olusturulmustur. PCR verimlilikleri, standart egri grafiginde verilen egim
(slope) degerleri iizerinden hesaplanmustir.
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Literatiirde kabul edilebilir RT-qPCR amplifikasyon verimliligi, %93 ile %105
arasinda, egim degeri -3,2 ile -3,5 arasinda ve R%>0,98 olarak bildirilmistir (Nolan vd.,
2006; Kuang vd., 2018). Egim degeri her bir cDNA girdisinin log10 degerine karsilik,
amplifikasyon sonucunda elde edilen Cq degerlerinin olusturdugu egimdir (Kuang vd.,
2018). Literatiirde, 20 ile 30 arasinda Cq degeri ile sonuglanan RT-qPCR analizi i¢in
primer ve cDNA konsantrasyonlarinin ana ¢aligma icin se¢ilmesi 6nerilmektedir (Nolan
vd., 2006). Ancak Cq degeri yliksek olan reaksiyonlarda, gPCR reaksiyonlarini farkli
primer konsantrasyonlari ile ¢alistirmak ve en diisiik Cq degerini veren konsantrasyonu
kullanmak gerektigi bildirilmistir (Kuang vd., 2018).

Yapilan doktora tez ¢alismada her primer ¢ifti i¢in 6 farkli diliisyonda cDNA
kullanilarak standart egri grafikleri olusturulmustur (EK-1; EK-12). CAPN3 ve SCD
genine 6zgl primerler kullanilarak 1:10 oraninda 6 diliisyon seyreltilen cDNA ile yapilan
RT-qPCR analizi basarisiz sonuglanmistir. Bu nedenle CAPN3 primerleri i¢in 1:4, SCD
primerleri i¢in 1:8 oraninda 6 diliisyon cDNA kullanilarak analiz tekrar edilmistir.

Standart egri analiz sonuglarina gore; AK1 ve GAPDH genleri i¢in yapilan RT-
gPCR analizinde ilk 6 diliisyon cDNA’da amplifikasyon tespit edilirken, AMPD1, ADSL
ve CAPN3 geni i¢in ilk 5 diliisyon cDNA’da amplifikasyon tespit edilmistir. SCD,
ENTPDS8, ATIC, PPARy, MSTN, FOXO3 ve LPL genleri i¢in ilk 4 diliisyon cDNA’da
amplifikasyon tespit edilmistir.

AK1, AMPD1, ADSL, SCD, ENTPDS8, ATIC, MSTN, FOXO3 ve LPL genleri igin
R? degeri 0.99 olarak hesaplanirken, GAPDH, CAPN3 ve PPARy genleri i¢in R? degeri
1.00 olarak hesaplanmuistir. Standart egri grafigindeki egim degeri, tiim primer ¢ifleri i¢in
-3,1899 ile -3,47 olarak elde edilmistir. Primerlerin RT-qPCR verimliligi (E=(10C
Vegim_1)x100) %94,17 ile 105,82 araliginda tespit edilmistir. Dolayisiyla, tiim primer
ciftleri i¢in literatiirde belirtilen kabul edilebilir PCR verimlilikleri saglanmistir.

4.3.2. Erime egrisi

Literatiirde iyi tasarlanmisg bir primer ¢iftinin RT-qPCR analizi sonucunda spesifik
olarak tek bir iirlin amplifiye edecegi bildirilmistir (Bustin vd., 2009; Adams vd., 2020).
Bu doktora tez calismada tiim primerler icin Oncelikle standart egri analizi
gerceklestirilmis ve bu analizden primerlerin spesifikligini kontrol etmek amaciyla erime
egrisi grafikleri elde edilmistir (EK-13; EK-24). Tiim erime egrisi grafiklerinde beklenen
sicakliklardan tek tipte pikler elde edilmistir. Bu sonuglar primerlerin tek amplikon
tirettiklerini, herhangi bir gDNA kontaminasyonu ya da spesifik olmayan amplikonlarin
cogaltilmadigint dogrulamaktadir.

4.3.3. Amplifikasyon egrisi

Bu calismada 6 farkl diliisyonda hazirlanan cDNA 6rnekleriyle (Gerze 1rkina ait
43 numarali cDNA 6rnegi) 12 adet gen i¢in tasarlanan primer ¢iftleri kullanilarak yapilan
standart egri analizinden amplifikasyon egrisi grafikleri de elde edilmistir (EK-25; EK-
36). Tespit edilen Cq degerleri cDNA diliisyonu azaldik¢a artis gdstermistir. Bu durum
diisik ¢cDNA konsantrasyonlarinda floresans sinyali almak i¢in daha fazla PCR
dongiisiine ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir. Bu nedenle endojen referans gen olarak
secilen GAPDH primer ¢ifti i¢in tiim cDNA diliisyonlarinda amplifikasyon tespit
edilirken (6 diliisyon i¢in Cq degerleri 15-32 arasinda), hedef genlerden biri olan CAPN3
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primer ¢ifti i¢in 5 dilisyonda (25-32), SCD primer ¢ifti i¢in sadece 4 diliisyonda (Cq
degerleri 29-39 arasinda) amplifikasyon tespit edilmistir.

Sonug olarak 12 gen i¢in ilk 4, 5 ve 6 diliisyon cDNA‘dan basarili bir sekilde
amplifikasyon gerceklestirilmistir. 43 numarali Ornekten elde edilen bu sonuglar
kullanilan primer konsantrasyonun uygulanan cDNA diliisyonlarinda basarili bir sekilde
amplifikasyon gergeklestirdigini gostermistir. Bu dogrultuda g¢alismanin bir sonraki
asamasinda diger cDNA orneklerinde, 12 adet genin en diisiik ifade seviyelerinde dahi
tespit edilebilmesi amaglanmistir. Bu nedenle 16 adet Pectoralis major kas dokusundan
elde edilen cDNA 6rnekleri 1:1 oranda seyreltilerek (son hacimde 125 ng olacak sekilde)
ana ¢alismaya baglanmustir.

4.4. RT-qPCR Analizi ile Genlerin Ifadelerinin Belirlenmesi

Gerze ve hibrit tavuk 1rklarinin her iki 6rneklem dénemine ait gen ifadesi analizi
sonucunda elde edilen veri sonug ekrani, erime egrisi ve amplifikasyon egrisi grafikleri
ilk orneklem donemi i¢in EK-37-48 ve ikinci Orneklem donemi i¢in EK-49-60’ta
verilmistir. Erime egrisi grafikleri hedef mRNA fragmentleri disinda bir amplifikasyon
olmadigin1 (her gen i¢in 6zgiin sicakliklarda olusan 6zdes pikler) géstermistir. Ayrica 12
farkli genin olusturdugu amplifikasyon egrileri, hedef mRNA’larin (6zdes cDNA
konsantrasyonlari) benzer PCR verimliliklerine sahip oldugunu gostermistir (Schmittgen
ve Livak, 2008). Gerze ve hibrit tavuk 1rklarindan iki 6rneklem déneminde toplanan doku
orneklerine ait 12 adet genin RT-qPCR analizi sonuglari, Cq (minimum, maksimum,
ortalama) ve ACq degerleri olarak sirasiyla Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te verilmistir. Tim
doku oOrnekleri i¢in yapilan analizler degerlendirildiginde elde edilen minimum ve
maksimum Cq degerleri (sirasiyla 15.16 ve 39.04) literatiirde bildirilen kullanilabilir
referans Cq degerleri arasinda yer almaktadir (Burns ve Valdivia, 2008; Bustin vd., 2009).

Cizelge 4.3. Gerze tavuk irkinin iki 6rneklem déneminden elde edilen Cq degerleri ile
ACq degerleri

Gerze (10 haftahk yas) | GAPDH ADSL PPARG ATIC
Minimum Cq 16.83 23.38 28.04 30.29
Maksimum Cq 17.36 24.63 34.32 32.05
Ortalama Cq+ SS 17.07+£0.8 | 23.95+0.39 | 31.01+1.98 | 30.91+0.65
Ortalama ACq + SS 6.875+0.49 | 13.94+1.91 | 13.83+0.77
GAPDH ENTPDS SCD AMPD1
Minimum Cq 15.83 34.75 27.77 21.98
Maksimum Cq 17.64 36.43 30.72 22.94
Ortalama Cq+ SS 16.94+0.66 | 35.65+0.52 | 29.57£1.10 | 22.45+0.35
Ortalama ACq + SS 18.70+0.69 | 12.62+1.59 | 5.51+0.95
GAPDH MSTN CAPN3 LPL
Minimum Cq 16.66 24.74 22.8 29.76
Maksimum Cq 17.11 27.9 25.27 32.19
Ortalama Cq+ SS 16.910+0.14 | 26.67+1.24 | 23.53+1.00 | 30.76+0.9
Ortalama ACq + SS 9.76£1.15 | 6.61£0.97 | 13.85+0.88
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Cizelge 4.2°nin devami

GAPDH AK1 FOXO3
Minimum Cq 17.11 20.25 23.99
Maksimum Cq 17.76 21.59 26.12
Ortalama Cq+ SS 17.40+0.19 | 20.94+0.5 | 24.73+0.79
Ortalama ACq + SS 3.53+0.64 | 7.32+0.81
Gerze (20 haftahk yas) | GAPDH ADSL PPARG ATIC
Minimum Cq 15.16 21.73 29.85 28.67
Maksimum Cq 17.33 23.61 32.88 30.57
Ortalama Cq+ SS 16.31+0.76 | 22.80+0.64 | 31.70+0.9 | 29.65+0.59
Ortalama ACq + SS 6.48+0.22 | 15.38+0.7 | 13.34+0.27
GAPDH ENTPD8 SCD AMPD1
Minimum Cq 16.11 34.63 28.5 21.38
Maksimum Cq 17.34 36.79 30.59 22.17
Ortalama Cq+ SS 16.55+0.44 | 35.52+0.67 | 29.72+0.72 | 21.74+0.32
Ortalama ACq + SS 18.97+0.65 | 13.17+0.77 | 5.18+0.37
GAPDH MSTN CAPN3 LPL
Minimum Cq 15.92 24.49 22.3 28.71
Maksimum Cq 17.69 25.3 23.11 30.04
Ortalama Cq+ SS 16.93+0.62 | 24.91+0.29 | 22.81+0.28 | 29.38+0.48
Ortalama ACq £ SS 7.97+0.53 | 5.87+0.39 | 12.45+0.20
GAPDH AK1 FOXO3
Minimum Cq 16.45 21.87 25.12
Maksimum Cq 18.93 23.93 26.64
Ortalama Cq+ SS 17.74+0.82 | 22.79+0.73 | 26.12+0.58
Ortalama ACq £ SS 5.05+0.23 | 8.37+0.43

SS: Standart sapma

NOT: ACq degerleri, hedef genin Cq degerinden endojen referans genin Cq degeri

cikarilarak hesaplanmistir.

Cizelge 4.4. Hibrit tavuk irkinin iki 6rneklem déneminden elde edilen Cq degerleri ile

ACq degerleri

Hibrit (4 haftalik yas) | GAPDH ADSL PPARG ATIC
Minimum Cq 16.94 25.93 3251 31.99
Maksimum Cq 18.08 27.86 37.05 3691
Ortalama Cq+ SS 17.62+0.42 | 26.87+0.65 | 34.83+1.66 | 34.24+1.80
Ortalama ACq + SS 9.25+0.42 | 17.21+1.66 | 16.62+1.52

GAPDH | ENTPDS8 SCD AMPD1

Minimum Cq 16.94 36.36 31.25 23.05
Maksimum Cq 17.58 39.04 35.13 28.07
Ortalama Cq+ SS 17.38+0.21 | 37.89+0.67 | 33.32+1.40 | 25.15+1.56
Ortalama ACq + SS 20.51+0.71 | 15.94+1.28 | 7.77+1.75
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Cizelge 4.3’lin devami

GAPDH MSTN CAPN3 LPL
Minimum Cq 16.92 29.63 25.63 31.59
Maksimum Cq 17.73 36.98 30.70 36.13
Ortalama Cq+ SS 17.41+0.31 | 32.514£2.90 | 27.824+1.76 | 33.43+1.65
Ortalama ACq + SS 15.10+2.66 | 10.41+1.52 | 16.02+1.43
GAPDH AK1 FOXO3
Minimum Cq 17.40 21.87 24.87
Maksimum Cq 18.81 25.37 29.81
Ortalama Cq+ SS 18.07+0.47 | 23.26+1.23 | 27.03+1.75
Ortalama ACq £ SS 5.19£1.02 | 8.96+1.52
Hibrit (8 haftalik yas) | GAPDH ADSL PPARG ATIC
Minimum Cq 15.65 24.74 28.99 30.16
Maksimum Cq 18.41 27.53 36.18 33.89
Ortalama Cq+ SS 17.02+1.06 | 26.21£1.04 | 32.53+2.07 | 31.72+1.33
Ortalama ACq + SS 9.19+0.8 | 15.51+1.50 | 14.70+0.78
GAPDH | ENTPDS SCD AMPD1
Minimum Cq 16.06 35.48 30,89 21,13
Maksimum Cq 17.55 37.50 33,03 24,26
Ortalama Cq+ SS 16.77+0.54 | 36.58+0.57 | 32,264+0.71 | 22,73+1.11
Ortalama ACq + SS 19.81+0.53 | 15,49+0.51 | 5,96+0.80
GAPDH MSTN CAPN3 LPL
Minimum Cq 15,98 25.97 26.83 30.02
Maksimum Cq 18,19 32.94 28.88 33.76
Ortalama Cq+ SS 17,08+0.84 | 29.23+2.46 | 27.5240.8 | 31.64+1.23
Ortalama ACq + SS 12.16+1.8 | 10.45+1.43 | 14.56+0.51
GAPDH AK1 FOXO3
Minimum Cq 17.06 22.94 26.46
Maksimum Cq 19.19 26.30 30.92
Ortalama Cq+ SS 17.93+0.78 | 24.22+1.20 | 28.64+1.58
Ortalama ACq + SS 6.29+0.47 | 10.71+0.99

SS: Standart sapma

NOT: ACq degerleri, hedef genin Cq degerinden endojen referans genin Cq degeri
c¢ikarilarak hesaplanmistir.

11 adet genin mRNA seviyeleri, Gerze ve hibrit tavuk irklarinin iki farkl biiytime
doneminden elde edilen Cq degerlerinden 2724 degerinin hesaplanmasiyla belirlenmistir
(Schmittgen ve Livak, 2008). Elde edilen ifade seviyeleri “goreceli kantitatif (GK)
mRNA seviyeleri” olarak tanimlanmistir ve sonuglar 2724 x 1000000 seklinde logaritmik
dlgekte sunulmustur (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6). Elde edilen 2724 degerleri
bakimindan irklar arasinda ve her irkin biiylime donemleri arasindaki fark bagimsiz
orneklem t-testi ile analiz edilmistir. Ayrica, her iki irkin biiylime sonunda gosterdikleri
gen ifadesi seviyelerindeki degisiklikler logz tabaninda hesaplanarak kat degisimi
seklinde sunulmus (Jebessa vd., 2018) (Sekil 4.7); elde edilen gen ifadesi seviyelerine 1rk,
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yas ve irk*yas interaksiyonun etkisi tek degiskenli varyans analizi ile test edilmistir
(Cizelge 4.4).

Ilk 6rneklem doneminden (Gerze; 10 haftalik yas, Hibrit; 4 haftalik yas) elde
edilen mRNA seviyelerinin normal dagilim testi istatistikleri EK-61°de verilmistir.
Normal dagilim gosteren ADSL, LPL, AK1 ve FOXO3 genlerine t-testi uygulanmistir
(EK-62). T-testi sonucunda iki irk arasinda 4 genin de ifade seviyelerindeki fark anlaml
bulunmustur (P<0.001). Normal dagilim gostermeyen diger genler icin Mann-Whitney U
testi uygulanmistir. Test sonucunda diger 7 genin de ifade seviyelerindeki farklar anlamli
bulunmustur (EK-63) (P<0.05 ve P<0.001). Elde edilen veriler, ilk 6rneklem dénemi igin
tiim genlerin hibrit 1rka kiyasla Gerze tavuk irkinda anlamli seviyede daha fazla ifade
edildigini gostermistir (Sekil 4.3).
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PPARy SCD LPL  MSTN FOX03 CAPN3 ADSL AMPD1 AKI ATIC ENTPDS

GK mRNA ifadesi

OHIBRIT EGERZE

Sekil 4.3. Gerze ve hibrit tavuk irklarinin ilk 6rneklem déneminden 11 adet gen icin elde
edilen goreceli kantitatif mRNA seviyeleri (*: P<0.05, **: p<0.001).

Ikinci biiyiime déneminden (Gerze; 20 haftalik yas, Hibrit; 8 haftalik yas) elde
edilen mRNA seviyelerinin normal dagilim testi istatistikleri EK-64’te verilmistir.
Normal dagilim gosteren ADSL, ENTPDS8, SCD, AMPD1, LPL ve AK1 genlerine t-testi
uygulanmistir (EK-65). T-testi sonucunda 6 genin de ifade seviyelerindeki farklar dnemli
bulunmustur (P<0.05 ve P<0.001). Normal dagilim gdstermeyen diger genler i¢cin Mann-
Whitney U testi uygulanmis (EK-66), test sonucunda PPARy geni hari¢ diger genlerin
ifade seviyelerindeki fark anlamli bulunmustur (P<0.001). Elde edilen veriler, PPARy
geni hari¢ diger genlerin hibrit irka kiyasla Gerze tavuk irkinda anlamli seviyede daha
fazla ifade edildigini gostermektedir (P<0.05 ve P<0.001). PPARy geninin ifade seviyesi
Gerze tavuk irkinda hibrit irka kiyasla daha az saptanmis ancak bu fark anlamli
bulunmamastir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Gerze ve hibrit tavuk 1rklarinin ikinci 6rneklem doneminden 11 adet gen i¢in
elde edilen goreceli kantitatif mRNA seviyeleri (*: P<0.05, **: p<0.001).

