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QTL TESPITI iCIN HAYVANLARDA KULLANILAN POPULASYONLAR VE
ISTATISTIKSEL METODLAR

Hiiseyin DAS

OZET

Kantitatif karakterler kesikli degildir, siireklilik gosterir ve ¢ok sayida genin toplamali etkileri tarafindan
kontrol edilen karakterlerdir. Kantitatif karakterleri kodlayan genlerin, kromozom iizerinde bulundugu bdlgelere
ise kantitatif karakter lokuslar1 (QTL) ad1 verilmektedir. Kantitatif karakterler hayvanlarda genellikle verim ile
ilgili karakterler oldugundan dolayi, seleksiyonda kullanmak iizere, arastirmacilar icin QTL kesfi ilgi odagi
olmustur. Diinya’da yaygin bir sekilde arastiritlan QTL’ler ne yazik ki Tiirkiye’de ¢ok fazla uygulama ve calisma
alan1 bulamadi. Bunun nedeni biiyiikbas ve kiigiikbas hayvanlarda sistemli kayitlarin iilke ¢apinda tutulmayist ve
kanatlilar igin ise fazla zaman, emek ve maliyet gerektiren bir konu olmasindandir. Bu derlemede QTL tespiti
calismalarinin nasil planlandigi, uygulandigi, dikkat edilmesi gereken konular, en ¢ok karsilasilan sorunlar,
kullanilan popiilasyon yapilari, istatistiksel veri analiz yontemleri ve kullanilan bilgisayar yazilimlar1 tarihi
stireci i¢inde anlatilmaya ¢aligilmistir. Konu ¢izilen grafikler ile anlagilir hale getirilmeye calisilmistir.

Anahtar Kkelimeler: Kantitatif Karakter Lokuslari, Istatistiksel Veri Analizi, Popiilasyon Karakteristikleri

POPULATIONS AND STATISTICAL METHODS USED FOR QTL

DETERMINATION IN ANIMALS
ABSTRACT

Quantitative characters aren’t intermittent, display persistent and controlled by additive effects of
polygenic genes. The locations of genes which code the quantitative characters on the chromosomes are named
quantitative character loci (QTL). Because quantitative characters are associated yield characters, to use in
selection, QTL mining have been center of interest for researchers. The QTL which are researched widely in
earth, unfortunately, have not found sufficiently research field in the Turkey. The reason for that are lack of
recordkeeping systematically in country-wide for cattle and sheep and requiring too time, labor and cost for
chickens. In this review, 1t has been tried to explain in the course of history how QTL mining works are planned,
performed, the subject of be pointed, the trouble most faced, used population structures, statistical data analysis
methods and used computer software. Subject has been tried to be understandable by drawing graphics.
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GIRIS

I. KANTITATIF KARAKTER LOKUSLARI NiCiN TESPIiT EDILIiR?

Insanoglu, genetik biliminin ve temel molekiiler mekanizmalarin kesf edilmesi ile
birlikte, 10.000 yildir insan eliyle siirdiiriilen fenotipe dayali seleksiyondan belirte¢ destekli
seleksiyona yonelmeye baglamigtir (1). Bu tip seleksiyonun baglica yarart kiiciik bir
popiilasyondan alinan bilginin biiylikk popiilasyonlara uygulanabilmesidir. Biiyiik
popiilasyonlarda fenotip Ol¢limii gibi zaman ve sermaye gerektiren islemlere gerek
kalmamasidir.

QTL haritalamasinda amag, istedigimiz bir verim 6zelligini belirleyen genleri bulmak
olabildigi gibi bazen bir hastaliga veya bozukluga yol acan bir veya birkac geni tespit etmekte
olabilir (2). Kantitatif karakterler klasik Mendel dagilimina uymazlar. Bu ylizden Mendel
kalitimiyla aktarilan resesif hastaliklarin tespitinde kullanilan popiilasyon dizaynlarindan daha
farkli dizaynlara ve kullanilan data analiz metodlarindan daha farkli ve kompleks data analiz
metodlarina ihtiya¢ duyarlar (3). Mendel tipi kalitilan resesif karakterlerin tespitinde birkag
birey yeterli olurken QTL analizinde genel olarak alt sinirin 200 birey oldugu bildirilmistir
(4). Mendel tipi genler 6zel bir yetistirme, uzun emek ve zaman alan dlgiimler gerektirmedigi
halde kantitatif karakterlerin tespiti daha fazla zaman, emek ve maliyet kaybina yol acar.
Mendel karakterlerinde oldugu gibi var ve yok seklinde belli olmadig1 i¢in bulunan QTL’ nin
dogrulugu ise kesin degildir (5). Bu kisitlamalarina ragmen, hayvanciligin temelinde verim
alimmas1 oldugundan dolay1 verimi ilgilendiren karakterler hep ilgi konusu olmustur ve bugiin
icin kantitatif karakterleri belirleyen major genler hedef olsa da gelecekte tek tek biitiin
genlerin ve allellerinin hangi 6zelligi ne kadar belirledigine dair detayl haritalar ¢ikarilabilir.
Bugiine kadar gelisen molekiiler genetik, yetistirme, seleksiyon ve istatistik teknikleri ile
birlikte QTL tespitinde gittikge daha giivenilir metodlar gelistirildi ve gelecekte de bu
alanlarda olabilecek gelismelerle gen ve belirteg tespiti daha da kolaylasacaktir. QTL analizi
sonucu aranilan karakteri belirledigi tespit edilen genler daha dnceden ismi, islevi ve dizisi
bilinen bir gen olabilir. Bu genin islevinin bilindigi halde neden bu karakteri etkiledigi
bilinemedigi akla gelebilir. Bunun sebebi hiicrelerde rol alan bazi proteinlerin hiicre i¢indeki
yakin etkisinin biliniyor olmasina ragmen bu gen ve proteinlerin organizma iizerinde degisik
sistem ve verim &zelliklerini nasil etkiledigi ise ayrica arastirilmasi gerektigidir. Ornegin
PRDM16 geni hiicre farklilagmasini sagladig: biliniyor olmasina ragmen tavuklar da viicut

