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Ozet: Son yillarda DNA dizilerinin degisik molekiler genetik teknikleri ve &zgiin DNA polimorfizmlerinin genetik marker olarak
kullanimlart hizla gelismektedir. Bu ¢alismada sigir genomunda bulunan 7 degisik polimorfik lokusun allel ve genotip frekanslarinin
istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim, Ogretim, Arastirma ve Uygulama Ciftligi'ndeki sigir populasyonuna ait dagilimlari
incelenmigtir. Buna bagli olarak calismanin hedefi arastirmada ele alinan 7 lokusun heterozigotluk orani dislama gicl, uyusma
olasiigi ve ayrimlama guci acisindan degerlendirilmesi ve ilgili lokuslarin hayvanlarin kimlik tayininde Kullanilabilirliklerinin
arastiriimasi olmustur.

Hayvanlardan alinan kan 6rneklerinden fenol-kloroform-izoamil alkol ve chelex yontemi Kullanilarak DNA ekstraksiyonu yapilmigstir.
Spektrofotometre ile, DNA'nin miktari ve saflik derecesi belirlendikten sonra 7 DNA lokusu i¢in PCR ydntemine dayali amplifikasyon
yapilmistir. Amplifikasyon Urinlerinin varligi EtBr ile boyanarak % 1,5 agaroz jel elektroforezi ile incelenmistir. Denatire edilmis
poliakrilamid jel elektroforezi kullanilarak ve gumis boyama yapilarak PCR Urlnleri degerlendirilerek allellerin fenotipleri
belirlenmistir.

Aragtirma sonunda BMS1822 lokusu disinda Hardy-Weinberg dengesine uyumsuzluk gézlenmemistir. istanbul Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Egitim, Ogretim, Arastirma ve Uygulama Ciftligi genelinde yapilan bu calismada 7 STR/mikrosatellit lokusu iginde en yiiksek
heterozigotluk degeri % 83,3 ile BMS2270 lokusunda gdzlenirken en disuk deger % 31,4 ile BMS2721 lokusunda gorulmugstir.
En yiksek dislama olasiligi 0,662 ile BMS2270 lokusunda gézlenirken en disuk deger 0,066 ile BMS2721 lokusunda gdzlenmigtir.
En ylksek ayrimlama gici 0,947 ile BMS2270 lokusunda gozlenirken en dusik deger 0,504 ile BMS2721 lokusunda
gozlemlenmigtir. Uyusma (karsilasma) olasiliginda ise en ylksek degeri veren lokuslar BMS3019 ve BMS2721 olurken en disuk
degerler BMS2270 ile BMS1822 lokuslarinda saptanmigstir. Bu calismada kullanilan lokuslarin kombine ayrimlama ve diglama gucl
degerlerinin oldukea yuksek oldugu gézlenmistir. Dolayisiyla bu sistemlerin DNA profilleme analizlerinde kullanilabilecek markerler
olabilecedi soylenebilir.

Anahtar Sézcikler: Heterozigotluk derecesi, genetik markerler, dislama guct, mikrosatellit, polimorfizm

Determination of the Allele Frequency of Some Genomic Loci in a Holstein Cattle Population
and its Importance in Individual Identification

Abstract: Nowadays, the use of DNA sequences with genetic techniques and DNA polymorphism as genetic markers is increasing
very rapidly. In this study, we examined the frequencies of seven different polymorphic loci in the cattle population of Istanbul
University Veterinary Medicine Research and Application Farm. Thus, our aim was to examine and calculate the power of exclusion,
match probability and power of discrimination of the seven loci, and examine the usefulness of the involved loci in identification tests.

For DNA extraction, Chelex and Phenol-Chloroform-Isoamil alcohol methods were applied to the blood taken from animals. After
measuring the amount and purity degree of DNA with a spectrophotometer, seven DNA loci were amplified by PCR. The amplification
products were stained with EtBr and examined with 1.5% Agarose gel electrophoresis. Using denaturated polyacrylamide gel
electrophoresis and silver staining, PCR products were evaluated and phenotypes of the alleles were determined.

At the end of the study, a mismatch to the Hardy-Weinberg equilibrium was observed in all loci but BMS1822. The highest
heterozygosity ratio was 83.3% for BMS2270, and the lowest ratio was 31.4% for BMS2721 among the seven STR/microsatellite
loci we studied. The highest exclusion probability was 0.662 for BMS 2270, and the lowest was 0.066 for BMS2721. The highest
power of discrimination was 0.947 for BMS2270, and the lowest was 0.504 for BMS2721. The highest matching probability was
for BMS3019 and BMS2721, and the lowest was for BMS2270 and BMS1822. It was observed that the loci in this study have very
high power of discrimination and power of exclusion values when combined. Thus, these systems may be useful as markers in DNA
profiling.