Gerze tavuk 1rkinin iki yag donemi drnekleminden (10 haftalik yas ve 20 haftalik
yas) elde edilen mRNA seviyelerinin normal dagilim testi sonuglar1 EK-67’de verilmistir.
ADSL, ATIC, ENTPD8, AMPD1, LPL, AK1 ve FOXO3 genleri bakimindan yas donemleri
arasindaki fark t-testi ile analiz edilmistir (EK-68). T-testi sonucunda ADSL, LPL, AK1
ve FOXO3 genlerinin ifade seviyelerindeki farklar anlamli bulunmustur (P<0.05 ve
P<0.001). Normal dagilim gostermeyen diger genler i¢in Mann-Whitney U testi
uygulanmistir (EK-69). Test sonucuna gére PPARy, MSTN ve CAPN3 genlerinin ifade
seviyelerindeki fark anlamli bulunmustur (P<0.05) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Gerze tavuk 1rkinin her iki 6rneklem doneminden 11 adet gen icin elde edilen
goreceli kantitatif mRNA seviyeleri (*: P<0.05, **: p<0.001).
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Hibrit tavuk 1rkinin iki yag donemi 6rnekleminden (4 haftalik yas ve 8 haftalik
yas) elde edilen mRNA seviyelerinin normal dagilim testi istatistikleri EK-70’te
verilmistir. ADSL, LPL ve AK1 genlerinin yas donemleri arasindaki ifade edilme farki t-
testi ile analiz edilmistir (EK-71). T-testi sonucunda LPL ve AK1 genlerinin ifade
seviyelerindeki fark anlamli bulunmustur (P<0.001). Normal dagilim gdstermeyen diger
genler i¢in Mann-Whitney U testi uygulanmistir (EK-72). Test sonucunda PPARy, ATIC,
ENTPD8, AMPD1, MSTN ve FOXO3 genlerinin ifade seviyelerindeki fark anlamli
bulunmustur (P<0.001 ve P<0.05) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Hibrit tavuk irkinin her iki 6rneklem doneminden 11 adet gen igin elde edilen
goreceli kantitatif mRNA seviyeleri (*: P<0.05, **: P<0.001).

Gerze ve hibrit tavuk rkinin iki 6rneklem donemindeki gen ifadesi seviyeleri kat
degisimi olarak incelenmistir (Sekil 4.7). Gerze tavuk 1rkinda en fazla artis gosteren gen
MSTN iken, en fazla azalma gosteren gen PPARy’dir. Hibrit tavuk irkinda en fazla artis
gosteren gen yine MSTN iken, en fazla azalma gosteren gen FOXO3 olarak tespit
edilmistir. Ayrica, iki irk birlikte degerlendirildiginde PPARy, ENTPDS, SCD ve CAPN3
genlerinin ifadeleri birbirine zit yonelim gostermistir. Gerze tavuk irkinda bu genler
arasinda sadece CAPN3 geninde artis gézlenmistir.
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Sekil 4.7. Gerze ve hibrit tavuk irklarinin ilk 6rneklem dénemine kiyasla sahip olduklari
log> tabaninda goreceli kantitatif gen ifadesinin kat degisimi

Gerze ve hibrit tavuk rklarinda tespit edilen gen ifadesi seviyelerine yas, 1rk ve yas*irk
interaksiyonu etkileri tek degiskenli varyans analizi ile test edilmistir. Cizelge 4.2°de her
iki wrkin gen ifadelerinin ortalamasi ve standart sapma degerleri onem seviyeleri ile
birlikte sunulmustur. Tek degiskenli varyans analizi sonucunda ENTPD8 ve SCD
genlerinin ifade seviyelerinin sadece 1rk faktoriinden etkilendigi, ADSL, ATIC, AMPD,1
FOXO3 genlerinin irk ve yas faktorlerinden etkilendigi, PPARy gen ifadesinin irk ve
irk*yas interaksiyonundan etkilendigi ve MSTN, CAPN3, LPL ve AK1 genlerinin ifade
seviyelerinin 1rk, yas ve irk*yas interaksiyonundan etkilendigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5. Gerze ve hibrit tavuk irklarin iki 6rneklem dénemi i¢in gen ifadelerinin
(2°4€9) ortalama degerleri iizerine 1rk, yas ve irk*yas interaksiyonu faktorlerinin etkisine
iliskin tek degiskenli varyans analiz tablosu

Yas |\ | ADSL:SS | PPARySS | ATICSS | ENTPD8:SS
(hafta)
Irk ** * ** **
10 | 4 |0-00895921] 0.00013544 [0.00007650+| 0.00000259+
Gerze 0.00289841 | 0.000169973 | 0.00003303 | 0.00000118
20 | 4 |0-01124643%[ 0.00002648+ [ 0.00009800=[ 0.00000213+
0.001807471| 0.00001717 |0.000193017 | 0.0000095
4 | 4 |0:00170357+] 0.00001141% [0.00001453%| 0.00000076+
Hibrit 0.00045533 | 0.00001168 | 0.00001033 | 0.000000049
g | 4 |0.00192602[ 0.00003140+ [0.00004301% | 0.00000115%
0.00084158 | 0.00002653 | 0.00002263 | 0.00000040
Yas * OD ** OD
; 10/ | g |0-00533139+(0.00007342+ [0.00004552+ | 0.00000168%
0.00422495 | 0.00013378 | 0.00003968 | 0.00000129
) 20/ | g | 0-00663644 0.00002892+ [0.00007035: [ 0.00000163+
0.00488758 | 0.00002200 | 0.00003454 | 0.00000086
Irk x OD * OD OD
Yas
Genel 16| 0-00598392: 0.000051 17 0.00005793 [ 0.0000165:
ortalama 0.00456729 | 0.00009747 | 0.00003888 | 0.00000108
Y33 |\ | SCD:SS | AMPDI+SS | MSTN£SS | CAPN3+SS
(hafta)
Irk ** ** ** **
10 | 4000027137%[ 0.02592937+ [0.00156215% [ 0.01189384=
Gerze 0.000293113| 0.01353382 | 0.00134221 | 0.00519855
50 | 4 |0:00012358%[ 0.02821070+ [0.00423970=[ 0.01761005+
0.00006708 | 0.006589151 | 0.00174309 | 0.00492304
4 | 4 |0.00002295: 0.00746971% [0.00006761 | 000105584
Hibrit 0.00002164 | 0.00632112 | 0.00000057 0,00072
g | 4 |0:00002295+] 0.01834527+ [0.00039631% | 0.00098070+
0.00000737 | 0.00919280 | 0.00037497 | 0.00067196
Yas OD * *k *
. 10/ | g |0-00014716+ 0.01669954+ [0.00081488+ | 0.00647484:+
0.00023961 | 0.01398584 | 0.00120244 | 0.00661928
, 20/ | g |0-00007216%[ 0.2310971= [0.00231800%| 0.00939898:+
0.00006765 | 0.00943041 | 0.00231815 | 0.00906423
Irk x - . o «
Yas OD OD
Genel 16| 000010966 0.001990463: | 0,00156644% |~ 0.00793691:+
ortalama 0.00017825 | 0.01223652 | 0.00197842 | 0.00798940
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Cizelge 4.5’in devami

Yas | N | LPL:sSS AKI£SS | FOXO3:SS
(hafta)

Gerse | 10 | 4 | 0.00007797+ | 0094845165 | 0.00703622%
0.00003904 | 0.04351760 | 0.00296249
20 | 4 | 0.00018015% | 003050062+ | 0.00313514%
0.00002367 | 0.00500467 | 0.00097541
ot | 4 | 4 | 0.00002049+ | 0032704055 | 0.00292979%
0.00001172 | 0.01563401 | 0.00203706
o | 4 | 0.00004368% | 0.01337096+ | 0.00073819+
0.00001368 | 0.00369400 | 0.00049926
. o | g | 0.00004923% | 0.06377461+ | 0.00492598~
0.00004070 | 0.04505521 | 0.00321559
> | 20 | & | 000I1I91= | 02193579+ | 0.00193667+
0.00007222 | 0.00974940 | 0.00143980

Irk x s * .

Vas OD

Genel 16 | 0.00008057= | 0.04285520% | 0.00343133+
ortalama 0.00006608 | 0,3855953 | 0.00289068

1: ilk Orneklem Dénemi (Gerze:10 haftalik yas ve Hibrit: 4 haftalik yas). 2: Ikinci
Orneklem Donemi (Gerze:20 haftalik yas ve Hibrit: 8 haftalik yas). SS: Standart Sapma.
OD : Onemli degil. *: Onemli P<0.05. **: Onemli P<0.001
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4.4.1. Tavuklarda lipid metabolizmasinda gorev alan genlerin ifade seviyelerinin
incelenmesi (PPARy, SCD, LPL)

PPARy geni agirlikli olarak yag hiicrelerinde ifade edilmektedir ve bazi
transkripsiyon faktorleri ile birlikte yag hiicrelerinin olgunlasmasi ile ilgili siireglere
katilmaktadir (Liu vd., 2010). Diger yandan, PPARY geninin yag hiicrelerinin
farklilasmasi sirasinda onemli Olgiide ifadesinin arttigit ve bu nedenle caligmalarda
popiiler adipojenik belirte¢ olarak kullanildig1 bildirilmektedir (Li vd., 2019a).

PPARy geni, dokulardaki kas i¢i yag miktariyla yakindan iliskilendirilmektedir
(Zhang vd., 2014; Fu vd., 2014; Liu vd., 2019). Daha 6nce yapilan c¢aligmalarda
abdominal yag dokusunda PPARy gen ifadesinin yasla birlikte arttig1 saptanmistir (Sato
vd., 2004, Sato vd., 2009; Sun vd., 2014). Benzer sonuglarin alindig1 bagka bir ¢aligma
ise Fu vd. (2014) tarafindan Beijing-You (BJY) tavuklari tizerinde yapilmistir. BJY tavuk
k1 yazarlar tarafindan yiiksek yag icerigine ve iyi bir lezzetli ete sahip yerel tavuk 1rki
olarak tanimlanmistir. Calismada, BJY tavuk irkinin gbgiis kasindaki PPARy mMRNA
seviyesinde yasa (0, 4, 8, 14 ve 20 haftalik yaslarda) bagl olarak istatiksel olarak anlamli
bir artis olmadig1 ancak 20 haftalik yasta diger yaslara kiyasla 6nemli diizeyde artis tespit
edildigi bildirilmistir. Ayrica 8, 14 ve 20 haftalik yaslarda Pectoralis major kas
dokusundaki kas i¢i yag oraninda 6nemli diizeyde artis tespit edilmistir.

Bu doktora tez ¢alismasinda, PPARy mRNA seviyesinin Gerze tavuk irkinda yasla
birlikte azalirken (kat degisimi: 2.35) (P<0.05), hibrit tavuk irkinda arttig1 (kat degisimi:
1.46) tespit edilmistir (P<0.05). Uzerinde ¢alisilan iki irkin aymi cevre sartlari altinda ve
ayni1 kosullarda yetistirildigi goz oniine alindiginda, elde edilen sonuglar arasindaki fark
irklarin sahip oldugu spesifik farkliligi ortaya koymaktadir. Tez ¢aligmasinda PPARy gen
ifadesine 1rkin ve irk*yas interaksiyonunun etkisi oldugu sonucu da bu varsayim
desteklemektedir. Cilinkii Grashorn ve Clostermann (2002), yogun ve yaygin iiretim
sistemlerinde yetistirilen tavuklardaki et kalitesi farkliliklarinin dogasi geregi ¢ogunlukla
genetik oldugunu, iiretim ortaminin (sicaklik hari¢) daha az 6nemli oldugunu bildirmistir
(Grashorn ve Serini, 2006). Bu ¢ikarimi dogrulayabilecek bir bagka ¢alisma da Tunim vd.
(2021) tarafindan gergeklestirilmistir. Calismada saf yerli tavuk 1rki, melez tavuk irki ve
etlik hibrit tavuk irklarinin farkl yaslarda yag depolama oranlari ve PPARy mMRNA
seviyeleri arastirilmistir. Calisma sonucunda en yiiksek kas ici yag miktar1 ve PPARy gen
ifadesi seviyesi etlik tavuk 1rkinda tespit edilmistir. Melez tavuk irklarindan elde edilen
sonuglarda, etlik tavuk ki kullanilarak yapilan melezlemenin PPARy gen ifadesinde
onemli bir artisa neden oldugu bildirilmistir.

Yapilan tez calismasinda ise aksine, PPARy mRNA seviyesinin ilk 6rneklem
donemi i¢in Gerze tavuk irkinda hibrit irka kiyasla 6nemli diizeyde daha fazla (P>0.05),
ancak ikinci 6rneklem doneminde ise Onemsiz seviyede daha az ifade edildigi tespit
edilmistir. Bu farkliligin, her iki irkin incelenen kas dokularindaki farkli kas i¢i yag
miktarindan kaynaklanmig olma ihtimali yliksektir. Tavuklarda kas i¢i yag orani, et
lezzeti tlizerinde oldukga etkilidir ve Gerze tavuk irkinin sahip oldugu karakteristik et
lezzetine PPARy geninin etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle her iki irkin kas
dokusundaki kas i¢i yag miktari ile PPARy ifade seviyesi birlikte incelenmelidir. Boylece
her iki irkin PPARy gen ifadesi profilleriyle dokulardaki kas i¢i yag miktari arasindaki
iliski daha bilgi verici olacaktir. Ozellikle ilk érneklem dénemi icin Gerze tavuk irkinda
daha fazla PPARy gen ifadesinin tespit edilmesi, bu gen ile iliskili olan diger
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transkripsiyon faktorlerinin de (6zellikle C/EBPa) ifade seviyelerinin  ve
interaksiyonlarinin arastirilmasi bakimindan o6nemlidir. Ciinkii ikinci Orneklem
doneminde PPARy mRNA seviyesinin azalmasinda, promotér bolgeye baglanabilen
transkripsiyon faktorlerinin tiirli ya da miktarinin etkisi olabilecegi diistiniilmektedir.

Her iki tavuk 1rkinin sergiledigi farkli gen ifadesi profilinin altinda yatan diger bir
sebep PPARy gen ifadesi seviyesine etki edebilecek olan PPARy geninin promotor
bolgesindeki metilasyon profilidir (Sun vd., 2014). PPARy geninin promotdr
bolgesindeki CpG diniikleotidlerine bagli olan muhtemel metil gruplarmin sayisi,
transkripsiyon faktorlerinin baglanabilmesi ve gen ifadesinin diizenlenmesi bakimindan
olduk¢a 6nemlidir.

Gerze tavuk 1rki ve hibrit irk arasindaki gen ifadesi farkliliklarinin bagka bir sebebi
de Liu vd. (2019) tarafindan yapilan ¢alismada ileri siiriilen Pectoralis major kas
dokusundaki farkli lipid biriktirme modellerinde yer alan genetik mekanizmalardir.
Calisma kapsaminda Cin'de yiiksek kaliteli bir tavuk 1rki olarak tanimlanan ve yiiksek
kas i¢i yag depolama kapasitesine sahip oldugu bildirilen Jingxing-Huang tavuk irkinin
(98 giinliik) Pectoralis major kas dokusundaki lipid metabolizmasinda gorev alan
genlerin ifade seviyeleri arastirilmistir. Calisma sonucunda yiiksek kas i¢i yag
depolanmasinin yiiksek trigliserid icerigine sahip olmakla yakindan iliskili oldugu tespit
edilmistir. Dolayisiyla yiiksek ya da diisiik trigliserid igeriginin lipid depolanmasini
diizenleyen anahtar yolaklardaki farkliliklardan ileri geldigi bildirilmistir. Ayrica LPL,
SCD ve PPARy gibi genlerin yiiksek trigliserid igerigine sahip tavuklarda 6nemli seviyede
yiiksek ifade edildigi tespit edilmistir. Steroid biyosenteziyle iliskilendirilen bu genlerin
Pectoralis major kas dokusunda yag hiicrelerinin olugsmasi ve farklilasmasi siire¢lerinde
gorev alan ¢ok sayida genin ifadesini artirdig: tespit edilmistir.

Benzer bir ¢alisma ile Chen vd. (2017) Wuhua tavuk irkinin 6zellikle disi
bireylerinde 150 giinliik yasta Pectoralis major kas dokusundaki kas i¢i yag miktarinin
ve PPARy gen ifadesinin en yiiksek seviyeye ulastigimi tespit etmislerdir. Ayrica
plazmadaki trigliserid miktarinin Pectoralis major kasi bakimindan kas i¢i yag se¢imi
icin potansiyel bir indeks olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. Sonug olarak, PPARy
geninin disi bireylerde kas i¢i yag bakimindan seleksiyon i¢in aday bir gen olabilecegi
vurgulanmigtir.

Kas i¢i yag, dogrudan kaslardaki yag miktarini temsil etmektedir ve esas olarak
trigliseridlerden (TG'ler) olugmaktadir. Ancak aym1 zamanda kas ici yag cesitli
fosfolipidler ve kolesterol de icermektedir. Bu karmasik 6zelliginden dolayi, kas ici yag
birikiminde yer alan anahtar genlerin dogru bir sekilde tespit edilebilmesi son derece
zordur (Liu vd., 2018). Ayrica, kas i¢i yag miktariyla iligkilendirilen PPARy
izoformlarinin (PPARy1 ve PPARy?2) ifade seviyelerinin belirlenmesi ve yag hiicrelerinin
olgunlagmasi siireciyle iliskilendirilmesi oldukga kritiktir (Mu vd., 2020). Dolayisiyla
Gerze ve hibrit tavuk 1rklar arasindaki PPARy ifade seviyesindeki farkliliklarin ayni
zamanda Pectoralis major kas dokusundaki farkli trigliserid igeriklerine ve dolayisiyla
farkli miktarlarda kas i¢i yag miktarina sahip olmalarindan kaynaklandigi ihtimalini
giiclendirmektedir.