agirhigini da etkiledigi daha sonra yapilan caligmalarla aydinlanmastir (6, 7). QTL tespitinden,
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belirte¢ destekli seleksiyon uygulamalari i¢in, sorumlu genin bulunmasi amaciyla direkt veya
seleksiyon i¢in yalnizca belirtecin tespitiyle dolayli olarak yararlanilabilir (8). QTL
belirlemede su anda kullanilan metodlar baglanti dengesizliginin (linkage disequilibrium)
kullanilmas1 esasina dayanir (9). Bu metodlardaki temel mantik; kullanilan belirteclere ait
alleler ile fenotipik degerlerin karsilagtirilmasi ve hangi allellerin sonraki nesillere istenilen
karakter ile kalitildiginin tespit edilmeye ¢aligilmasidir.

A. Kantitatif Karakter Lokusu Tespinde Is Akis:

QTL tespit calismasina karar verildiginde yapilacak caligmalar1 6zet halinde sunacak
olursak, ilk is hangi tiir i¢in hangi 6zelligi gelistirmek istedigimizin ortaya konulmasidir. Bu
ozellik belirlendikten sonra uygun yetistirme popiilasyonunun olusturulmasi gerekir. Bu
popiilasyonun karar1 ise hayvan tiirline, arastirma biitgesi ve personel is giicii durumuna,
zamana ve calisacagimiz Ozellige gore degisir. Fakat en baglayici olan hayvan tiiriidiir.
Kullanilacak popiilasyon yapist da belirlendikten sonra yetistirme islemlerine baglanarak
popiilasyonlar elde edilir. Daha sonrasinda bu popiilasyonlar lizerinde arastirdigimiz karakteri
dikkatli ve hassas metotlarla 6lgme islemi baslar. Fenotipik Slgiimler devam ederken bir
taraftan da hayvanlarin birey bazinda genotiplendirilmesi yapilir. Bu amagla AFLP, RFLP,
RAPD, SSR veya SNP gibi ¢esitli belirtecler kullanilir (10). Hayvanlar yetistirmeye alinip
istenilen karakterler olciildiikten sonra elde edilen fenotipik ve genotipik verilerin analizi i¢in
ise istatistiksel genetik tekniklerinden yararlanilir. Bu tekniklerde veri olarak hayvanlara ait
fenotipik degerler ve molekiiler belirte¢ sonucglar1 kullanilir. Kullanacagimiz analiz teknigi
popiilasyon yapisina, belirteclere ve arastirmacilarin istatistiksel bilgi diizeyine gore degisir.
Tespit edilen QTL major veya minér olarak siniflandirilabilir (11). Bu siniflandirma QTL
bolgesinin toplam varyasyon iizerindeki etki derecesine goredir ve korelasyon katsayisi (r) ile
belirlenir (12). QTL tespitinde basariy1 etkileyen onemli etkenler; karakteri belirlemek igin
dogru popiilasyon yapisinin segilmesi, belirtec ve fenotip degerlerini alirken ¢ok hassas
davramlmasi, miimkiin oldugunca fenotip iizerinde gevrenin etkisinin azaltilmasidir. Olgme
islemlerinin ¢ok hassas devam etmesi gerekir, hata pay1 (Residual Error) degerini diisiirmek
icin grup tekrarlar1 olusturularak ayri1 ayr1 QTL analizi yapilmasi daha iyidir. Fakat yapilan
isin zorlugundan dolay1 bu pek miimkiin olmaz. Diisiik kalitim derecesine sahip bir 6zellik ile
calisiliyorsa tekrar gruplarint degisik ¢evre sartlarinda denemeye almak kaginilmazdir. Yiizde
elli (% 50) kalitim derecesine sahip karakterler bu is i¢in uygundur (13). Verilerin bilgisayara

girilmesi esnasinda dikkatli olunmalidir, kayip bir data arastirmacinin farkina varmadan tiim
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belirte¢ sirasini degistirmesine sebep olabilir. Popiilasyondaki bireylerin sayis1 ve kullanilan
belirteclerin yogunlugu yani birbirine yakinlig1 ve kapsadigi alan ne kadar fazla olursa
giivenilirlik o kadar artar. Fakat popiilasyondaki birey sayisinin fazla olmasi belirte¢ sayisinin
fazla olmasindan daha onemlidir. QTL bolgesine 5 cm uzaklikta tespit edilecek bir belirteg
giivenle belirteg destekli seleksiyonda kullanilabilir (14). Epigenetik etkilerden dolayr QTL
icin yapilan seleksiyon her zaman tam anlamiyla basariya ulagmayabilir. Diger bir etken de
epistatzis mekanizmasidir. Yani, QTL bolgesinde oldugunu diisiindiiren belirteglerin bazen bir
genin degil bircok genin etkisiyle olusan bir fenotipi belli etmesindendir. Yine bu durumda
QTL i¢in belirteg elde edilecek fakat aranilan gen bulunamayacaktir (15).

