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ARASTIRMA MAKALESI

PZR metoduyla atlarda birey ve ebeveyn tayini
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Amag: Atlarda ebeveyn tayininde kullanilabilecek bir mik-
rosatellit panelini gelistirmek ve test etmektir.

Gereg ve Yontem: Arastirmada 4 farkli at irkindan 189 adet
kan 6rnegi toplandi. Bes adet mikrosatellit markorii kullani-
larak, izolasyonu yapilan genomik DNA 6rnekleri Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) metoduyla ¢ogaltildi ve PZR iiriin-
leri poliakrilamit jellerde ayristirildi. Standart bir DNA lad-
der yardimiyla alleller tanimlandi.

Bulgular: Lokus basina 9-13 arasinda degisen, toplam 53
farkli allel tanimlandi. Gézlenen (Ho) ve beklenen heterozi-
gotluk (He) degerleri sirasiyla 0.496-0.880 ve 0.800-0.851
arasinda bulundu. Polymorphism Information Content de-
gerleri ise 0.774-0.832 arasinda gozlemlendi. Dislama giicii
(DG) degerleri 0.619-0.702 arasinda gozlemlenirken, top-
lam DG 0.99060 olarak bulundu.

Oneri: Kullanilan test panelinin Tiirkiye’de ebeveyn tayi-
ninde kullanilabilecegi ve hatali sonuglari azaltmak i¢in kul-
lanilan mikrosatellit sayisinin arttirilmasinin faydali olaca-
g1 kanaatine varildi.

Abstract

Nizamlioglu M, Kurar E, Bulut Z, Inal S, Erzurum F. Indi-
vidual and parentage testing in horses by PCR methodology.
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Aim: The objective of this study was to develop and test a
microsatellite panel for parentage analysis in horses.

Materials and Methods: A total of 189 blood samples were
collected from four different horse breeds in Turkey. We se-
lected five horse microsatellite loci and used to amplify ge-
nomic DNA by polymerase chain reaction (PCR). The result-
ing PCR products were separated on polyacrylamide gels.
Allele identification was conducted based on their base-pair
size by comparing a size standard.

Results: A total of 53 alleles was determined ranging from
9 to 13 at each locus. The observed heterozygosity (Ho) and
expected heterozygosity (He) were ranged from 0.496 to
0.880 and from 0.800 to 0.851, respectively. Polymorphism
information content (PIC) values were observed between
0.774 and 0.832. Power of exclusion (PE) at each microsat-
ellite locus ranged from 0.619 to 0.702, resulting in a total
PE value of 0.99060.

Conclusion: These results indicate that this set of microsat-
ellite is useful for horse parentage testing in Turkey. Due to
possible high level of inbreeding in some breeds, the use of
increased number microsatellite loci will thereby be appro-
priate for avoiding a false parenting and misidentification.
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» Giris

Giintimiizde numaralandirma, kimlik ve verimle ilgili
kayitlarin biiyiik bir 6zenle tutuldugu tilkelerde dahi
hatali kimliklendirme orani oldukea yiiksektir. Spor-
tif amach kullanilmasindan dolay1 ekonomik bir 6ne-
me sahip olan at yetistiriciliginde, dogru akrabalik
iligkisinin tespiti 6nemlidir. Bu amagla farkli markor
sistemleri gelistirilmistir. Markor sistemlerinin basit
Mendel kalitimi1 gostermesi, allellerinin hayatin tiim
evrelerinde kolayca tespit edilebilmesi ve cevresel
faktorlerden etkilenmemesi gerekmektedir.

Kimliklendirme ve populasyonlarin molekiiler diizey-
de analizi amaciyla 15 adet kan ve protein polimor-
fizm sistemini iceren paneller yaygin olarak kullanil-
mis olup (Bowling ve Clark 1985, Luis ve ark 2002),
yliksek oranda dislama giicii (%97-99) elde edilebil-
mistir (Bowling ve ark 1997). Ancak kan gruplarinin
belli kromozomlar {izerinde yogunlasmasi, dogalari
geregi polimorfizm oranlarinin nispeten diisiik olma-
s1, taze kan orneklerine olan ihtiyag, her marker sis-
teminin spesifik sarf malzeme gereksinimi, kismen is
ytkiinlin agir olmasi ve testlerin uzun zaman almasi
gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Kurar 2001). Do-
layisiyla zaman icerisinde yerlerini DNA temelli mar-
kor sistemlerine birakmislardir.