PPARy gen ifadesindeki artisin, dokulardaki kas i¢i yag miktarin1 artirmakla
sonuglanmasi aragtirmacilart tavuklarin canli agirhiklart ile PPARy gen ifadesi
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seviyelerini iliskilendirmeye yonlendirmistir. Zhang vd. (2014) tarafindan yapilan bir
calismada 7 generasyon yetistirilen White Plymouth Rock 1rki tavuklarin diisiik (LWS)
ve yiksek canli agirliga (HWS) sahip bireylerinin 56 giinliik yasta gogiis ve bacak
kaslarindaki PPARyY gen ifadesi seviyeleri arastirilmistir. Elde edilen bulgularda HWS
bireylerin birim alanda daha fazla yag hiicresine sahip olmasina ragmen LWS bireylerden
daha diisiik miktarda PPARy gen ifadesine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar
Gerze ve hibrit tavuk 1rklar arasindaki PPARy gen ifadesi seviyesindeki farkliliklarin
birim alanda sahip olduklar1 farkli yag hiicresi miktarindan da kaynaklanabilecegine
isaret etmektedir.

Lezzetli ve kaliteli et tiikketimine yonelik artan tiiketici talepleri, arastirmacilar
yiiksek lezzet 6zelliklerine sahip yerel tavuk irklarini gelistirmeye yoneltmistir. Bu tavuk
wrklarindan biri olan Cin’in Qingyuan tavuk irkinin yavas biiyiime performansi nedeniyle
tiretim maliyetlerinin nispeten yiiksek oldugu bildirilmistir. Li vd. (2023) tarafindan
yapilan bir ¢caligmada Qingyuan tavugunun et kalitesi 6zelliklerini gelistirmek amaciyla
119 giin yastaki tavuklara 30 giinliik Rutin (flavonoid) diyet takviyesi uygulanmaistir.
Arastirma sonunda Rutin takviyesinin 22 haftalik yastaki tavuklarin Pectoralis major kas
dokusunda PPARy geni dahil olmak iizere bircok genin ifadesini 6nemli diizeyde artirdig
tespit edilmistir. Elde edilen sonuglarda Rutin takviyesinin Qingyuan tavuklarinin et
kalitesini, yag asidi profillerini ve Ozellikle antioksidan kapasitesini iyilestirdigini
bildirmislerdir. Gerze tavuk wrkinin mevcut durumda sergiledigi PPARy gen ifadesi
profili, yerli tavuk irkimizin farkli diyet icerikleriyle et kalitesinin gogiis ve bacak kasi
dokularinda gelistirilebilme potansiyeli oldugunu ve PPARy geninin bir belirte¢ olarak
islevselliginin aragtiritlmasi gerekliligini isaret etmektedir.

Son olarak, Sinop iline 6zgii bir irk olan Gerze tavuk 1rkinin ilk 6rneklem dénemi
icin PPARy mRNA seviyesi ile ilgili elde edilen bulgular bu irkin lipid metabolizmasinin
ve dolayisiyla et kalitesi ve lezzeti potansiyelinin gelistirilebilecegi sinyalini vermektedir.
Bu sebeple, Gerze tavuk irkinin farkli dokulardaki PPARy geniyle pozitif/negatif
korelasyon gosteren genlerin, onciil yag hiicrelerinin olgunlagsmasi ve farklilagsmasinin
pozitif/negatif diizenleyicisi olan miRNA’larin (gga-miR-140-5p, gga-miR-223 ve gga-
miR-18b-3p gibi) (Zhang vd., 2018b; Sun vd., 2019; Nematbakhsh vd., 2021; Sun vd.,
2021) ve dogal PPAR agonistlerinin (baz1 gliserofosfolipid molekiilleri) (Li vd., 2023)
arastirilmasi gerekmektedir.

Daha 6nceki ¢alismalarda, tavuklarda kas ici yag depolanmast ile ilgili ¢ok sayida
aday gen (PPAR'lar, FABP'ler, LPL, SCD, KLF'ler ve ACSL'ler) tanimlanmigtir (Cui vd,
2012; Liu vd., 2017; Li vd., 2019b; Wang vd., 2019; Liu vd., 2019). Bu genlerin
bircogunun trigliserid birikimi ile iligskili oldugu ve trigliserid metabolizmasini
diizenleyerek kas i¢i yag birikiminde 6nemli bir rol oynayabilecekleri bildirilmistir (Liu
vd., 2019). Bu genlerden biri olan SCD, steroid biyosentezinde gorev alan palmitik asit
ve stearik asidi, palmitoleik ve oleik asite doniistiiren ve boylece yag asidi sentezinde
onemli bir hiz sinirlayici enzim kodlayan gendir (Liu vd., 2019). Palmitoleik ve oleik asit
en bol bulunan hiicresel uzun zincirli yag asitleridir (LCFA'lar) ve esas olarak
trigliseridlerin bilesenleri olarak kullanilmaktadir (Hodson vd., 2008). Liu vd. (2019)
tarafindan etlik tavuk irkinda yapilan bir ¢aligmada yiiksek trigliserid iceren Pectoralis
major kas dokularinda SCD ve ELOVL7 genlerinin ifade seviyelerinin diisiik trigliserid
iceren dokulardan ¢ok daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bu durum, artan yag asidi
sentezinin, trigliseridlerin sentezini ve birikmesini destekleyebilecegini gostermektedir
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(Liu vd., 2019). Diger yandan SCD geninin farkl tavuk irklarinin gégiis kasi ve karaciger
dokusundaki yiiksek yag asidi igerikleriyle yakindan iliskilendirildigi ve potansiyel
belirte¢ aday gen olarak vurgulandigi ¢alismalar da bulunmaktadir (Maharani et al., 2013;
Furqgon et al., 2017; Gunawan et al., 2018; Gunawan vd., 2019).

Bu calismada Gerze tavuk irkinin her iki biiylime doénemi i¢in toplanan doku
orneklerinde SCD geninin hibrit irka kiyasla 6énemli diizeyde daha fazla ifade edildigi
saptamistir (p<<0.001). Diger yandan Gerze tavuk 1rkinin ikinci 6rneklem déneminde ilk
orneklem donemine kiyasla SCD mRNA seviyesinde bir azalma tespit edilmistir (kat
degisimi: 1.23) ancak bu fark anlamli bulunmamistir (P>0.05). Hibrit tavuk irkinda ise
yas donemi Orneklemleri arasinda SCD gen ifadesi seviyesinde onemli bir degisiklik
tespit edilmemistir.

Li vd. (2019b) tarafindan yapilan ¢alismada SCD geninin lipid depolanmasi ve
iskelet kasindaki yag asidi bilesenleriyle dnemli diizeyde iliskili oldugu tespit edilmistir.
Calisma sonucunda SCD gen ifadesinin yag asidi icerigi yiliksek gdgiis kas1 dokularinda
daha fazla ifade edildigi rapor edilmistir (P<0.05). Bu sonuglar Gerze tavuk irkinin hibrit
irka kiyasa Pectoralis major kas dokusundaki yag asidi miktarinin daha fazla ve yag asidi
bilesenlerinin farkli olabilecegini isaret etmektedir.

Diger yandan farkli tavuk irklarinda yapilan ¢aligmalarda SCD genindeki bazi
SNP’lerin, incelenen dokudaki yag asidi miktar1 ve bilesenleriyle yakindan iliskili oldugu
tespit edilmistir (Maharani vd., 2013; Furqon vd., 2017; Jin vd., 2020). Bu ¢alismalarda
farkli tavuk 1rklarinda tespit edilen SNP’ler, farkli yag asidi igerikleriyle
iligkilendirilmistir. Yapilan tez calismasinda, tek degiskenli varyans analizi sonucunda
SCD gen ifadesine yalnizca irk faktoriiniin 6nemli diizeyde (P<0.001) etki ettigi tespit
edilmistir. Elde edilen bulgular Gerze tavuk irkinin karakteristik et lezzetinin, kas
dokusundaki muhtemel SNP’lerin etkisiyle ortaya ¢ikmis olabilecegine dair bir ipucu
olarak degerlendirilebilir.

[k 6rneklem déneminde Gerze tavuk irkinin daha fazla SCD gen ifadesine sahip
olmasi, her iki irkin SCD genindeki promotdr bolgesinin dizi farkliliklarindan da
kaynaklanabilmektedir. Ciinkii promotdr bolgesindeki dizi farkliliklari, transkripsiyon
faktorlerinin ¢esidini ve baglanabilecegi bolge sayisini, dolayisiyla gen ifadesi miktarim
etkilemektedir (Liu vd., 2023). Bu nedenle, her iki irkin SCD geninin ¢ekirdek promotér
bolgesine baglanan transkripsiyon faktorlerinin tespit edilmesi ve literatiirde yakindan
iligkilendirilen ¢oklu doymamis yag asidi sentezi iizerine etkisinin incelenmesi oldukca
kritiktir (Liu vd., 2023). Bu ¢alismalar SCD geninin ifade seviyesinin ya da sahip oldugu
polimorfizmlerinin, 1rk, yas, cinsiyet ve dokuya bagli olarak lipid metabolizmasina
etkisinin ortaya ¢ikarilmasina da katki saglayacaktir.

Sonug olarak etin lezzet, sululuk ve gevreklik 6zelliklerine énemli bir katki
saglayan kas i¢i yag depolanmasinda SCD geninin de etkin ve anahtar bir rol oynamasi
Gerze tavuk rkinin et kalite ozelliklerinin arastirilmasinda bu genden faydalanma
potansiyelini ortaya koymaktadir.

Gerze tavuk wrkinin her iki orneklem donemi ig¢in hibrit irka kiyasla dnemli
seviyede daha yiiksek ifade edildigi tespit edilen genlerden biri de LPL genidir (p<0.001).
Ayrica her iki rkin ikinci 6rneklem doneminde LPL ifade seviyesi 6nemli diizeyde artis
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gostermistir (p<0.001). Benzer bir sonu¢ D’Ander vd. (2013) tarafindan yapilan
calismadan elde edilmistir. Dort farkli dokudan sadece Pectoralis major kas dokusunda
LPL geninin yavas biiyliyen tavuk irkinda (Xinghua tavuk irk1) daha fazla ifade edildigini
bildirmislerdir. Bunun aksine, Huang vd. (2016) tarafindan yapilan calismada ise
Pectorlais major kas dokusunda ticari irkin yerli tavuk irkindan (Guangxi san-huang
tavuk 1rki) daha fazla mRNA seviyesi tespit edildigi ve dokulardaki LPL enzim
aktivitesinin de paralel sonuglar verdigi bildirilmistir.

LPL, lipid metabolizmasinin anahtar genlerinden biridir (Huang vd., 2016). Her
ne kadar LPL geninin ifade seviyesi kas i¢i yag depolanmasi ile yakindan iliskilendirilse
de (Maharani et al., 2013; Furgon et al., 2017; Gunawan et al., 2018; Gunawan vd., 2019;
Liu vd., 2019) lipid metabolizmas1 ve PPAR sinyal yolag1 olduk¢a karmasiktir ve bu
yolakta pek c¢ok gen gorev almaktadir (Nematbakhsh vd., 2021; Li vd., 2023).
Dolayisiyla Gerze tavuk 1rkinda tespit edilen yiiksek LPL gen ifadesi et lezzeti agisindan
Oonemli potansiyeli igaret etse de her iki tavuk irkinin gen ifadesi seviyelerinin ilgili
dokudaki kas i¢i yag miktar1 ile iligskilendirilmesi daha giivenilir sonuglar
saglayabilecektir.

Yapilan tez ¢alismasinda her iki tavuk 1rk1 da biliylime donemleri boyunca benzer
bir LPL gen ifadesi profili sergilemislerdir. LPL gen ifadesi iki Orneklem doénemi
boyunca, Gerze tavuk 1rkinda 1.21 kat, hibrit tavuk irkinda 1.09 kat artig gostermistir
(Sekil 4.7). Ancak Gerze tavuk irkinin, her iki 6rneklem déneminde hibrit tavuk irkina
kiyasla 6nemli diizeyde daha fazla LPL gen ifadesine sahip oldugu tespit edilmistir
(P<0.001). Bu genin her iki rkta farkli seviyelerde ifade edilmesinin, gen ifadesinin
diizenlenmesi ~ mekanizmalarindaki ~ farkliliklardan ~ kaynaklanmis  olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu varsayimi dogrulayan bir ¢alismada, LPL gen ifadesinin ve
dokulardaki yag miktarinin, promotér bolgedeki CqG dintikeotidlerindeki farkl
metilasyon profilleriyle diizenlenebildigi bildirilmistir (Xing. Vd, 2011). Bu bilgiler
15181nda Gerze tavuk irkinin LPL gen ifadesinin ve dolayisiyla iskelet kaslarindaki kas ici
yag oraninin et lezzetine katki saglamis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Daha o6nce yapilan ¢aligmalarda LPL enziminin trigliseridleri parcalayarak yag
asitleri olarak depoladigi (Xing vd., 2011), ayrica LPL gen ifadesinin, enzim aktivitesinin
ve kas i¢i yag miktarinin yas ve irk faktorlerinden etkilendigi bildirilmistir (Huang vd.,
2016). Literatiirle paralel olarak, Gerze ve hibrit tavuk irklarindaki LPL gen ifadesi
tizerine 1rk, yas ve irk*yas interaksiyonun énemli seviyede etkili oldugu tespit edilmistir
(P<0.001) (Cizelge 4.3). Ayrica, em 1rklar arasinda hem de irklarin biiyiime donemleri
arasinda LPL gen ifadesi seviyesi onemli diizeyde artis gostermistir (P>0.001). Bu
bilgiler goz 6niine alindiginda, Gerze tavuk irkinda tespit edilen yiiksek LPL gen ifadesi
seviyesi, ¢calisilan dokudaki yag asidi miktar1 ve bilesenleri tizerinde etkili olmusg olabilir.
Bu durum Gerze tavuk 1rkinin et lezzeti/kalitesi 6zelligini etkileyen 6nemli bir faktor
olarak degerlendirilebilir.

Diger yandan, LPL genindeki polimorfizmlerin de gen ifadesi ve kas i¢i yag
miktariyla yakindan iligkili oldugu bildirilmistir (Wang vd., 2023). Dolayisiyla, Gerze ve
hibrit tavuk 1rklarmin farkli gen ifadesi seviyelerinin, LPL gen polimorfizmlerinden de
kaynaklanmis olabilecegi ihtimali oldukca giicliidiir.
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Son olarak, Gerze ve hibrit tavuk 1rklarinin lipid metabolizmasini diizenleyen ve
LPL gen ifadesi iizerinde etkili olan genlerin veya miRNA’larin (Zhai vd., 2023) ifade
seviyeleri farklilik gosterebilmektedir. Bu sebeple LPL gen ifadesi seviyelerinde farklilik
tespit edilmis olmas1 da muhtemeldir.

Sonug¢ olarak, LPL gen ifadesi bakimindan Gerze tavuk irkinin 6nemli bir
potansiyeli igaret ettigini sdylemek miimkiindiir. Bundan sonra yapilmasi gerekenler ise
Gerze tavuk wkinin LPL gen karakterizasyonunu ortaya ¢ikarmak, gen ifadesi
seviyelerinin kas i¢i yag miktar1 ve yag asidi ¢esitleri bakimindan (lezzet i¢in oldukca
kritik) iliskisini tespit etmek ve belirte¢ aday gen olabilme potansiyelini arastiriimasi
olarak degerlendirilmistir.

4.4.2. Tavuklarda biiyiime ve gelisme iizerinde etkili olan genlerin ifade
seviyelerinin incelenmesi (MSTN, FOXO03, CAPN3)

MSTN geni, iskelet kas1 biiyiimesinin negatif bir diizenleyicisi olarak kaslarin
giiclinii ve kalitesini etkilemede 6nemli bir rol oynamaktadir (Dushyanth vd., 2016, Wu
vd., 2018; Kim vd., 2020). Dolayistyla kas biiyliimesi ve gelismesini baskilayan MSTN
geninin yumurtaci ya da nispeten yavas gelisen yerli irklara gore hibrit irklarda (hizh
biiyliyen) daha az ifade edilmesi beklenen bir sonuctur. Bhattacharya vd. (2015),
Dushyang vd. (2016) ve Wu vd., (2018) tarafindan yapilan caligmalara benzer olarak
Gerze tavuk rkinin her iki biiyiime doneminde MSTN geni hibrit 1rka kiyasla 6nemli
seviyede daha fazla ifade edilmistir (P<0.001). Ayrica calisilan bireylerin ortalama canli
viicut agirliklar1 da bu sonuglari dogrulamaktadir. Bu durum, her iki 1irkin farkl biiyiime
ve gelisme profillerine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Tek degiskenli varyans
analizi sonuglar1t MSTN gen ifadesinin irk, yas ve irk*yas interaksiyonundan onemli
diizeyde etkilendigini géstermistir (P<0.001). Bu sonuglar Gerze ve hibrit tavuk irkindaki
gen ifadesi farkinin sebebini agiklamaktadir.