B. Hangi Belirtecler Kullanilmahdir?

Belirteclerde, yiiksek oranda polimorfik olmasi, tiim genom boyunca bilgi vermesi,
kodominant olmasi aranilan Ozelliklerdir. Daha o©nceden olusturulmus bilinen belirteg
haritalart1 da uygundur. Bu haritalar tek belirteg c¢esidi kullanilarak olusturulabildigi gibi
birden ¢ok ¢esidin kullanilmasiyla olusturulan konsensiis haritalarda olabilir (16). Kullanilan
belirtecler birinci, ikinci ve ii¢lincii nesil belirtecler olarak adlandirilmaktadir. ilk nesil
belirte¢ sistemlerini (RFLP, RAPD vs.) gelistirilen ikinci nesil belirte¢ sistemleri (SSR) takip
etti (17), bunlar daha giivenilir ve yliksek oranda bilgi verir. Yakin bir zamanda birkag ticari
firmanin piyasaya siirmesi ile yayginlasan ti¢iincii nesil belirte¢ sistemi olan EST’ler ve SNP
cipleri ise su an i¢in ¢ozilinlirliigii en yiiksek, en ¢ok bilgi veren, en giivenilir ve kullanimida
en basit belirte¢ sistemleridir (18). Su anda QTL haritalamada kullanilan en ¢ok kullanilan
belirteg sistemi SNP cipleridir. SSR belirtecleri ise yine kullanimdadir. Diger belirteglerin
QTL analizinde kullanilabilirligi kalmamistir. Belirte¢ yogunlugunu belirlerken kullanilan
belirteg tipi dikkate alinmalidir. Ornegin mikrosatellitler ile calisirken kromozomun uzunlugu
100 ¢cM olarak kabul edildiginde 15-20 cm araliklarla olusturulan belirte¢ yogunlugu idealdir
(14). Bundan daha diisiik yogunluklar basar1 sansin1 artirmaz. SNP gibi fazla miktarda allele
sahip olmayan dolayisiyla bilgi verme yetenegi az olan belirteglerin ¢ok daha yogun bir
sekilde kullanilmasi gerekir. Bunun igin gelistirilen SNP ¢ipleri yardimiyla tiirlere gore tek
seferde 60.000-500.000 belirteg noktas1 incelenebilmektedir (19). Bugilin sigirlar icin
[llumina® Bovine SNP50 v2. ¢ipi 54.609 SNP noktasini, yiiksek ¢oziiniirliiklii Illumina
Infinium® BovineHD BeadChip 777.000 noktayi, tavuklar i¢in gelistirilen Illumina® 60K
Chicken iSelect 352.303 noktay1, 600 K Affymetrix® Axiom® HD ise 580.954 noktay1 tek
seferde inceleyebilmektedir (20-23).
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C. Gen Bilesikligi (Linkage)

Ayn1 kromozom iizerinde bulunan genler bilesiktir. Bu genlerin bilesikligi ancak her iki
gen arasinda bir yerde olacak bir KO ile bozulabilir. QTL tespitinde genlerin bu 6zelliginden
yararlanilir. Molekiiler belirtec hedef QTL bolgesi ile bilesikse bu belirteclere sahip
bireylerde sahip olmayanlara gore fenotipik deger daha yliksek cikacaktir (24). Belirte¢ ve
gen arasinda KO olusan bireylerde ise, yliksek fenotipik degerle belirteclerin alleli arasinda
iligki gortilecektir. Ayn1 kromozom {iizerinde aktarilan belirte¢ ve genler KO bolgesinden
itibaren homolog kromozomdakiler ile yer degistirecektir. KO ile meydana gelen bu sapma
normal dizilen belirteclerden daha az oranda popiilasyonda goriileceginden dolayr normal
kromozomlar, KO tasiyan kromozomlar ve hangi belirtegler arasinda KO olustugu bilgisi
tespit edilebilecektir. Belirteclerin dizilis sirasi bilinirse az olanlarin oranin1 saymaya gerek
kalmaz. Iki belirtec birbirine bilesik ise beraber kalitilma ihtimalleri 1 olur. Eger
bagimsizlarsa beraber kalitilma ihtimalleri 0.5 olur (25). Bagka bir degisle iki gen arasinda
birlikte kalitilma orani1 0.5’e kadar olursa iki genin bagimsiz oldugu ve rekombinasyon ile bu
oranin yiikseldigi, 0.5’ten biiylik olursa aslinda bagimsiz oldugu ve yine rekombinasyon ile bu
orana yaklastig1 kabul edilir. Fakat pratikte oran 0.5’e ¢ok yaklasilmadigi i¢in karismaz.

D. Rekombinasyon Ve Haritama Fonksiyonlar:

KO ile birlikte gen ve belirteclerin sirasinin degismesi rekombinant kromozomlarin
olusmasi ile sonuglanir. Rekombinasyon orani rekombinant bireylerin, genotipi incelenen
toplam bireylere oramdir (Sekil 1). iki gen arasindaki rekombinasyon orani ile bu iki gen aras1
uzaklik cm birimi ile tahmin edilebilir. Ciinkii iki gen arasinda ne kadar fazla mesafe
bulunursa bu iki gen arasinda KO ile olugsan rekombinasyon sayist o kadar artacaktir (26). Bu
yontem gen haritalamanin temelidir. Fakat bu yontem fiziksel haritalar ile ayn1 degildir (27).
Ciinkii rekombinasyonlar eklemeli etkiye sahip degildir ve bazi kromozom boélgelerinde ise

rekombinasyon orani daha fazladir. Fiziksel haritada ise biitiin bolgelerde baz sayisinin
kullanildig1 tek ol¢ii vardir. Sekil 2’ye baktigimizda I'1+I,=I';, olmasi beklenirken, pratikte
rekombinasyon etkilesiminden (interference) dolay1 bu pek miimkiin olmamaktadir. Bunun
yerine sdyle bir model kullanilir: “I'j,=1+1,-21+1,”. Bunun sebebi olusan bir KO olaymin,
yakininda olusacak bir KO ihtimalini diisiirmesindendir. Daha sonra haritalama fonksiyonlar1
ile rekombinasyon degerini (I';;) cm birimli uzaklik (u) degerine doniistiiriiliir. Bu haritalama

fonksiyonlari ise;
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1) Tam etkilesim oldugu varsayilirsa (complete interference) u=r,

