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Ozet: At yetistiriciliginde, hayvanin gergek degerinin belirlenmesi, soy kiitigt kayitlari, bilimsel galismalar ve adli olaylarda ebeveyn
ve birey tespiti 6nem arz etmektedir. Bu amagla DNA teknolojisi yaygin olarak kullaniimaktadir. Sunulan bu ¢alismanin amaci, T.C. Kars
Cumbhuriyet Bassavciligi Hazirlik Birosu tarafindan génderilen kisrak at ve yavru ata ait kan ve kil drneklerinden DNA diizeyinde ebeveyn
tayini ile ana-yavru iligkisinin belirlenmesidir. Kan ve kil 6rneklerinden DNA izolasyonu sonrasi, Uluslararasi Hayvan Genetigi Dernegi
(ISAG) tarafindan tavsiye edilen 10 adet mikrosatellit lokusu kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yapilmistir. Yikseltgenen
PZR urinleri Beckman Coulter CEQ-8000 Genetik Analiz sistemine yiiklenerek kapiller elektroforez ve fragman analizi sonucunda her
bir markére ait allel ve genotipler belirlenmistir. Sonuglar ortak allel yéniinden degerlendirilmistir. Calismada Kil-2 6rnegi kullanilarak
yapilan analizlerden herhangi bir PZR trina ve allel elde edilememistir. Bu 6rnegin detayli incelenmesi sonucunda kil kdklerinin
bulunmamasi, érnekleme ¢alismasinin makas ile yapildigini distindirmektedir. Kil-1 ve Kan-2 érneklerinde ayni allellerin gézlenmesi,
bu 6rneklerin ayni bireye ait oldugunu gostermektedir. Kan—1 ve Kan-2 érnekleri AHT04, HMS02, HMS03, HTG06 ve VLH20 mikrosatellit
lokuslarinda en az birer ortak allele sahiptir. Ancak, AHT05, HMS06, HTGO07 ve HTG10 lokuslarinda ortak allellerin bulunmamasi
calismaya konu olan atlarda ana-yavru iligkisinin bulunamayacagi kanaatini olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: At, DNA, Ebeveyn Tayini, Mikrosatellit Markor

Summary:Parentage testing is critically important in horse breeding for actual evaluation of an animal, stud registrations, forensic studies
and scientific researches. For this reason, DNA technology is widely used. The objective of this study is to determine genetic relationship
between a mare and a foal by using blood and hair samples that were sent by the Attorney Generalship of Kars Province. DNA isolations
were performed by using blood and hair samples. DNA samples were amplified at 10 horse microsatellite loci which were selected from
a list suggested by International Society of Animal Genetics (ISAG). The resulting polymerase chain reaction (PCR) products were
separated by capillary electrophoresis using a Beckman Coulter CEQ- 8000 Genetic Analysis System. Allele scoring was accomplished
based on their base-pair size by fragment analysis and genotypes were determined each loci. Genotype data were evaluated based
on common alleles. PCR products and so allele peaks were not determined for hair sample-2. When this sample was examined in detail,
no hair roots were observed, which suggested that sampling was performed by a scissor. The same genotypes were observed between
hair sample-1 and blood sample-2, therefore they belonged to the same animal. At least one common allele was observed at each
AHTO04, HMS02, HMS03, HTGO06 and VLH20 loci for blood samples 1 and 2. On the other hand, common alleles were not determined
for AHT05, HMS06, HTGO7 and HTG10 microsatellite loci. These results suggested that no paternity is possible between the mare and
the foal.
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Giris fiziksel markérler kullaniimaktadir. 1960 yillardan
sonra Mendel kalitimi gésteren farkh atlara ait kan
grubu (A, C, D, K, P, Q, U) ve protein (A1B, ALB, ES,
GC, HBA, PGM, PGD, TF) sistemleri kesfedilmis ve
ebeveyn tayini ¢alismalarinda kullaniimistir. Ebeveyn
testlerinde, bir populasyonda bulunan rasgele bir

At yetistiriciligi insanlik tarihinde énemli bir yere
sahiptir. Ancak, son zamanlarda makinelesmenin
artmasi sonucu atlar artik yaygin olarak spor, yaris
ve eglence hayvanlari olarak kullaniimaya
baslanmistir. Tirkiye’nin kirsal bélgelerinde atin is

gliciinden halen yararlaniimaktadir.