Ancak bunun aksine, Kong vd. (2017) tarafindan yapilan ¢alismada etlik tavuk
irkinin yavag biiyiiyen tavuk 1rkina kiyasla daha fazla MSTN gen ifadesine sahip oldugu
tespit edilmistir. Bu durumun, MSTN geninin etkisini inhibe etme 6zelligine sahip baska
genlerin artan gen ifadesi seviyelerinden kaynaklandig: ileri siirtilmiistiir. Diger yandan,
farkli irklarda tespit edilen farkli SNP’lerin MSTN amino asit dizisine ve dolayisiyla
protein aktivitesine etki ettigi bildirilmistir (Bhattacharya vd., 2015). Dolayisiyla Gerze
tavuk rkinin et verimi ve kalitesinin gelistirilmesi i¢in MSTN geninin ifade seviyesinin
ya da protein aktivitesinin azaltilmasi tizerinde ¢aligmalar yiiriitiilmesi olduk¢a dnemlidir.

Yapilan tez caligmasinda, hibrit tavuk irkinin biiyiime boyunca sergiledigi MSTN
gen ifadesi artis1 (kat degisimi: 2.55), Gerze tavuk irkindan daha fazladir (kat degisimi:
1.44). Bu durum, hibrit tavuk 1rkinin kisa zamanda hizli ve fazla biiylime sergilemesi
nedeniyle biiylimenin gliglii bir sekilde durdurulma egilimi gostermesinden de
kaynaklanabilmektedir. Dolayisiyla tek degiskenli varyans analizinden de elde edildigi
gibi MSTN geni 1rk, yas ve irk*yas interaksiyonu faktorlerinden de etkilenmektedir.

MSTN gen ifadesi farkliliklarina neden olabilecek faktorlerden biri de MSTN
genini hedefleyen ve gen ifadesini susturan miRNA’lardir (Zhang vd., 2021). Bu nedenle
Gerze tavuk irkinda MSTN genini hedefleyen miRNA’larin (miR-27b-3p gibi) gen
ifadelerinin incelenmesi ve varsa baska miRNA’larin da kesfedilmesi olduk¢a 6nemlidir.
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Ciinkii diger yerli tavuk irklarinda oldugu gibi Gerze tavuk irkinin verim 6zellikleri de
oldukca diistiktiir. Bu nedenle karkas ozelliklerinin iyilestirilmesi ig¢in, yerli tavuk
irkimizin iskelet kaslarindaki biiyiime ve gelisme yolaklarinin aydinlatilmasi oldukca
kritiktir. Bu noktada Gerze tavuk irkinin molekiiler 1slah1 bakimindan MSTN geninin her
yoniiyle (ifade seviyesi, polimorfizmleri, diizenleyicileri vs.) belirte¢ olma potansiyelinin
arastirilmas1 Onerilmektedir. Ozellikle Gerze tavuk irkinda farkli protein igerikleriyle
yapilacak besleme uygulamalarinin, MSTN geni araciligiyla karkas ozellikleri {izerine
etkisinin ortaya ¢ikarilmasi, gelecekte bu irk iizerinde yapilmasi hedeflenen ¢alismalar
arasinda yer almalidir.

FoxO sinyal yolagi, tavuklarda kas gelisimi i¢in olduk¢a 6nemlidir ve FoxO bu
slirecte gorev alan bes farkli yolagin tam ortasinda yer almaktadir. FOXO3 geni ise, FoxO
sinyal yolagimin merkezinde yer alan ve iskelet kasi atrofisini diizenleyen, biiyiime ve
gelismede onemli bir rol oynayan gendir (Ouyang vd., 2015; Wu vd., 2018; Li vd.,
2019c).

Tez calismasinda her iki bliylime doneminde Gerze tavuk irkinin hibrit tavuk
irkindan daha fazla FOXO3 mRNA seviyesine sahip oldugu tespit edilmistir (p<0.001)
ve her iki 1irkin ikinei 6rneklem doneminde FOXO3 mRNA seviyesinde 6nemli bir azalma
tespit edilmistir. Gen ifadesinin biiylime donemi boyunca Gerze tavuk irkinda 1.17 kat,
hibrit tavuk rkinda ise 1.99 kat azaldig1 saptanmistir (Cizelge 4.3). Ayrica tek degiskenli
varyans analizi sonucunda FOXO3 gen ifadesinin irk ve yas faktorlerinden 6nemli
seviyede etkilendigi tespit edilmistir (P<0.001).

Zhou vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢calismada ticari hibrit tavuk irkinin yemden
yaralanma oraniyla, FOXO3 gen ifadesi arasinda onemli negatif korelasyon tespit
edilmistir. Azalan FOXOS3 ifadesinin artan protein sentezinin gosteresi oldugu
bildirilmigtir. Ayrica, FOXO3 gen ifadesinin baz1 transkripsiyon faktorleriyle
baskilanmasinin, protein sentezini artirirken kas kiitlesinin de korunmasina yardimci
olabilecegi bildirilmistir. Gerze tavuk irkinin her iki 6rneklem doneminde daha fazla
FOXO3 gen ifadesine sahip olmasi, yemden yaralanma oraninin daha az olmasi ihtimalini
diistindiirmektedir. Baska bir ihtimalle, hibrit tavuk irkinda JUNB transkripsiyon faktorii
gibi bazi FOXO3 gen ifadesi baskilayicilarinin daha aktif rol oynadigi sonucuna
varilabilir. Ancak nihai olarak, her iki tavuk irkinda yasla birlikte azalan gen ifadesi
profili, beklendigi ilizere biiylime sonunda azalan protein sentezine ve azalan yemden
yaralanma oranina isaret etmektedir.

Diger yandan, iki tavuk irkinin farkli biiyiime mekanizmalarina (yavas ve hizl
biiyime 0Ozellikleri) sahip olmasinda FOXO3 gen ifadesinin katkis1 olabilecegi de
diisiinitilmektedir. Bu varsayimi tek degiskenli varyans analizinden elde edilen 1tk ve yas
faktorlerinin FOXO3 gen ifadesi iizerinde etkili oldugu sonucu desteklemektedir. Benzer
bulgular Chen vd. (2015) tarafindan yapilan calismadan da elde edilmistir. Yavas
biiyliyen yerli tavuk irkinin gégiis ve bacak kaslarinda ticari tavuk irkina kiyasla daha
fazla FOXO3 gen ifadesi tespit edilmistir. Bu nedenle FOXO3 geninin yerli tavuk irkinin
iskelet kaslarinda yavas biiylime performansina katki sagladigi ileri siiriilmiistiir. Bu
baglamda, FOXO3 gen ifadesinin azalmasiyla, kas hiicrelerinin g¢ogalmasina ve
farklilagsmasina etki eden genlerin de ifadelerinin azalmasinin, iskelet kas1 biiylimesini
yavaslatmada etkili olabilecegi bildirilmistir. Bu baglamda, Gerze tavuk irkinin iskelet
kas1 dokularinda FOXO3 gen ifadesinin azaltilmasiyla biiyiime ve gelismenin
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desteklenmesi oldukca onemlidir. Diisiik verim o6zellikleriyle yetistiriciler tarafindan
tercih edilmeyen Gerze tavuk irkinin ticari iiretime katkisinin desteklenmesi i¢in biiylime
ve gelisme ile ilgili 6zelliklerinin gelistirmesi gerekmektedir.

Yapilan bir calismada yavas ve hizli bliyliyen tavuk irklarinin iskelet kasi
gelisimini diizenleyen miRNA’lar arastirtlmistir (Liv d., 2018). FOXO3’1{in, hibrit tavuk
irkinin iskelet kaslarinda miR-142-5p tarafindan hedeflendigi ve ifadesinin baskilandigi
bildirilmistir. Boyle bir baskilanmayla hibrit irklarda kas atrofisinin dnlenebilecegini ve
kas kiitlesinde 6nemli bir kazanim elde edilebilecegini bildirmislerdir. Bu durumda Gerze
tavuk 1rkinin iskelet kaslarinda FOXO3 genini hedefleyen miRNA’larin arastirilip ifade
seviyelerinin belirlenmesi gerekmektedir. Elde edilecek bdyle bir bilgi, FOXO3 gen
ifadesinin yonlendirilmesi stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayacaktir.

Diger yandan, Gerze ve hibrit tavuk irklar1 arasindaki FOXO3 gen ifadesi
farkliligiin, bu gende meydana gelen polimorfizmlerden kaynaklanmasi ihtimali de
arastirilmalidir.  Clinkii, yapilan caligmalarda FOXO3 genindeki bazi SNP’lerin
(rs317670452, rs15379317 ve C66716002T, C66716195T, A66716179G gibi) tavuklarin
farkli yaslardaki viicut agirligr ve gogiis kasi agirligr gibi birgok biiylime ve karkas
ozelligiyle iliskili oldugu tespit edilmistir (Chen vd., 2019b). Ileride FOXO3 geninde
yapilacak polimorfizm ¢alismalari, Gerze tavuk irkinin karkas 6zelliklerinin gelistirilmesi
bakimindan bu genin belirte¢ olarak kullanilabilme potansiyelini de ortaya ¢ikaracaktir.

Tez calismasi kapsaminda et kalitesi 6zellikleri bakiminda incelenen bir baska gen
CAPNS3’tiir. Calisma sonucunda Gerze tavuk irkinin her iki 6rneklem donemi igin de
hibrit irktan 6nemli seviyede daha fazla CAPN3 gen ifadesine sahip oldugu tespit
edilmistir (p<0.001). Ayrica Gerze tavuk irkinda yasla birlikte CAPN3 gen ifadesi 6nemli
diizeyde artarken (kat degisimi: 0.57, P<0.05), hibrit tavuk irkinda mRNA seviyesinin
azaldig1 (kat degisimi: -0.11) tespit edilmistir. Ayrica CAPN3 gen ifadesinin irk
(P<0.001), yas (P<0.05) ve irk*yas interaksiyonu (P<0.05) faktorlerinden etkilendigi
tespit edilmistir.

CAPN3 geni iskelet kasina 6zgii bir proteazdir ve iskelet kast olusumunun
diizenlenmesinde gorev almaktadir (Zhang vd., 2011; Kong vd., 2017; Pampuelli vd.,
2018). Kas gelisim siirecinde gorev almasmin yani sira et gevrekligi ile de yakindan
iligkilendirilen CAPN3 geninin, diisiik kesme kuvvetine sahip (yliksek et
yumusakligi/gevrekligi) etlik pili¢lerin gogiis kasinda yiiksek seviyede ifade edildigi
tespit edilmistir (Pampuelli vd., 2018). Diger yandan, CAPN3 genindeki mutasyonlarin,
tavuklarda kas lifi kompozisyonu dahil olmak iizere bazi et kalitesi Ozellikleriyle de
iligkili oldugu bildirilmistir (Gandolfi vd., 2011; Felicio vd., 2013). Et gevrekliginin en
onemli gostergelerinden biri de kas lifi ¢capidir ve et gevrekligi ile negatif korelasyon
ozelligine sahiptir.

Gerze tavuk 1rkinda tespit edilen yiiksek CAPN3 gen ifadesi seviyesi, yerli tavuk
irkimizin et gevrekligi bakimidan 6nemli bir potansiyeli oldugunu gostermektedir. Elde
edilen sonuglar ayn1 zamanda Gerze tavuk irkinin kas lifi 6zellikleri bakimindan da
farkliliklara sahip olabilecegine isaret etmektedir. Dolayisiyla, bir biitiin olarak
bakildiginda Gerze tavuk irkinin et kalitesi bakimindan fiziksel o6zelliklerinin
arastirilmasi ve elde edilen bulgularin gen ifadesi seviyeleriyle ve gen dizi bilgisiyle
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iligskilendirilmesi CAPN3 geninin Gerze tavuk 1irki i¢in belirte¢ olabilmesi potansiyeli
hakkinda da bilgi sunabilecektir.

Son olarak, literatiirde bildirildigi tizere (Xue vd., 2022), CAPN3 gen ifadesi farkli
besin takviyelerinden etkilenmektedir ve kas lifi gapina ve et gevrekligine etki etmektedir.
Dolayisiyla, ileride farkli besin takviyeleri kullanilarak (organik selenyum gibi) Gerze
tavuk 1rkinin iskelet kasi yapisindaki degisimi ile CAPN3 gen ifadesi seviyesinin
iligkilendirilmesi, yerli tavuk irkimizin islahinda kullanilabilecek molekiiler diizeyde
onemli bilgiler saglayacaktir.

4.4.3. Tavuklarda et lezzeti iizerine etkili olan genlerin ifade seviyelerinin
incelenmesi (ADSL, AMPD1, AK1, ATIC, ENTPDS8)

Son yillarda tiiketicilerin lezzetli tavuk eti arayisina girmeleri, arastirmacilari ve
yetistiricileri tavuklarda hizli biiylimenin yani sira et kalitesi Ozelliklerinin de
gelistirilmesine yoOnlendirmistir. Tavuk etindeki lezzeti ortaya ¢ikaran Onemli aktif
bilesenlerden biri de inosin monofosfat (IMP)’tir ve tiiketiciler arasinda en ¢ok tercih
edilen ve umami tadin Onciisii olarak nitelendirilen bir niikleotittir (Fujimura vd., 1995;
Fujimura vd., 1996; Yan vd., 2018; Huang vd., 2022a). IMP’nin, en yaygin aroma artirici
olarak bilinen monosodyum glutamattan 50 kat daha giiclii bir lezzet arttiric1 oldugu ve
besi hayvanlarinin ve kiimes hayvanlarinin et lezzetini iyilestirebildigi bildirilmistir
(Narukawa vd., 2008; Masic ve Yeomans, 2014). Ayrica, et lezzetini 6lgmek igin
kullanilan uluslararas: diizeyde 6nemli bir indeks olarak bilinmektedir (Lee vd., 2011).
IMP'nin de novo sentezi 10 adimda ger¢eklesmektedir ve ADSL, AMPD1 ve ATIC genleri
bu sentezin 2 adimini katalize ederek piirin biyosentezine katilan temel enzimlerdir (Aimi
vd., 1990). Tavuklarin gégiis ve bacak kaslarindaki ADSL mRNA seviyesinin artigiyla,
kas dokusundaki IMP miktarinin dogrudan iliskilendirildigi bazi ¢calismalar da mevcuttur
(Mavd., 2015; Zhang vd., 2018a).

Gerze tavuk rkinin iki 6rneklem dénemi i¢in de ADSL mRNA seviyesinin hibrit
irktan 6nemli dlciide fazla oldugu tespit edilmistir (P<0.001). Diger yandan Gerze tavuk
irkinda yasla birlikte ADSL mRNA seviyesinde dnemli bir artis gézlemlenirken (kat
degisimi: 0.33) (P<0.05), hibrit irk1 i¢in 6nemli bir degisim olmadig1 tespit edilmistir (kat
degisimi: 0.18). Gerze tavuk irkinda yasla birlikte artan ADSL gen ifadesi profili, Kmoch
vd. (2000) tarafindan yapilan ¢alisma ile tutarlidir. Diger yandan, tek degiskenli varyans
analizi sonuglarina goére ADSL gen ifadesinin 1k (P<0.001) ve yas (P<0.05)
faktorlerinden etkilendigi tespit edilmistir.

Literatiirde iskelet kas1 dokularindaki ADSL gen ifadesiyle IMP igerigi arasinda
onemli bir iliski oldugu bildirilmistir (Ma vd., 2015; Zhang vd., 2018a). Gerze tavuk
irkinin hibrit 1rka kiyasla daha fazla ADSL gen ifadesine sahip olmasi, gogiis kasi
dokusunda daha fazla IMP icermesinin bir gostergesi olarak diisiiniilebilir. Elde edilen bu
sonuclar Gerze tavuk irkinin kendine has et lezzeti ile ilgili 6nemli ve umut verici bir
potansiyeli isaret etmektedir.

Diger yandan, ADSL geninin 2. ekzonunda tespit edilen SNP’lerin (3848 ve 3797
pozisyonlarindaki niikleotid degisimleri) kas dokusundaki IMP igerigine etki ettigini
bildiren ¢aligmalar yapilmistir (Shu vd., 2007, Shu vd., 2009; Ye vd., 2010). Dolayisiyla,
Gerze tavuk irkinin sahip oldugu et lezzeti 6zelliginin, ADSL genindeki SNP’lerden
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kaynaklanmis olma ihtimali de mevcuttur. Ozellikle SNP’lerin gen ifadesi ve gen
fonksiyonu {izerine etkileri géz oniine alindiginda, Gerze tavuk irkinin daha fazla ADSL
gen ifadesi sergilemesinde dnemli katkilart olmus olabilecegi diistiniilmektedir.

Ma vd. (2015) tarafindan Cin’in yerli bir tavuk 1rk1 (Rugao) iizerinde yapilan bir
calismada igerisinde ADSL, AMPD1, ATIC, ENTPDS8 genlerinin de bulundugu 19 genin
dogrudan IMP sentezi, ayrismasi ve kullanimi siireclerine dahil oldugu bildirilmistir.
Gerze tavuk 1rkinda bu genlerin ifade seviyelerinin hibrit irktan daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Dolayisiyla Gerze tavuk irkinin incelenen kas dokusu bakimindan daha fazla
IMP’ye sahip olma potansiyeli yiiksektir.

