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Abstract

Nowadays, owing to the developments in molecular biology, genetic markers are generally used to
describe specific regions of the genome. Three different marker systems, namely, protein and DNA
markers, are used in genome analyses and in various genetic studies. Following the discovery of
polymerase chain reaction (PCR), PCR-based marker systems are widely preferred in genetic studies.
Genetic characterization studies are critically important to determine the level of genetic diversity
between and within populations, origin of domestication and migration and development of
conservation programs. Different biochemical marker systems, alloenzymes, mitochondrial DNA and
Y chromosome are used for genetic characterization studies. DNA markers, especially the
polymorphic microsatellite markers, are the most preferable marker systems in PCR applications.
Recent progresses in molecular biology techniques allow rapid and economical identification of single
nucleotide polymorphisms analyses and their applications along with microsatellites.
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Ozet

Molekiiler biyoloji alanindaki gelismeler sonucunda giiniimiizde markorler genel olarak genomun
Ozgiin bir bolgesini tanimlamak amaciyla kullanilmaktadir. Genom analizleri ve genetik ¢alismalarda
morfolojik, protein ve DNA markdrleri olmak {izere {i¢ tip markdr kullanilmaktadir. Polimeraz zincir
reaksiyonunun (PZR) kesfinden sonra genetik ¢alismalarda PZR-temelli markdrler daha fazla tercih
edilmeye baslanmistir. Genetik karakterizasyon caligmalari, popiilasyon i¢i ve popiilasyonlar arasi
genetik cesitlilik seviyesinin belirlenmesi, koruma programlarinin gelistirilmesi, evcillestirilme ve gog
yollarinin tespiti gibi ¢aligmalar i¢in olduk¢a dnemlidir. Genetik karakterizasyon ¢aligmalarinda farkli
biyokimyasal markor sistemleri, alloenzimler, mitokondriyal DNA ve Y kromozomuna &zgiin
markérler kullanilmaktadir. DNA markorleri, 6zellikle polimorfik mikrosatellit markorleri, PZR
uygulamalarinda en ¢ok tercih edilen markdr sistemini olusturmaktadir. Son zamanlarda gelistirilen
yeni molekiiler biyoloji teknikleri tek niikleotid polimorfizmleri analizinin daha hizli ve ekonomik
olarak yapilabilmesine ve mikrosatellitler ile birlikte kullanilmasina olanak saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Genetik karakterizasyon, Markor Sistemleri, Mikrosatellit, SNP, RFLP

GIiRIS analizleri ve genetik ¢alismalar basta olmak

Genomun 6zgiin bir bolgesini tanimlamak amaciyla izere molekiller  ahsmalarda morfolojik,

birgcok markor sistemi kullanilmaktadir. Genom
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protein ve DNA markdrleri olmak {izere 3 tip
markdr kullanilmaktadir (Liu, 1998).

Morfolojik Markorler

Cok sayidaki morfolojik markor insan, hayvan ve
bitki genetik caligmalarinda  kullanilmaktadir.
Genler ve kromozomlar hakkindaki  bilgi
eksikliginden dolay1 ilk caligmalar, géz rengi, kanat
yapisi, boynuzluluk, deri rengi gibi basit Mendel
kalitim1 gosteren Ozellikler tizerinde yapilmistir. Bu
gibi morfolojik karakterler, 0zgiin genler igin
giivenilir indikatorler olarak kullanilabilirler ve bu
ozellikleri kodlayan genlerin kromozom {izerinde
yerlerinin tanimlanmasinda faydali olmaktadirlar.
Morfolojik markérlerin gozlenmesi kolay olmasina
ragmen alel sayilarmnin nispeten az olmasindan
dolay1 kullanimi kisitlt kalmaktadir (Liu, 1998).