Key Words: Heterozygosity, genetic markers, exclusion probability, microsatellite, polymorphism
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Giris

Ciftlik hayvanlarinin ebeveyn kontrolleri, son yillara
kadar uluslararas! standardizasyonu yapilmis olan kan
gruplart yontemi ile global olarak belirlenmekteydi (1).
Buna ragmen bu gibi geleneksel metotlarin yerini
molekiler biyolgjik ydéntemlerin almasi yéninde cabalar
vardir. Clnkl kan gruplari ile herhangi bir gsupheli
ebeveynlik durumunun dogrulugu ispatlanamaz, fakat
yanlis tespit edilmis ebeveynlik durumlari meydana
cikarilabilir (2). Bununla beraber, sadece yavru ile
ebeveynlerin kan tipleri uygunsa ebeveynligin biyuk bir
olasilikla dogru tespit edilmis oldugu soylenebilir. Boyle
bir olasiiga ragmen, kan gruplari ile ebeveyn testi,
stphelilerin tespit edilmesi seklinde degil, uygun
olmayanlarin diglanmasi esasina dayanmaktadir.

Kros-hibridizasyon yapan bir prob kullanilmak sureti
ile genomik DNA'min uygun enzimlerle kesilerek c¢oklu
polimorfik parcalar halinde mini veya mikrosatellit dizilimi
iceren bireysel-spesifik DNA bant ¢rneklerinin analizi DNA
fingerprint (parmak izi) olarak terimsellestirilmistir. Bu
yontem ilk olarak insanlarda (3,4,5), daha sonra bitki
(6,7) ve sonunda da evcil hayvanlarda kullaniimigtir
(8,9,10). DNA parmak izi her Kisi icin 6zeldir ve bu izlerin
yarist anneden, diger yarisi da babadan gelmektedir. DNA
parmak izi adli tipta doku orneklerinin kaynagini ortaya
clkarmak bakimindan ¢ok 6nemli ve kesin bir uygulama
alani  bulmustur. Ayrica bu &rneklerin  babalik
kuskularinda ve gocler nedeniyle ortaya cikan
karigikliklarin - 6nlenmesinde c¢ok buylUk bir yardimi
olmaktadir

Son  yillarda DNA  polimorfizmleri  birey
tanimlanmasinda genetik marker (isaretleyici) olarak
kullanilmaktadir. Cunkd bu polimorfizmler délden dole
klasik Mendel Kalitimi ile aktarilabilmektedir. Ozellikle de
bir populasyon igerisinde polimorfik lokustaki DNA
dizisinin iki kromozomda farkli olma olasiliji ne kadar
yuksekse o lokus genetik calismalar icin o kadar
degerlidir. Ayni lokusta nikleotid dizileri ile olusturulan
iki yada daha cok genotipin ayni toplumda belirli bir
siklikta bulunan DNA polimorfizmleri, DNA molekilinin
yapisinda yer alan ve bireyler arasinda farklilik gésteren
nukleotid degisimleridir. Herhangi bir hastalikla ilgili
olmayan bu degisimler genlerin ekson ya da intron
bélgeleri ile gen disi bolgelerde bulunmaktadir. Ancak
DNA dizisindeki bu farklara intron bolgelerde ekson
boélgelere goére daha siklikla rastlanmaktadir (11,12).
Ana-baba tayini, dogada yasayan turlerin tanisi, bu tirler
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arasindaki polimorfizm hesaplamalari, evolusyon ve
haritalama calismalari, bitki ve hayvan tirlerinin safliginin
belirlenmesi ve suphelilerin saptanmasi gibi ¢ok genis
alanlarda kullanimi olan DNA parmak izi ydnteminin
temelini Polymerase Chain Reaction (polimeraz zincir
reaksiyonu) teknigi olusturmaktadir (13).

PCR yontemine dayall uzunluk varyasyon sistemleri
VNTR (variable number of tandem repeat: degisken
sayida tekrar eden dizinler) ve STR (short tandem repeat:
kisa tekrar eden dizinler) polimorfizmidir. Kisa ardisik
tekrarlanan dizinler tim okaryot genomda bulunabilen
polimorfik lokuslardir. Tekrarlanan bu baz dizinleri 2-6
baz cifti uzunlugundadir. Herhangi bir STR lokusunda,
sz konusu tekrarlarin sayisi farkli kromozomlarda farkli
olabildiginden, ebeveyn tayininde Kkullanilabilecek bir
polimorfizm sekli ortaya ¢ikmaktadir. Dedisken sayida
tekrar eden ve minisatellit olarak adlandirilan VNTR'larin
bir alt grubu, kisa tekrar eden dizinler STR’lardir ve
mikrosatellit olarak adlandirilirlar (3,8,14).
Mikrosatellitler genom icerisinde mono, di, tri, tetra
nikleotid permutasyonlarin herhangi biri seklinde ardisik
olarak  tekrarlanan kisa DNA  segmentleridir.
Mikrosatellitlerin en 6nemli ¢zellikleri polimorf
olmalaridir. Mikrosatellitler tim populasyon icerisinde
benzer ¢zellikler gdstermelerine ragmen bireyden bireye
2-6 nlkleotidlik gibi ¢ok kigik farkliliklar
gostermektedirler ve genom icerisinde rasgele
dagimiglardir (15,16,17).