Son yillarda degisen tiiketici profili sayesinde kendine has lezzet 6zelliklerine
sahip yerli tavuk 1rki eti irlinlerine olan talep artmaktadir. Tiketiciler tarafindan yerli
tavuk 1rklarinin lezzetinin, ticari hibritlerin aksine dogal yasam alanlarinda ya da serbest
yetistiricilik sistemlerinde yetistirilmesinden kaynaklandigi diigiiniilmektedir. Zhang vd.
(2018a) Lueyang black-bone tavuk irkinda yaptiklari bir ¢alisma ile bu diisiinceyi
destekleyecek 6nemli bulgular elde etmislerdir. Serbest yetistiricilik ve kafes sisteminin
IMP biyosentezi ile iliskili genlerin ifade profilleri iizerine etkisini incelemislerdir.
Ozellikle market yas1 olarak belirtilen 120 giinliik yasta serbest yetistiricilik sistemindeki
tavuklarin hem bacak hem de gogiis kaslarinda daha fazla IMP tespit edilirken, bacak
kaslarindaki ADSL gen ifadesinin serbest yetistiricilik sisteminde yetistirilen tavuklarda
onemli diizeyde daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Tez galigmasi kapsaminda her iki tavuk 1rki da ayni sartlar altinda yetistirilmistir.
Ancak genel olarak ticari tavuk 1rklar1 kafes sistemlerinde yetistirilirken, Gerze tavuk 1rki
uzun yillardir serbest dolagsma imkanlarinin oldugu kiimeslerde yetistirilmektedir.
Dolayisiyla Gerze tavuk 1rki uygulanan serbest yetistiricilik sistemi sayesinde et
lezzeti/kalitesi Ozelliklerinin gelistirilmesi avantajina sahiptir. Ayrica bu 6zelliklerinin
organik ya da ekolojik tarim sistemlerinde de 6n plana ¢ikarilmasi ve gelistirilmesi Gerze
tavuk 1irkinin hem korunmasina hem de yetistiriciliginin ticari olarak yapilmasina katki
saglayabilecektir.

IMP biyosentezinde gdrev alan ve bu calismada incelenen genlerden biri de
AMPD1 genidir. Gerze tavuk irkinda AMPD1 geni her iki 6rneklem donemi i¢in hibrit
irktan 6nemli diizeyde fazla ifade edilmistir (sirasiyla P<0.001, P<0.05). Ancak hibrit
tavuk irkinda AMPD1 gen ifadesinin yasla birlikte 6nemli diizeyde arttig1 (kat degisimi:
1.30, P<0.05), Gerze tavuk wrkinda onemli bir artis olmadigi tespit edilmistir (kat
degisimi: 0.12). Ayrica, tek degiskenli varyans analizi sonucunda AMPD1 gen ifadesine
irk (P<0.001) ve yas (P<0.05) faktorlerinin etkisi oldugu tespit edilmistir.

Zhang vd. (2018a) ve Gai vd. (2023) tarafindan yapilan c¢alisma bulgularinin
aksine Gerze tavuk irkinda AMPDI1 gen ifadesinde yagla birlikte bir artig tespit
edilememistir. Ancak AMPD enziminin IMP sentezlenmesinden sorumlu oldugu
bilgisine dayanarak (Hu vd., 2015), Gerze tavuk irkinin daha fazla AMPD1 gen ifadesine
sahip olmasimin yerli irkimizin 1yi bir et lezzetine sahip olmasinda 6nemli bir katkisi
oldugu diisiiniilmektedir.

Diger yandan, iki irk arasindaki gen ifadesi farkinin temelinin daha giivenilir bir
sekilde agiklanabilmesi ve IMP miktar ile iliskilendirilebilmesi i¢in Huang vd. (2022b)
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tarafindan yapilan calismada oldugu gibi AMPD1 gen ifadesi ile AMPD1 protein
seviyesinin IMP iizerindeki etkisinin birlikte arastirilip degerlendirilmesi gerekmektedir.
Ciinkii Huang vd. (2022b) tarafindan yapilan ¢aligmada Jingyuan tavuk irkinin gégiis kasi
dokusundaki yliksek AMPD1 gen ifadesi ve protein ifadesi, yiiksek incelenen dokudaki
IMP igerigiyle iliskilendirilmistir. Bu durumda, Gerze tavuk irkinin hibrit 1rka kiyasla
daha fazla AMPD1 gen ifadesine sahip olmasi, kas dokularinda da daha fazla IMP igerdigi
cikarimi yapilabilir. Bu varsayim Gerze tavuk irkinin et lezzeti potansiyeli a¢isindan ¢ok
umut vericidir.

Literatiirde AMPD1 gen polimorfizmlerinin, dokulardaki IMP icerigiyle dogrudan
iliskilendirildigi ¢alismalar da mevcuttur (Hu vd., 2015; Yu vd., 2021). Ozellikle 8.
ekzonda tespit edilen SNP’nin (g.6805G/A) iki farkli tavuk wrkinda farkli IMP
miktarlariyla iliskili oldugu bildirilmistir (Hu vd., 2015). Bu sonuglar, Gerze tavuk irkinin
et lezzetinde, muhtemel SNP’lerin etkisiyle de AMPD1 gen ifadesinin etki etmis olma
thtimalini diistindiirmektedir. Dolayisiyla, Gerze ve hibrit tavuk irklarinin AMPD1 gen
dizisi bakimindan da karsilastirilarak hem gen ifadesi hem de IMP miktariyla
iliskilendirilmesi gerekmektedir. Boylece AMPD1 geninin Gerze tavuk ki i¢in bir
belirteg olma potansiyeli de arastirilmis olacaktir.

AKI1 enzimi, fonksiyonel olarak ADP birikimine ve metabolizmasina katilarak
plrin metabolizmas1 yoluyla dogrudan veya dolayli olarak IMP birikimini
diizenlemektedir (Huang vd., 2022b). Diger yandan iskelet kas1 gibi rejeneratif dokularda
yiiksek seviyede ifade edildigi bildirilmistir. Gerze tavuk irkinin, her iki 6rneklem
doneminde de hibrit irktan daha fazla AK1 mRNA seviyesine sahip oldugu tespit
edilmistir (P<0.001).

Huang vd. (2022b) tarafindan yapilan bir ¢calismada 180 giin yastaki Jingyuan
tavuk 1rkinin Pectoralis major kas dokusunda tespit ettikleri yiiksek AK1 mRNA
seviyesinin ve protein miktariin, yliksek IMP miktariyla tutarli oldugu bildirilmistir.
Zhang vd. (2020) tarafindan 180 giinliik Jingyuan 1rki tavuklarinin gogiis ve bacak kasi
dokularindaki IMP miktar1 ile AK1 geni arasindaki korelasyon arastiriimustir. Ozellikle
tavuk gogiis ve bacak kaslarindaki AK1 ifade seviyesinin, IMP igerigi ile onemli dl¢iide
pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Bu bulgularin Jingyuan tavugunun et lezzetini
arttirmak i¢in oldukca 6nemli oldugu ve yerli genetik kaynaklarin gelistirilmesi ve
kullanimin tesvik edecegi vurgulanmistir (Zhang vd., 2020). Bu sonuglar, Gerze tavuk
wkinin  Pectoralis major kas dokusunda yiiksek miktarda IMP igerdigine isaret
etmektedir. Ancak IMP biyosentezinin karmasik siireglerinin ve potansiyel belirteg
adaylarinin Gerze tavuk 1rki i¢in aydinlatilmasi gerekmektedir. Diger yandan hem Gerze
hem de hibrit 1rkin ikinci 6rneklem doneminde AK1 mRNA seviyesi onemli Olgiide
azalmistir (sirasiyla; kat degisimi: -1.64, P<0.001 ve kat degisimi: -1.29, P<0.05). Bu
nedenle bu ifade seviyelerinin farkli yas donemlerinde ve farkli dokulardaki IMP
icerikleriyle iliskilendirilmesi 6nemli katkilar saglayacaktir.

Diger yandan, tek degiskenli varyans analizi sonucunda AK1 geninin ifade
seviyesine 1tk (P<0.001), yas (P<0.001) ve irk*yas (P<0.05) interaksiyonunun etki ettigi
tespit edilmistir. Elde edilen bulgular, Gerze ve hibrit tavuk irklarinin sahip oldugu farkl
AK1 gen ifadesi seviyelerinin sebebini agiklamaya katki saglamaktadir.
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IMP sentez yolaklarindan biri olan kurtarma yolag1 (salvage pathway), enerji ve
niikleotid tasarrufu saglarken diger yandan piirin niikleotidazin, de novo IMP sentezi
yeteneginden yoksun oldugu dokularda senteze devam ederek 6nemli bir alternatif yol
sunmaktadir (Huang vd., 2022a). ENTPD8 enzimi, 5' trifosfat inosin’in (ITP), 5'-difosfat
inosin’e (IDP) ve nihai olarak IMP’ye doniisiimiinii katalize ederek IMP sentezinde gorev
almaktadir. Ayrica, ENTPD8 geninin IMP metabolizmasinda yer alan bir¢cok geni genis
Olciide diizenledigi bildirilmistir (Corf vd., 2010; Zhang vd., 2018a).

Zhang vd. (2018a) tarafindan serbest yetistiricilik ve kafes sistemlerinde
yetistirilen tavuklarin 60 giin ve 120 giin yaslarindaki gogiis kas1 dokularinda IMP
depolanmasi ile iliskili genlerin ifade seviyeleri incelenmistir. ENTPD8 geni 60 giinliik
yasta kafes sisteminde yetistirilen 1rka kiyasla serbest yetistiricilikte yetistirilen
tavuklarda daha fazla ifade edilmistir. Ancak 120 giinliik yasta 6nemli diizeyde azalma
tespit edilmigtir. Calisma sonucunda serbest yetistiricilik sisteminin tavuklarin iskelet
kas1 dokularinda ENTPD8 mRNA seviyesi ve dolayisiyla IMP igerigini artirabilecegi
bildirilmistir.

Gerze tavuk wrkindan elde edilen sonuglar Zhang vd. (2018a) sonuglariyla
tutarlidir. Gerze tavuk irki her iki 6rneklem doneminde de hibrit irka kiyasla 6nemli
diizeyde (P<0.05) daha fazla ENTPD8 mRNA etmesine ragmen, hibrit tavuklarin aksine
(kat degisimi: 0.59, P<0.05) ikinci 6rneklem doneminde ifade seviyesi Gnemsiz bir
diizeyde azalmistir (kat degisimi: -0.28). Buna ragmen Gerze tavuk irkinin ikinci
orneklem donemindeki mRNA seviyesi hibrit irktan 6nemli diizeyde fazladir (P<0.05).
Ancak bu farkin temelinin irklarin kendine has hareket kabiliyetlerinden mi yoksa bagka
genlerin etkilerinden mi kaynaklandig1 aragtirilmalidir. Aslinda tek degiskenli varyans
analizi ENTPD8 geninin yalnizca 1k faktoriinden onemli diizeyde -etkilendigini
gostermigstir (P<0.001). Ancak, bu calismada her iki 1tk da ayn1 kosullarda yetistirilmistir.
Bu nedenle hareket kabiliyetlerinin ENTPD8 gen ifadesi iizerine etkisi ile ilgili bir veri
elde edilmemistir. Ancak hibrit tavuk irkinin aksine, Gerze tavuk irki uzun yillardir
serbest yetistiricilik sistemi kosullarinda yetistirilmektedir. Dolayisiyla ileride farkli
yetistirme sistemlerinin Gerze tavuk irkinin iskelet kas1 dokularinda IMP birikimine ve
ENTPD8 gen ifadesine etkisi incelenmelidir. Bdylece Gerze tavuk irkinin farkl
yetistiricilik sistemlerinde et lezzetinin gelistirilmesi imkan1 da arastirilmis olacaktir.

Diger yandan, ENTPDS8 geninin IMP biyosentezindeki bircok geni diizenledigi
bildirilmistir (Corfu vd., 1990; Zhang vd., 2018a; Huang vd; 2022a). Ma vd. (2015)
tarafindan Rugao tavuk irkinda yapilan bir ¢alismada ENTPD8 geninin 151 adet genle
pozitif iligkili oldugu ve bu genlerin igerisinde transkripsiyon faktdrlerinin de yer aldig:
bildirilmistir. Dolayistyla ENPTD8 geni hem bir¢ok gen tarafindan diizenlenmekte hem
de bir¢ok genin ifadesini diizenlemektedir. Gerze tavuk irkinin her iki 6rneklem
doneminde hibrit irka kiyasla daha fazla ENTP8 gen ifadesi profili sergilemesi, IMP
biyosentezi ve depolanmasi hakkinda daha aktif bir mekanizmaya sahip olabileceginin
sinyallerini vermektedir. Ancak, bu karmasik IMP biyosentezinin aydinlatilmasi ve
ENTPDS8 geninin fonksiyonunun Gerze tavuk irkinda aydinlatilmasi i¢in fakli dokularda
ve farkli yaglarda ENPTD8 gen ifadesinin ve IMP miktarinin arastiriimasi gerekmektedir.

IMP biyosentezine anahtar bir enzim olarak dahil olan ve piirin biyosentezi

icerisinde iki katalitik fonksiyona birden sahip olan tek enzim ATIC geni tarafindan
kodlanan enzimdir (Ma vd., 2015). Gerze tavuk irkinda ATIC mRNA seviyesinin her iki

82



BULGULAR VE TARTISMA E. TOPARSLAN

orneklem doneminde de hibrit irktan 6nemli seviyede fazla oldugu tespit edilmistir
(swrastyla P<0.05 ve P<0.001). Diger yandan, hibrit irkin aksine (kat degisimi: 1.57,
P<0.001) Gerze tavuk wrkinin yasla birlikte ATIC gen ifadesindeki artisin anlaml
olmadig1 tespit edilmistir (kat degisimi: 0.36). Gerze tavuk irkindan alinan sonuglar
Zhang vd. (2018a) tarafindan yapilan ¢alismanin bulgulariyla tutarlilik géstermektedir.

Shu vd. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada bes farkli tavuk irkindaki ATIC
gen polimorfizmlerinin (6zellike 16. ekzondaki T17446C polimorfizmi) bacak kas
dokusundaki IMP igerigiyle 6nemli diizeyde iligkili oldugu bildirilmistir (Shu vd., 2008).
Yapilan doktora tez ¢alismasinda tek degiskenli varyans analizi sonucunda ATIC geninin
ik (P<0.001) ve yas (P<0.001) faktorlerinden Oonemli diizeyde etkilendigi tespit
edilmistir. Ancak, bu farkin temelinde SNP polimorfizmlerinin olup olmadig:
arastirilmasi gereken bir konudur. Yine de Gerze tavuk irkinin sahip oldugu ATIC gen
ifadesi profili, muhtemel SNP’lerle birlikte yerli irkimizin mevcut et lezzetine etki etmis
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Huang vd. (2022a) tarafindan yapilan ¢alismada 180 giinliik yastaki Jingyuan 1rki
tavuklarin bacak kas1 dokusunda ATIC proteinin yiiksek seviyede (2.56 kat) ifade edildigi
tespit edilmistir (P<0.05). ATIC proteinin dogrudan ya da dolayli olarak IMP sentezi ve
katalizinde gorev aldig1 ve bu nedenle calisilan tavuk irkinin bacak kas1 dokusunda IMP
depolanmasini diizenleyen anahtar bir protein olabilecegi sonucuna varilmistir. Literatiir
bilgileri ve ¢aligmadan elde edilen bulgular birlikte ele alindiginda, Gerze tavuk irkinin
sahip oldugu et kalitesi ve lezzeti 6zelliginin iskelet kas1 dokularinda depolanan IMP
miktarindan kaynaklanmis olabilecegine isaret etmektedir.
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5. SONUCLAR

Son yillarda gelisen teknoloji ve hizli biiyliyen kanatli sektorii, yetistiricilerin
entansif iiretim i¢in olduk¢a uygun olan yiiksek verimli ticari hibritlere yonelmesine
sebep olmustur. Bu durum, diinya genelinde yerel irklarin sayisinin azalmasina ve hatta
yok olma tehlikesiyle karsi karsiya kalmalarina yol agmistir. Ancak yillar icerisinde
tiikketicilerin daha lezzetli tavuk eti arayisina girmeleri ve bu tavuklarin dogal yasam
alanlarinda yetistirilmis olmalarin1 6nemsemeleri, yetistiricilerin diisilk verime sahip
olmalarina ragmen yerli irklara olan ilgisini arttirmistir. Bu gelismeler, pek ¢ok iilkeyi
yerli tavuk irklarinin korunmasi, ticari olarak yetistirilmesi ve bu irklarin tarim turizmine
dahil edilmesi gibi alanlarda strateji gelistirmeye yoneltmistir. Bu dogrultuda yapilan
caligmalarda, yerli tavuk irklarimin sahip oldugu kendine has et 6zelliklerinin 1slah
caligmalariyla gelistirilmesi ve 6n plana ¢ikarilmasi hedeflenmistir. Bu amagla, yeni ve
gelismis teknolojiler kullanilarak (RNA-dizileme, GWAS, DNA Mikrogip gibi) farkl
tavuk irklarinin biiyime ve gelismeleri ile iliski yolaklarin ve bu yolaklarda gérev alan
major etkili genlerin arastirilmasi, yerli wrklarin et lezzeti &zelliklerini belirleyen
molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi, ilgili genlerin ortaya ¢ikarilarak farkli rasyon
igerikleriyle ifadelerinin yonlendirilmesi gibi pek ¢ok ¢alisma yiirlitilmiistiir.

Gerze tavuk irkimizin yetistirici elinde koruma altina alinmasi ve stirdiiriilebilir
bir sekilde yetistirilmesi i¢in temel olarak uygulanmasi gereken bir¢ok strateji mevcuttur.
Bunlardan en 6nemlisi yerli tavuk irkimizin verim 6zelliklerinin gelistirilmesi yoniinde
1slah ¢aligmalarinin uygulanmasidir. Bu nedenle Gerze tavuk irkinin et lezzeti/kalitesi
ozelliklerinin 6n plana ¢ikarilacagi caligmalar yapilmasi, bu 6zelliklerinin molekiiler
diizeyde arastirilmasi, mevcut verim 6zelliklerinin iyilestirilmesi ve irkimiza ticari ve
kiiltiirel bir katma deger kazandirilmas1 iilkemiz adina biiyiik 6nem arz etmektedir.

Bu yolda atilacak bir adima katki saglamas1 umuduyla yapilan tez ¢alismasinda
Gerze tavuk irkinin iki farkli bilyiime doneminde (10 ve 20 hatalik yaslarda) kas gelisimi
(MSTN, FOXO3, CAPN3), lipid metabolizmasi (LPL, SCD, PPARy) ve piirin biyosentezi
(ADSL, AMPD1, ATIC, AK1, ENTPD8) yolaklarinda gorev alan genlerin ifade seviyeleri
RT-qPCR analizi kullanilarak arastirilmistir.

