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Ozet: Mikrosatellitler genom igerisinde, mono, di, tri yada tetra niikleotid permutasyonlarin her
hangi bir formu seklinde tandem olarak tekrarlanan (tandem repeated) ve polimorf &zellik
gosteren kisa DNA sekanslaridir.

Bir ¢ok omurgali genomunda goriilen mikrosatellitlerin temel motifi (CA), dir. Mikrosatellit
teknigiyle yapilan marker destekli seleksiyon, dogumla beraber uygulanmasi miimkiin yasa ve
cinsiyete bagimli olmaksizin uygulanabilen bir yontemdir. Bu agidan genetik ilerleme
formiiliinde kullanilan faktdrleri etkileyerek daha etkin ve giivenilir bir seleksiyon uygulamasini
miimkiin kilmaktadir.

Anahtar sozciikler: Mikrosatellitler, Marker destekli seleksiyon, PCR, Genom analizi
Microsatellites and Their Usage

Abstract: Microsatellites are iterated DNA sequences which are polymorphe and built up by any
permutation of mono-, di-.tri- or tetranucleotide motifs. The motif (CA)n is the most common
variant in most vertabrates.

Selection based on markers can be made indepently of sex or age. In that case marker assisted
selection affect the factors in formel of genetic gain and increases intensity of selection.
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Giris

Gegtigimiz 50-60 yil igerisinde hayvan 1slahinda temel olarak kantitatif genetik
yontemler kullanilmistir (Sellier, 1994). Bu donemde 1slah konusu hayvanlarla ilgili
genetik bilgiyi yapisinda sakli tutan DNA nin farkli boliimlerinin verim 6zellikleri yada
onemli genetik hastaliklarla iliskisi tam olarak anlagilamamisti. Bu durum giiniimiizde
de yapisini biiyiik oranda korumaktadir. Kantitatif genetik alaninda hayvanin damizlik
degerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan genetik-istatistik yontemler, hayvanin
kompleks genetik yapisini ancak kismen hesaba katmakta ve bazi kiigiik gen etkilerini
hesaba katmamaktadir. Buna ragmen bu yontemlerle hayvan islahi alaninda biiyiik
ilerlemeler saglanmistir.

Giliniimiizde molekiiler genetik yontemler, hayvanlarin genetik enformasyon yapisini
belirlemeyi ve hangi genetik kokenli hastalifin yada ekonomik 6neme sahip verim
ozelligin hangi genler tarafindan kontrol edildiginin anlagilmasini olasi kilmaktadir
(Gelderman, 1988; Schwerin, 1997). Molekiiler genetik alanindaki iki temel gelisim bu
durumu miimkiin kilmistir. Tlk olarak 1985 yilinda polimeraz zincirleme reaksiyonu
(polymerase chain reaction, PCR) araciligiyla DNA’nin kiigiik bir pargasinin 1s1
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siklusunun  kontrollii olarak degistirilmesiyle in vitro olarak g¢ogaltilabileceginin
bulunmasi ve ikinci olarak, 1989 yilinda yine PCR araciligiyla genom igerisinde tandem
olarak tekrarlanan (tandem repeated) DNA sekanslarmin bulundugu ve bunlarin
polimorf oldugunun yada yiiksek diizeyde allelik varyasyon gosterdiginin bulunmasi
hayvan 1slahinda ve tip alaninda kalitim hastaliklarina neden olan genlerin bulunmasi
alaninda yeni ¢igirlar agmustir (Neitzel, 1989).

Marker Destekli Seleksiyon

Kantitatif genetikte kullanilan genetik-istatistik modeller hayvanin damizlik degerinin
belirlenmesinde temel lokuslar tizerindeki gen etkilerinden yola ¢ikmakta ve baz1 kiigiik
gen etkilerinin hesaba katilmasini olasi kilmamaktadir. Ayrica genotip ile fenotip
arasinda lineer bir iligki kurulmaktadir (lineer model). Bu bilgiler her kosulda dogru
olmayabilmektedir.

Seleksiyonda 6nemli kriterlerden birisi, seleksiyonla elde edilen genetik ilerlemedir.
Genetik ilerleme genel olarak asagidaki gibi formiile edilebilir,

AG=1PcA/t
Burada
i = Seleksiyon yogunlugu
P = Seleksiyon kriterleri ile ger¢ek damizlik degeri arasindaki korelasyon
t = kusak aralig1

Genom analizi sonucu oOlgiilen kantitatif karakter lokus (QTL) yada genlerden elde
edilen genetik bilgilerin kullanimiyla genetik ilerleme formiiliinde kullanilan bu i
faktorde etkilenmektedir.