Arastirmalarinda dinUkleotid tekrar dizilerini iceren
STR/mikrosatellitleri kullanan Bowling ve ark. (14)
atlarda babalik tayini icin, heterozigotlugu dusik olarak
bulduklari lokuslarda dislama gulcune iliskin daha dusik
dedger bildirmislerdir. Buna Kkarsilik heterozigotluk
derecesini yiksek olarak bulduklari lokuslarda daha
yuksek bir digslama glct bulmuslardir. Ayni ¢alismada tim
lokuslart kullanarak yaptiklari degerlendirmelerinde ise
kombine diglama gucind 9% 99luk dogrulukla
saptamiglardir. Mikrosatellitlerin, ke¢i baballk testi ve
populasyon polimorfizmi analizinde kullanildigi bir baska
calismada ise genetik farkliliklarin saptanmasinda cok
kullanigh oldugu belirtilmis ve kombine diglama gict icin
yine % 99'luk bir deger bildirilmistir (18).

Heyen ve ark. (19) ebeveyn testinde, yari otomatik
floresan genotipleme teknigi icin 6 multipleks
gelistirmislerdir. Bu multipleksler, 17 sigir otozomunda
22 mikrosatellitin ¢ogaltilmasi igin gereken primer
parcalarini icermektedir. Arastirmacilar, calismalarinda



diglama tahminlerini 5 ayri irka ait 1022 Holstein ve 311
et sigirinin  genotipleriyle yapmis ve iki durum
planlamiglardir. Birinci durumda muhtemel ebeveynlerden
biri ve yavru icin genotipler bilinmekte fakat gerc¢ek
ebeveyn icin genotip bilinmemektedir. ikinci durumda ise
her Ucl icin de genotipler bilinmektedir. Eger muhtemel
hayvan gercek ebeveyn degilse 22 marker birinci
durumda >0,9986, 2. durumda 0,9999 olasilikla onu
diglama olasiligi saptamiglardir. Benzer bir bagska
calismada Luikart ve ark. (20) cesitli keci irklarinda
multipleks (coklu) lokuslart kullanarak babalik tayininde
dislama glctnt 0,9999 dogrulukla saptayabildiklerini ve
bunun kegilerde populasyon yapisini, tarihsel gelisimi ve
yaban Capra turleri ile evcil keci tlrleri arasindaki genetik
ilerlemeyi  gOstermesi  acisindan da  Gnemini
vurgulamuglardir.

Mikrosatellitler, evcil hayvanlarda pedigri kontroll ve
populasyon genetigi calismalarinda yaygin olarak
kullanilmaya  baslanmistir ~ (20). Bu baglamda
mikrosatellitlerin birey tanimlanmasinda ve akrabalik
iliskilerinin saptanmasinda kullanilabilmesi icin ilgili
populasyonlarin allel frekanslarini belirlemek ve soz
konusu lokuslarin istatistiki parametrelerini hesaplamak
gerekmektedir. ClUnkl bu testler degerlendirilirken
kullanilan hesaplamalarda ilgili populasyonlarin gen
frekanslari yer almaktadir. Dolayisiyla gen sikliklari
populasyonlar arasinda farklilik gosteriyorsa mutlaka
bireyin ait oldugu populasyonun gen sikligi ele alinmalidir.
Aksi takdirde yapilan test bireyin aleyhine sonuglanabilir.

Bir genetik markerin birey tanimlanmasinda
kullanihrhigint élgmek igin dislama guct, uyusma olasiligt,
ayrimlama glcl, heterozigotluk orani vb. cesitli
parametreler Kkullanilmaktadir (16). Hangi sistemlerin
birey tanimlanmasinda kullanilmasinin daha yararli olacagi
konusunda tim sistemlerin Olcilen parametrelerine
bakilarak Kkarar verilebilmektedir. Bu parametreleri
hesaplayabilmek icin s6z konusu sistemin ilgili
populasyonda hangi sekilde ve ne siklikla rastlandiginin
bilinmesi gerekmektedir.

Son yillarda, sigir, koyun ve keci DNA'sinda bir¢ok
yeni genetik polimorfizm gdsteren bdlge bulunmustur. Bu
arastirmada lokus basina yuksek ve dislik sayida allel
iceren DNA bolgeleri secilmistir. Bdylece yuksek ve dusik
allelli lokuslar arasindaki farkin (genetik cesitliligin)
gozlenilebilecedi distnulmustir. Bu dogrultuda 7 adet
dintkleotid tekrar dizilerine sahip STR/mikrosatellit
lokusu secilmis (21) ve babalik tayininde kullanilabilmeleri
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acisindan  deg@erlendirmeleri yapilmistir (Tablo 1).
Degerlendirmede ampirik ve teorik yaklasimlarin her iKisi
de kullaniimustir. Sonuglar diglama giict, uyusma olasiligt,
ayrimlama gucU, heterozigotluk orani ve babalik indeksi
acisindan degerlendirilmistir. Arastirmanin temel amaci
baballk tayini oldugundan, elde edilen gen sikliklari,
Hardy- Weinberg dengesine uyumu agisindan da
degerlendirilmigtir.