Calisma sonunda beklendigi gibi, hibrit irka kiyasla yavas biiylime 6zelligine
sahip yerli tavuk irkimizin sahip oldugu diisiik karkas 6zelikleri, bliylime ve gelisme ile
ilgili incelenen genlerin (MTSN ve FOXO3) ifade profili ile ortiismektedir. Ancak bu
genlerin bazi besin takviyeleri ile ifadelerinin yonlendirilebildigine dair sunulan raporlar,
Gerze tavuk irkinin karkas 6zelliklerinin gelistirilmesi bakimindan umut vericidir. Diger
yandan, et gevrekligi ve tazeligi ile yakindan iliskilendirilen CAPN3 geninin hibrit irka
kiyasla Gerze tavuk irkimizda daha fazla ifade edilmesi, yerli tavuk irkimizin kendine has
et karakterinin ortaya ¢ikmasinda etkili rol oynadigini diistindiirmektedir.

Lipid metabolizmasi bakimindan incelenen genlerin (PPARy, SCD ve LPL) ifade
seviyelerinin hibrit irka kiyasla Gerze tavuk irkinda daha fazla oldugu tespit edilmistir.
Bugiline kadar yapilan ¢alismalarda PPARy gen ifadesinin artigiyla dokulardaki kas i¢i
yag ve karkas miktarinin artig1 arasinda pozitif bir korelasyon tespit edilmistir. Gerze
tavuk wrkinin hibrit irka kiyasla daha diisiik canli agirliga sahip olmasi, bu gende tespit
edilen ifade seviyesiyle tutarli degildir. Ancak PPARy gen ifadesinin adipoz doku
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miktariyla negatif korelasyon gosterdigine dair yapilan ¢caligmalar, Gerze tavuk irkindaki
diisiik karkas agirliginin agiklanmasina katki saglayabilir.

Ancak baska bir agidan bakildiginda, PPARy geni steroid biyosenteziyle
iliskilendirilmektedir. Dolayisiyla, dokularda depolanan yag asidi miktarlarinin ve
bilesenlerinin et lezzetine etki ettigi rapor edilmistir. Bu durum, Gerze tavuk irkinin sahip
oldugu karakteristik et lezzeti 6zelliginde yiliksek diizeyde tespit edilen PPARy gen
ifadesinin etkili olabilecegi sonucuna varilmistir. Benzer sonuglar LPL ve SCD genlerinin
ifadesi i¢in de gegerlidir. Her iki genin de Gerze tavuk irkinda daha fazla ifade edilmesi,
yine et lezzeti ile ilgili nemli bir isaret olarak da degerlendirilebilir.

Piirin biosentezinde ve 6zelikle IMP biyosentezinde gorev alan genlerin ifade
seviyelerine bakildiginda Gerze tavuk 1kinin hibrit irka kiyasla daha fazla gen ifadesine
sahip oldugu tespit edilmistir. Incelenen bes genin de (ADSL, AMPD1, AK1, ENTPDS,
ATIC) hem birbirleriyle etkilesimde olduklar1 hem de IMP birikimiyle iliskilendirildikleri
caligmalar mevcuttur. Bu bes gen i¢in Gerze tavuk wrkinin sergiledigi gen ifadesi
profilleri, et lezzetinin en 6nemli indeksi olan umami tadin belirleyicisi olarak kabul
edilen IMP igerigi hakkinda énemli ipuglar1 saglamaktadir. Elbette karmasik molekiiler
mekanizmalarin birkac genle agiklanabilmesi en biiyiik zorluklardan biridir. Ancak bazi
biiyiik etkili genlerin fenotip ile iliskilendirilebilmesi de belirteg¢ aday genlerin kesfine
onemli katkilar saglamaktadir. Bu baglamda, tez ¢alismasinda IMP metabolizmasina
onemli katkilar1 olan hatta major etkili aday genler olarak bilindirilen genler {izerinde
calisilmigtir.

Sonug olarak, bu doktora tez ¢aligmasi ile nesli giin gectikce yok olma tehlikesiyle
kars1 karsiya kalan Gerze tavuk irkinin et kalitesi/verimi ve lezzeti lizerine etkili olan
genlerin ifade seviyelerinin incelenmesi amaglanmistir. Elde edilen bulgular, yerli tavuk
irkimizin sahip oldugu kendine has et lezzeti 6zelliginin, incelenen genlerin ifade
seviyeleri ile desteklendigini gostermektedir. Bu sonuglar, eski kaynaklarda dahi et
lezzetinden bahsedilen Gerze tavuk irkimizin et verimi, kalitesi ve et lezzeti 6zelliklerinin
gelistirilip 6n plana ¢ikarilmasi bakimindan 6nemli ipuglar1 saglamaktadir. Gerze tavuk
wrkinin et kalitesi 6zelliklerinin gen ifadesi diizeyinde ilk defa incelendigi bu ¢alismadan
elde edilen sonuclarin, Gerze tavuk irkimizin et lezzeti ile ilgili ileride yapilacak
molekiiler ¢alismalara 1s1k tutmasi beklenmektedir.
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7. EKLER

EK-1. AK1 geni i¢in tasarlanan primer ¢iftinin 6 farkli diliisyon cDNA i¢in olusturdugu
standart egri grafigi.

@ LghtCyder® 96
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Egim degeri -3.2922 ve R? degeri 0.99’dur. RT-gPCR verimliligi %101,35 olarak
hesaplanmustir.
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EK-2. AMPD1 geni i¢in tasarlanan primer ¢iftinin 5 farkli dilisyon ¢cDNA igin
olusturdugu standart egri grafigi.
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Egim degeri -3.1899 ve R? degeri 0.99’dur. RT-gPCR verimliligi %105,82 olarak
hesaplanmustir.
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EK-3. GAPDH geni icin tasarlanan primer c¢iftinin 6 farkli diliisyon ¢cDNA igin
olusturdugu standart egri grafigi.
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Egim degeri -3.4570 ve R? degeri 1.00’dir. RT-gPCR verimliligi %94,97 olarak
hesaplanmustir.

104



EKLER E. TOPARSLAN

EK-4. ADSL geni i¢in tasarlanan primer ¢iftinin 5 farkli diliisyon cDNA i¢in olusturdugu
standart egri grafigi.
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Egim degeri -3.2081 ve R? degeri 0.99’dur. RT-gPCR verimliligi %104,98 olarak
hesaplanmustir.
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EK-5. CAPN3 geni i¢in tasarlanan primer ciftinin 5 farkli dilisyon ¢cDNA ig¢in
olusturdugu standart egri grafigi.
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Egim degeri -3.2322 ve R? degeri 1’dur. RT-gPCR verimliligi %100 olarak
hesaplanmustir.
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EK-6. SCD geni i¢in tasarlanan primer ¢iftinin 4 farkli diliisyon cDNA i¢in olusturdugu
standart egri grafigi.
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Egim degeri -3.3229 ve R? degeri 0.99’dur. RT-qPCR verimliligi %99,96 olarak
hesaplanmustir.
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EK-7. ENTPD8 geni icin tasarlanan primer ciftinin 4 farkli dilisyon cDNA igin
olusturdugu standart egri grafigi
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Egim degeri -3.2130 ve R? degeri 0.99’dur. RT-qPCR verimliligi %104,76 olarak
hesaplanmustir.
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EK-8. ATIC geni i¢in tasarlanan primer ciftinin 4 farkli diliisyon cDNA i¢in olusturdugu
standart egri grafigi.
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Egim degeri -3.3747 ve R? degeri 0.99’dur. RT-gPCR verimliligi %98,03 olarak
hesaplanmuistir.
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EK-9. PPARy geni i¢in tasarlanan primer ciftinin 4 farkli diliisyon cDNA ig¢in
olusturdugu standart egri grafigi.

@ LightCyder® 96 .y e

File Tools Options Window Help

RRsERBRARGEE &

Run Editor | Sample Editor | Raw Data

Abs Quant [ENeR

fddcns  HE

Gene Name None.
Slope -3.3547
Effidency 1.99
Eror 0.8
R™2 1.00
Y-Intercept 3188

n@aep

S 36.000

35.000
34,000
33.000
32,000
31.000
30.000
29.000
28.000
27.000
26.000
25.000
24.000

1.20 140 1.60 1.80 2.00 220 240 260 2.80 3.00
Log Quantity
[ SYBR GreenT

STANDARTS-GAP-ADSL-PPAR
o

Egim degeri -3.3547 ve R? degeri 1.00°dIr. RT-gPCR verimliligi %98,84 olarak
hesaplanmustir.
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EK-10. MSTN geni i¢in tasarlanan primer ciftinin 4 farkli dilisyon cDNA ig¢in
olusturdugu standart egri grafigi.
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Egim degeri -3.2335 ve R? degeri 0.99’dur. RT-qPCR verimliligi %103,9 olarak
hesaplanmustir.
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EK-11. FOXO3 geni icin tasarlanan primer ¢iftinin 4 farkli diliisyon cDNA igin
olusturdugu standart egri grafigi.
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Egim degeri -3.4730 ve R? degeri 0.99’dur. RT-qPCR verimliligi %94,17 olarak
hesaplanmuistir.
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EK-12. LPL geni i¢in tasarlanan primer ¢iftinin 4 farkli diliisyon cDNA i¢in olusturdugu
standart egri grafigi.
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30.000
29.000
28.000
27.000
26.000

-180  -160  -140  -120 -1.00 -080 -0.60 -040 -020 000 020 040 060 080 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 3.00

Log Quantity
[ sY8R Green'

'STANDARTS-MSTN-CAPN3-LPL _

Egim degeri -3.4323 ve R? degeri 0.99’dur. RT-gPCR verimliligi %95,68 olarak
hesaplanmuistir.
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-13. GAPDH primerlerinin 6 farkl diliisyonda olusturdugu erime egrisi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

[T 2bs Quant
Meltng Pecks o]

HiE e £l
0.030
0.025
0.020
0.015
0.010

0.005

0.000

64.00 66.00 68.00 70.00 7200 74.00 76.00 78.00 80.00 82,00 8400 86.00 88.00 90.00 92.00
Temperature

94,00 96.00 98.00
SYER Green [
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-14. SCD primerlerinin 4 farkli diliisyonda olusturdugu erime egrisi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

st

Meltng Pecks =
niE e rlie

0.026
0.024
0.022
0.020
0.018
0.016
5o
¥ oo
0.010
0.008
0.008

0.004

0.002

0.000

6400 66.00 68.00 70.00 7200 74.00 76.00 78.00 80.00 82.00 84.00 86.00 88.00 90.00 9200 94.00 96.00 98.00
Temperature

SYBR Green [
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-15. LPL primerlerinin 4 farkl diliisyonda olusturdugu erime egrisi.

& LightCycler® 96 -
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

Meltng Pecks EE&E
niE e rlie

0.040
0.035
0.030

0.025

~dFfdr

0.020

0.015

0.010

0.005

0.000

54,00 66.00 68.00 7000 72,00 74,00 76.00 78.00 30,00 82.00 34,00 .00 .00 90.00 92,00 94,00 96.00 98.00
Temperature
SYER Green [

STANDARTS-MSTN-CAPN3-LPL
T PSS
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-16. CAPN3 primerlerinin 5 farkli diliisyonda olusturdugu erime egrisi.

& LightCycler® 96 -
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

HiE e £l
0.035
0.030

0.025

0.010

0.005

0.000
6400 66.00 68.00 70.00 7200 74.00 76.00 78.00 80.00 82.00 84.00 86.00 88.00 90.00 9200 94.00 96.00 98.00
Temperature

SYBR Green [

CAPN3 (2)
faosieach et p
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-17. FOXO3 primerlerinin 4 farkli diliisyonda olusturdugu erime egrisi.

& LightCycler® 96 -
File Tools Options Window Help

RRFEHBBE R GE G

Run Editor | Semple Editor | Raw Data

o e plie

0.026
0.024
0.022
0.020
0.018
0.016

0.014

-dridr

0.012
0.010
0.008
0.008
0.004
0.002

0.000 = -——--

64.00 66.00 68.00 70.00 72.00 74.00 76.00 78.00 80.00 82.00 84.00 86.00 88.00 50.00 92.00 94.00 96.00 98.00
Temperature
SYER Green

STANDARTS-FOXO-AK-ATIC
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-18. MSTN primerlerinin 4 farkl diliisyonda olusturdugu erime egrisi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

Meltng Pecks EE&E
niE e rlie

0.040 .
0.035
0.030
0.025
L 0020
0.015
0.010

0.005

0.000

54,00 66.00 68.00 70.00 7200 7400 7500 78.00 30,00 82.00 34,00 .00 .00 90.00 92,00 94,00 96.00 98.00
Temperature
SYER Green [

MSTN_02
o
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-19. AK1 primerlerinin 6 farkli diliisyonda olusturdugu erime egrisi.

& LightCycler® 96 TEX
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

HiE e £l

0.030
0.028
0.026
0.024
0.022
0.020
0.018
0.016

% o0
0.012
0.010
0.008
0.006
0.004

0.002

0.000

54,00 66.00 68.00 7000 72,00 74,00 76.00 78.00 30,00 82.00 34,00 .00 .00 90.00 92,00 94,00 96.00 98.00
Temperature
SYBR Green [

STANDARTS-FOXO-AK-ATIC
B T
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-20. AMPD1 primerlerinin 5 farkli diliisyonda olusturdugu erime egrisi.

& LightCycler® 96 TEX
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

HiE e £l

0.035
0.030
0.025

0.020

~dFfdr

0.015

0.010

0.005

0.000 -

64.00 66.00 68.00 70.00 72.00 7400 76.00 78.00 80.00 82,00 8400 86.00 88.00 90.00 92.00 94.00 96.00
Temperature

98.00

SYBR Green [

STANDARTS-AMPD-SCD-ENT
o e s e e
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-21. ADSL primerlerinin 5 farkli diliisyonda olusturdugu erime egrisi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

som

Meltng Pecks EE&E
niE e rlie

e
0.024

0.022

0.020

0.018

0.016

0.014

T 0012

0.010

0.008

0.006

0.004

0.002

0.000

64.00 66.00 68.00 70.00 7200 74.00 76.00 78.00 80.00 82,00 8400 86.00 88.00 90.00 92.00 94.00 96.00
Temperature

98.00
SYBR Green [
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-22. ENTPDS8 primerlerinin 4 farkl diliisyonda olusturdugu erime egrisi.

& LightCycler® 96
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

HiE e £l

0.030
0.025
0.020
0.015
0.010

0.005

0.000 = = - —

64.00 66.00 68.00 70.00 72.00 7400 76.00 78.00 80.00 82,00 8400 86.00 88.00 90.00 92.00
Temperature

94,00 96.00 98.00
SYBR Green [

STANDARTS-AMPD-SCD-ENT
o e s e e
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-23. PPARy primerlerinin 4 farkl diliisyonda olusturdugu erime egrisi.

& LightCycler® 96 -
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

HiE e £l

0.024
0.022
0.020
0.018
0.016

0.014

~dFfdr

0.012
0.010
0.008
0.006
0.004
0.002

0.000 =

54,00 66.00 68.00 7000 72,00 74,00 76.00 78.00 30,00 82.00 34,00 .00 .00 90.00 92,00 94,00 96.00 98.00
Temperature
SYER Green [

STANDARTS-GAP-ADSL-PPAR
o e s e e
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-24. ATIC primerlerinin 4 farkli diliisyonda olusturdugu erime egrisi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

som

HiE e £l

0.030
0.025
0.020
0.015
0.010

0.005

0.000

64.00 66.00 68.00 70.00 7200 74.00 76.00 78.00 80.00 82,00 8400 86.00 88.00 90.00
Temperature

92.00 94.00 96.00 98.00

SYBR Green [
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-25. GAPDH primerlerinin 6 farkl diliisyonda olusturdugu amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96 -
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

Amplification Curves ﬁ a
mlEIPEPE

5200
4800 s
4400 = =

4.000 P 7

3.600 — e

3.200

2300 . ”"'/ 4 / /

2400 / £/
2000 /

1.600

1200 . / / g

2.800 / /
040 L -

0.000

Fluorescence
X

0.00 200 400 6.00 200 1000 12.00 1400 16.00 18.00 20.00 2200 2400 2600 2800 30.00 32,00 34.00 36.00 38.00 40.00
cyde
SYBR Green [

STANDARTS-GAP-ADSL-PPAR
o e s e e
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-26. SCD primerlerinin 4 farkli diliisyonda olusturdugu amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

som

Amplification Curves ﬁ a
mlEIPEPE

4800
4500
4.200
3.900
3.600
3300
3.000
2.700

2400

Fluorescence

2100
1.800
1.500
1.200
0.900
0.600

0300 0222 /j
—_— e

———
0.000

0.00 200 400 6.00 200 1000 12.00 1400 16.00 18.00 20.00 2200 2400 2600 2800 30.00 32,00 34.00 36.00 38.00 40.00
cyde
SYBR Green [

STANDARTS-AMPD-SCD-ENT
o e s e e
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-27. LPL primerlerinin 4 farkli diliisyonda olusturdugu amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

Amplification Curves ﬁ a
mlEIPEPE

Fluorescence

0.00 2,00 400 6.00 200 10.00 1200 1400 16.00 1800 20.00 22.00 2400 26.00 28.00 30.00 32,00 34.00 36.00 38.00 40.00
cyde
SYBR Green [

STANDARTS-MSTN-CAPN3-LPL
o e e e e e
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-28. CAPN3 primerlerinin 4 farkli diliisyonda olusturdugu amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