Protein Markorleri

Amino asit bilesimi, molekiiler agirliklart ve
antikor-antijen iliskilerindeki farkliliklar nedeniyle
proteinler i¢in farkli aleller bulunabilmektedir.
Molekiiler Dbiiyiiklik ve amino asit bilesimi
farkliliklardan dolay1 proteinler, jel elektroforez
yontemi kullanilarak kolaylikla ortaya g¢ikarilabilir
ve genetik markdr olarak kullanilabilirler. Genetik
caligmalarda ilk zamanlarda protein
polimorfizmlerinin aragtirtlmasi  amaciyla kan
antijenleri ve izoenzim markdrleri yaygin olarak
kullanilmistir. Izoenzimler, bir enzimin alternatif
bir formudur ve ayni enzim aktivitesine sahip
olmalarina ragmen elektroforetik  hareketleri
farklilik  gostermektedir (Liu, 1998). Genetik
caligmalarda kan ve doku proteinleri markor olarak
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Fakat 6zellikle
kan grubu ve protein markdr sistemlerinin genomun
bazi  bolgelerinde  toplanmig  bulunmalari,
polimorfizm degerlerinin nispeten diisiik olmasi,
O0zglin  olarak kan oOrneklerine  gereksinim
duyulmasi, ig yiikiiniin agir olmast ve analizlerin
uzun zaman almast nedeniyle ve molekiiler
biyolojideki gelismelere bagli olarak yerini DNA
temelli markorlere birakmugtir (Kurar, 2001).

DNA Temelli Markorler

DNA markérleri, bir tiir
bireylerde dizi polimorfizmi gdsteren DNA
bolgeleridir ve varyasyonun belirlenmesinde
giinlimiizde en sik kullanilan yo6ntemdir (Liu,
1998). Polimeraz Zincir Reaksiyonunun (PZR)
kesfinden sonra genetik ¢alismalarda PZR temelli

icerisindeki  farkli

markdrler daha ¢ok tercih edilmeye
baglanmistir. Karry Mullis tarafindan 1985
yilinda ilk kez ortaya konulan bu teknoloji
sayesinde genomun 6zgiin bolgelerinin in
vitro sartlarda cogaltilabilmesi ve
elektroforez teknikleri ile goriintiilenmesi
miimkiin hale gelmistir. DNA teknolojisi ve
molekiiler biyolojideki hizli gelismeye
paralel olarak daha ekonomik, kolay ve
polimorfik olmalarindan dolay1 6zellikle
PZR temelli DNA markdr sistemleri (RFLP,
RAPD, EST, STS, SSCP, AFLP, STR ve
SNP) genetik calismalarda daha yaygin
olarak kullanilmaya baslanmistir (Weber
and May, 1989; Liu, 1998).

Restriksiyon parca uzunluk
polimorfizmleri

Restriksiyon endoniikleaz (RE) enzim
kesimleri ile olusturulan farkli DNA parga
uzunluklar1 restriksiyon parca uzunluk
polimorfizmleri (RFLP-“Restriction
fragment length polymorphism”) olarak
adlandirilmaktadir. RE’leri, DNA
diziliminde  belirli  swrayla  bulunan

niikleotidlerden kendisine 6zgii 6zel tanima
dizilimi bolgelerini taniyarak bu dizilimin
belli bir noktasindan keserek DNA’y1 ikiye
ayirmaktadir. Her bir RE’nin kendisine 6zel
kesim bolgeleri bulunmaktadir.

RFLP teknolojisi ile DNA dizisinde
bulunan dizilim farkliliklar1 kolayca tespit
edilebilmektedir. RFLP’lerin
belirlenmesinde DNA oncelikle bir RE
enzimi ile kesilerek DNA parcaciklar
agaroz jel elektroforezinde ayristirilir. DNA
dizilim  farkliliklarma  gére  genom
bolgesinde farkli RE kesim alanlari ve
dolayisiyla bireyler arasinda farkli DNA
fragman profilleri olusacaktir. Alkali jelde
denatiire olmus DNA fragmanlar1 Southern
blot yontemi ile nitroseliilloz kagidi iizerine
alinir. Radyoaktif isaretli bir DNA probu
kullanilarak 6zgiin DNA fragmanlar ve
profili tespit edilebilir (Botstein et al.,
1980).