2) Haldane haritalama fonksiyonu: u = - %2 In(1- 2r) ve

3) Kosambi haritalama fonksiyonu u = 1/4In(1+2r)/(1-2r) seklindedir (Sekil 3) (28).
Burada hesaplanan “u” degeri iki gen veya belirte¢ arasindaki uzakliklari hesaplamada ve

ileride anlatilacak olan aralik haritalamasi metodlarinda kullanilir.

aH Ba aH Ba
Ebeveyn
Y! X '
M m M m

hA1 hA2 M3 Krossing over § y
|
|

Rekombinasyon  Yok: % 95 Var: % 5

Sekil 1: Markrr Dizilislerini Ve Olusan  Sekil 2: QTL Bolgesinin Ortalama Uzerine
Araliklar1 Gosterir Yaptig1 Addtif (E) Ve Dominans (H)
Etkisini Gosterir.
E. Additif Ve Dominans Etki
Populasyonda ilgilenilen fenotipik degere bir QTL bdlgesinin yaptig1 katki iki sekilde
olabilir. Bireyler QTL bdlgesini homozigot olarak tasirlar (QQ) ki bu bireylerin additif etki
aldiklar1 i¢in fenotipik degerleri en yiiksektir. QTL bdlgesini heterozigot olarak
bulunduranlarda (Qq) ise heterozigot etkide denilen dominans etki gdosterirler. Sekil 4’de “e”
additif etkiyi, “h” dominans etkiyi gosterir. Q geni q geni iizerine baskinsa dominans etki
goriilebilir, aksi halde yalnizca additif etki goriiliir (29). Intermediyer kalitmda QQ ve qq
fenotiplerinin arasinda bir yerde bulunmasi gereken fenotip bir miktar yiikselmistir. Sekil 4’de
gorilecegi lizere QQ=p+e, qq= p-e ve qq= p+h degerlerini alir. Boylece t ve q sirasiyla Q ve
q genlerinin frekansi olsun, Q geninin etkisi ise a; olsun; a;= t[e+h(t-p)] ve q geninin etkisine
a, dersek a,=-p[eth(t-p)] olacaktir. Q ve q genleri arasindaki fark bize QTL bolgesinin
ortalama etkisini verecektir. Yani a=e+h(t-p)] olacaktir. Olas1 genotiplerin ortalamasi ise

QQ=2ta, Qgq=(t-p)a, qq=-2pa olarak bildirilmistir (30).
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Haritalama fonksiyonlar

Haldane
1,2 Kosambi
Tam mudahale

Harita uzakligi (cM)

0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45

Rekombinasyon orani

Sekil 3: Haldane, Kosambi Ve Tam Etkilesim (Miidahale) Metodlarina Gore
Hesaplanilan Uzaklik Degerlerinin Degisimini Gosterir Tablo. Tabloda Rekombinasyon

Oranlarma Gore Uzaklik Artisinin En Cok Oldugu Yontem Haldane Y 6ntemidir.

II. HARITALAMA POPULASYONLARI (MAPPING POPULATIONS)

QTL tespitinde kullanilan popiilasyonun biiylikligiiniin fazla olmasi ¢aligmanin
giivenilirligini artirir, fakat maliyet hesaplarindan dolayr bdyle siiriilerin olusturulmasi
Ozellikle sigir gibi bazi hayvan tiirleri i¢in ve et kalitesi gibi bazi1 karakterler i¢in zordur.
Haritalama popiilasyonlar1 i¢in bir diger énemli konu, kullanilacak popiilasyonlarin miimkiin
oldugunca homozigot olmasidir. Bunun i¢in yakin yetistirilmis (inbreed) popiilasyonlarinin
gelistirilmesi en 1iyisidir. Ciftlik hayvanlarinda yakin yetistirilmis hatlar bulmak zordur.
Bunun yerine daha az varyasyon gosteren aile i¢i bireyler kullanilir. Ciinkii bunlar daha fazla
ortak allel paylasirlar. Bunlar nispeten heterozigot popiilasyonlardir. Yakin yetistirilmis
popiilasyonlarin heterozigot popiilasyonlara avantaji bireylerin homozigot olup hangi alleli
aktardiginin bilinmesi, ayn1 baglanti sirasini tagimalar1 ve fenotipik karakterlerin daha biiyiik
bir varyasyon gostermeleri olarak sayilabilir. Kanatlilarda yakin yetistirme, generasyon
stiresinin  kisaligi, yetistirme maliyet ve isgiicliniin azligi gibi nedenlerden dolayr daha
kolaydir (31). Hayvanlarda QTL tespitinde kullanilan popiilasyon yapilar1 sekil 5’de
gosterilmistir. Bunlardan akraba popiilasyon olusturulmasi sigir ve koyun gibi gec¢ generasyon
araligina sahip tiirler i¢in uygunken, yakin yetistirme ise tavuk gibi kanatlilar ve laboratuvar
hayvanlar1 i¢in uygundur. Popiilasyonlarin olusturulmasinda {iclincii sart ise yakin
yetistirilmis popiilasyonlar1 olustururken ortaya c¢ikar. Popiilasyonda inceleyecegimiz
karakterleri fenotipik olarak u¢ degerlerde tasiyan bireylerin seleksiyonu gerekir. Aksi halde
yeterli varyasyon olugmayacagi icin QTL etkisi belirlenmez. Fenotipik olarak uzak iki
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populasyon olusturulmasi icin her iki gruba 10-20 jenerasyon zit yonde seleksiyon
yapilmalidir. Popiilasyonlarin giftlestirilmesiyle elde edilen F;’lerin heterozigot ve bir 6rnek
olmasi istenir. F; neslinde belirteglerin baglanti sirast ayni1 olmasi gerekir (32). F, neslinde ise
varyasyon beklenir. Lokuslar bazinda geriye melezleme (GM) popiilasyonlarinda beklenen
fenotipler MM veya mm seklinde iken F, populasyonlarinda MM, Mm, mm seklindedir.
Ornegin tavuklarda canli agirlik ydniinden 20 jenerasyon pozitif ve negatif yonde yapilacak
bir seleksiyonla elde edilecek iki hat birbirinden ¢ok uzak fenotipik degerlere sahip olacaktir.
Boylece bu hatlarda fenotipi belirleyen onemli QTL’ler pozitif seleksiyon uygulanan
popiilasyonda homozigotlasmis olacak, diger popiilasyonda ise QTL olmayan alleller

homozigotlasacaktir.