HiE e £l

Fluorescence

0.00 200 400 6.00 200 1000 12.00 1400 16.00 18.00 20.00 2200 2400 2600 2800 30.00 32,00 34.00 36.00 38.00 40.00
cyde
SYBR Green [

CAPN3 (2)
faosieach et p
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-29. FOXO3 primerlerinin 4 farkli diliisyonda olusturdugu amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96 TEX
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

amplfication Curves EE&E
niE e rlie

4.800
4500
4.200
3.900
3.600
3300
3.000
2700
2400

2100

Fluorescence

1800
1500
1200
0.900
0.600

0.300 0.222

0.000

0.00 2,00 400 6.00 200 10.00 1200 1400 16.00 1800 20.00 22.00 2400 26.00 28.00 30.00 32,00 34.00 36.00 38.00 40.00
cyde
SYBR Green [

STANDARTS-FOXO-AK-ATIC
S T
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-30. MSTN primerlerinin 4 farkli diliisyonda olusturdugu amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96 -
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

HiE e £l

Fluorescence

0.000 et e

0.00 200 400 6.00 200 1000 12.00 1400 16.00 18.00 20.00 2200 2400 2600 2800 30.00 32,00 34.00 36.00 38.00 40.00
cyde

SYBR Green [

[t e
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-31. AK1 primerlerinin 6 farkli diliisyonda olusturdugu amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96 -
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

HiE e £l

5.600
5.200
4.300
4.400
4.000
3.600
3.200

2.300

Fluorescence

2.400

2.000

1600

1200

0.800

0400 g7
—— — —
0.000 —

0.00 2,00 400 6.00 200 10.00 1200 1400 16.00 1800 20.00 22.00 2400 26.00 28.00 30.00 32,00 34.00 36.00 38.00 40.00
cyde
SYBR Green [

STANDARTS-FOXO-AK-ATIC
S T
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-32. AMPDL1 primerlerinin 5 farkli diliisyonda olusturdugu amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96 TEX
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

amplfication Curves =
niE e rlie

Fluorescence

0.00 2.00 .00 6.00 800 10.00 12,00 14.00 16.00 18.00 20,00 22.00 2400 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00

40.00
cyde

SYBR Green [

STANDARTS-AMPD-SCD-ENT
o e s e e
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-33. ADSL primerlerinin 5 farkl diliisyonda olusturdugu amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

HiE e £l

Fluorescence

7

0.00 200 400 6.00 200 1000 12.00 1400 16.00 18.00 20.00 2200 2400 2600 2800 30.00 32,00 34.00 36.00 38.00
cyde

0.000 — —

40.00
SYBR Green [

STANDARTS-GAP-ADSL-PPAR
o e s e e
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-34. ENTPDS8 primerlerinin 4 farkl diliisyonda olusturdugu amplifikasyon egrisi.

@ Lightcydler® 96 A4
File Tools Options Window Help

- e
DasERBER B G D
Run Editor | Sample Editor | Raw Data
st

®

[Ampification Curves (=
n@e s e

Fluorescence

0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00

Cyce
[ SYBR Green1

| STANDARTS-AMPD-SCD-ENT
. ————
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-35. PPARy primerlerinin 4 farkl diliisyonda olusturdugu amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

amplfication Curves =
niE e rlie

Fluorescence

0.00 2,00 400 6.00 200 10.00 1200 1400 16.00 1800 20.00 22.00 2400 26.00 28.00 30.00 32,00 34.00 36.00 38.00 40.00
cyde
SYBR Green [

STANDARTS-GAP-ADSL-PPAR
o e s e e
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-36. ATIC primerlerinin 4 farkli diliisyonda olusturdugu amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

HiE e £l

Fluorescence

0.00 200 .00 6.00 800 10,00 1200 1400 16.00 18.00 2000 22.00 2400 26,00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00

40.00
cyde

SYBR Green [

STANDARTS-AMPD-SCD-ENT
o e s e e
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-37. Ik 6rneklem déneminde Gerze ve hibrit klarinin 4DSL, PPARy ve ATIC
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonuglarinin LightCycler® 96 yaziliminda
incelenmesi.

# LightCycler® 96

File Tools Options Window Help
RasERBRE R GG R o
| Run editor | sample Edtor | Raw Data

Melting Peaks E u |amplification Curves (-] u=|
bl » Al n@erlE
Q
_ £ 000
5 0020 i
% £ 2000
H 0.
0.000 = 0.000 = a
6600 69.00 7200 7500 7800 600 G400 G700 9000 €300 9600 0.00 400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000
Temperature cycle
[ sYBR Green T 4 SYBR Green1

Heat Map [~ E Result Table B E
[ postie

— e T eccuses |
- Positive [ Positive col
e - Postve | Posiveco
- N/A - Positive F Positive co
- Positive [ Positive co
- Positive F Positive co
- Positive [ Positive co
- Positive F Positive co
- Positive [ Positive co
- Positive F Positive co
- Pasitive Positive co
® SYER Green @l Ocq O concentraton O ek O Fiag - Poitve E pmmaﬂ

adsl-ppa-atc-gap-grp1
T S
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-38. ik 6rneklem déneminde Gerze ve hibrit irklarmin ADSL, PPARy ve ATIC
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

HiE e £l

5.200
4800
4400
4000
3.600
3.200

2.300

Fluorescence

2400
2000
1600
1.200
0.800

00 gy

0.000

0.00 200 400 6.00 200 1000 12.00 1400 16.00 18.00 20.00 2200 2400 2600 2800 30.00 3200 3400 3600 3800 40.00
cyde
SYBR Green [

adsl-ppa-atc-gap-grp1
R R D e TR

139



EKLER E. TOPARSLAN

EK-39. ik 6rneklem déneminde Gerze ve hibrit klarim 4DSL, PPARy ve ATIC
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen erime egrisi.

File Tools ons  Window Help

RAsERBRE XG5 6

Run Editor = Sample Editor | Raw Data

Meltng Pecks =
niE e rlie
0.035

0.030

0.025

0.020

0.015

0.010

0.005

0.000

64.00 66.00 68.00 70.00 7200 74.00 76.00 78.00 80.00 82,00 8400 86.00 88.00 90.00 92.00 94.00 96.00 98.00
Temperature

SYBR Green [

adsl-ppa-atc-gap-grp1
R R D e TR
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-40. ilk érneklem déneminde Gerze ve hibrit irklarinin AK1 ve FOXO3 mRNA’lar1
i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonuglarinin LightCycler® 96 yaziliminda incelenmesi.

File Tools Options Window Help

RasERBAERGEE

| Run Editor | Sample Editor | Raw Data

®

Melting Peaks H= amplffication Curves [-]O}

ol £ rLlE olaerpEe
L 0022 £ 4400
= g
% oon 2 2a2m
g
— = 0.222 .
0.000 0.000 ==== —
66.00 69.00 72.00 75.00 78.00 81.00 84.00 87.00 90.00 93.00 96.00 0.00 4.00 8.00 12.00 16.00 20.00 24.00 28.00 32.00 36.00 40.00
Temperature cyde
[A sYER GreenT [ SYER Green

Heat Map [~} E Result Table -] E
R B o =
N =

— e T eccuses |
- Positive [ Positive col
e - postve | Positveco
- N/A - Positive F Positive co
- A4 FOX03, None 249 - Positive [ Positive co
A5 FOXO3 Nore 24.34 - Postve | Positveco
A5 FOX03. MNone 24.35 - Positive [ Positive co
a7 GAPDH None 17.76 - Postve | Posiveco
- - - - - A8 GAPDH None 17.59 - Positive I Positive co
-----------E A3 GAPDH Nare 17.52 - Postve | Posiiveco
ALD NEGATIVE MNone: = - Negative [ Negative ¢
(®) SYBR Green @ cal Ocg O Concentraton (O &PF () Flag Al NEGATIVE Nane -] - Negatve [ Negahveucu
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-41. ik 6rneklem déneminde Gerze ve hibrit irklarmin ADSL, PPARy ve ATIC

mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96 -
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

HiE e £l

6.000
5.500
5.000

4500

4000
3.500

3.000
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o

2.000
1.500
1.000
0.500
0222
0.000

0.00 200 400 6.00 200 1000 12.00 1400 16.00 18.00 20.00 2200 2400 2600 2800 30.00 32,00 34.00 36.00 38.00 40.00
cyde
SYBR Green [

ak1-foxo3-grp1
N D
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-42. ilk 6rneklem doneminde Gerze ve hibrit irklarmin ADSL, PPARy ve ATIC
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen erime egrisi.

 LightCyder® 96

RRFERRBE GGG

Run Editor | Sample Editor | Raw Data

tde £ e

0.030
0.028
0.028
0.024
0.022
0.020
0.018
0.015

“dFjer

0.014
0.012
0.010
0.008
0.006
0.004
0.002

0.000
64.00 66.00 68.00 70.00 7200 78.00 76.00 78.00 80.00 82.00 84.00 86.00 88.00 90.00 92.00 %400 6.00 98.00

Temperature
SYBR Green I

ak1-foxo3-grp1
e S
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-43. 1k 6rneklem doneminde Gerze ve hibrit irklarinin ENTPDS8, SCD ve AMPD1
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonuglarinin LightCycler® 96 yaziliminda
incelenmesi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help

RasERBEREGEHE o
| Run Editor “ Sample Editor “ Raw Data
el ks HE [maitcstoncoves [ (@)

od e rleE DA #srE
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< 3 g 4000 — =
£ 0020 g ~
i 2 §
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; 5 2.000 5 /
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Temperature Cyde
[ svBR Green T B [ srer reent (-]

T a— O e EHE)
[ postie Statistic Data |
E | Sanpl N

B e IEEETrSSETET - e Tocies |
| [[==T_—st ENTPDS Nore 35.78 - Postve | Positveco)
nvaid B= = ENTPDS Nore 35.57 - Postve | Posiveco
| A [ =] ENTPDS Nore 35.57 - Postve | Posiveco
(| A4 5CD HNone: 277 - Pasitive [ Positive co
Bjmm s sCD None 27.94 - Positive [ Postveco
[~ | A5 5CD HNone: 27.88 - Pasitive [ Positive co
e o« AMPDL None 2L.99 - Positive [ Postveco
- [ [ Y AMPDL None 22.00 - Positive [ Pposiveco
BeE w AMPDL None 2198 - Positive [ Postveco
I ) | R - - e
(® SYBR Green @cal Ocg O concentraton O epF () Flag Adl GAPDH Nore: 17.64 - Postve | Pusinve&:ﬂ

entpd8-scd-ampd1-gap_grp1
T R P D e R ST

144



EKLER E. TOPARSLAN

EK-44. Tlk 6rneklem doneminde Gerze ve hibrit irklarinin ENTPDS8, SCD ve AMPD1
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data

g re
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T R P D e R ST
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EKLER E. TOPARSLAN

EK-45. Tlk 6rneklem doneminde Gerze ve hibrit irklarinin ENTPDS8, SCD ve AMPD1

mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen erime egrisi.

@ uightcyder® 96

i
i

File Tools Options Window Help

RRsERRREAR B EHEZ
Run Editor | Sample Editor | Raw Data
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EK-46 Tlk 6rneklem doneminde Gerze ve hibrit irklarimin MSTN, CAPN3 ve LPL
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonuglarinin LightCycler® 96 yaziliminda
incelenmesi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help
; 5 &

RasERBEREGEHE

| Run Editor “ Sample Editor “ Raw Data
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Positive mi

[cal _Jeccuded |

- Positive [

- Positive . Positive co
- Positive [ Positive co
- Positive [ Positive co
- Positive F Positive co
- Positive [ Positive co
- Positive F Positive co
- Positive [ Positive co
- Positive F Positive co
- Positive [ Positive co
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EK-47. 1lk 6rneklem doéneminde Gerze ve hibrit irklarinin MSTN, CAPN3 ve LPL
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data
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EK-48. 1k 6rneklem déneminde Gerze ve hibrit irklarinin MSTN, CAPN3 ve LPL

mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen erime egrisi.

@ LightCycler® 96 -

File Tools Options Window Help

RRsERBBE®R B E G
Run Editor | Sample Editor | Raw Data
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EK-49. ikinci 6rneklem déneminde Gerze
mRNA’lar1 i¢in yapilan RT-qPCR analizi
incelenmesi.

ve hibrit irklarinin ADSL, PPARy ve ATIC
sonuglarinin LightCycler® 96 yaziliminda

# LightCydler® 96
File Tools Options Window Help

BawEHBRARNGEE

| Run Editor | sample Editor | Raw Data
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EK-50. ikinci 6rneklem déneminde Gerze ve hibrit irklarmin ADSL, PPARy ve ATIC
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data
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EK-51. Ikinci 6rneklem déneminde Gerze ve hibrit irklarinin ADSL, PPARy ve ATIC
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen erime egrisi.

& LihtCycler® 96

File Tools Options Window Help

RRFEHBBRE R GG

| Run Editor | Sample Editor | Raw Data
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EK-52. Ikinci 6rneklem déneminde Gerze ve hibrit irklarin AK1 ve FOXO3 mRNA"lar1
icin yapilan RT-qPCR analizi sonuglariin LightCycler® 96 yaziliminda incelenmesi.

@ ughtcycler® 96
File Tools Options Window Help

RasERBAEREGEE

Run Editor | Sample Editor | Raw Data
s uant | Rel Quant
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B11 AK1 None 26.30 2351 121
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EK-53. Ikinci 6rneklem doéneminde Gerze ve hibrit wrklarimin AK1 ve FOXO3
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen amplifikasyon egrisi.

@ ughtCyder® 96 - o

File Tools Options Window Help
PRFEHRBRRBE B

Run Editor | Sample Editor | Raw Data
Abs Quant | Rel Quant
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EK-54. ikinci 6rneklem doneminde Gerze ve hibrit wrklarmin ADSL, PPARy ve ATIC
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96 TEX
File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data
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EK-55. ikinci 6rneklem déneminde Gerze ve hibrit irklarinin ENTPD8, SCD ve AMPD1
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonuglarinin LightCycler® 96 yaziliminda
incelenmesi.

# LightCycler® 96

File Tools Options Window Help
RasERBRE R GG R G
| Run editor | sample Edtor | Raw Data

b5 quon |
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EK-56. ikinci 6rneklem déneminde Gerze ve hibrit irklarmnin ENTPDS8, SCD ve AMPD1

mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data
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EK-57. ikinci 6rneklem déneminde Gerze ve hibrit irklarinin ENTPDS8, SCD ve AMPD1

mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen erime egrisi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help

RRFEHBBRE R GG

Run Editor = Sample Editor | Raw Data
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EK-58. Tkinci 6rneklem doneminde Gerze ve hibrit irklarmm MSTN, CAPN3 ve LPL
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonuglarinin LightCycler® 96 yaziliminda
incelenmesi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help
; 5 &

RasERBEREGEHE
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EK-59. ikinci 6rneklem doneminde Gerze ve hibrit irklarmm MSTN, CAPN3 ve LPL
mRNA’lar i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonras1 LightCycler® 96 yazilimindan elde
edilen amplifikasyon egrisi.

& LightCycler® 96

File Tools Options Window Help

REeFERRAEREGEGE
Run Editor = Sample Editor | Raw Data
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EK-60. Gerze ve hibrit irklarinin ikinci biiyiime donemi 6rneklerinden MSTN, CAPN3
ve LPL mRNA’lar1 i¢in yapilan RT-qPCR analizi sonrasi LightCycler® 96 yazilimindan
elde edilen erime egrisi

@ LightCycler® 96

File Tools Options Window Help
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EK-61. Gerze ve hibrit tavuk irklarinin ilk 6rneklem donemine ait gen ifadesi
seviyelerinin normallik testi istatistikleri

Shapiro-Wilk Testi

Serbestlik
Irklar | istatistik | derecesi | P degeri
ADSL Hibrit ,959 12 770
Gerze ,965 12 ,858
PPARG |Hibrit . 12 :
Gerze 123 12 ,001
ATIC Hibrit . 12 :
Gerze ,552 12 <,001
ENTPDS8 |Hibrit ,684 12 <,001
Gerze ,944 12 ,554
SCD Hibrit ,801 12 ,010
Gerze 714 12 ,001
AMPD1 |Hibrit ,856 12 ,043
Gerze ,895 12 ,138
MSTN Hibrit ,882 12 ,092
Gerze 132 12 ,002
CAPN3 |Hibrit ,909 12 ,209
Gerze ,703 12 <,001
LPL Hibrit ,884 12 ,099
Gerze ,874 12 ,074
AK1 Hibrit 871 12 ,068
Gerze ,878 12 ,082
FOXO3 [Hibrit 917 12 ,265
Gerze ,886 12 ,105
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EK-62. Gerze ve hibrit tavuk irklarinin ilk 6rneklem donemine ait gen ifadesi
seviyelerinin T-testi istatistikleri

Varyanslarin
Esitligi Levene Ortalamalarin Esitligi icin t-testi
Testi
. %95 Giiven
Onem
Ortala | Std. Arahgi
P Serbestlik R
F t . Tek- Iki- ma Hata
degeri derecesi Daha | Daha
Tarafli | Tarafh | Farki | Farki
diisiik | yiiksek
p p
ADSL
Varyanslarin
23,178 | <,001 | -8,518 22 <,001 | <,001 |-,00725 | ,00085 |-,00901 |-,00548
esit oldugu
varsayildi
Varyanslarin
esit olmadig1 -8,518 11,566 <,001 | <,001 |-,00725 | ,00085 |-,00911 |-,00538
varsayildi
LPL
Varyanslarin
5,602 ,027 -4,884 22 <,001 | <,001 |-,00005 | ,00001 |-,00008 |-,00003
esit oldugu
varsayildi
Varyanslarin
esit olmadig1 -4,884 12,967 <,001 | <001 |-,00005 | 00001 |-,00008 |-,00003
varsayildi
AK1
Varyanslarin ,01334
14,969 | <,001 | -4,655 22 <001 | <001 |-,06214 -,08982 | -,03445
esit oldugu 8
varsayildi
Varyanslarin
,01334
esit olmadigi -4,655 13,793 <001 | <001 |-,06214 8 -,09081 | -,03347
varsayildi
FOXO3
Varyanslarin
1,690 ,207 -3,847 22 <,001 | <001 |-,00399 | ,00103 |-,00614 |-,00183
esit oldugu
varsayildi
Varyanslarin
esit olmadigi -3,847 19,501 <,001 ,001 | -,00399 | ,00103 | -,00616 | -,00182
varsayildi
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EKLER

