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Amaç: Atlarda ebeveyn tayininde kullanılabilecek bir mik-
rosatellit panelini geliştirmek ve test etmektir.

Gereç ve Yöntem: Araştırmada 4 farklı at ırkından 189 adet 
kan örneği toplandı. Beş adet mikrosatellit markörü kullanı-
larak, izolasyonu yapılan genomik DNA örnekleri Polimeraz 
Zincir Reaksiyonu (PZR) metoduyla çoğaltıldı ve PZR ürün-
leri poliakrilamit jellerde ayrıştırıldı. Standart bir DNA lad-
der yardımıyla alleller tanımlandı.

Bulgular: Lokus başına 9-13 arasında değişen, toplam 53 
farklı allel tanımlandı. Gözlenen (Ho) ve beklenen heterozi-
gotluk (He) değerleri sırasıyla 0.496-0.880 ve 0.800-0.851 
arasında bulundu. Polymorphism Information Content de-
ğerleri ise 0.774-0.832 arasında gözlemlendi. Dışlama gücü 
(DG) değerleri 0.619-0.702 arasında gözlemlenirken, top-
lam DG 0.99060 olarak bulundu. 

Öneri: Kullanılan test panelinin Türkiye’de ebeveyn tayi-
ninde kullanılabileceği ve hatalı sonuçları azaltmak için kul-
lanılan mikrosatellit sayısının arttırılmasının faydalı olaca-
ğı kanaatine varıldı.

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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 Giriş

Günümüzde numaralandırma, kimlik ve verimle ilgili 
kayıtların büyük bir özenle tutulduğu ülkelerde dahi 
hatalı kimliklendirme oranı oldukça yüksektir. Spor-
tif amaçlı kullanılmasından dolayı ekonomik bir öne-
me sahip olan at yetiştiriciliğinde, doğru akrabalık 
ilişkisinin tespiti önemlidir. Bu amaçla farklı markör 
sistemleri geliştirilmiştir. Markör sistemlerinin basit 
Mendel kalıtımı göstermesi, allellerinin hayatın tüm 
evrelerinde kolayca tespit edilebilmesi ve çevresel 
faktörlerden etkilenmemesi gerekmektedir. 

Kimliklendirme ve populasyonların moleküler düzey-
de analizi amacıyla 15 adet kan ve protein polimor-
fizm sistemini içeren paneller yaygın olarak kullanıl-
mış olup (Bowling ve Clark 1985, Luis ve ark 2002), 
yüksek oranda dışlama gücü (%97-99) elde edilebil-
miştir (Bowling ve ark 1997). Ancak kan gruplarının 
belli kromozomlar üzerinde yoğunlaşması, doğaları 
gereği polimorfizm oranlarının nispeten düşük olma-
sı, taze kan örneklerine olan ihtiyaç, her marker sis-
teminin spesifik sarf malzeme gereksinimi, kısmen iş 
yükünün ağır olması ve testlerin uzun zaman alması 
gibi dezavantajları bulunmaktadır (Kurar 2001). Do-
layısıyla zaman içerisinde yerlerini DNA temelli mar-
kör sistemlerine bırakmışlardır.

Mikrosatellitler, 1-6 bç’lik tekrar dizileridir ve me-
meli genomlarında yaygın olarak bulunmaları, kodo-
minant özellikleri, yüksek polimorfizm ve enformatif 
değerleri ve allel genotiplerinin PZR teknolojisi yar-
dımıyla kolayca tespit edilebilmesi nedeniyle genetik 
ve populasyon genomigi çalışmalarında yaygın olarak 
kullanılmaktadır (Goldstein ve Schlotterer 1998).

Sunulan çalışmada, mikrosatellit markörleri kullanı-
larak atlarda birey ve ebeveyn tayinlerinde kullanıla-
bilecek bir DNA test paneli geliştirilmeye çalışılmıştır.

 Gereç ve Yöntem

Çalışmada, Tarım İşletmeleri Genel Müdürlüğü (Tİ-
GEM) (Bursa-Karacabey, Eskişehir-Çifteler, Malatya-
Sultansuyu) ve Kara Kuvvetleri Komutanlığı (KKK)’na 
ait Arap (n=129), Freizen (n=19), İngiliz (n=28) ve 
Yarım Kan İngiliz (n=13) populasyonlarından toplam 
189 adet hayvandan kan örnekleri alındı. 

