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Mikrosatellit Belirtegleri ile Darbogaz (Bottleneck) Testi
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Ozet: Populasyon darbogazlarinin belirlenmesi oldukga énemlidir, ¢linkii darbogaz séz konusu oldugunda populasyon
yok olma tehlikesi ile karsi karsiya kalir. Herhangi bir populasyonda darbogazin erken tespiti ciddi bir konudur ve dar-
bogazin belirlenmesi icin gelistiriimis guglu istatistik programlari bu konuda yardimci olmaktadir. Genetik kaynaklarinin
korunmasi kapsaminda mikrosatellit belirteclerinden elde edilen veriler ile darbogazlarin aragtiriimasi yaygin kullanilan
bir ydontemdir. Bu derlemede mikrosatellit belirtecleri ile darbogaz (bottleneck) testi hakkinda bilgi vermek amaglanmig-
tir.

Anahtar Sozciikler: Darbogaz, genetik, mikrosatellit

Bottleneck Test with Microsatellite Markers

Summary: It is important to detect population bottlenecks since bottlenecks can increase the risk of population
extinction. Early detection of bottlenecks is critical, and statistically powerful monitoring programs for detecting
bottlenecks are utilized for this purpose. Genotyping data of microsatellite markers obtained within the conservation of
genetic resources is a common method of investigating bottlenecks. This review article addresses the general
information about bottlenecks with microsatellite markers.
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Girig

Son vyillarda, molekiiler genetik ydntemlerindeki
ilerlemeler ve geligtirilen yeni teknikler ile giftlik
hayvanlarinda genetik cesitliligin belirlenmesi c¢a-
lismalari hiz kazanmistir. Bu amacla; siklikla tercih
edilen; Restriksiyon Enzimleri Uzunluk Polimorfizm
Teknigi (Restriction Fragment Length
Polymorphism; RFLP), mikrosatellit veya kisa ard
arda tekrarlar (Short Tandem Repeats, STR), Tek
Nukleotid Polimorfizm Teknigi (Single Nucleotid
Polymorphism, SNP) ve mitokondriyal DNA dizile-
rinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapiimakta-
dir (2, 31). Gelistirilen yeni molekiler tekniklerle
elde edilen verilere uygun olarak her gegen gun
yeni istatistik yazilimlar gelistirimektedir (23) ve
sonuglar birbirleri ile karsilastirilarak yorumlanabil-
mektedir.

Ozellikle genetik kaynagi olarak degerli durumda
olan populasyonlara yonelik molekuiler tanimlama-
lar koruma programlarinin planlanmasi ve etkinligi
de bir anlamda bu ¢alismalar ile test edilebilmekte-
dir. Koruma programlarinin asil amaci var olan
genetik cesitliligi en az kayipla gelecek kusaklara
ulastirmaktir. Genetik cesitlilik de ancak DNA du-
zeyinde yapilan ¢alismalarla etkili bir sekilde orta-
ya konabilmektedir (6).
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Dinya’'da, 6zellikle gelismekte olan llkelerde ye-
tistiriciligi yapilan irklar giderek azalmaktadir. Bu
irklarin yok olmadan koruma altina alinip genetik
bilgilerinin belirlenmesi gerekmektedir. Turkiye'de-
ki mevcut hayvan tirlerinin irk ici ve irklar arasi
genetik cesitlilik seviyesinin DNA duzeyinde ortaya
konmasi ve slrdurtlen koruma etkinliklerinin bu
bilgiler isiginda daha da etkin kilinmasi gerekmek-
tedir. Hayvancihgin ilerlemesi ve yeni 1slah metot-
larinin devreye girmesiyle birlikte; calismalar hay-
vanlardan birim basina elde edilen verimin artiril-
masi Uzerine yogunlastirilmis ve bu siregte yerel
irklar surekli ihmal edilmigtir. Dolayisiyla, birgok
yerli genetik kaynagi yok olma riskiyle karsi karsi-
yadir (12). Bu nedenle, yerli hayvan genetik kay-
naklarinin korunmasi énem tasimaktadir. Koruma
calismalarinda yerli irklarda mevcut olan genetik
cesitliligin ortaya konmasi ve surdurilen koruma
etkinliklerinin bu bilgiler 1siginda daha da etkin
olmasi nedeniyle; FAO (Food and Agriculture
Organization) mikrosatellit belirteglerin kullaniima-
sini 6nermektedir. FAO, ciftlik hayvanlarinin gene-
tik karakterizasyonu ve korunmasi c¢alismalarini
“evcil hayvan cesitliligi dlgimUu programi (MoDAD;
Measurement of Domestic Animal Diversity)” ile
koordine etmektedir.