RFLP markérlerin en dnemli avantaji
Ozgiin dizi bilgisine ihtiya¢ bulunmamasidir.
RFLP yontemi, tiirler, cinsler hatta biiyiik
poptilasyonlarin analizinde
kullanilabilmektedir. Polimorfizm orani ¢ok



yliksek olmasindan dolay: aile agact ve haritalama
analizlerinde tercih edilen markor sistemi olmustur.
RFLP markor sisteminin dezavantajlari ise; analizin
yapilabilmesi i¢in yeterli miktarda DNA’ya ihtiyac
duyulmast ile birlikte teknolojik olarak pahali, uzun
ve yorucu bir yontem olmasidir (Botstein et al.,
1980).

Tek zincir konformasyon polimorfizmleri

Tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP-
“Single-strand  conformational polymorphism”)
markérleri, bir DNA dizilim bolgesindeki (1000
baz c¢iftinden daha kisa) dizi varyantlart ve
mutasyonlart  (6zellikle nokta mutasyonlari)
belirlemede kullanilan bir markér sistemidir (Orita
et al., 1989). PZR ile ¢ogaltilan bir genom bolgesi,
uygun 1sida denatilirasyona tabi tutularak mutasyon
bolgesinde II. ve III. DNA konformasyonlarinin
olusturulmasi esasimna dayanmaktadir. Varyasyona
bagli olarak olusan II. ve III. konformasyondaki
DNA molekiilleri jel elektroforezinde farkli bant
profilleri olusturarak varyantlarin tespitine olanak
saglamaktadir. Teknoloji olarak basit olmasina
ragmen, her bir mutasyon i¢in farkli ortamlarin
olusturulmasi gerekliligi, bu teknigin uygulamasimi
kisitlayan en 6nemli etkendir (Liu, 1998).

Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA

Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD-
“Randomly  amplified polymorphic ~DNA”)
markorleri, PZR tabanli olup ilk kez Williams et
al,, (1990) tarafindan gelistirilmistir. Rastgele
niikleotid dizilimine sahip olan tek bir primerin
kullanilmasiyla DNA pargalart ¢ogaltilmakta ve
olusan farkli bant profiline gore DNA polimorfizmi
tespit edilebilmektedir. Bu markdr kullanilarak
yapilan caligmalarda, ayni lokustaki iki farkli alel
belirli biiylikliikteki bantlarin  varligiyla ya da
yokluguyla ayirt edilebilmektedir (Liu, 1998).
RAPD markdrlerinin  avantajlari, DNA dizi
bilgisine ihtiyacin olmamasi, diger markorlere gore
ucuz ve daha az miktarda DNA ile kisa siirede
sonuglar alinabilmesi olmasi ragmen en Onemli
dezavantaji diger markdrlere gore oOzelliklede
RFLP’ye gore giivenilirliginin diisiik olmasidir.
Bundan dolay1 genellikle RFLP ile birlikte
degerlendirmeye alinirlar (Williams et al., 1990).

Cogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi

Cogaltilmig parga uzunluk polimorfizmi (AFLP-
“Amplified fragment Ilength polymorphism”)
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teknigi, RE enzimleri ile kesilmis genomik
DNA  pargalarmin  segici PZR ile
cogaltilmast temeline dayanmaktadir. Bu
teknik, DNA’nin enzimlerle kesilmesi ve
oligoniikleotid adaptorlerin  baglanmasi,
kesilen bolgelerin secici PZR yontemiyle
cogaltilmasi ve cogalan  bdlgenin
poliakrilamid jelde analiz edilmesi olmak
izere 3 temel asamadan meydana
gelmektedir. RE ile kesilen parga bolgeleri

niikleotid dizilimi bilinmeden  jel
elektroforez yontemi ile
goriintiilenebilmektedir. Parmak izi

analizlerinde agirhikli olarak kullanilan
AFLP markor sistemi, RFLP markériine
benzer Ozelliklere sahip olmakla birlikte
RFLP’ye gore analizi daha kolaydir ve daha
az miktarda DNA’ya gereksinim
duymaktadir (Vos et al., 1995).