At yetigtiriciliginde soy kutugu kayitlari, bilimsel
calismalar ve adli olaylarda ebeveyn ve birey tespiti
Onemlidir. Ebeveyn tayini ¢calismalarinda “benzer
benzeri meydana getirir” ilkesi ile don, nisane gibi

bireyin potansiyel ebeveyn olasiliginin diglanmasi ve
testlerin glvenirliginin tespitinde istatistiksel olarak
Digslama Gici (DG; Exclussion Power)
kullaniimaktadir (Jamieson, 1965). Farkli at irklarinda
15 adet kan grubu ve protein sistemi kullanilarak
0,960-0,980 DG elde edilmistir (Bowling, 2001). Bu
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amacla Uluslararasi Hayvan Genetigi Dernegi (ISAG;
International Society of Animal Genetics) tarafindan
standartlar gelistirilmistir. Ancak kan grubu ve protein
markdr sistemlerinin belli kromozomlar Uzerinde
yogunlasmasi, polimorfizm degerlerinin nisbeten
disik olmasi, spesifik olarak kan &érneklerine
gereksinim duyulmasi, is yukinin agir olmasi ve
analizlerin uzun zaman almasi gibi dezavantajlari
bulunmaktadir (Kurar, 2001).

DNA teknolojisi ve molekiler biyolojideki hizli
gelismeye paralel olarak daha ekonomik, kolay ve
polimorfik olmalarindan dolayi 6zellikle polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) temelli DNA markér sistemleri
tercih edilmeye baslanmistir.

Genel olarak 1-6 bg (baz ¢ifti) motiflerin
tekrarlanmasi ile meydana gelen mikrosatellit
markdrler (Weber ve May, 1989), genomda ortalama
40000 bg¢ sikhiginda bulunmaktadir. Bu tekrar
boélgelerini kusatan DNA dizileri, tar iginde ayni
olmasina ragmen tekrar dizilim sayilari bireyler hatta
homolog kromozomlar arasinda dahi farkliliklar
gOsterebilmektedir. Mikrosatellitler genomda yaygin
olarak bulunmalari, oldukga yiiksek oranda polimorfizm
gdstermeleri, PZR teknolojisi ile kolayca analiz
edilebilmeleri, ko-dominant 6zellikte olmalari nedeniyle
genetik linkage analizleri, gen haritalarinin
olusturulmasi, popilasyonlarin molekller dizeyde
analizi, kantitatif gen ve kromozom bélgelerinin tayini,
molekiler 1slah, filogenetik galismalari ile adli tipta
birey ve ebeveyn tayini ¢calismalarinda tercih edilen
markdr sistemi olmustur (Kurar, 2001).

Mikrosatellit markérler kullanilarak at (Binns ve
ark., 1995a; Bowling ve ark., 1997; Tozaki ve ark.,
2001; Luis ve ark., 2002; Lee ve Cho, 2006), kedi
(Lipinski ve ark., 2007; ¢laska ve ark., 2007) sigir
(Heyen ve ark., 1997), képek (Binns ve ark., 1995b;
DeNise ve ark., 2004), koyun-kegci (Luikart ve ark.,
1999), domuz (Rohrer ve ark., 2007), geyik (Bonnet
ve ark., 2002) ve balik (Villanueva ve ark., 2002)
turlerinde ebeveyn tayini ¢galismalarinda kullanilan
paneller olugturulmustur.

Bu calismanin amaci T.C. Kars Cumhuriyet
Bassavciligi Hazirlik Birosu tarafindan génderilen
kisrak ve yavru ata ait kan ve kil érneklerinden DNA
seviyesinde ebeveyn tayini ile ana-yavru genetik
iliskisinin belirlenmesidir.

MATERYAL ve METOD
Materyal

Calismanin materyalini, T.C. Kars Cumhuriyet
Bassavcilii Hazirlik Birosu tarafindan S.U. Veteriner
Fakiltesine gdnderilen kisrak ile yavrusu oldugu iddia
edilen taya ait kan ve kil érnekleri olugturmaktadir.

DNA izolasyonu
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Fermentas Genomik DNA izolasyon Kit'i (Katalog
# K0519) ve uretici firma tarafindan tavsiye edilen
protokol kullanilarak K3-EDTA'lI kan érneklerinden
DNA izolasyonu yapilmistir. Kil érneklerinden ise
kaynatma yoéntemi ile DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir (Anonim, 2008). Yaklasik 20 adet
kil kéku eppendorf tiplere konuldu ve Gzerine 50ml
200mM NaOH eklenip 94°C de 10 dakika bekletilmigtir.
Ornekler oda isisina kadar sogutulup {zerine 50ml
200mM HCI eklendi ve PZR analizlerine hazir hale
getirilmigtir.