Es-baskin  (ko-dominant) belirteglerden olan
mikrosatellitler, 2-6 nikleotid uzunlukta kisa, tek-
rarlanan DNA dizilerini ifade etmektedir (7, 15).
Polimorfik bir lokusta tekrarlarin sayisi 5ten 100’e
kadar degisebilmektedir.  Mikrosatellit PZR
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(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) Urlnleri her bir
lokusa gore degisen ve genel olarak 75 ile 300 baz
¢ifti uzunlugu arasindadir (3).

Mikrosatellitler, es-baskin kalitim o6zellikleri (28),
lokusa 6zgu olmalari (8), genom iginde diizgiin ve
genis yayihmlari (18, 28), yuksek mutasyon orani
(34) ve enformatif degerleri (28) yaninda PZR’ ye
dayal bir teknik olmasindan dolayi birgok tlrde
yaygin olarak kullaniimaktadir.

Irklarin olasi yok olma tehlikesi gegirip gegirmedi-
ginin analizi amaciyla darbogaz (bottleneck) testi
oldukga 6nemlidir. Eger bir populasyonda bir veya
daha fazla nesil boyunca nifus azalirsa, buna
populasyon darbogazi denir. Genetik striklenme,
kiicik populasyonlarda genetik cesitliligi hizla
azaltabilir. Dolayisiyla, darbodazdan gegen bir
populasyon genetik gesitliliginin ¢cogunu yitirebilir
(17). Darbogaz; genetik varyasyon kaybi, zararli
allellerin sabitlenmesi ve akrabali yetistirme dep-
resyonuna neden olmaktadir (17, 22).

Herhangi bir populasyonda darbogazin erken tes-
piti ciddi bir konudur ve darbogazin belirlenmesi
icin gelistirilmis gUclu istatistik programlar bu konu-
da yardimci olmaktadir. Bu baglamda; mikrosatellit
lokuslarinda heterozigotluk ve allel frekansi dagi-
Im analizi, populasyonlarda darbogaz etkisinin
belirlenmesi amaciyla (9, 22), Bottleneck programi
(versiyon 1.2.02) kullanilarak gergeklestiriimektedir
(26).

Darbogaz durumu farkl metotlar ile test ediimekte-
dir (20). Bunlardan biri heterozigot fazlalidini belir-
leyen metot ve digeri ise allel frekansi dagiliminin
kalitatif grafiksel olarak gdsterimine olanak sagla-
yan metottur.

Cornuet ve Luikart (9) tarafindan gelistirilen ve
heterozigot fazlaligini belirleyen metot; isaret Testi
(Sign  Test), Standardize  Farkliik  Testi
(Standardized Difference Test) ve Wilcoxon Test-
lerini (Wilcoxon Sign-rank Test) icermektedir. Mu-
tasyon ve go¢ dengesinin bulundudu varsayimi
altinda hesaplamalarda; 6rnek sayisindan, gozle-
nen allel sayisindan ve beklenen
heterozigotluklarin dagihmindan yola ¢ikilarak her
bir lokus ve her bir populasyon igin dagilimlar tes-
pit edilmektedir (24). Bu dagilim, Sinirsiz Allel Mo-
deli (IAM; Infinite Allele Model), Basamak Tarzi
Mutasyon modeli (SMM; Stepwise Mutation Mo-
del) ve iki Safhall Mutasyon Modeli (TPM; Two
Phase Model of Mutation) olarak isimlendirilen (20)
ug olasi mutasyon modeli altinda 1000 simulasyon
yapilarak bulunur. Simulasyon boyunca elde edi-
len dagilim, heterozigotluk igin bir P-degerinin he-
saplamasina olanak saglar.
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Darbogaz testinde, TPM heterozigot fazlahgini test
etmek icin en kullanigli modeldir. Bu model diger
iki modelin (IAM ve SMM) her ikisini de kullanmak-
ta olup bu modeller farkli oranlarda simulasyonlar-
da kullanilir. Mikrosatellit lokuslari igin mutasyonlar
¢ogu zaman IAM ve SMM’de tutarl degildir. Sonug
olarak; mikrosatellit verileri icin daha ¢ok TPM
onerilmektedir (11, 13, 22, 26).

