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Keci Turunde Mikrosatellit Polimorfizminin
Belirlenmesinde Farkli Coklu-PZR (Multipleks PCR)
Sistemleri*

Ozgecan KORKMAZ AGAOGLU**, Bengi CINAR KUL***, Bilal AKYUZ****,
Emel OZKAN***** Okan ERTUGRUL****** Hali] ERQL*******

Oz: Bu ¢alisma; TUBITAK tarafindan TURKHAY GEN-I
(Turkiye Yerli Evcil Hayvan Genetik Kaynaklarindan
Bazilarinmn In  Vitro Korunmasi ve On Molekiiler
Tanimlanmasi-I)  projesi  kapsaminda  desteklenmistir.
Mikrosatellit belirtegler ile genetik cesitliligin arastirilmasi
amaciyla keci tlriinde 20 lokustan olusan 4 farkli
¢oklu Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
kullanilabilirligi ortaya konulmaya g¢alisilmigtir. Caligmanin
materyalini Tiirkiye’de yetistirilen Ankara Kecisi, Kilis
Kegisi, Honamli Kegisi, Kil Kegisi ve Norduz Kegisi gibi 5
farkli yerli ke¢i irki olusturmustur. Arastirmada 20 lokusa
iliskin tek tek PZR optimizasyonlarinin yapilmasinin yant
sira; 4 farkli goklu PZR sisteminin de optimizasyonlari
yapilmig; bu sistemlerin populasyon yapist ve genetik
¢esitliligin aragtirllmasinda kullanilabilirligi vurgulanmistir.

sisteminin

Anahtar sézciikler: Kegi, mikrosatellit, PCR-multipleks
sistem, polimorfizm.

Determination of Microsatellite Polymorphism in
Goat Species Using Different PCR-Multiplex Systems

Abstract: This study was supported by TUBITAK
TURKHAYGEN-I (In Vitro Conservation and Preliminary
Molecular Identification of Some Turkish Domestic Animal
Genetic Resources-I) project. In order to investigate the
genetic diversity of goat has been carried out with 20 different
microsatellite markers in 4 different multi-locus polymerase
chain reaction (PCR) system. Five different breed of domestic
goat were used in the study namely Angora goat, Kilis goat,
Honaml1 goat, Hair goat and Norduz goat.

PCR optimizations were made for individual locus and 4
different multiplex-PCR systems. The applicability of these
systems were demonstrated for population structure and
genetic diversity.

Key words: Goat, microsatellite, PCR-multiplex systems,
polymorphisms.

Giris

Son yillarda c¢iftlik hayvanlarinda genetik ¢esitliligin
ortaya konmasi amaciyla birgcok ¢alisma yapilmaktadir. Sigir,
koyun, domuz gibi c¢iftlik hayvanlarinda bu caligmalarin
sayisi fazla olmasina ragmen (6, 10, 12, 26, 28), kegi ile ilgili
caligmalar (1, 8, 11, 13, 15) son zamanlarda artis gostermistir.
Bu baglamda; populasyon genetigi calismalarinda yeni
ve gigclii molekiiler belirteclerden yararlanilmaktadir.
PZR ve cesitli molekiiler uygulamalarin yayginlasmasi ile
birlikte SNP (Single Nucleotide polymorphism), mtDNA
(Mitokondrial DNA), Y kromozomu, RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA), RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism), AFLP (Amplified Fragment
Length Polymorphism) ve mikrosatellitler gibi ¢ok farkli
molekiiler belirteglerin kullanildig: teknikler gelistirilmistir.
Bu belirtecler birgok hayvan tiiriinde ¢esitli amaglara yonelik
olarak basartyla ve siklikla kullanilmaktadir. Es-baskin (ko-
dominant) belirteglerden olan mikrosatellit DNA lokuslari;
2-6 nikleotit uzunlukta kisa, tekrarlanan DNA bolmelerini
ifade etmektedir (7, 14). Mikrosatellitler; basit dizi tekrarlart
(Simple Sequence Repeats, SSR) ya da kisa ard arda tekrarlar
(Short Tandem Repeats, STR) olarak da adlandirilirlar (3,
7). Polimorfik bir lokusta tekrarlarin sayisi 5’ten 100’e
kadar degisebilmektedir. Mikrosatellit PZR firlinleri her
bir lokusa gore degisen ve genel olarak 75 ile 300 baz cifti
uzunlugu arasindadir (3). Bu mikrosatellit lokuslarmin
caligmanin amacina gore; farkli kromozom bolgeleri tizerinde
bulunmalar1 (11), yliksek polimorfik o6zellik gostermeleri
(11), yiiksek heterozigotluk diizeylerine sahip olmalar1 (21),
allel sayilarinin 4 ve tizeri olarak tanimlanmasi (5), ISAG ve
FAO tarafindan onerilmeleri (11, 18) gerekmektedir ve bu
calismada bu 6zellikler tizerinde durulmustur.