Tek niikleotid polimorfizmleri

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP-“Single
nucleotide  polymorphism™)  genomun
herhangi bir bolgesindeki tek niikleotid
dizilim farkliliklaridir. Genomda oldukga
yaygin bulunan bu markoérlere intron ve
ekzon bolgelerinde, 500-1000 bg siklikta
rastlanilabilir  (Wang et al., 1998).
Genellikle iki alele sahip olan SNP
markorlerinin  polimorfizmleri daha disiik
kalmakta, veri tabani katalog bilgisine ve
polimorfizm  dizi  bilgisine  ihtiyag
duyulmaktadir (Smigielski et al., 2000).
SNP’ler arastirmacilarin ihtiyaglarina gore
calismalar1 kolaylastirmak i¢in dizi konumu,
fonksiyonu, tiirler arast homoloji ve
heterozigotluk derecesi olmak iizere 4 biiyiik
bilgi ekseni tek veya daha fazlasi bir arada
olmak iizere diizenlenebilmektedir
(Smigielski et al., 2000). Genomda bilinen
1.42 milyon SNP’nin her 1.91 Kbg basina 1
SNP yogunlukta bulundugu bilinmekle
birlikte ekson gen bolgelerinde 60 000 SNP
bulundugu ve eksonun %85’inin SNP’nin 5
Kbg yakininda yer aldig: belirlenmistir (The
International SNP Map Working Group,
2001). SNP bilgilerine ulagsmak i¢in;
GenBank, PubMed, LocusLink ve Genome
Sequence gibi kaynak bilgiler ile NCBI veri
tabanindaki bilgiler kullanilmaktadir
(Smigielski et al., 2000). Gelistirilen yeni
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molekiiler biyoloji teknikleri (mikrodizin, gergek
zamanli PCR) ile ¢ok sayida SNP’nin analizi daha
hizli ve ekonomik olarak yapilabilmektedir.
SNP’ler genetik cesitlilik, popiilasyon yapisi,
kantitatif 6zellik lokuslart (QTL), markor destekli
seleksiyon (MAS) calismalarinda ve ailesel
iligkilerin aragtirilmasinda yaygin kullanilmaktadir.

Mitokondriyal DNA

Maternal kalitim gdsteren mitokondrial DNA
(mtDNA), ¢ift zincirli, halkasal yapida ve aerobik
solunumu  destekleyen genleri icermektedir.
mtDNA toplam genetik materyalin  %0.3’{in{
olusturmaktadir (Rokas et al.,, 2003; Basaran,
2004). Tipik bir somatik hiicre 500-1000
mitokondri icermektedir (Rokas et al., 2003).
mtDNA’da goézlenen mutasyon orant niikleer
DNA’ya (nDNA) gore daha hizlidir. Bu durumun
sebebi olarak, mtDNA’da meydana gelen
mutasyonlarm  nDNA’da  meydana  gelen
mutasyonlardan yaklagik 10-20 kat daha fazla
olmast ve mtDNA’nin tamir mekanizmasinin
bulunmamasi oldugu gosterilmektedir. Sonugta
olusan mutasyon orani, mtDNA’nin baz diziliminde
¢ok farkli varyasyonlarin  olugmasina yol
acmaktadir (Basaran, 2004). mtDNA, canlilarin
orjinleri, go¢ haritalarmin ¢ikarilmasi, adli tip,
dejeneratif hastaliklarin sebebinin arastirilmasinda
ve kanser calismalarinda kullanilmaktadir. mtDNA,
rekombinasyon eksikliginin tespiti ve genetik
olarak klonlanan canlilarin  kalitimmin tespit
edilmesinde yaygm kullanilmaktadir (Rokas et al.,

2003). mtDNA’nin  kodlanan  bdlgesindeki
varyasyonun iyi anlagilmast popiilasyonlarin
genetik  sonucunun  (filogenetik  ge¢misinin)

belirlenmesinde yararli olacaktir (Finnild et al.,
2001).