Bu calismada sigir genomunda bulunan 7 degisik
polimorfik lokusun allel ve genotip frekanslarinin istanbul
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim, Ogretim,
Arastirma ve Uygulama Ciftligi'ndeki sigir populasyonuna
ait dagilimlari incelenmistir. Buna bagli olarak ¢alismanin
hedefi arastirmada ele alinan 7 lokusun heterozigotluk
orani diglama gucu, uyusma olasiligi ve ayrimlama gucu
acisindan degerlendirilmesi ve ilgili lokuslarin hayvanlarin
kimlik tayininde kullanilabilirliklerinin arastiriimasi
olmustur. Arastirmanin temel amaci sigirlara ait ebeveyn
tayininde kullanilacak olan populasyon genetigi
standartlarinin belirlenmesi ve cesitli lokuslarin, uygun
deneysel kosullarin olusturularak hayvanlarin kimlik
tayininde kullanilabilirliklerinin arastirilmasi olmustur.

Materyal ve Metot

Arastirmada, materyal olarak I.U. Veteriner Fakiiltesi
Egitim Ogretim Arastirma ve Uygulama Ciftligi'nde
bulunan Holstayn sigir populasyonuna ait 125 adet
sigirdan alinan periferal kan érnekleri kullaniimigtir. Tim
orneklerden olusturulabilecek yapay anne-cocuk-baba
Ucllleri meydana getirilmistir.

DNA izolasyon yéntemleri

DNA izolasyonunda kullanilacak ydntemlerden ilki,
fenol-kloroform-izoamil alkol yéntemi olmustur. Bu
yontemde DNA izolasyonunda, Once proteinler fenol-
kloroform Kkullanilarak uzaklastiriimigtir. Daha sonra
yalniz kloroform kullanilarak, buttnuyle saf DNA eldesi
amaclanmistir. Bu islemin en biylk avantaji, diger
inorganik cozicllerden daha saf ve verimli DNA elde
edilmesidir. Yontemin uygulanmasinda Sambrook ve ark.
(22)'nin  bildirdigi  standart islem basamaklari
kullanilmistir. ikinci yéntem ise Chelex®100 ile DNA
izolasyonu olmustur. Sigir kan hucrelerinden DNA
ekstraksiyonu icin Walsh ve ark. (23)'ndan modifiye
edilmis Chelex yontemi uygulanmistir. Bu yéntemin esast,
proteinlerin denatlirasyonunu ve regine ile daha siki
baglanip ¢6kmesini saglamaktir. Son olarak da her iki
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yontem icin de, spektrofotometre ile karisimin Ust
kisminda yer alan DNA'nin miktari ve saflik derecesi
0.D.560280 (Optik Densite) oraninda belirlenmistir. Elde
edilen DNA ekstraktlari su alti agaroz jelde yurutulmds ve
UV 151g1 altinda DNA'nin varligi tespit edilmistir. DNA
izolasyonu gerceklestirilemeyen sigirlardan yeniden kan
alinmis ve butun islem tekrarlanmistir. DNA'nin basarili
sekilde izole edildigi ekstraktlardan PCR Urunleri
hazirlanmistir.

PCR (Polymerase Chain Reaction) Sartlari

Bu arastirmada lokus basina yiksek ve disik sayida
allel iceren DNA bolgeleri secilmistir. Bdylece ylksek ve
dusuk allelli lokuslar arasindaki farkin (genetik cesitliligin)
gozlenmesi gerceklesebilecektir. Arastirmada calisilan
lokuslar ile bu lokuslarin c¢ogaltiminda Kkullanilan PCR
primerlerinin oligonUkleotid ve PCR ¢ogaltma sartlari
Tablo 1'de verilmistir (23).

PCR Karisimi her bir ¢rnek icin son hacim 25 pl olacak
sekilde hazirlanmistir. Her steril PCR tipine 16,45 pl
steril distile su, 2,5 ul 10X tampon, 2,5 ul 0,8 pM primer
cifti, 0,05 pl Tag DNA Polimeraz (0,25U), 1,0 pl dNTP
(100 uM) konulmustur. Ornek sayisi kadar 0,5 ml steril
PCR tupu etiketlenmis ve spora dizilmistir. Her PCR
tlptne 22,5 pl PCR Kkarisimi pipetlenmis ve Uzerine 2,5
ul kalip DNA (100 ng) eklendikten sonra buharlagmayi ve

Karisimin hava ile temasini 6nlemek amaciyla, karisimin
Uzerine 2 damla mineral yagd eklenmistir. Tupler, 1si
déngu aletine yerlestirilmistir. Ist déngu sartlari; baslangig
denatiirasyonu icin 3 dakika 94 °C, denatiirasyon icin 30
saniye, 94 °C'de, primerlerin tek zincirli DNA'ya
baglanmasi (yapismasi=annealing) icin 30 saniye 58 “C'de,
yeni sentezlenecek DNA zincirlerinin uzamasi (=extension)
icin 1 dakika 72 °C’de 30 dongti, son uzama icin 4 dakika
72 °C olarak belirlenmistir. Yaklasik 1,5 saat sonra
DNA'nin istenilen bdlgelerinin ¢ogaltiimasi (amplifiye
olmasi) gerceklesmistir.