Mikrosatellitler, 1-6 b¢’lik tekrar dizileridir ve me-
meli genomlarinda yaygin olarak bulunmalari, kodo-
minant dzellikleri, yiiksek polimorfizm ve enformatif
degerleri ve allel genotiplerinin PZR teknolojisi yar-
dimiyla kolayca tespit edilebilmesi nedeniyle genetik
ve populasyon genomigi ¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Goldstein ve Schlotterer 1998).

Sunulan ¢alismada, mikrosatellit markdrleri kullani-
larak atlarda birey ve ebeveyn tayinlerinde kullanila-
bilecek bir DNA test paneli gelistirilmeye ¢calisiimistir.

» Gere¢ ve Yontem

Calismada, Tarim isletmeleri Genel Miidiirliigii (Ti-
GEM) (Bursa-Karacabey, Eskisehir-Cifteler, Malatya-
Sultansuyu) ve Kara Kuvvetleri Komutanligi (KKK)'na
ait Arap (n=129), Freizen (n=19), Ingiliz (n=28) ve
Yarim Kan ingiliz (n=13) populasyonlarindan toplam
189 adet hayvandan kan 6rnekleri alind1.

Kan o6rneklerinden standart fenol/kloroform yonte-
mi (Sambrook ve ark 1989) ile DNA izolasyon islemi
yapildi. Mikrosatellit lokuslari (Tablo1) daha 6nce ya-
yinlanmis olan at gen haritalarindan ve ISAG ile FAO
MoDAD tarafindan tavsiye edilen listeden (Lindgren

Tablo 1. Calismada kullanilan mikrosatellit lokuslari.

ve ark 1998, Kiguwa ve ark 2000, Hoffmann ve ark
2004) secildi. PZR protokoli 1x Mg** free PCR buf-
fer (Fermentas), 200 uM dNTP (Fermentas), 1.5-3.0
mM MgCl** (Tablo 1), 0.375 tinite Taq polimeraz (Fer-
mentas), 5 pmol her bir primer cifti (Tablo 1), 0.05 uL
dATP (a-33P) ve 50 ng template DNA kullanilarak top-
lam 15 pL hacimde hazirlandi. Touchdown PZR pro-
fili (Ozsensoy ve ark 2010) uygulanarak M] Research
PTC-200 Thermal Cycler'da gergeklestirildi. Amplifi-
kasyon triinleri % 1.5’luk agaroz jel ile tespit edildik-
ten sonra, Bulut ve ark (2004) tarafindan belirtildigi
sekilde poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) ile pa-
ralel ytriitiilen DNA standardi (DNA Sequencing Kit)
kullanilarak genotipler belirlendi.

Mikrosatellit lokuslarina ait populasyon i¢i ve po-
pulasyonlar arasi genetik c¢esitlilik, Hardy-Weinberg
Dengesi (HWE)'nden sapma, beklenen (He) ve gozle-
nen (Ho) heterozigotluk diizeyleri, Wright’s-F istatis-
tik degerleri, dislama giicli (Power of Exclusion; PE),
Polymorphism Information Content (PIC) degerleri-
nin hesaplanmasinda ve Faktoriyel birlestirici analiz-
lerinde (Factorial Correspondence Analysis, FCA) GE-
NETIX 4.0 (Belkhir ve ark 1996-2000) ve Cervus 2.0
programlari (Marshall ve ark 1998) kullanildi. Kom-
su birlestirme agaci (N]T; Neighbor-Joining Tree) D,
parametreleri ile Populations 1.0 programi (http://
www.cnrs-gif/pge/bioinfo/populations) kullanilarak
cizildi.