M=(H1+H3)/2
e

M3

QQ Qq aq

Sekil 4: QTL Bolgesinin Ortalama Uzerine
Yaptig1 Addtif (E) Ve Dominans (H) Etkisini Gosterir.

Bunlar disinda bitkilerde kullanilan ¢esitli haritalama popiilasyonlar1 vardir ki bu
popiilasyonlarin bazilar1 yapilar1 geregi hayvanlar i¢in uygun degildir (DH hatlar1), bazilari
ise hayvanlar i¢in ender olarak kullanilirlar (NIL, RIL). Cekirdeklerinde iki set kromozom
iceren double haploid hatlar (DH), yaklasik 7 nesil boyunca kendilenme ile veya 6z kardes
ciftlestirmeleri ile elde edilen rekombinant inbred lines (RIL), 8-9 nesil geriye melezleme ile
olusturulan near isogenic lines (NIL), tiirler i¢i ve tiirler aras1t melezlemenin kullanilmasiyla
olusturulan Four-Way Cross gibi popiilasyonlari igerir (33). RIL ve NIL uzun zaman ve emek

gerektiren popiilasyonlardir. Biiytlik projelerde kullanilirlar.
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Sekil 5: QTL Tespiti i¢in Dizayn Edilebilecek Yetistirme Ydntemleri.

A. Akraba Popiilasyonlar (Outbreeding Populations)

Bu tip yetistirme familya seleksiyonunda kullanilmak i¢in yapilir. Kizlarin verimine
gore yapilan yetistirmeye projeni test ad1 verilir. Baba-kiz metodu (Daughter design) veya Kiz
torun dizayn1 (Granddaughter design) seklinde olabilir. Baba-kiz dizayn1 6z (full-sib) veya
tivey (half-sib) kardes verimlerinin oOlgiilmesine dayanir . Biiyiikbas hayvanlarda bir
hayvandan ¢ok yavru alinmadigi i¢in livey kardes dizayni tercih edilir.

1. Baba-Kiz Dizaym (Daughter Design)

Bu dizaynda kurgu, babadan alinan alleller ile degisik annelerden olan 50-200 kizinin
verim ortalamalarmin karsilastirilmasina dayanir (34). Ayni babaya sahip ilivey kiz kardeslerin
fenotipleri diizenli olarak tespit edilir ve belirteclere ait allel dagilimlari ile karsilastirilir.
Daha sonra QTL tespitinde kullanilan istatistik metodlardan birisi ile belirteg ve fenotip
arasindaki baglant1 incelenir.

2. Kiz Torun Dizayn (Granddaughter Design)

Bu dizaynda (Sekil 6) ise babalarin ogullar1 genetik belirtegler ile skorlanir ve
ogullardan dogan kizlarin ise fenotipik ortalamalar1 incelenir (34). Incelenecek karakter
damizlik deger tahmini veya gergek verim kabiliyeti olabilir. Baba-kiz ve kiz torun metodlari
genellikle biiylikbas hayvanlarda kullanilan bir metod olup pedigri ve verim kayitlarinin
diizenli olarak tutuldugu iilkelerde bu dizayn sekliyle sigirlarda ¢ok sayida QTL belirlenmistir
(35). Diizenli kayit tutulan tlkelerde bu analizleri gerceklestirmek arastirmacilarin fazla
zamanin1t almaz. Pedigri ve verim kayitlar yetistiriciler tarafindan saglandigi icin
aragtirmacilarin tek yapmalar1 gereken bu hayvanlarin belirte¢ genotiplerini ¢ikarmak ve
istatistiksel analizlerini yapmaktir. Hayvanlarin seleksiyonu, yetistirilmesi ve verim dl¢timleri
gibi isler projelere dahil olmadig1 icin QTL arastirilmasi daha kolay olmaktadir. Bir diger

278



Giimiishane Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi / Giimiishane University Journal of Health Sciences: 2015;4(2)

avantaji ise suni tohumlama uygulamalariyla bir boganin bazen 200.000 tane kizinin

bulunmasindan dogar.

el viemesee ey e

H“ H Kiz torun dizayni

Sekil 6: Kiz Torun Dizaynin1 Gosterir.

B. Yakin Yetistirme Popiilasyonlar1 (Inbreeding Populations)

1. F, Populasyonlar

Anderson et al. (36) tarafindan Onerilen bu yetistirme metodunda, arastirilan karakter
yoniinden birbirine zit yonde selekte edilmis iki popiilasyonun ¢iftlestirilmesi ile F; nesli elde
edilir. Burada temel kurgu pozitif yonde selekte edilmis popiilasyonun QTL bélgeleri tasidigi,
negatif yonde selekte edilenin ise QTL bdlgesi tasimadig1 varsayilan ve genleri farkl alleller
yoniinden homozigotlasmis poplilasyonlar elde edilmesidir. F; nesli ise Mendelin bir 6rneklik
kuralina uyar ve ayni fenotipik yapiyr barindirir. Olusturulan F; neslinin kendi arasinda
ciftlestirilmesi ile de F, nesli elde edilir. F, nesli ise Mendelin dagilim kuralina gore ve
rekombinasyon ile birlikte genis bir varyasyon ortaya ¢ikar (37). Belirteclerin (MM, Mm,
mm) dagilimi kodominant olanlar i¢in 1:2:1 iken dominant olanlar i¢in 3:1 seklindedir.
Biiylikbag ve kiiciikbas hayvanlarda ekonomik nedenlerden dolayi tercih edilmeyen bu
popiilasyonlar kanatli hayvan calismalar1 i¢in uygundur. 200 adet F, ile ¢alisilmasi yeterlidir
(14). Bu popiilasyonlarin avantajlari; yakin yetistirme baskisindan (inbreeding depression)
uzak olmalari, 2 jenerasyon gibi kisa bir yetistirme siiresi ve genetik varyasyon olusturmak
icin yeterli olmalaridir. Dezavantajlar1 ise popiilasyon tek bir mayoz boliinmeden sonra
olusacak baglanti dengesizliklerinin (linkage disequlibrium) saptanmasi lizerine kurulmustur.
Dolayisiyla varyasyon dagilimmin genis perspektifte olmasindan dolayr sonuglarin