Mikrosatellit Markorler

Calismada kullanilan mikrosatellit lokuslari ISAG
tarafindan tavsiye edilen listeden segilmistir (Hoffmann
ve ark., 2004). Kapiller elektroforez ve fragman
analizinde kullanilmasi amaciyla her bir lokusun
forward primeri Beckman Coulter CEQ-8000 Genetik
Analiz Sistemine uygun WELL-RED (D4, D3 veya
D2) floresans ile isaretlenmistir. Polimeraz Zincir
Reaksiyonu oligolari Sigma-Proligo tarafindan
sentezlenmistir (Tablo 1).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu protokoll olarak
bir reaksiyonunda 1x Mg++ free PCR buffer
(Fermentas), 200 mM dNTP (Fermentas), 1.5 mM
MgCl++, 0.375 Unite Taq polimeraz (Fermentas), 5
pM her bir primer ¢ifti (Tablo 1) ve 2ml kan ve kil
orneklerinden izole edilen DNA template olarak
kullanildi. Her bir PZR reaksiyonu, toplam 15 pl
hacimde hazirlandi.

Polimeraz zincir reaksiyonlari, BioRad MyCycler
ve touchdown PZR profili kullanilarak iki asamada
gerceklestirildi. 95°C’de 4 dakika ile tam bir
denatirasyon sonrasi |. asamada 16 déngu igin
94°C’de 30 saniye denatlirasyon, primerlerin ideal
baglanma noktasinin saglanmasi i¢in 60°C’den
baslayarak her bir déngide 0,5°C disurdlen ve 30
saniye siren annealing ve 72°C’de 30 saniye
elongation saglandi. ikinci asamada 94°C’de 30 saniye
denatlirasyon, 52°C’de 30 saniye annealing ve
72°C’de 30 saniye elongation olacak sekilde toplam
25 dongi kullanildi. Son olarak érnekler 72°C’de 10
dakika tutularak tam bir adenilizasyona olanak
saglandi.

Kapiller Elektroforez ve Fragman Analizi

Floresans WELL-RED igaretli primerler (Tablo
1) kullanilarak yikseltgenen 0,5 pl PZR Grlnine 25
pl formamide igeren SLS (Sample Loading Solution)
ve S-400 DNA standardi eklenmistir. Selguk
Universitesi Veteriner Fakiltesi, Biyokimya Anabilim
Dalinda bulunan Beckman Coulter CEQ-8000 Genetik
Analiz Sistemi kullanilarak kapiller elektroforez iglemi
uygulanmistir. Kapiller elektroforez islemlerinde FRAG-
3 yontemi (95°C’de 2 dakika denatiirasyon, 2.0 kV’da
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No Lokus Kromozom  Prumer Sekanst (5'-=3") Allel Igaretleme

1 AHTO4 24 aaccgcctgageaaggaagt 140-170 D4
cccagagagtttacect

2 AHTOS 8 acggacacatcectgectge 130-146 D3
geaggcetaagggggcteage

3 ASBO2 15 cetteegtagtttaagetictg 222-254 D3
cacaactgagttctetgatagg

4 HMS02 10 acggtggcaactgceaaggaag 218-238 D2
cttgcagtegaatgtgtattaaatg

5 HMS03 9 ccaactctttgtcacataacaaga 150-170 D2
ccatectcacttttteactttgtt

6 HMS06 4 gaagcetgecagtattcaaccattg 153-169 D3
ctecatetigtgaagtgtaactca

7 HTGO6 15 celgetiggaggcelgtgataagat 70-107 D3
gitcactgaatgtcaaatictget

8 HTGO7 4 cctgaageagaacatecctecttg 118-130 D2
ataaagtgtctgggocagagetget

9 HTG10 21 caattceegecccacceceggea 92-112 D2
tttttattctgatetgtcacattt

10 VLH20 30 caagtcctettacttgaagactag 86-106 D4

aactcagggagaatcticcteag

Table 1. Caliymada kullanlan milkvosatellit lokuslar, PZR primerleri. (D2: siyah: D3: yesil: D4: mavi)

30 saniye injeksiyon ve 50°C kapiller isisinda 6 kV'da
35 dakika seperasyon) ile ayristiriimistir. FragTest
programi kullanilarak markér allelleri ve genotipleri
her mikrosatellit lokusu igin belirlenmigtir. Orneklere
ait genotipler ortak allel yéniinden degerlendirilmigtir.

BULGULAR ve SONUC

Sunulan galismada, T.C. Kars Cumhuriyet
Bassavciligi Hazirlik Birosu tarafindan génderilen
ve hazirlik agsamasinda olan bir dava igin, iki farkli
ata ait kan ve kil 6rneklerinden DNA testi yardimiyla
genetik olarak ana-yavru iligkisinin olup olmadigi
istenmistir.