Orneklerin cogaltiimasi (amplifikasyonu) isleminden
sonra PCR Urlnleri su alti agaroz jel elektroforezinde
gorundrlestirme islemine tabi tutulmustur. Hemen
incelenmeye alinmayan érnekler —20 °C'de saklanmistir.

PCR urunlerinin agaroz jel elektroforezinde
gorunurlegtirilmesi

1.5 g agaroz tartildiktan sonra Uzerine 100 ml
0.5xTBE (Tris Buffer EDTA) tamponu ilave edilmistir.
Isiticida surekli Karistirilarak kaynamasi beklenmis ve
homajen bir karisim elde edildikten sonra oda isisinda 50-
60 °Cye kadar sogutulmustur. Karisima 10 mg/ml
ethidium bromide (EtBr) cozeltisinden 5 pl eklenmistir.
Daha sonra jel, bir elektroforez kasetine dokilmuis ve
polimerize olmasi beklenmistir. Her bir PCR &érnedi,

Tablo 1. Arastirmada caligilan lokuslar ile bu lokuslarin ¢ogaltiminda kullanilan PCR primerlerinin oligontkleotid ve PCR ¢ogaltma sartlari.
Lokuslar Primer dizinleri Allel Tekrar Baz cifti
(Genbank erisim no) 5.3 Sayisi Dizinleri Sayisi
BMS1822 AAAGGCTTCTATTTGTGGTGG 17 (TG)1g 70-108
(G19022) TTGATGCTTTATTGTTTTCCTCT

BMS2270 CTGCGTTAACACCCCACC 11 (CA)3 70-98
(G18937) GCAGGAAGGCTGATGCAC

BMS2658 TCCCTGGACTTCTTGCAGAG 9 (TG)q3 114-134
(G18943) CTGGCCCCAGACACAATC

BMSz2572 ATGTTGCAGGCTTGTGGAG 8 (TG)14 103-127
(G18952) TCGACCCGACCGTAAAAG

BMS2842 GAAACTGCCTGCAAAAGTAATC 4 (CA)¢4 110-116
(G18986) AACTGGTTTTCAGAAGGAGACA

BMS3019 AATATGCAGCATCAGTCCTTCC 2 (ACC)44 103-126
(G18991) GACACGACTGAGCGACTAAGC

BMSz2721 GTTCTCTGGGATTTGTGTCATT 3 (CA)10 138-142
(G19113) ATCCATGCAATAAAATTTAAAAGTG

(TG: Timin Guanin; CA: Sitozin Adenin)
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yukleme tamponu ile Kkaristirilarak 5 pl olarak jel
kuyularina yiklenmistir. Amplifikasyon Urunlerinin varligi
EtBr ile boyanarak, % 1,5 agaroz jelde gl¢ kaynagi 100
volt ve 0,50 amper serbest akim altinda, 20 dakika olacak
sekilde ayarlandiktan sonra incelenmistir (16).

Poliakrilamid jel elektroforezi ve gimis boyama
sonrasi PCR Urlnleri degerlendirilerek allellerin
fenotipleri belirlenmistir (24). Bu calismada 33 cm x 42
cm x 0,4 mm boyutlarinda dikey denatire poliakrilamid
Jjel, Promega (24)'nin bildirdigi protokole uygun sekilde
hazirlanmigtir.

STR/mikrosatellit ~ lokuslarina  ait  allellerin
adlandiriimasinda kullanilan en uygun yontemlerden biri
her allelin kendi baz uzunluguna gére adlandirmak, digeri
ise her allelin icermis oldugu tekrar sayisina gore
adlandirmaktir. Bu calismada da kullanilan lokuslara ait
allellerin tasidiklar1 ardigik tekrar dizinlerinin sayisina
gore adlandirma yapilmigtir.

Sonuglarin  degerlendirilmesinde  Kkullanilan

istatistiksel hesaplamalar

Arastirmada, her lokustan elde edilen allellerin
sikliklari, heterozigotluk orani, dislama gucl, uyusma
olasiligi ve ayrimlama glcu hesaplanmistir. Clnku bir
genetik markerin bireyin tanimlanmasinda
(identifikasyonunda) kullaniirhgini  6lgmek icin  cesitli
parametreler (dislama gicu, uyusma olasilidi, ayrimlama
gucd, heterozigotluk orant vb.) kullaniimaktadir. Hangi
sistemlerin bireyin tanimlanmasinda kullaniimasinin daha
yararli olacagi konusunda, tim sistemlerin olcilen
parametrelerine bakilarak Kkarar verilmektedir. Bu
parametreleri hesaplayabilmek icin s6z konusu sistemin
ilgili populasyonda hangi sekilde ve ne siklikla
rastlandigint  bilmek gerekmektedir. Bu degerlerin
hesaplanmasinda  asadidaki istatistiksel islemler
kullanilmistir (16,19,25,26,27).