Darbogaz analizi igin dnerilen Wilcoxon testi sinirli
saylida lokusun (<20) kullanildigi galismalarda dahi
glglu olmasi ve ylksek istatistik glicinden (en az
4 lokus ve 15-20 birey) dolayi bottleneck igin en
uygun test oldugu bildiriimektedir (13, 26). Ancak,
Standardize Farklilik Testi ise 20 veya daha fazla
polimorfik lokusun kullanildigi ¢alismalarda 6neril-
mektedir.

ik olarak Luikart ve ark. (22) tarafindan énerilen
diger bir metot; allel frekansi dagiliminin kalitatif
grafiksel olarak gosterimidir (mode shift). Bu gra-
fiksel metotta; her bir populasyonda en az 30 6r-
nek ve 10-20 polimorfik lokusun allel frekanslarinin
hesaplanmasi gerekmektedir. Allel frekansi sinifi;
disuk (0-0.100), orta (0.101-0.900) ve ylksek
(0.901-1.000) olarak tanimlanmaktadir. Bu testin
prensibi; bir allel sinifinin sahip oldugu allel sayisi;
dusuk frekansl allel sinifinin sahip oldugu allel
sayisindan oldukca ylUksek oldugu zaman darbo-
gaz etkisindeki populasyonda, duslk frekansli
olarak bulunan allellerin kaybinin belirlenmesidir.
Allel frekansi dagihmi grafiginin “L sekilli dagilimi”
kriter olarak kullaniimaktadir. Eger grafik; normal
dagilim (L sekilli) gosteriyorsa; mutasyon go¢ den-
gesi s6z konusudur. Ancak dagilim “L sekilli” degil
ise bu durum populasyonda darbogdazlarin mevcut
oldugunu gostermektedir. Agaoglu (1)'nun Tdrki-
ye’'de yetistirilen yerli kegi irklarinda yapmis oldugu
calismadan darbogaz testi ile elde edilen allel fre-
kansi dagihm grafigi 6rnek olarak verilmistir (Sekil

1).

Son zamanlarda 6zellikle koruma programlarinda
mikrosatellit belirtecleri ile darbogaz testine iligskin
ciftik hayvanlarinda (6zellikle sigir, koyun ve kegi)
galismalar yapiimistir (4, 14, 16, 21, 33). Bu c¢alis-
malardan bazilarina asagida érnekler verilmigtir.

Li ve ark. (21); 12 Cin kegi populasyonunda yap-
mis olduklari ¢alismada 17 mikrosatellit lokusu
kullanarak G¢ Tibet populasyonu hari¢ tim
populasyonlarda dengeden sapmanin oldugunu
bildirmislerdir. Tantia ve ark. (33) Black Bengal ve
Chegu kegi irklarinda 22 mikrosatellit lokusu kulla-
narak darbogaz testi ¢calismasi yapmislardir. Her
iki populasyonun darbogaza maruz kaldigi belir-
lenmis ve ¢alisma sonunda bu iki irk koruma altina
alinmistir. Glowatzki-Mullis ve ark. (16), isvicre
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Sekil 1. BOTTLENECK testi ile elde edilen allel frekansi dagilim grafigi 6rnegi (L sekilli dagihm) (1).

keci irklarinda yaptiklari  ¢alismada; Valais
Blackneck (VBL) irkinin darbogaz etkisinde oldu-
gunu bildirmislerdir. Fatima ve ark. (14), Zalawadi,
Gohilwadi ve Surti kegi irklarinda 18 mikrosatellit
kullanarak yaptiklari ¢calismada; Wilcoxon testinde
uc farkhh model (IAM, TPM ve SMM) Uzerinden
degerlendirme yapmiglar ve Surti kegi irkinin
IAM’da darbogaz etkisinde oldugunu bildirmigler-
dir. Ancak sonucta mikrosatellitler icin 6nerilen en
iyi modelin TPM ve en guglu testin Wilcoxon testi
oldugunu vurgulamislar ve bu ¢calismada kullandik-
lari irklarin Wilcoxon test ve TPM’ye gére darbo-
gaz etkisinde olmadiklarini bildirmislerdir. Kumar
ve ark. (20)'nin Hindistan'a 6zgl Gohilwari kegi
irkinda yaptiklari ¢alismada darbogazi test etmis-
lerdir. Ug farkli mutasyon modelinde (IAM, TPM ve
SMM) yapmis olduklari testler ve kalitatif metot
sonucunda bu irkin darbogaz etkisinde olmadigini
bildirmislerdir. Agaoglu (1), Turkiye'de yetistirilen
bes yerli keci irkinda Wilcoxon testi, TPM modeli
ve allel frekans dagilimi degerlendirmesinde; An-
kara, Kilis, Honamli, Kil ve Norduz Kegilerinin dar-
bogaz etkisinde kalmadigini bildirmigtir.
Mikrosatellit lokuslar ile yapilan bir g¢alismada,
Anadolu yerli ve melez koyun irklarinin bir darbo-
gaz etkisinde kalmadiklari tespit edilmistir (19).
Hindistan da yetistirilen Hassan (30), Jalguni (4),
Kilakrsal (27) ve Munjal (35) koyun irklarinin dar-
bogaz etkisinde kalmadigi bildirilmigtir..