Mikrosatellitler ko-dominant kalitim &zelligi gostermeleri
(22), lokusa 6zgii olmalar1 (9), genom icinde diizgiin ve genis
yayilimlari (16, 22); yiikksek mutasyon orani (27) ve genom
hakkinda diger molekiiler belirteclere gore daha fazla bilgi
vermeleri (22) yaninda PZR’ ye dayali bir teknik olmasindan
dolay1 ¢ok tercih edilen ve birgok tiirde kullanilan bir DNA
belirtecleridir.

* Bu ¢alisma birinci yazarin doktora tezinin bir bolimiiniin 6zeti olup, TUBITAK TURKHAYGEN-I (Tiirkiye Yerli Evcil Hayvan Genetik
Kaynaklarindan Bazilarinin In Vitro Korunmasi ve On Molekiiler Tanimlanmasi-I) (Proje No: KAMAG 1007- 106G005 (117)) projesi
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Genom igerisinde mikrosatellit lokuslari; oligonukleotit
primerler kullanimi ile PZR araciligiyla yiikseltgenebilirler.
DahasonrabuPZR iiriinleri elektroforezile goriintiilenebilirler.
Heterozigot olanlar iki bant, homozigot olanlar tek bant olarak
goriintiilenirler. Bir populasyonda; mikrosatellit lokuslarinin
PZR yontemiyle c¢ogaltilmast
ylriitiilmesi sonucunda, heterozigot ve homozigot hayvanlara

ve jel elektroforezinde
ait molekiil agirliklarmma gore yayilarak olusan bantlar
jel tizerinde goriintiilenebilmektedir. Mikrosatellitler jel
elektroforezi ile goriintiilenebildikleri gibi; otomatik dizi
analiz cihazlarinda fragment analizi yapilarak bilgisayar
sisteminde Ozel analiz programlariyla uzunlugu bilinen
standart Ornek yardimiyla da analiz edilebilmektedirler.
Kapiller elektroforez sisteminin kullanildigi bu teknikte;
sonuglar allel uzunluklarmi goésteren pikler seklinde elde
edilmektedir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), spesifik bir DNA
parcasimin kopyalariim primerler (kalip DNA’ya tamamen
20-30  niikleotid
oligoniikleotit) tarafindan yonlendirilerek, enzimatik olarak

tamamlayict, uzunlugunda  sentetik
sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro bir yontemdir (4).
Bu baglamda birden fazla hedef dizinin birlikte ¢ogaltilmasi
da ¢oklu (multipleks) PZR olarak adlandirili. Bu PZR
uygulamasi; emek, zaman, maliyetten tasarruf saglarken
kontaminasyon riskini de en diisiik diizeye indirmektedir.
Ancak yontemin basarili olabilmesi i¢in primer se¢iminden,
tim PZR reaksiyonlarmin ayni tampon-ist kosullarinda
jelde gibi
kosullarm birlikteliginin saglanmasi gerekmektedir (2).

optimize edilebilmesi, goriintiilenebilmesi

Gen kaynaklar1 korunmasi ve genetik ¢esitliligin

arastirildig son zamanlarda FAO Ikinci
Ulusal Ciftlik Hayvanlar1 Genetik Kaynaklarinin Yonetimi
Plani’nda her wrktan en az 25 akraba olmayan hayvanin ve

en az 20-25 mikrosatellit lokusun kullanilmasi gerektigini

caligmalarda

vurgulamaktadir (27). Bu baglamda ¢ok sayida lokus ve
hayvan ile yapilacak ¢alismalarda ¢oklu PZR sistemlerin
kullanilmasinda fayda vardir.

