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Bir Siyah Kuguda (Cygnus atratus) PZR ile Cinsiyet Tespiti
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Ozet: Bu calismada, Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi’ne getirilen bir siyah kugunun (Cygnus atratus) cinsiyetinin
polimeraz zincir rekasiyonu (PZR) yéntemi ile belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla CHD (chromodomain-helicase-DNA-
binding) lokusunun hedef bélgesi iki farkli primer gifti (1237L-1272H ve P2-P8) yardimiyla PZR yontemi ile gogaltildi ve PZR
Urinleri agaroz jel elektorofrezi ile ayrimlandi. Her iki primer ¢ifti ile elde edilen PZR drinleri igin agaroz jelde farkh
uzunlukta iki bant gézlendi. Kugunun disi oldugu kanaatine varildi.
Anahtar kelimeler: Siyah Kugu, Cygnus atratus, cinsiyet, PZR

Identifying the Gender of a Black Swan (Cygnus atratus) by Using PCR
Abstract: The aim of the present study was to identify the gender of a black swan (Cygnus atratus) which was brought to
Harran University Faculty of Veterinary Medicine by using polymerase chain reaction (PCR) technique. Target region of CHD
(chromodomain-helicase-DNA-binding) locus was amplfied with PCR by using 1237L-1272H or P2-P8 primer pairs and PCR
products were separated by using agarose gel electrophoresis. On agarose gel two bands were observed for both primer
pairs. The results indicated that the swan was female.
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Giris

Birgcok kus tiirinde morfolojik olarak cinsiyetin
belirlenmesi oldukga zordur. Cinsiyetin
belirlenmesi amaciyla kullanilan kloaka muayenesi
gibi geleneksel yontemler incelenen hayvan
acisindan zararl olabilmektedir (He ve ark., 2005).
Kuslarda disiler heterogametik (ZW), erkekler ise
homogametiktir (ZZ) (Clinton, 1998). Bu nedenle
kuslarda cinsiyet tayini amaciyla molekdiler genetik
yontemler yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bir
¢ok kus tlrinde DNA diizeyinde cinsiyet tayini
amaciyla cinsiyet kromozomu (zerinde alan CHD
(chromodomain-helicase-DNA-binding) geni
markor olarak kullanilmis ve hedef bdlgenin
polimeraz zincir reaksiyonu yoéntemi (PZR) ile
¢ogaltilmasi amaciyla degisik primer ciftleri (1237L-
1272H veya P2-P8) tanimlanmistir (Clinton, 1994;
Griffiths ve Tiwari, 1995; Petitte ve Kegelmeyer,
1995; Griffiths ve ark., 1996, 1998; Fridolfson ve
Ellegren, 1999; Haunshi ve ark., 2008; Bozkaya ve
ark., 2013). Yaklasik 6800 baz cifti biyukliginde
olan CHD geni bir intron tarafindan ayrilan iki
exondan olusur ve 1800 amino asitten olusan bir
proteini kodlar (Griffiths ve Korn 1997; Agate et al.
2004). Bu primer ciftleri kullanilarak yapilan PZR

gozlenmektedir. Bu g¢alismanin amaci Harran
Universitesi Veteriner Fakiiltesi'ne getirilen bir
siyah kugunun (Cygnus atratus) cinsiyetinin CHD
lokusunda 1237L-1272H ve P2-P8 primerleri
yardimiyla PZR yontemi ile belirlenmesidir.

Olgu Tanimi

Veteriner Fakiiltesine getirilen yetiskin bir
siyah  kugunun (Cygnus atratus) kanat alti
venasindan bir lanset yardimiyla yaklasik 50 ul kan
ornegi EDTA iceren steril bir tlip icerisine alindi.
Elde edilen kan 6rneginden Bozkaya'nin (2012)
bildirdigi yontem ile DNA izolasyonu yapildi. Hedef
bolge olan CHD lokusunun c¢ogaltilmasi amaciyla
kullanilan primer ciftlerinin (1237L-1272H ve P2-
P8,) baz dizileri Tablo 1’de verilmistir.