Kan örneklerinden standart fenol/kloroform yönte-
mi (Sambrook ve ark 1989) ile DNA izolasyon işlemi 
yapıldı. Mikrosatellit lokusları (Tablo1) daha önce ya-
yınlanmış olan at gen haritalarından ve ISAG ile FAO 
MoDAD tarafından tavsiye edilen listeden (Lindgren 

ve ark 1998, Kiguwa ve ark 2000, Hoffmann ve ark 
2004) seçildi. PZR protokolü 1x Mg++ free PCR buf-
fer (Fermentas), 200 uM dNTP (Fermentas), 1.5-3.0 
mM MgCl++ (Tablo 1), 0.375 ünite Taq polimeraz (Fer-
mentas), 5 pmol her bir primer çifti (Tablo 1), 0.05 µL 
dATP (α-33P) ve 50 ng template DNA kullanılarak top-
lam 15 µL hacimde hazırlandı. Touchdown PZR pro-
fili (Özşensoy ve ark 2010) uygulanarak MJ Research 
PTC-200 Thermal Cycler’da gerçekleştirildi. Amplifi-
kasyon ürünleri % 1.5’luk agaroz jel ile tespit edildik-
ten sonra, Bulut ve ark (2004) tarafından belirtildiği 
şekilde poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) ile pa-
ralel yürütülen DNA standardı (DNA Sequencing Kit) 
kullanılarak genotipler belirlendi.

Mikrosatellit lokuslarına ait populasyon içi ve po-
pulasyonlar arası genetik çeşitlilik, Hardy-Weinberg 
Dengesi (HWE)’nden sapma, beklenen (He) ve gözle-
nen (Ho) heterozigotluk düzeyleri, Wright’s-F istatis-
tik değerleri, dışlama gücü (Power of Exclusion; PE), 
Polymorphism Information Content (PIC) değerleri-
nin hesaplanmasında ve Faktöriyel birleştirici analiz-
lerinde (Factorial Correspondence Analysis, FCA) GE-
NETIX 4.0 (Belkhir ve ark 1996-2000) ve Cervus 2.0 
programları (Marshall ve ark 1998) kullanıldı. Kom-
şu birleştirme ağacı (NJT; Neighbor-Joining Tree) DA 
parametreleri ile Populations 1.0 programı (http://
www.cnrs-gif/pge/bioinfo/populations) kullanılarak 
çizildi.

 Bulgular

Genel populasyon parametrelerinden gözlemlenen 
allel sayıları (Na), Ho, He, PIC, PE ve HWE sapma de-
ğerleri Tablo 2’de gösterildi. Ortalama allel sayısı 10.6 
olup en yüksek (13) HTG10 en az (9) ise HMS02 ve 
AHT4 lokuslarında olmak üzere toplam 53 farklı allel 
belirlendi (Tablo 2). Arap (8), Freizen (1), İngiliz (1) 
ve Yarım Kan İngiliz (2) at populasyonlarında toplam 
12 adet populasyona özgü (private) allel tespit edil-
di. Ortalama He 0.832 olarak belirlenmiş olup 0.800 
(HMS02) ve 0.851 (HMS06) arasında değiştiği göz-
lemlendi. Ortalama Ho değeri 0.662 olarak belirlen-
miş olup 0.496 (HMS02) ve 0.880 (HTG10) arasında 
değişmektedir (Tablo 2). Bütün populasyonlarda kul-
lanılan lokuslar bakımından HWE’den sapma olduğu 
belirlendi. Toplam dışlama gücü (DG) değerleri ise bir 
ebeveyn varlığında (DG-1) 0.9680, iki ebeveyn varlı-
ğında (DG-2) ise 0.9960 olarak tespit edildi (Tablo 2).

Populasyonlar için hesaplanan FIS değerleri LEX33 
(0.136), HMS06 (0.102), HMS02 (0.091) HTG10 

Tablo 1. Çalışmada kullanılan mikrosatellit lokusları.

Lokus Kromozom Primer Sekansı (F) Primer Sekansı (R) MgCl++

LEX33 4 tttaatcaaaggattcagttg tttctcttcaggtgtcctc 2.0

HMS06 4 gaagctgccagtattcaaccattg ctccatcttgtgaagtgtaactca 1.5

HMS02 10 acggtggcaactgccaaggaag cttgcagtcgaatgtgtattaaatg 1.5

HTG10 21 caattcccgccccacccccggca tttttattctgatctgtcacattt 1.5

AHT04 24 aaccgcctgagcaaggaagt cccagagagtttaccct 3.0



(0.212) ve AHT04 (0.162) lokusları için istatistiksel 
olarak önemli (p<0.001) olduğu belirlendi. Genel FIS 
değerinin (0.141) istatiksel olarak önemli (p<0.001) 
olduğu gözlemlendi. Bu değerler ışığında bütün lo-
kuslar açısından HWE’den sapma olduğu belirlendi. 
Populasyonlar arası varyasyonun tespiti amacıyla he-
saplanan FST değerlerinin 0.024 ile 0.201 arasında de-
ğiştiği gözlemlendi. Bütün lokuslar için hesaplanan 
FST değerinin (0.124) istatistiki olarak önemli olduğu 
(p<0.001) belirlendi (Tablo 3).