Bu c¢alisma kapsaminda farkli allel uzunluklara sahip
lokuslar ile setler olusturulmus ve ayni set igindeki her bir
lokus tiretici firmaya farkli floresan boyalarla isaretlendirilerek
farkli ¢oklu PZR sistemleri gelistirilmeye ¢alisiimistir.

Gerec ve Yontem

TURKHAYGEN-I
kapsaminda Tiirkiye’'ye 6zgii 5 yerli kegi wkindan (Ankara

Aragtirmanin  materyalini, projesi
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kecisi (n=50), Kilis kegisi (n=51), Honaml1 kegisi (n=49),
Kil kegisi (n=52) ve Norduz kecisi (n=49)) 251 bas kecinin
DNA o6rneklerinden elde edilen veriler olusturmustur. DNA
izolasyonu igin tiim kegilerden K,EDTA igeren tiiplere kan
alinmigtir. Tim Orneklerin DNA izolasyonlar1 standart Fenol-
Kloroform DNA izolasyonu metoduna gore yapilmistir (25).

Elde edilen DNA orneklerinin ISAG (Uluslararast
Hayvan Genetigi Dernegi; International Society of Animal
Genetics) ve FAO (Tarim ve Gida Orgiitii; Food and
Agriculture Organization) tarafindan 6nerilen 20 mikrosatellit
belirteci ile genetik cesitlilikleri arastirilmak iizere; farkli allel
uzunluklara sahip lokuslar ile setler olusturulmus ve ayni set
icindeki her bir lokus firetici firmaya (Beckman Coulter)
farkli floresan (D2 (siyah), D3 (yesil), D4 (mavi)) boyalarla
isaretlendirilmistir (Tablo 1). Calismada kullanilan 20 adet
polimorfik mikrosatellit lokusu Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) (Multipleks ve geleneksel PZR ile) ile yiikseltgenmistir.
Mikrosatellit bdlgelerinin yiikseltgenmesinde Eppendorf
marka Mastercycler Gradient isimli PZR cihazi kullanilmistir.
PZR ile yiikseltgenmede reaksiyon basina kullanilacak DNA
kalip miktari, MgCl,, primer ve dNTP konsantrasyonlari
ve mikrosatellit lokuslarinin her birine 6zgii primerlerin
baglanma sicakliklar1 (Ta; annealing temperature) gradient
Ozellikli 1s1 dongii cihazinda optimize edilmisti. PZR
optimizasyonlart yapilmis ve uygun PZR kosullar ile
reaksiyon bilesenleri belirlenmistir (Tablo 2 ve Tablo 3).
Geleneksel PZR ile optimize olan farkli renk ve farkl allel
uzunlugundaki {iiriinler ayni tiip icinde karistirilarak (co-
loading, multiloading) ve zaman, is giicli, maddi kayiplarin
Online gecilmesi agisindan ¢oklu PZR ile optimize olan
iriinler de dogrudan fragment analizleri yapilmak iizere
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Merkez Laboratuarinda
bulunan Beckman Coulter CEQ8000 otomatik dizi analiz
sistemine yiiklenmistir. PZR ile yiikseltgemeden sonra %2 lik
jelde kontrolleri yapilan PZR iiriinleri kapiller elektroforez
sistemininin kullanilmasi ile her 6rnege 6zgii allel uzunluklari
belirlenmistir. Bu PZR {irtinleri, bilgisayar sisteminde ozel
analiz programlartyla uzunlugu bilinen standart (D1 boyast,
kirmiz1) Ornek yardimiyla analiz edilmistir. Fragment
analizinde; PZR {rilinleri formamid (SLS; Sample Loading
Solusyonu) ve CEQ-Size Standart-400 ile birlikte Beckman
Coulter CEQ-8000 analiz sistemine yiiklenmistir. FragTest-3
protokolii (90°C’de 2 dakika denatiirasyon, 2.0 kV 30 saniye
injeksiyon, 50°C kapiller 1s1s1 ve 6 kV 35 dakika seperasyon)
ile kapiller elekroforez uygulandiktan sonra, alleller CEQ
fragman analiz programi kullanilarak “default” kalibrasyonu
ile tanimlanmigtir. Arastirma kapsaminda olusturulan Set 1,
Set 2, Set 3; 5°li olarak, set 4 ise 4’lii multipleks ve BM1818
lokusu ile birlikte (coloading) fragment analiz sistemine
yiiklenmistir.
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Tablo 1: 20 mikrosatellit lokusuna iliskin 6zellikler.
Table 1: Characteristics of 20 microsatellite locus.