tekrarlanabilirligi yoktur ve GxE etkilesimi tespit edilemez (38).
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Sekil 7: GM, F, Ve Yakin Yetistirme Populasyonlarinda Kromozomlarin Kalitim Sekli
Ve Linear Modeller Ile Yumurta Verimi Orneginde Temsili QTL Hesaplama.
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2. Geriye Melezleme (Backcross)

Zit yonde seleksiyona tabi tutulmus iki popiilasyonun c¢iftlestirilmesinden elde edilen
Fy’lerin her iki ebeveyn hattindan biri ile tekrar ciftlestirilmesi ile Geriye Melezleme (GM),
bunlarin tekrar ayni ebeveyn popiilasyonu ile giftlestirilmesi ile de GM,; ve GM;’ler elde
edilir. Bu popiilasyonlara ileri geriye melezler (advanced backcross) ad1 verilir ve Tanksley ve
Nelson (39) tarafindan zararh allelerin frekansini azaltmak i¢in gelistirilmistir. Ciftlestirmenin
8-9 nesil devam ettirilmesi ile NIL popiilasyonlar1 elde edilir. Sekil 7°de F, ve GM
popiilasyonlarin1 olusturma gdsterildi. GM popiilasyonlarinin avantajlari; iki jenerasyonda
olusturulmalari, GM’lerin resesif karakterleri % 50 oraninda tagirken F2 populasyolasyonlari
%25 oraninda tasimalar1 dolayisiyla resesif karakterlerin tespitinde bu popiilasyonlarin iistiin
olusudur. Lokuslarda sadece iki genotipik simnif (MM, Mm) oldugundan skorlama kolaydir.
Dezavantajlar1 ise sadece geriye melezlenen ebeveyn hattina ait resesif karakterlerin
belirlenebilmesi ve 1ii¢ genotipin ikisi goriildiigiinden dolayr gen interaksiyonlarinin

belirlenememesidir (40).

IILVERI ANALIZINDE KULLANILAN ISTATISTIKSEL METODLAR

QTL tesbit etmek i¢in kullanilan metodlar tek veya coklu belirte¢ metodlaridir. Tek
belirtec metodu nispeten daha basit ve hizli sonu¢ vermesine ragmen QTL bdlgesinin
belirteclere uzaklig1 ve etki derecesi hakkinda bilgi vermez. Yalnizca belirteglere bagl bir
QTL olup olmadigr hakkinda bilgi verir. Coklu belirte¢ kullanilmasi ise kromozom
haritalamasinin ¢oziiniiliirliigiinii ve QTL bulgusunun giivenilirligini artirir (41).

A. Tek belirte¢ Analizi (Single Marker Analysis)

Bu analizde her belirte¢ tek tek ele alinarak herhangi bir QTL ile baglantili olup
olmadig1 arastirilir (42). Yakin yetistirme ve akraba populasyonlarin her ikisi i¢in de
uygundur. Bunun i¢in bireylere ait elde edilen fenotipik degerler ve belirtegler birkag test
yardimiyla analiz edilebilirler. Bunlardan varyans analizi, t testi, regresyon yaklasimi, ihtimal
orani (likelihood ratio) veya en yiiksek ihtimal (maximum likelihood) metodlar1 yardimi ile
analiz edilebilir (41). Istatistiksel olarak anlaml1 farkliligm bulunmas1 (P<.05) QTL varligina
isaret eder. Sekil 7’de tavuklarin yumurta verimlerine ait degerler ile sahip olduklar1 belirtece
ait veriler varyans analizi ile temsili olarak karsilastirildi. Sekil 8’de ise regresyon analizi
yontemi temsili bir grafik ile gosterildi. Tek belirte¢ analizinin dezavantajlann QTL

pozisyonunu vermemesi, belirtece siki bagli zayif bir QTL veya hafif baglh biiyiik bir QTL
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lokusunu tespit edememesi, hipotez testlerinde yanlis pozitif sonug¢ verebilmesidir.
Avantajlan ise, data analizinin basit olmasi, herhangi bir istatistik yazilimi ile yapilabilmesi,
baglant1 haritas1 ve tiim genom boyunca belirtecler gerektirmemesidir (14). Eger varyasyon

analizi kullanilacaksa residual error degerleri normal dagilmalidir.