Nei’nin (1987) DA genetik uzaklık değerleri (Tablo 3) 
kullanılarak çizilen NJT ağacında Arap ve Freizen po-
pulasyonları farklı birer grup, İngiliz ve Yarım Kan İn-
giliz populasyonları ise birlikte bir grup oluşturmuş-
tur (Şekil 1). FCA grafiğinde de NJT metodunu (Şekil 
1) destekler nitelikte Arap ve Freizen ırklarının fark-
lı birer küme oluşturduğu, İngiliz ve Yarım Kan İngi-
liz at ırklarının ise birlikte kümelendiği görülmekte-
dir (Şekil 2).

 Tartışma 

Genetik çeşitliliğin temel göstergelerinden olan allel 
sayısı (Na), benzer çalışmalara (Tozaki ve ark 2003, 

Giacomoni ve ark 2008, DeAssis ve ark 2009) göre 
daha yüksek bulunmuştur. Diğer çalışmalar ile kar-
şılaştırıldığı zaman genel olarak benzer ortalama Ho 
(0.832) ve He (0.662) değerleri gözlenmiştir. DeAs-
sis ve ark (2009) 9 mikrosatellit lokusu kullandıkları 
bir çalışmada aynı değerleri sırasıyla 0.637 ve 0.711 
olarak belirtmişlerdir. Galov ve ark (2005)’nın 3 fark-
lı at ırkında 9 mikrosatellit ile yaptıkları başka bir ça-
lışmada en yüksek ortalama Ho değeri 0.750, He de-
ğeri ise 0.756 olarak bildirilmiştir. Romanya’nın Hu-
cul atlarında (Georgescu ve ark 2008) ise ortalama 
Ho değeri 0.705, He değeri 0.718 olarak gözlenmiş-
tir. Polimorfizmin temel göstergelerinden olan PIC 
değeri 0.774-0.832 arasında değişmektedir ve ortala-
ma 0.810 olarak hesaplanmıştır. Aynı değer Juras ve 
Cothran (2004) tarafından 0.624-0.748 olarak belirti-
lirken, Jakabova ve ark (2002) 0.473-0.817 olarak be-
lirtmişlerdir. Çalışmada bazı populasyonlarda kullanı-
lan sınırlı sayıda örnek ve lokusa rağmen, genetik çe-
şitliliğin ve genel populasyon parametrelerinin (Na, 
Ho, He ve PIC) diğer çalışmalarla karşılaştırıldığında 
oldukça yüksek olduğu görülmektedir. Bunun sebe-
binin kullanılan mikrosatellitlerin enformasyon gü-
cünün yüksek oluşundan veya Türkiye’nin coğrafi ko-
num açısından göç yolları üzerinde bulunması nede-
niyle gen havuzunun geniş olmasından kaynaklanabi-
leceği sonucuna varılmıştır. 

Kullanılan bütün lokuslar açısından HWE’den sap-
ma olduğu gözlemlenmiştir. Çalışmada belirtilen, po-
zitif ve istatistiki olarak önemli olan FIS değerleri bu 
sonucu desteklemektedir. Bu durum özellikle Arap ve 
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Tablo 2. Populasyonlarda görülen genetik çeşitlilik.

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

AHT04 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 -

Tablo 3. FST (Alt diagonal) ve DA (Üst diagonal) değerleri tablosu.

Populasyon Arap Freizen İngiliz Yarım Kan 
İngiliz

Arap 0.364 0.227 0.399
Freizen 0.167*** 0.325 0.494
İngiliz 0.092*** 0.137*** 0.166
YarımKan
İngiliz

0.144*** 0.201*** 0.024ns

(*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ns: istatiksel olarak anlamlı değil)

Şekil 2. Arap (sarı), Freizen (mavi), İngiliz (Beyaz) ve Yarım Kan İngi-
liz (Gri) poulasyonlarına ait FCA grafiği.

Şekil 1. Neighbor Joinng metodu ile DA ölçütü kullanılarak çizilen 
ağaç (NJT). 
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melez at ırklarında akrabalık derecesinin yüksekliği-
ne bağlı olarak şekillenebilir. Kelly ve ark (2002)’da 
yaptıkları çalışmada benzer bulgulardan bahsetmek-
tedirler.