SET LOKUS e R BOYA MLLEL CEN BANKAST
ILERI, GERI : GENISLIGI KODU
TACCCACTCACARA A TCAGALT = S - —
MAF70 GCAGGACTCTACGGGGCCTITGE D2 132-158 M77199
- TACTAACARACAT A GC OO A . EE y
SFTIL OQARAES | GGA4ACATTTATICTTATICCTCAGIG D3 114-130 L11043
— [ CCACTCTACCAACTCAGCTATALD P p—
SRCRSPS | 1644 ATGAAGCTAAAGCAATGEC D4 158-182 L22187
TGCGGICTGGTTCTGATITCAC P p—
SRCRSPS | T TTeTTCCTGOATEAGAAAGTCCATGCTTAG D4 210242 122200
TCAACCECTALICATEIG =
SRCRSPI3 | [oTTTITAATGGCTGAGTAG D4 16-113 -
CCACTTCICAC AAC TCTGCAAT P
CSRDMT | A CTGTGETITGTATTAGTCAGG D4 217-249 -
TALTCTCCA TCAAGT ATA AATAT = P s
SET2 INRAMS CTT CAG GOATAC COTACA CC D2 127-145 63793
CACTTACTACAACCATCACA A CETAT — = Py
OARFCB43 | ¢y CTCTAGAGEATOGCASAGAACCAG L3 136-170 M82875
TGC AAG 330G TTT TTC CAG AGC
SRCRSPL | 4 CC CTGGITTCACALAAG G D4 115-160 122182
[ CTTTACTICTCACATGETATTICT e
SRCRSP1S | [GCCACTCAATTTAGCAAGE D4 158-230 -
ILSTS11 GCTTGC TACATGGAA AGT GC D2 263-283 L23483
CTA 434 TGC AGA GCC CTALC
ILsTsan | CTGCAGTICTGUATATGIGE ) T50-130 37713
CTTAGACAACA
GAGTACGACGCTACALGATARACTIC BT Tl
SET3 INRA2Z TAACTACAGGCTGTTAGATGAACT D4 193-211 X80213
OARCTi | CCTGAACAATCTGATATCTTCAGE T3 [T ] 5500
GGGACAATACTGTCTIAGATGCTGC
| GCAAAACCCCCATATATACCTATAC =3 XE) ST
OARFCBI0 | 4 4 A TGTGTTTAAGATICCATACATCTG e §8-124 L20004
EAOSlE | ACC TGCGAATAT AACTAR AT ) TR0 6 LR
AGT GCT TIC AAGGTC CAT GC
HsC CTG CCAATG CAG AGA CAC AAG A D4 TE6-300 5830201
GTC TGT CTC CTG TCTTGT CATC
- A AACCICACACTATCCAATTAGGAG 137
SET4 MAF65 CCACTCCTCCTGAGAATATAACATG D3 115-163 MET437
OARFCEINd | CCCTAGGAG CITTCAATA AACAATCGG o2 134178 101535
CGC TEC TCT CAA CTGGGT CAG GG
. GCTTTCAGAAATAGTTTGCATICA o N
TCLAS} | TCTTCACATGATATTACAGCAGA D4 102-168

Tablo 2: Setl, Set2, Set3 ve Setd’e iliskin PZR reaksiyon bilesenleri.
Table 2: The PCR reaction components of 4 different systems (Setl, 2, 3, 4).