Genetik cgesitliligin arastirildii ¢calismalarda Dadi
ve ark. (10) glneybati Etiyopya’da yetistirilen
Sheko sigir irkinda, Pandey ve ark. (25) Kherigarh
sigir irkinda ve Sodhi ve ark. (32) Hindistan Zebu

Tharparkar irklarinda darbogazin olmadigini bildir-
miglerdir. Ozkan, (24) Tirkiye'de vyetistirilen yerli
(Boz Irk, Dogu Anadolu Kirmizisi, Gliney Anadolu
Kirmizisi, Yerli Kara) ve kiltir sigir irklarinin
(Jersey, Esmer lIsvigre, Siyah Beyaz Alaca) yok
olma tehlikesi gegirmis olma ihtimalinin s6z konu-
su olmadigini bildirmigtir.

BOTTLENECK (versiyon 1.2.02) (9) her bir
populasyon ve lokusta, mutasyon gé¢ dengesi
varsayimi ile gézlenen allel sayilarinin (k), gozle-
nen (Ho) ve beklenen (He) heterozigotluklarin da-
giimini ve dolayisiyla darbogazin hesaplanmasin-
da kullanilan bir programdir. Similasyon verileri
farkll olasi mutasyon modelleri (IAM, SMM ve
TPM) ile hesaplanmaktadir. Heterozigotluk azhgi
veya ¢oklugu bulunan lokuslarda, Ho ile He hesap-
lanmasina olanak saglar. Ayrica, heterozigotlugun
mutasyon kayma dengesinde standart sapma
(SD), her bir lokus igin standartlastirilan farki he-
saplamak igin kullanilir ((Ho-He)/SD). Similasyon
boyunca elde edilen dagilim, heterozigotluk igin bir
P degerinin hesaplamasina ve yorumlanmasina
olanak saglar. Allel frekans dagiliminin hesaplan-
masina da olanak saglayan bu program ile her-
hangi bir darbogazin olup olmadigini da bu agidan
da degerlendirebilmektedir (mode-shift).

BOOTLENECK programi Delphi 4™ (Inprise Co.)
bilgisayar dilinde yazilmig olup 5 farkl veri dosyasi
formati kullanilabilmektedir. Bunlardan en ¢ok ter-
cih edilenler; GENEPOP (29) ve GENETIX (5)
yazilimlarinda kullanilan veri formatlaridir.
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Sonug:

Ciddi darbogaz etkisinde olan populasyonlar, ge-
netik kaynaklarinin korunmasi agisindan oldukga
onemlidir. Clnkd bu populasyonlar olasi akrabali
yetistirme depresyonu, genetik varyasyon kaybi ve
zararl genlerin sabitlenmesi durumu ile kargi kar-
slya kalabilirler (14). Turkiye’ye 6zgu yerli irklarinin
genetik cesitliliklerinin yiksek olmasi bu irklarin
Onemini artirmaktadir. Bu baglamda; evcil hayvan-
larin genetik kaynaklarinin korunmasi ¢ok énemli
bir konudur. Ancak, yerli irklarin giin gegtikge sayi-
sI azalmaktadir. Bu durumda acil koruma énlemleri
alinmali ve bu koruma programlarina yol gésterici
molekuler genetik analizler yapiimalidir. Bu analiz-
lerden biri olan darbogaz testi de koruma program-
larinda Kilit rol oynamaktadir. Mikrosatellit belirteg-
leri ile genetik cesitliligin arastirildigi 6zellikle de
nesli tikenme tehlikesi ile karsi karsiya kalan hay-
van populasyonlarinda bu testin kullaniimasi koru-
ma programlarina yol gosterici olmasi agisindan
onerilebilir.
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