Marker destekli seleksiyon yasa ve cinsiyete bagimli olmaksizin yapilabilmektedir ve
bu nedenle seleksiyon yogunlugunu kantitatif yonteme goére daha etkili kullanmay1
miimkiin kilmaktadir. Ote yandan marker destekli seleksiyon kantitatif genetik
yontemlerinde kullanilan bilgilere ek olarak destekleyici bilgiler sunmaktadir, bu
nedenle gercek damizlik degerin tahmin edilmesindeki performansi artirmaktadir. Bir
diger avantaj ise kusak araligmin seleksiyon ilerlemesine olan etkisinin
iyilestirilmesidir. Marker destekli seleksiyonda, hayvanla ilgili genetik bilgiler dogumla
birlikte yada ¢ok gen¢ yasta elde edilebilir bu nedenle hayvanin verim zamanini
beklemeye gerek kalmadan gerekli seleksiyon uygulanabilir (Sellier, 1994).

Mikrosatellitlerin Genom Analizinde Kullanilmasi

Mikrosatellitler genom igerisinde mono, di, tri yada tetra niikleotid permutasyonlarin
herhangi biri seklinde tandem olarak tekrarlanan (tandem repeated) kisa DNA
sekanslaridir (Ellegren, 1993) Mikrosatellitlerin 6nemli bir &zellikleri polimorf
olmalaridir. Mikrosatellitler temel olarak tiim populasyon icerisinde benzer 6zellikler
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gostermesine ragmen bireyden bireye kiigiik farkliliklar gostermektedirler
(Catherine,1992). Bu polimorfizm tarzi mikrosatellitlerin genom analizi ve gen
kartlarinin ¢ikarilmasi alanlarinda kullanimlarimi uygun hale getirmektedir. Bir ¢ok
omurgali hayvanda bulunan mikrosatellitlerin temel motifi (CA)n dir. Mikrosatellitler
genom icerisinde rast gele dagilmislardir.

Metot

Mikrosatellitler araciligiyla genotipin belirlenmesi 4 basamak olugsmaktadir. Saglikli ve
giivenilir veri elde edilebilmesi bakimindan her basamak iizerinde titizlikle durulmasi
gerekmektedir. Bu basamaklar su sekilde siralanabilir.

1. DNA izolasyonu

2. PCR

3. Elektroforez

4. Verilerin elde edilmesi ve degerlendirilmesi.
DNA Izolasyonu

Molekiiler genetik amaglarla kullanilacak olan DNA’nin elde edilmesi i¢in kullanilacak
metodun miimkiin oldugunca yiiksek molekiillii ve proteinlerden arindirilmig bir
izolasyon saglamasi gerekmektedir. Bu anlamda iki nokta iizerinde durmak
gerekmektedir.

1. Hiicreden DNAsin inaktive edilmesi ve bu esnada mekanik etkilerden — miimkiin
oldugunca kagmilmasi. Yiiksek derecede mekanik etki spesifik olmayan DNA
fragmentlerinin olugmasina yol agmaktadir.

2. Elde edilen DNA’nin enzimlerle kolayca reaksiyona girebilmesi igin proteinlerden
tamamen armdirilmasi gerekmektedir.

S6z konusu ozellikleri saglayabilmek icin temel olarak ii¢ asamali bir isleme ihtiyag
duyulur. Bunlar ilk olarak hiicrelerin agilip, DNA nin serbest hale getirilmesi ve
proteinas-k araciligiyla DNAslarin inaktive edilmesi yoluyla DNA nin proteinlerinden
bagimsiz hale getirilmesi. Tkinci olarak fenol-kloroform kullanmak suretiyle
proteinlerin uzaklastirilmasi ve son olarak DNA nin optik aletlerle 6l¢iiliip, kalitesinin
belirlenmesi.

PCR

Polimeras zincir reaksiyonu (polimerase chain reaction), belirli reaksiyon
komponentlerinin belirli oranlarda bir araya getirilip isi siklusunun kontrollii olarak
degistirilmesiyle, in-vivo DNA replikasyonunun yapay olarak (in-vitro)
gergeklestirilmesi seklinde tanimlanabilir. Reaksiyon i¢in gerekli olan komponentler,
tek iplikgikli DNA (denatiire edilmis DNA), oligoniikleotitler (primers),
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desoksiniikleotid trifosfat (AINTPs) ve DNA polimeraz enzimi gibi komponentlerdir.
PCR baslica ii¢ basamaktan olusan siklusun tekrarlanmasiyla ger¢eklesmektedir.

1. DNA’nin denatiire edilmesi

DNA 94-95 C° birkag dakika 1sitildig1 zaman denatiire olup iplikgikleri birbirinden
ayrilir. Denatiire olmus DNA reaksiyonun ilerleyen agamalarinda hi¢ bir zaman tekrar
renatiire olmaz.