Hedef bolgenin g¢ogaltilmasi amaciyla PZR
islemi 25 pl reaksiyon hacminde gerceklestirildi.
Reaksiyon karisimi; 0,4 uM primer, 200 uM dNTP,
3 mM MgCl,, 2,5 U DNA polimeraz (Thermo
Scientific, Espoo, Finland) ve 1X tampon seklinde
hazirlandi. Baslangigta 94 °C'de 5 dakika daha
sonra 10 dongi 94 °C’'de 30 sn, 60 °C'den 50 °C'ye

isleminde incelenen ¢ok sayidaki kus tirlerinin
erkeklerinde bir, disilerinde ise iki farkli bant

her dongtide 1 °C azalacak sekilde 30 sn, 72 °C'de
30 sn ve 25 dongii 94 °C’'de 30 sn, 50 °C’de 30 sn ve
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72 °C'de 30 sn’lik PCR programi uygulandi. Son
zincir uzamasl adimi 72 °C'de 10 dakika olacak
sekilde uygulandi. Elde edilen PZR urunleri %4’luk

Tablo 1. PZR isleminde kullanilan primerlerin baz dizisi.

agaroz jel elektroforezinde etidium bromid ile
boyanarak incelendi.

Primer adi

Baz dizisi (5’-3’)

Kaynak

1237L GAGAAACTGTGCAAAACAG Griffiths ve ark., (1998)
1272H TCCAGAATATCTTCTGCTCC

P8 CTCCCAAGGATGAGRAAYTG

P2 TCTGCATCGCTAAATCCTTT Ellegren, (1996)

Sekil 1. 1237L-1272H ve P2-P8 primer ciftleri yardimiyla ¢ogaltilan PZR Urinlerinin %4’lik agaroz jeldeki gorinimi: 1:
Kugu’ya ait genomik DNA, 2; Bos: 3 ve 4: P2-P8 primeri ile elde edilen PZR rinleri; 5: Negatif kontrol;. 6 ve 7: 1237L-1272H

primerleri ile elde edilen PZR {rinleri; 8: Negatif kontrol; M: 100 bp merdiven

Tartisma ve Sonug

incelenen érnekte CHD geninin hedef bdlgesi
hem 1237L-1272H hem de P2-P8 primer ciftleri
yardimiyla ¢ogaltildi. Agaroz jelde, 1237L-1272H
primerleri kullanildiginda yaklasik 230 ve 250 baz
cifti, P2-P8 primerleri kullanildiginda ise yaklasik
340 ve 360 baz ¢ifti uzunlugunda bantlar gozlendi
(Sekil 1). Bulgular incelenen kugunun W
kromozomu  tasidigini  ve disi  oldugunu
gostermistir. He ve ark. (2005), siyah kuguda
(Cygnus atratus) CHD lokusunun baz dizisini tespit
etmis ve Z ve W kromozomlari tzerindeki CHD
lokuslari arasinda 21 baz cifti bayaklGginde bir fark
oldugunu bildirmistir. Bu calismada elde edilen
bantlar arasindaki fark He ve ark. (2005) tarafindan
bildirilenle uyumlu bulunmustur. Bu arastiricilar
siyah kuguda, CHD lokusunda, allel spesifik PZR

yontemi ile cinsiyetin tespit edilebilecegini
bildirmistir. Ancak 1237L-1272H veya P2-P8 primer
ciftleri yardimiyla bir ¢ok kus tlriinde cinsiyet
tespiti yapilabilmektedir (Jensen et al., 2003; Wang
et al., 2007).

Bu calismada, kontrol olarak erkek bir bireye
ait 6rnek bulunmamaktadir. Bununla birlikte bu
primer ciftleri kullanilarak yapilan PZR isleminde
incelenen ¢ok sayidaki kug tirlerinin erkeklerinde
bir, disilerinde ise iki farkh bant gozlenmektedir
(Griffiths ve ark., 1996, 1998; Ellegren ve ark.,
1996). Sunulan ¢alismada kullanilan primer ciftleri
kuslarda  cinsiyet tespiti amaciyla  bagka
arastirmacilar  tarafindan da yaygin olarak
kullanilmistir (Kahn ve ark., 1998; Jensen ve ark.,
2003). Ancak CHD lokusunun ayni bdlgesini
¢ogaltmak amaciyla baska primer ciftleri de
kullanilabilmektedir (Fridolfson ve Ellegren, 1999).
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Sunulan ¢ahsmada kullanilan primerler ayni
bolgenin farkh kisimlarina uyumlu olmakla birlikte
Z ve W kromozomlari arasinda ayni uzunlukta fark
gostermektedir (Jensen ve ark.,, 2003). Bu
calismada kullanilan 1237L-1272H primer cifti ile
incelenen aralarinda Cygnus atratus tirinin de
bulundugu 80 kus tiirlinlin %78,75’inde cinsiyet
tespiti yapilabildigi bildirilmektedir (Wang ve ark.,
2007).

Sonug olarak c¢alismaya konu olan kugunun
disi cinsiyette oldugu ve 1237L-1272H veya P2-P8
primer ciftlerinden herhangi birisi yardimiyla ve
PZR yontemi ile siyah kuguda cinsiyetin tespit
edilebilecegi kanaatine varilmistir.
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