PZR SET1 SET2 SET3 SET4 BM1818 (SET4)
ddH,0 15uCyetamamlanir | 15uCyetamamlanir | 15uLye tamamlanir | 15uLye tamamlamir | 15plye tamamlanir
10X Buffer 1.5uL 1.5uL 1.5uL 1.5uL 1,51L
;f:Mg-—--I" 0.451L 0.451L 0.45pL 0.45uL 0,15uL
25mM MgCl, 1.5l 1.5uL 1.5p0 1.5uL 0,9uL
10pmol SRCRSP23 0,5uL SRCRSP1 0,41l OARCP34 0,5uL HSC 0,6uL
Pritaes mix SRCRSPS 0,4uL SRCRSP15 0,4uL INRA23 0,5ul MAF65 0,6uL
e T e B SRCRSPS 0,4uL CSRD247 0,3uL ILSTS030 0,5puL OARFCB304 0,5uL (),5“_[‘
MAF70 0,5uL INRAQOS 0,5uL ILSTS011 0,5uL TGLA53 0,5uL
OARAES54 0,5uL OARFCB48 0,5uL OARFCB20 0,5uL
Tagq DNA pol. 0.1uL 0.1uL 0.1puL 0.1uL 0,1pL
DNA ~60-100ng ~50-100ng ~50-100ng ~60-100ng ~50-100ng
Toplam 15uL 150 150 15uL 15uL
Tablo 3: Setl, Set2, Set3 ve Setd’e iligkin 1s1 dongii kosullart.
Table 3: PCR conditions of 4 different Sets (Setl, 2, 3, 4).
SETI SET2 SET3 SET4 BRUBIGGELS)
95°C 5 DAKIKA 95°C 5 DAKIKA 95°C 5 DAKIKA 95°C 5 DAKIKA 94 °C 4 DAKIKA

94 °C 30 SANIYE
58°C 45 SANIYEX30
72 °C 1,5 DAKIKA
72 °C 20 DAKIKA

94 °C 30 SANIYE
58°C 45 SANIYEX30
72 °C 1,5 DAKIKA
72 °C 20 DAKIKA

94 °C 30 SANIYE
57.9°C 45 SANIYEX30
72 °C 1,5 DAKIKA
72 °C 20 DAKIKA

94 °C 30 SANIYE
60°C 45 SANIYEX30
72 °C 1,5 DAKIKA
72 °C 20 DAKIKA

94 °C 30 SANIYE
58 °C 30 SANIYEX30
72 °C 30 SANIYE
70 °C 15 DAKIKA
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Bulgular

Standart Fenol-kloroform yontemi ile izole edilen
DNA’lar kullanilarak yapilan PZR sonunda elde edilen {iriin-
ler ile gerceklestirilen % 2’lik agaroz jel elektroforezler-
inde tiim Orneklerde farkli her sete iliskin 5 er (set 4 haric,
4 bant ve ayr1 1 bant BM1818) bant elde edilmistir. Elde
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edilen PZR {irinlerinin Beckman Coulter otomatik dizi ana-
liz cihazinda fragment analizi yapilmistir. Caligmada ince-
lenen keci irklarmin mikrosatellit polimorfizminin belirlen-
mesi amactyla olusturulan farkli setlere iliskin ¢oklu PZR
sonuglarinin basarili oldugu belirlenmistir (Sekil 1, Sekil 2,
Sekil 3, Sekil 4).

- >
= St OARAFSY
E 1m0c0 | P
& vz
- i
F "
- —
g | l
R azs o
= i || FE e
A )2 u
s '
= S Apres t s e £ £ +
= e L . = . ae e
S
= | 1=

Sekil 1: Norduz Kecisi SET1 (SRCRSP23; OARAES4; MAF70; SRCRSPS; SRCRSPS) e iliskin yiikseltgenen lokuslarin

ornek elektroferogram goriintiisii.

Figure 1: An elektroferogram result of a Norduz goat sample with Set 1 (SRCRSP23; OARAES4; MAF70; SRCRSP5;

SRCRSPS).
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Sekil 2: Norduz Kecisi SET2 (SRCRSP1; OARFCB48; INRA005; SRCRSP15; CSRD247)’ ye iliskin yiikseltgenen
lokuslarin drnek elektroferogram goriintiisii.