» Bulgular

Genel populasyon parametrelerinden goézlemlenen
allel sayilar1 (Na), Ho, He, PIC, PE ve HWE sapma de-
gerleri Tablo 2’'de gosterildi. Ortalama allel sayis1 10.6
olup en ytiksek (13) HTG10 en az (9) ise HMS02 ve
AHT4 lokuslarinda olmak tizere toplam 53 farkl allel
belirlendi (Tablo 2). Arap (8), Freizen (1), Ingiliz (1)
ve Yarim Kan Ingiliz (2) at populasyonlarinda toplam
12 adet populasyona 6zgi (private) allel tespit edil-
di. Ortalama He 0.832 olarak belirlenmis olup 0.800
(HMS02) ve 0.851 (HMS06) arasinda degistigi goz-
lemlendi. Ortalama Ho degeri 0.662 olarak belirlen-
mis olup 0.496 (HMS02) ve 0.880 (HTG10) arasinda
degismektedir (Tablo 2). Biitiin populasyonlarda kul-
lanilan lokuslar bakimindan HWE’den sapma oldugu
belirlendi. Toplam dislama giicii (DG) degerleri ise bir
ebeveyn varliginda (DG-1) 0.9680, iki ebeveyn varl-
ginda (DG-2) ise 0.9960 olarak tespit edildi (Tablo 2).

Populasyonlar i¢in hesaplanan F degerleri LEX33
(0.136), HMS06 (0.102), HMS02 (0.091) HTG10

Lokus Kromozom Primer Sekansi (F) Primer Sekansi (R) MgCl™*
LEX33 4 tttaatcaaaggattcagttg tttctcttcaggtgtecte 20
HMS06 4 gaagctgccagtattcaaccattg ctccatcttgtgaagtgtaactca L5
HMSO02 10 acggtggcaactgccaaggaag cttgcagtcgaatgtgtattaaatg L5
HTG10 21 caattcccgecccacccccggea tttttattctgatctgtcacattt L5
AHTO04 24 aaccgcctgagcaaggaagt cccagagagtttaccct 3.0
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Tablo 2. Populasyonlarda gdriilen genetik cesitlilik.

Lokus Na Ho He PIC DG-1 DG-2 HWE

LEX33 11 0.649 0.837 0.814 0.500 0.671 p<0.001

HMS06 11 0.638 0.851 0.832 0.538 0.702 p<0.001

HMS02 9 0.496 0.800 0.774 0.442 0.619 p<0.001

HTG10 13 0.880 0.838 0.818 0.513 0.682 p<0.001

AHTO04 9 0.679 0.834 0.811 0.497 0.668 p<0.001

Ortalama 10.6 0.662 0.832 0.810 0.4980 0.6680

Toplam 53 0.9680 0.9960

(0.212) ve AHTO04 (0.162) lokuslari icin istatistiksel
olarak 6nemli (p<0.001) oldugu belirlendi. Genel F
degerinin (0.141) istatiksel olarak onemli (p<0.001)
oldugu goézlemlendi. Bu degerler 1s181nda biitiin lo-
kuslar agisindan HWE’den sapma oldugu belirlendi.
Populasyonlar arasi varyasyonun tespiti amaciyla he-
saplanan F_ degerlerinin 0.024 ile 0.201 arasinda de-
gistigi gozlemlendi. Biitiin lokuslar i¢in hesaplanan
F_ degerinin (0.124) istatistiki olarak énemli oldugu
(p<0.001) belirlendi (Tablo 3).

Tablo 3. F, (Alt diagonal) ve D, (Ust diagonal) degerleri tablosu.