1. Gen Frekanslarinin saptanmasi icin asagidaki esitlik
kullanilmistir (16).

P=2x+y/2n

x = Homozigot allel sayisi

y = Heterozigot allel sayisi

n = Denek sayisi

2. Standart hata icin kullanilan formal (16);
sh = VP(1-P)/2n
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3. Lokuslara ait sonuclarin Hardy Weinberg dengesine
uygunlugu belirlenmistir (16). Beklenen degerlerin
hesaplanmasi:

Homozigot fenotipler icin p°N, g°N, r°N, s°N;
Heterozigot fenotipler icin 2pgN denklemi kullaniimistir.

p ve @g: allel frekansi
N: allel sayist

4. Gozlenen ve beklenen frekanslar arasindaki
baglantiy bulmak icin standart X* analizi uygulanmistir.

X? = (Gozlenen — Beklenen)® / Beklenen
Formiilii kullanilarak £X* degeri hesaplanmistir (25).

5. Serbestlik derecesi (SD) icin genotip sayisi ile allel
sayisi arasindaki fark alinmistir (25).

S.D = Genotip sayisi-allel sayisi

6. Her bir lokus icin beklenen heterozigotlugun
hesaplanmasinda  asagidaki  esitlik  kullaniimistir
(19,26,27).

h = (1-ZP?)

P, = allel sikhgi

7. Gozlenen heterozigotluk igin, gézlenen heterozigot
sayisinin  toplam denek sayisina orani alinarak
hesaplanmigstir (27).

8. Diglama olasiligi (exclusion probability=PE) Tipik
bir baballk testi icin rasgele secilmis bir bireyin DNA
profilinden farkli bir bireyin kesimini vermektedir.
Dislama olasiligi icin asagidaki esitlik Kullaniimistir (27).

PE = h? (1-2hH?)

h = Heterozigotlarin sayisi; H = Homozigotlarin sayisi

9. Birden fazla lokusun dislama olasilidi i¢in asagidaki
esitlik kullaniimistir (27).

n

PE=1-[] (I-PE)

10. Karsilasma (uyusma) olasiligi: Ayni DNA profilini
bulunduran birey sayisinin saptanmasini saglayan
karsilasma olasiligi (Probability of Matching = pM) icin
asagidaki esitlik kullanilmistir (27).

M_n nPZ
p —;J; i

i ve j = allel sikligi: Pij2 beklenen genotip sikligi

11. Ayrimlama glct (power of discrimination = P,)
karsilasma olasiliginin 1'den farki alinarak hesaplanmigtir.
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12. Birden fazla lokusun ayrimlama gicl icin
asagidaki esitlik kullanilmistir (16,27).

n

Pd kombine =1 - 1 - Pai
ompine 1I:—I( 1)

Kombine ayrimlama icin formulin acgihmi = 1-
(P{xP,.xP5.x...P, )

n = Lokus sayisi

13. Babalik indeksi (Pl=Paternity index; babalik
orani): Biyolgjik baba olmasi icin test edilen bireyin
rasgele secilmis bireyden ka¢ kere daha glcli baba
oldugunu yansitmaktadir. Tipik bir babalik indeksi bireyin
durumundan ¢ok Kkullanilan lokus ile ilgilidir. Genel olarak
1'den daha Kkiglk bir deger akraba olmamanin bir
gostergesidir. Babalik indeksinin belirlenmesi igin
asagidaki esitlik kullanilmistir (27).

Pl=1/2H

H: Homozigotluk derecesi

Bulgular

Bu arastirmada materyal olarak Istanbul Universitesi
Veteriner Fakiltesi Egitim Ogretim Arastirma ve
Uygulama Ciftligi'nde yer alan, aralarinda akrabalik iligkisi
bulunmayan, her iki cinsiyetten, Holstayn sigir
populasyonuna ait saglikli 125 adet sidirdan alinan kan
orneklerinde BMS1822, BMS2270, BMS2658,
BMS2572, BMS2842, BMS3019 ve BMS2721
lokuslarmin gen sikliklart saptanarak ebeveynlik testindeki
etkinlikleri agisindan degerlendirilmistir.

Arastirmada Kkullanilan 7 mikrosatellit lokusa ait allel
sikliklari, deneklerin gdzlenen her bir genotipin sayisal
dagilimindan hesaplanmigtir. Elde edilen sikliklar Hardy-
Weinberg (HW) dengesine uyum, heterozigotluk orani,
diglama gucld, uyusma olasiligi ve babalik indeksi
olusturmak Uzere Kkullaniimistir. Her lokus, kendi
aralarinda Karsilastiriimis ve farklilik istatistiksel olarak
degerlendirilmistir.