Figure 2: An elektroferogram result of a Norduz goat sample with Set 2 (SRCRSP1; OARFCB48; INRA00S5; SRCRSP15;
CSRD247).
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Sekil 3: Kil Kecisi SET3 (OARFCB20; OARCP34; ILSTS30; INRA23; ILSTS11)’e iligkin yiikseltgenen lokuslarin 6rnek

elektroferogram goriintiisii.

Figure 3: An elektroferogram result of a Hair goat sample with Set 3 (OARFCB20; OARCP34,; ILSTS30; INRA23;

ILSTS11).
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Sekil 4: Kil Kegisi SET4+Coloading (MAF65; OARFCB304; TGLA53; BM1818; HSC) e iliskin yiikseltgenen lokuslarin

ornek elektroferogram goriintiisii.

Figure 4: An elektroferogram result of a Hair goat sample with Set 4+Coloading (MAF65; OARFCB304;, TGLAS53;

BM1818; HSC).
Tartisma ve Sonug¢

Ciftlik hayvanlarinda; genetik cesitlilik, ebeveyn tayini
(paternity test) ve pedigri calismalarinda ¢ogunlukla mik-
rosatellit belirtecler tercih edilmektedir (19). Ozellikle keci
tirtinde genetik ¢esitliligin arastirlldigr ¢aligmalar son za-
manlarda ivme kazanmistir. Bu baglamda, birgok caligmada
farkli kegi irklarinin DNA 6rneklerini kullanarak mikrosatellit
polimorfizmi yoniinden genotiplerinin belirlenmesine olanak
saglayan farkli ¢oklu PZR metodu gelistirilmistir (1, 8, 13, 17,
19). Farkli sayida lokuslarin kullanildig: bazi caligmalarda;
her lokusun ayri ayr1 (20, 23, 29); ¢coklu (1, 8, 17) ya da touch-
down (15, 18, 24) protokoller kullanilarak yiikseltgenebildigi
vurgulanmistir. Ancak bu ¢alismalarda; PZR ile yiikselt-
genmede reaksiyon basina kullanilacak DNA kalip miktari,
MgCl,, primer ve dNTP konsantrasyonlar1 ve mikrosatellit
lokuslarinin her birine 6zgii primerlerin baglanma sicakliklari
(Ta; annealing temperature) gradient Ozellikli 1s1 dongii
cihazinda optimize edilmesi olduk¢a dnemli bir konudur.

Bu ¢aligmada her bir lokus i¢in geleneksel PZR’nin ayr1
ayr1 optimize edilmesinin yaninda ¢oklu PZR de optimize
edilmeye ¢alisilmistir. Bu baglamda; ¢oklu PZR karigimi her
bir primerden 3-6 pmol degisen miktarlarda, 1,5 mM, 2,5
mM ve 3 mM konsantrasyonlarda MgCl,, 200 uM dNTP, 50
ile 100ng arasinda degisen miktarlarda genomik DNA’dan
kullanilarak denemeler yapilmistir. Bununla birlikte; gradient
ozellikli 181 dongii cihazinda primerin baglanma sicakliginin
belirlenmesi i¢in 53°C ile 64°C arasinda degisen sicakliklar
denenmistir. Tirkiye’de yetistirilen 5 yerli ke¢i irkinda
yapilan bu c¢alismada keci tiirlinde genetik ¢esitliligin or-
taya konmasi i¢in 20 mikrosatellit lokusuna iliskin 4 farkli
¢oklu PZR seti 4 farkli jel hattinda yapilmis; uygun reaksi-
yon bilesenleri ve kosullart bildirilmistir (Tablo 2 ve 3). Bu
baglamda; PZR karisimi, her primerden 3-6pmol degisen
miktarlarda (Tablo 2), 2,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,5 U
Taq DNA polimeraz ve ortalama 75ng genomik DNA’dan il-
ave edilmistir. Ayrica fragment analizi sonuglar1 da es zamanl
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degerlendirildiginde en uygun primer baglanma sicakliklarinin
Set 1, Set 2 i¢in 58°C, Set 3 i¢in 57,9°C ve Set 4 i¢in 60°C
oldugu belirlenmistir. Ortak lokuslarin da kullanilmis oldugu
bazi ¢alismalarda primer baglanma sicakliklart 50°C ile 60°C
arasinda bildirilmistir (17, 19).