3,0 8
Regresyon modeli
2,9~ i 7 Q
A
|
x 2,8— 6 '1 ‘
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Sekil 8: Kullanilan istatistiksel Linear Model Sekil 9: Aralik Haritalamast Yéntemini

LOD Skoru Hesaplamalariyla Gésterir Sekildir.
LOD Skorun 3 Cizgisini Gegtigi Noktalarda

Yontemlerinden Olan Regresyon Analizini

Tanitmak I¢in Temsili Sekildir .
Var Olan QTL Bélgeleri Yildiz Isareti Ile Gosterilmistir

Bir oOrnek olmasi bakimindan GM popiilasyonu kullandigimizi varsayalim ve
istatistiksel metotlar1 ikili kargilastirmalarin yapilabildigi t testi i¢in agiklayalim. QTL
genotipleri MM ve MN olacaktir. Populasyon ortalamalarina sirasiyla pl ve p2, birey

sayilarina nl ve n2 diyelim,

. p1-p2 (Denklem 1)
22, 2
N (n:+n:
2 (D5 +0n-Ds]  Denkdem 2)
nl_n: - 2 '

t degeri bu sekilde hesaplanir ve onemlilik degerine t tablosundan bakilir. Bulunan
degerin t tablosu degerinden yliksek olmasi bu bolgede QTL oldugunun delilidir (43). Ayni
populasyon i¢in regresyon testi ise y=m+nx+e linear modeli ile kurgulanir. Formiilde “y”
degeri ayni1 belirtece sahip bireyler ortalamasidir ve her lokus i¢in ayr1 ayr1 hesaplanir. “m” ve
“n” degerleri sabit degerlerdir, “x” ise QTL genotipi MM oldugunda “1” degerini MN
oldugunda ise “0” degerini alir. Hipotez “x” degerinin “1” veya “0” oldugu iizerine kurulur,

“m” ve “n” degerleri ise istatistik programlari ile hesaplanabilir. “1” degerini alan lokuslar
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QTL olarak kabul edilir. Regresyon metodunun tespit ettigi QTL’lerin giivenilirligi fazla
olmasina karsilik, QTL tespit giicii azdir. Ayrica QTL etkisi ve rekombinasyon oranlarini ayri
ayrt tespit edemez (28). Tek belirteg analizi i¢in en ¢ok kullanilan yazilimlar QTL
Cartographer, MapManager QTX ve QGene olarak siralanabilir. Bunun diginda istatistik
analiz yapabilen SPSS, SAS veya Microsoft Excel programlarida kullanilabilir.

B. Aralik Haritalamasi (Interval Mapping)

Bu haritalamada birbirini takip eden iki belirte¢ arasinda beklenilen QTL’nin varlig1
arastirilir (44). Rekombinasyon oranlarini tek belirte¢ analizinden daha iyi kullanir ve daha
giivenilir bir metod oldugu kabul edilir. Genom boyunca yerleri ve uzakliklar1 bilinen belirteg
haritas1 gerektirir. Bunun i¢in tiim genom 1 cm araliklarla baglanti dengesizligi
olusturabilecek KO olgusu ihtimali yoniinden istatistiksel olarak degerlendirilir. Bir noktada
olusabilecek bir krossing overin QTL noktasinin her iki belirte¢ tarafinda kalma ihtimalleri
fenotipik degerlerle karsilagtirilarak ayri1 ayr1 hesaplanir. Boylece QTL’nin hangi noktada
olmas1 gerektigi bulunur. Bu uygulanan metoda en yiiksek olabilirlik (maximum likelihood)
metodu denir. Bu metodun ana mantig1 su sekilde formiilize edilmistir .

max L(x)

LR =2ln——mF—
f max, L(x)

(Denklem 3)

max L(x) LR
0D = log = LK enklem 4
LOL lo\mmux” 100 = 361 D )

Burada LR (Likelihood ratio), bdlgede QTL olma ihtimalinin olmama ihtimaline
oranidir. Elde edilen deger oldukca biiylik bir rakam oldugundan anlasilir bir seviyeye
indirgemek icin bu degerin onluk tabanda logaritmasi alinir veya LR degeri 4.61 rakamina
boliinerek LOD skoru hesaplanir (45). Bu skorun 3 iizerinde olmasi genelde QTL kanitt
olarak kabul edilir ve 1/1000 diizeyinde bir hata olabilecegi diisliniiliir. Bunun disinda
Maksimum beklenti algoritmasida (Expectation—maximization algorithm) (46) aralik
haritalamasinda kullanilir. Grafik iizerinde x ekseninde belirte¢ grubu gdsterilirken, y
ekseninde ise LOD degerleri pikler halinde gosterilir ve referans 3 ¢izgisinin {istiinde (47)
bulunan pikler dikkate alinir (Sekil 9). Pik ne kadar yiiksekse QTL olma ihtimali o kadar
fazladir fakat her zaman yanlis pozitif sonuclarin da aliabilecegi géz oniline alinmalidir.
Avantaji QTL pozisyonunu vermesidir. Dezavantaji ise iki belirte¢ arasindaki ¢oklu QTL

noktalarini tespit edemez. Bir QTL baska QTL bolgelerinden de etkilenebilecegi i¢in aralik
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haritalama yontemi belirtecler ile QTL arasinda bir hayalet (ghost) QTL olusturabilir. Bu da
yanilma riski dogurur (48). 1 cm aralikla tim genomu taramak ve bu hesaplamalar1 binlerce
defa yapmak bilgisayar programlar1 haricinde bu metodu olanaksiz kilar. LOD skora ait P
degerinin giivenilirligini artirmak icin varsayilan olarak 1000 kere permutasyon (43) veya
bootstrap (Jansen, 1993) yapilmasi gerekir. Bilgisayar programlar1 bu islemleri yaparlar. Bu is
icin de yine en c¢ok kullanilan QTL Cartographer, MapManager QTX ve QGene
yazilimlaridir.

C. Kompozit Aralik Haritalamasi (Composite Interval Mapping-CIM)

Kompozit aralik haritalamasi metodunu Jansen (49) ve Rodolphe et al. (50)
birbirlerinden bagimsiz olarak Onererek aralik haritalamasi teknigini bir adim daha Oteye
gotiirmiislerdir. Bu yontemde c¢oklu regresyon metodu ve aralik haritalamast metodu
birlestirilmistir (51). Birbirini izleyen belirtegler arasinda birden fazla QTL bulunabilme
olasiligi gbéz Oniline alinarak ayri1 ayr1 analiz yapilir. Bir aralikta birden fazla QTL’nin
konumlart ve etki dereceleri gosterilir. Boylece genetik varyasyonun residual error degeri
azaltilmis olur (15).