Mikrosatellitler

Genomda bir lokusta arka arkaya gelen rastgele
tekrar dizilerine kisa ardigik tekrarlar (STR-“Short
Tandem Repeat”) denilmektedir. STR’lerin 1-6 bg
tekrarlarindan olusmus markorlere mikrosatellit
markorler veya basit dizi tekrarlari (SSR-“Simple
Sequence Repeat”) olarak isimlendirilmektedir
(Weber and May, 1989; Liu, 1998). Genomda 9—
100 bg arasinda degisen rastgele dizi tekrarlari ise
minisatellit markorler veya degisken ardisik
niikleotid tekrarlar (VNTR-“Variable Number of
Tandem Repeats) olarak tanimlanmaktadir.
Mikrosatellitlerin tekrar sayisi genelde 100’den,

minisatellitlerin tekrar sayis1 ise 1000°den
daha azdir (Liu, 1998). Mikrosatellitler
prokaryot ve dkaryot genomun herhangi bir
bolgesinde bulunabilmektedir.
Prokaryotlarda bir¢ok biyolojik fonksiyona
sahip oldugu halde 6karyot hiicrelerde rolii
tam olarak bilinmemektedir (Bennett, 2000).
Mikrosatellit markorler, yaygmn olarak 2
niikleotidli tekrarlardan [(CA)n] olusmakla
birlikte farkli formlarda da (AC, AT, AAC,
AAT, CCG vb) bulunabilmektedir (Ellegren
et al., 1997; Orti et al., 1997; Bruford et al.,
2003).

STR markérleri, PZR teknolojisinin
yardimiyla genetik calismalarda en ¢ok
tercih edilen markdr sistemini
olusturmaktadir (Weber and May, 1989;
Liu, 1998). Mikrosatellitlerde  tekrar
bolgelerini kusatan DNA dizileri bir tiiriin
bireylerinde ayni olmasina ragmen tekrar
dizilim sayilar1 bireyler hatta bireyin
homolog kromozomlart arasinda dahi
farklilk gosterebilmektedir. Ug niikleotid
tekrarli mikrosatellit bolgelerinin =~ %60
oraninda polimorfik oldugu, 2 bg tekrarh
mikrosatellitlerin  ise %100 polimorfik
ozellige sahip oldugu belirlenmistir (Metta
et al, 2004). Mikrosatellitler, genomda
yaygin olarak bulunmalari, polimorfizm
oranmin yliksek olmast ve kullanimimin
kolay olmasi nedeniyle birgok molekiiler
biyoloji ¢alismasinda rahatlikla kullanimi
tercih edilmektedir.

GENETIK CESITLILIK VE GENETIK
KARAKTERIZASYON

Hayvansal iiretimde genetik cesitlilik, 1slah
programlarinin  temelini  olusturmaktadir.
Genetik ¢esitlilik, belli bir cografik bolgeye
uyum saglamuis, ilgili bolgede yaygin olarak
yetistirilen canli tiirlerinin, bu tiirlere ait
irklarm genetik niteliklerini (kalitsal bilginin
zenginligini)  ve  icinde  yasadiklar
ekosistemde  birbirleri ile iliskilerinin
niteligini ifade eder. Evcil hayvanlarda
genetik cesitlilik, 1k i¢i ve irklar arast olmak
iizere iki gesittir.

Genetik  karakterizasyon calismalari,
wklar arast ve wrk i¢i genetik cesitliligin
belirlenmesi ve wklarm  tanimlanmasi
amactyla 6nemli bir yere sahiptir. Diinyada



ve Tiirkiye’de 1980°li yillarda yerli wrklarin genetik
yapilart ve bazi verim ozellikleri ile olan iligkileri
kan ve siit protein polimorfizmi (Ceriotti et al.,
2003; Ibeagha-Awemu and Erhardt, 2005)
kullanilarak incelenirken en son gelismelerle
birlikte mikrosatellit markoérler ve SNP’ler (Cafion
et al., 2001; Li et al., 2006; McKay et al., 2008;
Kang et al., 2009; Molaee et al., 2009) daha yaygimn
olarak kullanilmaya baslanmuistir.