Populasyonlar arası farklılığın tespiti için hesapla-
nan FST değerleri istatistiki olarak önemli (p<0.001) 
bulunmuştur (Tablo 3). Diğer populasyonlar birbi-
rinden farklı görünürken sadece İngiliz ve Yarım Kan 
İngiliz atları arasında hesaplanan FST değerinin ista-
tistiki olarak önemsiz olduğu belirlenmiştir. Giaco-
moni ve ark (2008) yaptıkları çalışmada FST değer-
lerini 0.008-0.064 olarak belirtmişlerdir. Yapılan di-
ğer bir çalışmada ise (Georgescu ve ark 2008) bu de-
ğerler 0.058-0.186 olarak belirtilmiştir. Benzer şekil-
de gerek NJT metodu ile çizilen ağaçta ve gerekse FCA 
grafiğinde bu iki populasyonun birlikte kümelendiği 
görülmektedir. Bu populasyonların yapısı göz önüne 
alındığında sonucun normal ve yapılan testin güveni-
lir olduğu anlaşılmaktadır.  

Dışlama gücü (DG) değeri hatalı ebeveynlerin ne ka-
dar dışlandığının bir göstergesidir ve testlerin güve-
nilirlik derecesini tanımlamada önemlidir. Bu çalış-
mada 5 lokus için hesaplanan toplam DG-1 değerinin 
0.9680, DG-2 değerinin ise 0.9960 olduğu (Tablo 2) 
gözlenmiştir. Juras ve Cothran (2004) 3 farklı at ırkın-
da 15 mikrosatellit kullanarak yaptıkları bir çalışma-
da total DG değerinin, her ırk için farklı olarak 0.9991 
ve 0.9999 arasında değiştiğini belirlemişlerdir. Ben-
zer şekilde Tozaki ve ark (2001) 7 ve 8 mikrosatel-
lit kullanarak toplam DG değerini yaklaşık 0.5000 ola-
rak bulurken, 15 mikrosatellit kullanarak total DG de-
ğerini 0.9999 olarak belirlemişlerdir. Marklund ve ark 
(1994) 8 mikrosatellit kullanarak farklı at ırklarında 
yaptıkları çalışmada ise toplam DG değerini 0.9600-
0.9900 arasında bulduklarını bildirmektedirler. Bu 
çalışmaya benzer olarak 6 mikrosatellit kullanılarak 
yapılan bir çalışmada (Jakabova ve ark 2002) ise top-
lam DG değeri 0.9980 iken, aynı çalışmada 5 mikrosa-
tellit kullanılarak hesaplanan DG değeri 0.9840 olarak 
bildirilmiştir. Luis ve ark (2002) ebeveyn testi için kan 
grubu, protein polimorfizmi ve mikrosatellit metodu-
nu karşılaştırmışlar ve 6 mikrosatellit kullanarak top-
lam DG değerini Sorraia atlarında 0.8850, Lusitano ır-
kında ise 0.9960 olarak bulmuşlardır. 

Yukarıda verilen örneklerden de anlaşılacağı gibi, kul-
lanılan mikrosatellit sayısı DG değerlerinin yüksek 
oluşunda önemli bir etkendir. Sunulan çalışmada göz-
lenen DG değerleri her ne kadar daha çok sayıda mik-
rosatellit kullanılarak yapılan çalışmalara göre düşük 
olsa da, benzer sayıda mikrosatellit kullanılan çalış-
malara göre çok daha güvenilir sonuçlar vermesi açı-
sından önem arz etmektedir. 

 Öneriler

Sunulan çalışmada, oluşturulan test paneli hem ge-
netik çeşitlilik, hem de dışlama gücü verilerine bakıl-
dığında kimliklendirme çalışmaları için oldukça kul-
lanışlı ve sağlıklı sonuçlar vermektedir. Her ne kadar 

kullanılan mikrosatellitlerin enformasyon gücü yük-
sek olsa da akrabalık oranlarının fazla olduğu popu-
lasyonlarda daha kesin sonuçlar almak için panelde 
kullanılacak mikrosatellitlerin sayılarının arttırılma-
sı yerinde olacaktır. Ancak yukarıda da tartışılan iş 
gücü, ekonomik ve teknolojik gelişmeler dikkate alın-
dığında bu tür çalışmalar için kapillar elektroforez ve 
fragman analizi yönteminin kullanılması daha avan-
tajlı görünmektedir.
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