Bu calismada, DNA &rnekleri ISAG tarafindan
tavsiye edilen mikrosatellit markérleri (Hoffmann ve
ark., 2004) kullanilarak PZR ile ylUkseltgenmisgtir.
Markdr allellerinin tespiti amaciyla PZR Urlnlerine
son yillarda yaygin olarak kullanilan kapiller
elektroforez ve fragman analizi yapilmistir. Kil-2
orneginden tekrarlanan analizlerde herhangi bir PZR
arinl ve allel piki gézlenmemistir (Tablo 2). Ayrica
Kil-2 DNA 8rneginin 260-280 nm UV incelenmesinde
DNA varligi saptanamamistir. Kil-2 &rneginin
mikroskobik incelenmesinde kil kdklerinin (folikal)
bulunmamasi, érnekleme calismasinin makas ile
kesilerek yapildigini disundirmektedir. Tdm
Orneklerde ASB02 lokusu igin PZR drunleri elde
edilememistir.

Analyavru iliskisinin istendigi bu calismada
aygirin genotipinin olmamasi nedeniyle kisrak ve
yavrunun her lokusda en az birer allelin ortak olmasi
gerekmektedir (Sekil 1). Kan-2 ve Kil-1 drneklerinin
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genotiplerinin ayni olmasi bu iki drnegin ayni bireye
ait oldugunu gostermektedir. Kan-1 ve Kan-2 érnekleri
5 mikrosatellit lokusunda (AHT04, HMS02, HMSO03,
HTGO06 ve VLH20) en az birer ortak allele sahiptir
(Tablo 2). Ancak, AHT05, HMS06, HTGO07 ve HTG10
lokuslarinda ortak allellerin bulunmamasi ¢alismaya
konu olan atlarda ana-yavru iliskisinin
bulunamayacagini tavsiye etmektedir.

Bu calismada, PZR ile yukseltgenen 9 lokusa
ait fragman analizleri sonucunda davaya konu olan
atlarda ebeveyn iligkisi arastirilmigtir. Kullanilan bu
panelin dislama gict (DG) Tarkiye’de henlz
arastinimamistir. Nizamlioglu ve ark. (2006), LEX33,
HMS06, HMS02, HTG10 ve AHTO04 lokuslari ile
olusturulan panelin toplam DG degerini 0,996 olarak
bildirmiglerdir. ASB02, HMS03, HTG04, HTG10 ve
VLH20 lokuslari, Portekiz yerli at irklarinda toplam
0,885 ile 0,996 DG’ne sahiptir (Luis ve ark., 2002).
Bu galismada LEX33 (Nizamhoglu ve ark., 2006) ve
ASBO02 (Luis ve ark., 2002) hari¢ diger lokuslar
kullaniimistir. Ancak, bu ¢alismada kullanilan diger
lokuslarin da yeterli DG saglayacagdi tahmin
edilmektedir. Nitekim 14 mikrosatellit ile 0,998 (Lee
ve Cho, 2006), 15 mikrosatellit lokus ile ise 0,999
(Tozaki ve ark., 2001) DG bulunmustur.

TESEKKUR

Bu calismada Selguk Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri (BAP) Koordinatdrligu (2002/058)
ve TUBITAK (TOVAG 1040464) destekli projelerin
alt yapilar kullaniimigtir. Veteriner Hekim Yusuf
OZSENSOY, TUBITAK-KAMAG 106G 114 projesi
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Ornekler

Lokus Kan-1 Kan-2 Kil-1 Kal-2

AHTO4 142 146 142 1506 142 156 0 0
AHTO5 130 130 132 134 132 134 0 0
ASBO2 0 0 0 0 0 0 0 0
HMNS02 223 227 227 237 227 237 0 0
HMS03 150 168 166 168 166 168 0 0
HMS06 158 168 160 166 160 166 0 0
HTGOG6 78 94 90 94 90 94 0 0
HTGO7 125 130 e 127 e 127 0 0
HTG10 101 107 103 103 103 103 0 0
VLH20 38 106 9% 106 96 106 0 0

Table 2. Fragman analizi sonucu elde edilen mikrosatellit allel ve genotipler. Kan-1 ve
lcan-2 érneldermde ortal: alleller italik: olaralk saretlenmustir
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Sekil 1. Kan-1 ve Kan-2 érneklerinden PZR ile ylkseltgenen HMS02
lokusu allellerini gdsteren elektroferogram. WELL-RED D2 (siyah) ile
isaretlenmis HMS02 ve S-400 DNA standardina ait (Beckman Coulter p/n
608098) 220 ve 240 bg pikler gorilmektedir.

tarafindan desteklenmektedir.
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