2. Oligoniikleotidlerin DNA ile baglant: kurmast

Oligoniikleotitler (primers), DNA nin belirli bir bdlgesini taniyip o bolgeyle reaksiyona
girebilen ardisik niikleotitlerdir (Chan, 1994). Oligoniikleotitler DNA nin belirli bir
bolgesini tantyip o bolgeyle reaksiyona girerek kesebilmek igin belirli bir sicakliga
(annealing temperatur) ihtiya¢ duyarlar. Bu sicaklik her oligoniikleotidin igerdigi
niikleotit sayisina gore degisim gdsterir. Iyi bir PCR iiriinii elde etmede en Onemli
faktorlerden bir oligoniikleotitlerin reaksiyona girmek igin gereksinim duydugu
optimum sicaklik derecesidir.

Bir oligoniikleotitin reaksiyona girmek icin gereksinim duydugu optimum sicaklik
derecesi agagidaki formiile gére hesaplanabilir.

AT=2x(A+T)+4x(G+C)

AT = optimum reaksiyon 1si1s1

A = Adenin, T = Timin, G = Guanin, C = Sitozin
3. Yeni DNA zincirinin elde edilmesi

PCR reaksiyonunun {iiglincii ve son basamaginda polimeraz enzimi araciliiyla yeni
DNA zincirleri {iretimi baglar.

S6z konusu PCR basamaklar: ortalama olarak 25-35 kez tekrarlanmak suretiyle islem
tamamlanmis olur. PCR reaksiyonun da kullanilan arag gereglerin temiz olmasi dzel bir
Onem tasir.

Elektroforez

DNA zincirlerinin elektroforezi i¢in agaros ve poliakrilamid jelleri kullanilmaktadir.
Her iki jel tiirii de hem DNA analizleri hem de niikleik asit preparatlarinin kazanimi i¢in
kullanilmaktadir- Poliakrilamid jeller agaros jolelerle karsilastirildiklarinda daha fazla
aywrict Ozellige sahiptirler. Elektroforez sirasinda fosfat gruplari iyonize edilir ve
poliniikleotitler polianyon seklinde geride kalirlar. Bu poliniikleotitler elektroforez
sirasinda yiiksek voltajin etkisiyle katottan anota dogru yolalirlar. Katottan anota dogru
hareketin hiz1 molekiiler biiyiikliige gore degisim gosterip kiiciikk molekiiller daha hizli
biiyiilk molekiiller daha yavas ilerlemektedirler. Bu 6zellikten yararlanarak DNA
kesitlerinin biyiikliigii ol¢lilmektedir. Ancak bu Olciimiin yapilabilmesi igin daha
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Onceden biiylikliigii bilinen standart bir 6rnegin 6l¢iimii yapilacak olan diger DNA larla
birlikte elektroforeze tabii tutulmasi gerekmektedir.

Gilinliimiizde bilgisayar uyumlu elektroforez cihazlart piyasada bulunmakta ve
poliakrilamid jeller ya dokiime hazir ¢ozelti yada kullanima hazir joleler olarak
pazarlanmaktadir.

Verilerin elde edilmesi ve analizi

Elektroforez sonucu elde edilen poliakrilamid jeller klasik yonteme gore giimiis boyama
yontemiyle (silver staining) degerlendirilebilirler. Fakat giiniimiizde piyasada bulunan
bilgisayar uyumlu elektroforez cihazlarinda daha elektroforez asamasinda DNA
molekiillerinin fotograflarini otomatik olarak ekran iizerinde goriintiilemekte ve bellege
kaydetmektedir. Bu fotograflar daha sonra ozel analiz programlariyla ve birlikte
elektroforeze tabii tutulan ve uzunlugu bilinen standart 6rnek yardimiyla analiz edilerek
hangi DNA nin ne kadar uzunlukta bir mikrosatellit icerdigi molekiiler agirlik yada baz
cifti cinsinden hesaplanir. Elde edilen bu veriler istatistik programlar araciligiyla test
edilerek s6z konusu mikrosatellitin herhangi bir verim 6zelligi yada genetik hastalikla
iliskili olup olmadig1 belirlenir.

VERILERIN
DOKUMANTAS
YONU

KIL DOKU

DNA-KAZANIMI

ELEKTROFOREZ

Sekil 1. Mikrosatellit tekniginin uygulama asamalari
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Sonug¢

Mikrosatellitlerin belirli bir tiir igerisinde polimorf olmalari ve temelde benzer olmasina
ragmen bireyden bireye kiigiik farkliliklar igermeleri molekiiler genetik alaninda marker
olarak kullanilmalarim1 uygun hale getirmektedir. Hayvan 1slahinda seleksiyon en
6nemli alanlardan birini olusturmaktadir. QTL yada genlerin, hayvanlarin damizhik
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan modellere dahil edilmesi damizlik degerin daha
giivenilir hesaplanmasimi saglamaktadir. Hayvanin genetik yapisi daha yasaminin
basinda analize hazir oldugundan bu yontemin ¢ok erken yasta (yasa bagli olmaksizin)
uygulanabilmesini olas1 kilmaktadir. Gelecekte birgok lokusun belirlenmesiyle birlikte
hayvan 1slahinda marker destekli seleksiyondan biiyiik oranda yararlanilacaktir.
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