Luikart ve ark., kegi tiiriinde yapmug olduklart ¢alismada;
22 lokus ile calismis ve 6 farkli multipleks set (3’erli ve 4’erli)
olusturmuglardir. Tiirkiye yerli keg¢i wrklart ile yapilan bu
caligma ile ortak olan 10 lokus bulunmaktadir (SRCRSP23,
MAF65, OARFCB48, OARFCB20, OARAES54, ILSTSO011,
TGLAS3, SRCRSP8, SRCRSP15, SRCRSPS). Ortak lokus
sayisi 10 olmasina ragmen her ¢oklu PZR seti hem igerdikleri
lokuslar bakimindan hem de kullanilan reaksiyon bilesenleri
ve 181 dongii kosullart bakimindan farkli tasarlanmigtir.

Canon ve ark., yapmis olduklart ¢alismada; Orta Dogu ve
Avrupa Tlilkelerinden 1426 bas kegi ile yaptiklart ¢alismada
30 lokus ile caligmis ve farkli setler (5 ile 8 arasinda degisen
setler) kullanilmiglardir. Bu ¢alisma ile CSRD247, ILSTSO011,
INRA023, MAF65, MAF70, OARAES54, OARFCB20, OAR-
FCB48, SRCRSP15, SRCRSP23, SRCRSP5, SRCRSPS,
TGLAS3 lokuslart ortaktir. Ancak hazir ¢oklu PZR kitleri
tercih edilmistir.

Jandurova ve ark., keci tiiriinde yapmis olduklar
caligmada; 7 lokus ile ¢alismis ve 2 farkli multipleks sistem
kullanmiglardir. Tiirkiye yerli kegi irklari ile yapilan ¢aligma
ile ortak olan 4 lokus bulunmaktadir (ILSTSO11, MAF65,
OARFCB48, OARAES4). Ortak 4 lokusun 3 tanesi bir set
olarak Onerilmis, ancak yerli ke¢i wrklarinda yapilan bu
calismada Onerilen setlerde ayn1 grup iginde tasarlanmamustir.

Agha ve ark., yapmis olduklar1 ¢alismada; 7 lokus ile
calismis ve tek multipleks sistem (7 1i) kullanmiglardir. Tiir-
kiye yerli kegi irklari ile yapilan ¢alisma ile ortak olan 4 lokus
bulunmaktadir (INRAOOS, SRCRSPS, CSRD247, HSC). Or-
tak lokuslardan 2 tanesi (INRAOOS, CSRD247) yerli irklarda
yapilan bu ¢aligmada da ayni set igerisinde 6nerilmis olmasina
ragmen diger lokuslar farkli setler iginde yer almaktadir.

Tasarlanan ¢oklu setler ile Tiirkiye’de yetistirilen 5
ke¢i wkinin kullanildigi bu c¢alismada bazi ortak lokuslar
kullanilmis olsa da onerilen ¢oklu PZR setleri ve kosullart
benzer degildir. Coklu PZR kosullar1 ve buna iliskin yapilan
fragment analizleri birlikte degerlendirildiginde; kullanilan
cihaz farkliliklart ve olusturulan setlerde farkli lokuslarin da
yer almas1 bu durumu agiklamaktadir.

Elde edilen sonuglar ileride yapilacak ¢aligmalar i¢in yol
gosterici olmasi ve Tiirkiye’de yetistirilen yerli kegi irklart
ile yapilan ilk galisma olmasi agisindan 6nemlidir. Ozellikle
zaman, i§ gilicli, maddi kayiplarin oniine gegilmesi agisindan
mikrosatellit lokuslar i¢in ¢oklu PZR daha etkili bir yontem
olmasina ragmen teknik olarak tekli lokus amplifikasyonuna
gore daha zordur (2, 19). Ancak yontemin optimizasyonun-
da basar1 saglandiginda ¢oklu PZR sistemlerin kullanilmasi
daha uygundur. Bu nedenle; kegi tiirlinde genetik ¢esitliligin
arastirlldigi calismalarda, bu galismada bildirilen ¢oklu PZR
sistemlerinin kullanilmasi 6nerilebilir.
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