EK-63. Gerze ve hibrit tavuk irklarinin ilk 6rneklem donemine ait gen ifadesi
seviyelerinin Mann-Whitney U testi istatistikleri

PPARy | ATIC |ENTPD8| SCD |AMPD1| MSTN |CAPN3

Mann-Whitney U | 30,000 | 18,000 | 1,000 | 8,000 | 9,000 | ,000 | ,000

Wilcoxon W | 108,000 96,000 | 79,000 | 86,000 | 87,000 | 78,000 | 78,000

Z -3,033 | -3,715 | -4,176 | -3.696 | -3,638 | -4.157 | -4,158

Asimptotik Onem | ) | _ 01 | <001 | <001 | <001 | <001 | <001
(2 uglu)

Tam Onem [2°(1- | 51 )| 501 | <001 | <001 | <001 | <001 | <001
uclu)]
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EK-64. Gerze ve hibrit tavuk irklarinin ikinci 6rneklem dénemine ait gen ifadesi
seviyelerinin normallik testi istatistikleri

Shapiro-Wilk Testi

Serbestlik
Irklar | istatistik | derecesi | P degeri
ADSL Hibrit ,935 12 434
Gerze ,936 12 451
PPARG |Hibrit ,793 12 ,008
Gerze ,675 12 <,001
ATIC Hibrit ,841 12 ,028
Gerze ,890 12 ,119
ENTPDS8 |Hibrit ,959 12 I71
Gerze ,951 12 ,654
SCD Hibrit 977 12 ,969
Gerze ,897 12 ,145
AMPD1 |Hibrit ,864 12 ,055
Gerze ,905 12 ,186
MSTN Hibrit ,832 12 ,022
Gerze ,800 12 ,009
CAPN3 |Hibrit ,838 12 ,026
Gerze ,901 12 ,162
LPL Hibrit ,921 12 ,292
Gerze ,910 12 215
AK1 Hibrit ,890 12 ,118
Gerze ,938 12 476
FOXO3 |Hibrit ,848 12 ,035
Gerze ,898 12 ,152

165



EKLER E. TOPARSLAN

EK-65. Gerze ve hibrit tavuk irklarinin ikinci 6rneklem dénemine ait gen ifadesi
seviyelerinin T-testi istatistikleri

Varyanslarin
Esitligi Levene Ortalamalarin Esitligi icin t-testi
Testi
Onem %95 Giiven Aralig1
R Ortala | Std.
P Serbestlik | Tek- | Iki-
F t . ma Hata Daha Daha
degeri derecesi | Taraf | Tara
Farki | Farki | diisiik yiiksek
hp flip
ADSL
Varyanslarin 0,0005
8,442 ,008 | -16,87 22 <,001 | <,001 | -,00921 -0,01035 | -0,00809
esit oldugu 5
varsayildi
Varyanslarin
0,0005
esit olmadig1 -16,87 14,282 <,001 | <,001 | -,00921 5 -0,01039 | -0,00805
varsayildi
ENTPD8
Varyanslarin 0,0000
10,672 | ,004 -3,25 22 ,002 | ,004 | -,00000 0,00000 | 0,00000
esit oldugu 0
varsayildi
Varyanslarin
0,0000
esit olmadig1 -3,25 14,769 ,003 | ,005 | -,0000 0 0,00000 | 0,00000
varsayildi
SCD
Varyanslarin 0,0000
21,463 | <,001 -5,208 22 <,001 | <,001 | -,00009 -0,00014 | -0,00006
esit oldugu 2
varsayildi
Varyanslarin
0,0000
esit olmadig1 -5,20 11,282 <,001 | <,001 | -,00009 ) -0,00014 | -0,00006
varsayildi

Devami Arkada
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EK-65’in devami

AMPD1
Varyanslarin 0,0033
2,313 ,143 -2,82 22 ,005 | ,010 |-,00952 -0,01652 | -0,00254
esit oldugu 7
varsayildi
Varyanslarin
0,0033
esit olmadigt -2,82 20,812 ,005 | ,010 |-,00952 . -0,01654 | -0,00251
varsayildi
LPL
Varyanslarm 0,0000
1,334 ,260 | -17,29 22 <,001 | <,001 | -,00013 -0,00015 | -0,00012
esit oldugu 1
varsayildi
Varyanslarm
0,0000
esit olmadig1 -17,29 17,611 <,001 | <,001 | -,00013 1 -0,00015 | -0,00012
varsayildi
AK1
Varyanslarm 0,0018
,420 ,524 -9,54 22 <,001 | <,001 | -,01712 -0,02085 | -0,01341
esit oldugu 0
varsayildi
Varyanslarim
0,0018
esit olmadigi -9,54 20,242 <,001 | <,001 | -,01712 0 -0,02087 | -0,01339
varsayildi
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EK-66. Gerze ve hibrit tavuk irklarinin ikinci 6rneklem dénemine ait gen ifadesi
seviyelerinin Mann-Whitney U testi istatistikleri

PPARy ATIC MSTN CAPN3 | FOXO3
Mann-Whitney U 55,000 1,000 ,000 ,000 ,000
Wilcoxon W 133,000 79,000 78,000 78,000 78,000
Z -,982 -4,100 -4,157 -4,157 -4,157
Asimptotik Onem (2 uglu) 326 <,001 <,001 <,001 <,001
Tam Onem [2*(1-uclu)] 347 <,001 <,001 <,001 <,001
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EK-67. Gerze tavuk irkinin iki 6rneklem donemine ait gen ifadesi seviyelerinin
normallik testi istatistikleri

Shapiro-Wilk Testi

Serbestlik
Irklar Istatistik | derecesi | P degeri
ADSL Gerze-1 ,966 12 ,868
Gerze-2 ,930 12 ,382
PPARG |Gerze-1 ,690 12 <,001
Gerze-2 ,675 12 <,001
ATIC Gerze-1 ,921 12 ,292
Gerze-2 ,873 12 ,071
ENTPDS8 |Gerze-1 ,944 12 ,548
Gerze-2 ,915 12 ,250
SCD Gerze-1 714 12 ,001
Gerze-2 ,870 12 ,066
AMPD1 |Gerze-1 ,895 12 ,138
Gerze-2 ,887 12 ,109
MSTN Gerze-1 132 12 ,002
Gerze-2 ,800 12 ,009
CAPN3 |Gerze-1 ,703 12 <,001
Gerze-2 ,901 12 ,162
LPL Gerze-1 ,874 12 ,074
Gerze-2 ,910 12 ,215
AK1 Gerze-1 ,878 12 ,082
Gerze-2 ,938 12 476
FOXO03 |Gerze-1 ,867 12 ,059
Gerze-2 ,898 12 ,152
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EK-68. Gerze tavuk rkinin iki 6rneklem donemine ait gen ifadesi seviyelerinin T-testi
istatistikleri

Varyanslarin
Esitligi Ortalamalarin Esitligi icin t-testi
Levene Testi
. %095 Giiven
Onem Std.
Arahig
P Serbestlik . Ortalama| Hata
F t .| Tek- Iki-
degeri derecesi Farka Farki | Daha | Daha
Tarafli | Tarafli
diisiik | yiiksek
p p
ADSL
Varyanslarin esit | 3,501 | ,075 22 ,014 ,028 -0,0023 | 0,0010
2,351 0,0044 | 0,0003
oldugu varsayildi
Varyanslarn esit
olmadig: 18,43 ,015 ,030 -0,0023 | 0,0010
2,351 0,0044 | 0,0003
varsayildi
ATIC
Varyanslarm esit | 5,330 | ,031 Loa7 22 ,032 ,064 0,0000 0,0000 |0,0000 | 0,0000
oldugu varsayild '
Varyanslarmn esit
olmadig: 1047 17,72 ,034 ,068 0,0000 0,0000 |0,0000 | 0,0000
varsayildi ’
ENTPD8
Varyanslarm esit | ,143 | ,709 | 1,062 22 ,150 ,300 0,0000 0,0000 |0,0000 | 0,0000
oldugu varsayild
Varyanslarn esit
olmadig: 1,062| 20,77 ,150 ,301 0,0000 0,0000 |0,0000 | 0,0000
varsayildi
AMPD1
Varyanslarm esit | 2,307 | ,143 |-,525 22 ,302 ,605 -0,0023 | 0,0043 00113 0,0067
oldugu varsayildi '
Varyanslarmn esit
olmadigi -,525 15,93 ,303 ,607 -0,0023 | 0,0043 0,0069
0,0115
varsayildi

Devam Arkada
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EK-68’in devami

LPL

Varyanslarin esit | 1,374 | ,254 22 <,001 <,001 -0,0001 0,0000
7,753 0,0001 | 0,0001
oldugu varsayildi

Varyanslarin esit

olmadig1 18,12 <,001 | <001 | -0,0001 | 0,0000
7,753 0,0001 | 0,0001
varsayildi

AK1
Varyanslarm esit | 32,502 | <,001 | 5,088 22 <,001 | <,001 0,0643 0,0126 |0,0381 | 0,0906
oldugu varsayild

Varyanslarn esit
olmadig1 5,088 | 11,29 <,001 | <,001 0,0643 | 0,0126 |0,0366 | 0,0921

varsayildi

FOXO03
Varyanslarm esit | 10,148 | ,004 |4,354 22 <,001 | <,001 0,0039 0,0009 |0,0020 | 0,0058
oldugu varsayild:

Varyanslarn esit
olmadigi 4,354 | 13,38 <,001 | <,001 0,0039 | 0,0009 |0,0020 | 0,0058

varsayildi

171




EKLER

E. TOPARSLAN

EK-69. Gerze tavuk irkinin iki 6rneklem 6rneklem donemine ait gen ifadesi

seviyelerinin Mann-Whitney U testi istatistikleri

PPARy SCD MSTN CAPN3
Mann-Whitney U 31,000 57,000 22,500 32,000
Wilcoxon W 109,000 135,000 100,500 110,000
Z -2,368 -,867 -2,859 -2,310
Asimptotik Onem (2 uglu) ,018 ,386 ,004 ,021
Tam Onem [2*(1-uglu)] 017° 410° ,003° ,020°
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EK-70. Hibrit tavuk 1irkinin iki 6rneklem donemine ait gen ifadesi seviyelerinin
normallik testi istatistikleri

Shapiro-Wilk Testi

Serbestlik
Irklar Istatistik | derecesi | P degeri
ADSL Hibrit-1 ,966 12 ,867
Hibrit-2 ,956 12 ,730
PPARG |Hibrit-1 ,825 12 ,018
Hibrit-2 ,793 12 ,008
ATIC Hibrit-1 917 12 ,259
Hibrit-2 ,841 12 ,028
ENTPD8 |Hibrit-1 , 716 12 ,001
Hibrit-2 ,960 12 N
SCD Hibrit-1 ,801 12 ,010
Hibrit-2 977 12 ,969
AMPD1 [Hibrit-1 ,856 12 ,043
Hibrit-2 ,864 12 ,055
MSTN Hibrit-1 ,882 12 ,092
Hibrit-2 ,832 12 ,022
CAPN3 |Hibrit-1 ,909 12 ,209
Hibrit-2 ,841 12 ,028
LPL Hibrit-1 ,884 12 ,099
Hibrit-2 921 12 ,292
AK1 Hibrit-1 871 12 ,068
Hibrit-2 ,890 12 ,118
FOXO03 |Hibrit-1 917 12 ,265
Hibrit-2 ,848 12 ,035
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EK-71. Hibrit tavuk rkinin iki 6rneklem donemine ait gen ifadesi seviyelerinin T-testi
istatistikleri

Varyanslarin
Esitligi Ortalamalarin Esitligi icin t-testi

Levene Testi

. %95 Giiven
Serb Onem
P Arahig
estlik R Ortalama | Std. Hata
F | deger t Tek- Iki-
) derec Farki Farka Daha | Daha
i | Tarafli | Tarafh
esi diigiik | yiiksek
p p

ADSL
Varyanslarm esit | 3,030 | ,096 | -,805 22 215 429 -0,0002 0,0003 |-0,0008 | 0,0004

oldugu varsayildi

Varyanslarn esit
olmadig1 -805 | 16,93 | ,216 432 -0,0002 0,0003 |-0,0008 | 0,0004

varsayildi

LPL
Varyanslarmn esit | 1,287 | ,269 | -4,459 | 22 <,001 | <001 0,0000 0,0000 | 0,0000 | 0,0000

oldugu varsayildi

Varyanslarin esit

olmadigi -4,459 | 21,49 | <001 | <001 0,0000 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
varsayildi
AK1
20,01
Varyanslarn esit . <,001 | 4,169 22 <,001 | <001 0,0193 0,0046 | 0,0097 | 0,0290

oldugu varsayildi

Varyanslarin esit
olmadig1 4,169 |12,22| <,001 ,001 0,0193 0,0046 | 0,0092 | 0,0294

varsayildi
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EK-72. Hibrit tavuk 1rkinin iki 6rneklem dénemine ait gen ifadesi seviyelerinin Mann-
Whitney U testi istatistikleri

PPARy | ATIC EN;PD SCD A'VlPD MSTN | CAPN3 FO3XO

Mann- 1 21 000 | 1290 27,500 | 52,000 | 18,000 | 30,500 | 66,500 | 26,000
Whitney U 0
Wilcoxon | 109,00 | 93,00 130,00 108,50 | 144,50

W . o | 1055500 | 7 ™ | 96,000 | T 5 104,000
z 2,367 | -3292| -2,570 | -1,155 | -3,118 | 2,307 | -318 | -2,656
Asimptoti
kOnem (2| ,018 |<001| ,010 | 248 | ,002 | 017 | ,751 | ,008
uclu)

Tam

Eﬂﬁ(’rln 017 |<001| 008 | 266 | 001 | ,014 | ,755 | 007
uclu)]
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EK-73. Ik 6rneklem dénemi igin Gerze ve hibrit tavuk irklarina ait cDNA 6rneklerinin
12 ¢ift primer ile RT-qPCR analizi sonrasinda alinan jel goriintiisii

PPARG ATIC GAPDH
164 bg 216 bg 174 bg

o S sssseseseseses GERZE 10 HAFTALIK

““emeseses HiBRIT 4 HAFTALIK
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EK-74. Ik 6rneklem dénemi igin Gerze ve hibrit tavuk irklarina ait cDNA drneklerinin
12 ¢ift primer ile RT-qPCR analizi sonrasinda alinan jel goriintiisii

ENTPD8 SCD AMPD1 GAPDH
188 b¢ 142 bg 145 bg 174 bg

—————— S ewes  GERZE 10 HAFTALIK

HIBRIT 4 HAFTALIK
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EK-75. Ik 6rneklem dénemi igin Gerze ve hibrit tavuk irklarina ait cDNA 6rneklerinin
12 ¢ift primer ile RT-qPCR analizi sonrasinda alinan jel goriintiisii

MSTN CAPN3 LPL GAPDH
129 bg 143 bg 115 bg 174 bg

 ——————— . S amemes GERZE 10 HAFTALIK

———— . eseseses HiBRIT 4 HAFTALIK
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EK-76. Ik 6rneklem dénemi igin Gerze ve hibrit tavuk irklarina ait cDNA 6rneklerinin
12 ¢ift primer ile RT-qPCR analizi sonrasinda alinan jel goriintiisii

AK1 FOXO03 GAPDH
223 bg 117 bg 174 bg

- "™ ewpeses GERZE 10 HAFTALIK

PRS—— T HIBRIT 4 HAFTALIK
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EK-77. ikinci 6rneklem dénemi igin Gerze ve hibrit tavuk irklarina ait cDNA
orneklerinin 12 ¢ift primer ile RT-qPCR analizi sonrasinda alinan jel goriintiisii

PPARG ATIC GAPDH
164 bg 216 bg 174 bg

- ——— e wsmwsmw  GERZE 20 HAFTALIK

—— - wwwmww  HIBRIT 8 HAFTALIK

180



EKLER E. TOPARSLAN

EK-78. ikinci Orneklem dénemi igin Gerze ve hibrit tavuk irklarina ait cDNA
orneklerinin 12 ¢ift primer ile RT-qPCR analizi sonrasinda alinan jel goriintiisii

ENTPDS SCD AMPD1 GAPDH
188 bg 142 b 145 bg 174 bg

—M GERZE 20 HAFTALIK

—————— eSS  HiBRIiT 8 HAFTALIK
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EK-79. ikinci 6rneklem dénemi igin Gerze ve hibrit tavuk irklarina ait cDNA
orneklerinin 12 ¢ift primer ile RT-qPCR analizi sonrasinda alinan jel goriintiisii

MSTN CAPN3 LPL
129 be 143 be 115 b¢

eseseses GERZE 20 HAFTALIK

e —— D . s w— —

S ——— 1 AR
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EK-80. ikinci Orneklem dénemi igin Gerze ve hibrit tavuk irklarina ait cDNA
orneklerinin 12 ¢ift primer ile RT-qPCR analizi sonrasinda alinan jel goriintiisii

AK1 FOXO03 GAPDH
223 b 117 bg 174 bg

GERZE 20 HAFTALIK

o - = HiBRIT 8 HAFTALIK
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