Populasyon Arap Freizen ingiliz Yarim Kan
ingiliz

Arap 0.364 0.227 0.399

Freizen 0.167*** 0.325 0.494

Ingiliz 0.092%** 0.137%** 0.166

YarimKan 0.144%* 0.201%** 0.024"

ingiliz

(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: istatiksel olarak anlaml degil)

Nei'nin (1987) D, genetik uzaklik degerleri (Tablo 3)
kullanilarak cizilen NJT agacinda Arap ve Freizen po-
pulasyonlari farkli birer grup, ingiliz ve Yarim Kan in-
giliz populasyonlari ise birlikte bir grup olusturmus-
tur (Sekil 1). FCA grafiginde de NJT metodunu (Sekil
1) destekler nitelikte Arap ve Freizen irklarinin fark-
I1 birer kiime olusturdugu, ingiliz ve Yarim Kan Ingi-
liz at irklarinin ise birlikte kiimelendigi goriilmekte-
dir (Sekil 2).

FREIZEN

iNGiLiz

'YARIM KAN INGILiZ

01

Sekil 1. Neighbor Joinng metodu ile D, élctitii kullanilarak cizilen
agag (NJT).

» Tartisma

Genetik cesitliligin temel gostergelerinden olan allel
sayis1 (Na), benzer calismalara (Tozaki ve ark 2003,
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Sekil 2. Arap (sar1), Freizen (mavi), Ingiliz (Beyaz) ve Yartim Kan Ingi-
liz (Gri) poulasyonlarina ait FCA grafigi.

Giacomoni ve ark 2008, DeAssis ve ark 2009) gore
daha ytksek bulunmustur. Diger calismalar ile kar-
silastirildigl zaman genel olarak benzer ortalama Ho
(0.832) ve He (0.662) degerleri gozlenmistir. DeAs-
sis ve ark (2009) 9 mikrosatellit lokusu kullandiklar1
bir ¢calismada ayni degerleri sirasiyla 0.637 ve 0.711
olarak belirtmislerdir. Galov ve ark (2005)'nin 3 fark-
I at irkinda 9 mikrosatellit ile yaptiklar: baska bir ¢a-
lismada en yiiksek ortalama Ho degeri 0.750, He de-
geri ise 0.756 olarak bildirilmistir. Romanya'nin Hu-
cul atlarinda (Georgescu ve ark 2008) ise ortalama
Ho degeri 0.705, He degeri 0.718 olarak gozlenmis-
tir. Polimorfizmin temel gostergelerinden olan PIC
degeri 0.774-0.832 arasinda degismektedir ve ortala-
ma 0.810 olarak hesaplanmistir. Ayn1 deger Juras ve
Cothran (2004) tarafindan 0.624-0.748 olarak belirti-
lirken, Jakabova ve ark (2002) 0.473-0.817 olarak be-
lirtmislerdir. Calismada bazi populasyonlarda kullani-
lan siirli sayida 6rnek ve lokusa ragmen, genetik ¢e-
sitliligin ve genel populasyon parametrelerinin (Na,
Ho, He ve PIC) diger ¢alismalarla karsilastirildiginda
oldukea yiiksek oldugu goriilmektedir. Bunun sebe-
binin kullanilan mikrosatellitlerin enformasyon gii-
cliniin yiiksek olusundan veya Tiirkiye'nin cografi ko-
num agisindan gog yollari tizerinde bulunmasi nede-
niyle gen havuzunun genis olmasindan kaynaklanabi-
lecegi sonucuna varilmistir.

Kullanilan biitiin lokuslar agisindan HWE’den sap-
ma oldugu gozlemlenmistir. Calismada belirtilen, po-
zitif ve istatistiki olarak énemli olan F ¢ degerleri bu
sonucu desteklemektedir. Bu durum 6zellikle Arap ve
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melez at irklarinda akrabalik derecesinin ytiksekligi-
ne bagh olarak sekillenebilir. Kelly ve ark (2002)’'da
yaptiklari calismada benzer bulgulardan bahsetmek-
tedirler.