Bu calismada kullanilan populasyonda saptanan gen
sikliklart BMS1822 lokusu icin, en sik rastlanan 11. allel
(0,285), en disik rastlanan 15. ve 18. alleller (0,004) ve
en sik gozlenen fenotip % 21,30 ile 10-11; BMS2270
lokusu icin, en sik rastlanan 12. allel (0,245), en disik
rastlanan 15. ve 16. alleller (0,005) ve en sik gézlenen
fenotip % 10,784 ile 11-13; BMS2658 lokusu icin, en sik
rastlanan 10. allel (0,421), en dusik rastlanan 14. allel
(0,06) ve en sik gozlenen fenotip % 17,073 ile 10-10 ve
10-12; BMS2572 lokusu icin, en sik rastlanan 12. allel
(0,464), en dusik rastlanan 8. allel (0,015) ve en sik
gozlenen fenotip % 21,649 ile 12-13; BMS2842 lokusu
icin, en sik rastlanan 7. allel (0,627), en disUk rastlanan
Q. allel (0,085) ve en sik gozlenen fenotip % 42,254 ile
7-7, BMS3019 lokusu icin, en sik rastlanan 7. allel
(0,713), en duslk rastlanan 8. allel (0,288) ve en sik
gozlenen fenotip % 52,500 ile 7-7; BMS2721 lokusu
icin, en sik rastlanan 8. allel (0,806), en disUk rastlanan
Q. allel (0,028) ve en sik gozlenen fenotip % 66,667 ile
8-8 alleli olmustur (Tablo 2 ve 3). Her lokusun Hardy-
Weinberg'e uyum bilgisi Tablo 3'de verilmistir.

Tablo 2. Arastirmada kullanilan 7 STR lokusunun gozlenen allel sikliklari

Allel BMS1822 BMS2270 BMS2658 BMS2572 BMSz284z2 BMS3019 BMS2721
6 0,000 - 0,012 0,092 - -

7 0,066 - 0,025 - 0,627 0,713 0,167
8 0,087 0,054 0,019 0,015 0,197 0,288 0,806
9 0,157 0,044 0,185 0,046 0,085 - 0,028
10 0,244 0,191 0,432 0,124 - -
11 0,285 0,196 0,148 0,119