Irklarin kokeni ve evcillestirilme bdlgelerinin
tespit edilmesi amaciyla genetik karakterizasyon ve
arkeolojik  g¢aligmalar  yapilmaktadir.  Avrupa
wrklarinin  gé¢  yollarmin  Tuna Nehri boyunca
Kuzeyden Merkezi Avrupa’ya ve Akdeniz kiyisi
boyunca olmak iizere iki farkli gé¢ yolu izledigi,
sigir, koyun, keg¢i, domuz ve mandanin iki farkli
Asya Bolgesi’nde ilk evcillestirilmeye baslandigi
bildirilmektedir (Bruford et al., 2003). Bu
merkezlerden en eski olan1 Dogu-Giineydogu
Anadolu bdlgesini kapsamaktadir ve iwrklarin bu
bolgeden tiim Diinya’ya oOzellikle Anadolu’dan
Avrupa’ya yayildig belirtilmektedir (Loftus et al.,
1994; 1999; Luikart et al., 2001; Troy et al., 2001;
Hiendleder et al., 2002; Cymbron et al., 2005).

Genetik karakterizasyon calismalarinda
mikrosatellitler, insan (Bowcock et al., 1994; Deka
et al., 1995), sigir (MacHugh et al., 1997; Loftus et
al., 1999; Edwards et al., 2000; Cafion et al., 2001),
ke¢i (Luikart et al., 2001; Maudet et al., 2002),
koyun (Mukesh et al., 2006; Lawson Handley et
al., 2007; Molaee et al., 2009), kopek (Boyko et al.,
2009; Kang et al., 2009), at (Luis et al., 2007), esek
(Aranguren-Méndez et al., 2002), domuz (Behl et
al., 2006; Sollera et al., 2009), manda (Flamand et
al., 2003) ve diger bir¢ok hayvan tiirlerinde (Cosse
et al.,, 2007; Vijh et al.,, 2007; Li et al., 2009)
kullanilmaktadir.

Genetik karakterizasyon calismalarinda
mikrosatellitler disinda farkli biyokimyasal markor
sistemleri de (Moazami-Goudarzi et al., 1997,
Kantanen et al., 1999; 2000; Ceriotti et al., 2003;
Ibeagha-Awemu and Erhardt, 2005) kullanilmustir.
AFLP (Negrini et al., 2007), mtDNA (Loftus et al.,
1994; Bradley et al., 1996; Finnild et al., 2001;
Mannen et al.,, 2004), Y kromozomuna O&zgiin
mikrosatellitler (Edwards et al., 2000; Cai et al.,
2006; Li et al.,, 2007; Kantanen et al., 2009)
agirhikli olarak kullanilmakla birlikte SNP (Li et
al., 2006; McKay et al., 2008) markorleri de
kullanilmaya  basglanmistir. ~ Ayrica  genetik
karakterizasyon c¢alismalarinda markor sistemleri
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disinda aile agact kayitlarindan da
yararlanilmaktadir (Trinderup et al., 1999;
Honda et al., 2006).

Sigir wklart iizerinde yapilan
mikrosatellit ~ markdrler  ile  yapilan
analizlerinde Taurin ve Zebu karisimi
bulunmamisken diger markor sistemlerinden
olan Y kromozomu ve mtDNA ile yapilan
caligmalar birlikte degerlendirildigi zaman Y
kromozomu markérii verilerinde bu irklarda
Zebu karigiminin - oldugu  belirlenmistir
(Lir6n et al., 2006).

SNP’ler ise bitkiler, deniz iriinleri ve
bircok  hayvan  tlirinde  molekiiler
caligmalarda ayn1 anda sayica fazla miktarda
kullanmilmaktadir  (Muir et al., 2008;
Matukumalli et al., 2009; Yan et al., 2009;
Zhu et al., 2012).

Sonug olarak markor sistemlerinde PZR
teknolojisi Oncesi birgok markor sistemi
kullanilirken, PZR teknolojisi ile birlikte
mikrosatellitler ~ agirhikli  kullanilmaya
baglanmistir.  Son  yillarda ise SNP
markorleri lizerinde calismalar artmis ve
SNP ¢ipleri olusturulmaya baglanmistir.
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