Populasyonlar arasi farkliligin tespiti i¢cin hesapla-
nan F . degerleri istatistiki olarak énemli (p<0.001)
bulunmustur (Tablo 3). Diger populasyonlar birbi-
rinden farkh goriiniirken sadece Ingiliz ve Yarim Kan
Ingiliz atlar arasinda hesaplanan F . degerinin ista-
tistiki olarak onemsiz oldugu belirlenmistir. Giaco-
moni ve ark (2008) yaptiklar1 ¢ahismada F . deger-
lerini 0.008-0.064 olarak belirtmislerdir. Yapilan di-
ger bir calismada ise (Georgescu ve ark 2008) bu de-
gerler 0.058-0.186 olarak belirtilmistir. Benzer sekil-
de gerek NJT metodu ile ¢izilen agacta ve gerekse FCA
grafiginde bu iki populasyonun birlikte kiimelendigi
goriilmektedir. Bu populasyonlarin yapisi géz dniine
alindiginda sonucun normal ve yapilan testin giiveni-
lir oldugu anlasilmaktadir.

Dislama giicii (DG) degeri hatali ebeveynlerin ne ka-
dar dislandiginin bir gostergesidir ve testlerin giive-
nilirlik derecesini tanimlamada 6nemlidir. Bu calis-
mada 5 lokus i¢in hesaplanan toplam DG-1 degerinin
0.9680, DG-2 degerinin ise 0.9960 oldugu (Tablo 2)
gbzlenmistir. Juras ve Cothran (2004) 3 farkl at irkin-
da 15 mikrosatellit kullanarak yaptiklari bir calisma-
da total DG degerinin, her irk icin farkli olarak 0.9991
ve 0.9999 arasinda degistigini belirlemislerdir. Ben-
zer sekilde Tozaki ve ark (2001) 7 ve 8 mikrosatel-
lit kullanarak toplam DG degerini yaklasik 0.5000 ola-
rak bulurken, 15 mikrosatellit kullanarak total DG de-
gerini 0.9999 olarak belirlemislerdir. Marklund ve ark
(1994) 8 mikrosatellit kullanarak farkli at irklarinda
yaptiklar1 ¢calismada ise toplam DG degerini 0.9600-
0.9900 arasinda bulduklarimi bildirmektedirler. Bu
calismaya benzer olarak 6 mikrosatellit kullanilarak
yapilan bir ¢alismada (Jakabova ve ark 2002) ise top-
lam DG degeri 0.9980 iken, ayni ¢calismada 5 mikrosa-
tellit kullanilarak hesaplanan DG degeri 0.9840 olarak
bildirilmistir. Luis ve ark (2002) ebeveyn testi i¢cin kan
grubu, protein polimorfizmi ve mikrosatellit metodu-
nu karsilastirmislar ve 6 mikrosatellit kullanarak top-
lam DG degerini Sorraia atlarinda 0.8850, Lusitano 1r-
kinda ise 0.9960 olarak bulmuslardir.

Yukarida verilen drneklerden de anlasilacag gibi, kul-
lanilan mikrosatellit sayis1 DG degerlerinin yiiksek
olusunda 6nemli bir etkendir. Sunulan ¢alismada goz-
lenen DG degerleri her ne kadar daha ¢ok sayida mik-
rosatellit kullanilarak yapilan ¢alismalara gore diistik
olsa da, benzer sayida mikrosatellit kullanilan ¢alis-
malara gore ¢ok daha giivenilir sonuglar vermesi aci-
sindan 6nem arz etmektedir.

» Oneriler

Sunulan ¢alismada, olusturulan test paneli hem ge-
netik cesitlilik, hem de dislama giicti verilerine bakil-
diginda kimliklendirme ¢alismalari i¢in oldukea kul-
lanish ve saglikli sonuglar vermektedir. Her ne kadar
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kullanilan mikrosatellitlerin enformasyon giicii ytik-
sek olsa da akrabalik oranlarinin fazla oldugu popu-
lasyonlarda daha kesin sonuglar almak i¢in panelde
kullanilacak mikrosatellitlerin sayilarinin arttirilma-
s1 yerinde olacaktir. Ancak yukarida da tartisilan is
giicli, ekonomik ve teknolojik gelismeler dikkate alin-
diginda bu tiir calismalar icin kapillar elektroforez ve
fragman analizi yonteminin kullanilmasi daha avan-
tajh gdriinmektedir.
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