D. Multiple QTL Mapping

Bu yontem sadece birbirini takip eden belirteclerin degil biitiin belirteg¢ler arasinda
aralilk tahminlemesi yaparak kompozit aralik haritalamasinda oldugu gibi ¢oklu QTL
bolgelerini tespit edebilir (52). Su ana kadar bahsedilen yontemler i¢inde en gii¢lii olanidir.
QTL’ler arasinda epistazisi, genotipik degerleri ve kantitatif karakterlerin kalitilabilirligini
hesaplar. Donanimsal olarak iyi bilgisayarlar gerektirir.

E. Bayesian Yaklasim

Beklenen QTL bolgelerinin degisen noktalarda degisen derecelerde bulunmasi
ihtimalini ele alan bu analiz kuvvetli bir yaklasimdir fakat iyi bilgisayarlar ve zaman
gerektirir. Coklu QTL haritalama i¢in ¢esitli Bayesian yontemleri mevcuttur. Bayesian QTL
haritalamada hangi yontemin kullanilacagi ise incelenen lokus sayistyla alakalidir. QTL lokus
sayisini belirlemede kullanilan dort degisik Bayesian QTL haritalama yontemlerini gelistirildi

(53).
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Sekil 10: Hayvanlara Ait Tespit Edile QTL Bolgelerini Ortak Veri Tabaninda
Toplayan Animal QTL Database’de Tavuk 1. Kromozomu Uzerinde Haritanin

Tanitilmasi.

IV. HAYVAN QTL VERITABANI (ANIMAL QTL DATABASE)

Diinya’da hayvanlar {izerinde yapilmis QTL calismalarinin ortak bir veritabaninda
toplanmast  ve herkesin yararina ac¢ilmast i¢in  kurulmus bir veritabanidir.
http://www.animalgenome.org adresinde ¢iftlik hayvanlari i¢in tespit edilen QTL bdlgelerini
ayrintili bir sekilde agiklar. Sekil 10°da bu sitede gosterilen tavuk 1. kromozomunun QTL

haritas1 agiklanarak gosterildi.

V. QTL ANALIZLERI iCIN BILGISAYAR YAZILIMLARI

QTL analizleri bilgisayar programlar1 kullanilmadan verimli olarak analiz edilemez ve
¢ok uzun zamanlar alirlar. Doksanl1 yillarin basindan beri DOS ortaminda gelistirilen ve daha
sonra Microsoft Windows, Linux, Mac gibi isletim sistemlerine uygun hale getirilen
programlar ile analiz siiresi makul seviyelerdedir. Bu programlar diger programlardan
bagimsiz olarak gelistirildigi gibi, istatistiksel a¢ik kaynak kodlu bir program olan R statistics

program tabaniyla da gelistirilmis programlar vardir (Tablo1).
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Tablo 1: QTL Analiz Yazilimlari

Bagimsiz yazihhmlar

1. JoinMap http://www.kyazma.nl/

2.  Mapmaker http://www.broad.mit.edu/ftp/distribution/software/mapmaker3/
3. THREaD Mapper  http://cbr.jic.ac.uk/dicks/software/threadmapper/index.html

4. WinQTLCart http://statgen.ncsu.edu/QTLcart/WQTLCart.htm

5. MULTIMAPPER  http://www.maxforlive.com/library/device/1791/multimapper

6. MCQTL https://carlit.toulouse.inra.fr/MCQTL/

7. Meta-QTL http://www.bioinformatics.org/mQTL/wiki/

8. CarthaGene http://www.inra.fr/mia/T/CarthaGene/

9. Map Manager QTX http://www.mapmanager.org/

10. QGene http://www.qgene.org/

11. MST MAP http://alumni.cs.ucr.edu/~yonghui/mstmap.html

12. AntMap http://cse.naro.affrc.go.jp/iwatah/antmap/index.html

13. QTL IciMapping http://www.isbreeding.net/oldweb/download software ICIM.aspx

14. QTL Cartographer  http://statgen.ncsu.edu/QTLcart/

R Paket Programm Ile Cahisan Yazilimlar

1. R/QTL http://www.rQTL.org

2. R/QTLbim http://www.ssg.uab.edu/QTLbim/

3. dlmap http://CRAN.R-project.org/package=dlmap
4. wgaim http://CRAN.R-project.org/package=wgaim
5. QTLNetworkR http://CRAN.R-

project.org/web/packages/QTLNetworkR/index.html.

SONUC ve ONERILER

Kantitatif karakterler hayvanlarda verimi belirledigi i¢in yetistirme agisindan cok
onemli olarak kabul edilir. Kantitatif karakterleri belirleyen lokuslarin ortaya konulmasi ise
daha az zamanda daha ekonomik seleksiyonlarin yapilabilmesi agisindan 6nemlidir. Genetigin
karisik sifrelerini akilci istatistik yontemlerle ¢cozmeye g¢alisan istatistik biliminin énemi, su
ana kadar ylizlerce QTL bolgelesini ortaya ¢ikarmasiyla daha iyi anlasilmistir. Bu sebeplerden
dolay1 Tiirkiye hayvanciliginda su ana kadar ithmal edilmis bir konu olan QTL haritalama ve
yeni istatistiksel metodlar gelistirme isi Oniimiizde kaldirilmasi gereken bir yiik olarak
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durmaktadir. Bugiin Diinya’da kullanilan kolay genotipleme sistemleri (SNP chip gibi),
kullanim1 kolay yazilimlar ve arastirmacilarimiza saglanan genis mali imkanlar ise isi kolay
hale getirmistir. Bu konuya gereken 6nem verilmeli ve arastirmacilarin bu alan1 gelistirmeleri
tesvik edilmelidir. Tirkiye, QTL uygulamalar1 dahil, genetik veritabanlarin1 olusturmadan

geri durmamali ve bu iste Diinya da yerini almalidir.
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