12 0,120 0,245 0,136 0,469

13 0,033 0,162 0,037 0,196

14 0,000 0,098 0,006 0,031

15 0,004 0,005 - 0,000

16 0,000 0,005 -

17 0,000 0,000

18 0,004 0,000

19 0,000 -

20 0,000 -

21 0,000 -

22 0,000 -
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Tablo 3. 7 STR lokusunun genotip dagilimi ve HW dengesine uyumu.
(Gozlenmeyen genotipler tabloya alinmamigtir)
BMS1822 BMS2270 BMS2658 BMS2572 BMS2842 BMS3019 BMS2721
Genotip GD % BD GD % BD GD % BD GD % B GD % BD GD % BD GD % BD
6-6 - - - - - - 0 00 00 - - - 1 14 06 - - - - - -
6-7 - - - - - - 0 00 00 - - - 4 56 81 - - - - - -
6-8 - - - - - - 0 00 00 - - - 5 70 26 - - - - - -
6-9 - - - - - - 0 00 04 - - - 2 28 1.1 - - - - - -
6-10 - - - - - - 2 25 09 - - - - - - - - - - - -
6-11 - - - - - - 0 0,0 03 - - - - - - - - - - - -
6-12 - - - - - - 0 0,0 03 - - - - - - - - - - - -
7-7 1 08 05 - - - 0 0,0 0,0 - - - 30 423 279 21 525 203 1 28 1,0
7-8 2 1,7 14 - - - 0 0,0 0.1 - - - 19 268 175 15 375 164 9 250 97
7-9 3 25 25 - - - 1 1.2 07 - - - 6 85 75 - - - 1 28 03
7-10 4 33 39 - - - 2 25 1,7 - - - - - - - - - - - -
7-11 5 41 46 - - - 1 12 06 - - - - - - - - - - - -
7-12 0 00 19 - - - 0 0,0 05 - - - - - - - - - - - -
7-13 0 0,0 05 - - - 0 0,0 01 - - - - - - - - - - - -
8-8 2 1,7 09 1 1,0 0,3 0 0,0 0,0 0 00 00 1 14 28 4 100 33 24 667 234
8-9 4 33 33 2 2,0 0,5 1 1.2 06 0 00 0.1 2 28 24 - - 1 28 16
8-10 2 1,7 51 2 20 21 1 12 13 0 00 04 - - - - - - - - -
8-11 6 50 6,0 2 2,0 2,2 0 0,0 04 0 00 04 - - - - - - - - -
8-12 2 1,7 25 3 29 27 1 12 04 2 21 14 - - - - - - - - -
8-13 1 08 07 - - - 0 0,0 01 1 1,0 06 - - - - - - - - -
8-14 0 0,0 0,0 - - - 0 0,0 0,0 0 0,0 01 - - - - - - - - -
9-9 5 4,1 3,0 0 0,0 0,2 2 25 28 1 1,0 0.2 1 14 05 - - - 0 0,0 0,0
9-10 8 6,6 93 3 2,9 1,7 11 136 130 1 1.0 1.1 - - - - - - - - -
9-11 9 74 108 4 39 18 7 86 44 2 21 11 - - - - - - - - -
9-12 3 25 46 0 00 22 4 49 41 4 41 42 - - - - - - - - -
9-13 1 08 13 0 0,0 1.5 2 25 1.1 0 00 1.8 - - - - - - - - -
9-14 0 0,0 0,0 0 0,0 0.9 0 0,0 0.2 0 00 03 - - - - - - - - -
10-10 5 41 72 3 29 37 14 173 151 2 21 15 - - - - - - - - -
10-11 23 19,0 168 6 59 7.6 8 99 104 2 2,1 2.8 - - - - - - - - -
10-12 9 74 71 10 98 96 14 173 95 11 113 113 - - - - - - - - -
10-13 2 1,7 20 7 6.9 6.3 3 37 26 5 52 47 - - - - - - - - -
10-14 0 0,0 0,0 5 4,9 3.8 1 1.2 04 1 1,0 07 - - - - - - - - -
10-15 - - - 0 0,0 0,2 - - - 0 0,0 00 - - - - - - - - -
10-18 1 08 02 - - - - - - - - - - - - - - - - - -
11-11 8 66 98 3 2,9 3.9 3 37 18 2 2,1 1,4 - - - - - - - - -
11-12 7 58 83 7 6.9 9,8 1 12 33 10 103 108 - - - - - - - - -
11-13 2 1,7 23 11 10,8 6,5 1 1,2 09 5 52 45 - - - - - - - - -
11-14 0 0,0 0,0 4 3,9 3,9 0 00 0.1 0 00 07 - - - - - - - - -
11-15 1 08 03 0 0,0 0,2 - - - 0 0,0 00 - - - - - - - - -
12-12 3 25 1,7 7 69 61 1 12 15 20 206 213 - - - - - - - - -
12-13 2 1,7 1,0 6 59 8,1 0 00 08 21 216 178 - - - - - - - - -
12-14 0 0,0 0,0 9 8,8 4,9 0 00 0.1 3 3.1 2,8 - - - - - - - - -
12-15 0 0,0 0,1 1 1,0 0,2 - - - 0 0,0 00 - - - - - - - - -
13-13 - - - 3 29 27 0 00 o1 2 21 37 - - - - - - - - -
13-14 - - - 2 20 32 0 00 00 2 21 1.2 - - - - - - - - -
13-16 - - - 1 1,0 02 - - - - - - - - - - - - - - -
14-14 - - - - - - 0 0,0 0,0 0 00 01 - - - - - - - - -
14-15 - - - - - - - - - 0 0,0 00 - - - - - - - - -
15-15 - - - - - - - - - 0 0,0 00 - - - - - - - - -
Toplam 121 100 121 102 100 102 81 100 81 97 100 97 71 100 71 40 100 40 36 100 36
)3 X 21,114* 18,784** 16,032** 11,195** 7.689** 0,287** 1,656**
SD 10 12 13 11 6 1 2
**p<005 **p>0,05

® GD: Gozlenen Deger; BD: Beklenen Deger SD: Serbestlik Derecesi
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Hardy-Weinberg dengesi gdsteren bir populasyonda
alleller rasgele Kkalitima ugramaktadir. Arastirmada
kullanilan kisa tekrar dintkleotid dizilerine sahip 7 lokusa
ait allel sikliklarinin Hardy-Weinberg esitligine (HWE)
gére uygunlugu, goézlenen genotip sikliklari ile ayni
genotiplerin beklenen sayisal degerleri dikkate alinarak
standart X* analizi ile (p>0,05) kontrol edilmistir (Tablo
3).

Her lokus icin beklenen ve gozlenen heterozigotluk
orani, diglama gucl, ayrimlama gucd ve uyusma olasiligi
hesaplanmistir  (Tablo 4). Bu calismada 7
STR/mikrosatellit lokusu icinde en ylksek heterozigotluk
degeri % 83,3 ile BMS2270 lokusunda gozlenirken en
diusik deger % 31,4 ile BMS2721 lokusunda
gorulmuastur. En yiksek diglama olasiligi 0,662 ile
BMS2270 lokusunda gozlenirken en disuk deger 0,066
ile BMS2721 lokusunda gozlenmistir. En yuksek
ayrimlama guct 0,947 ile BMS2270 lokusunda
gozlenirken en disik deger 0,504 ile BMS2721
lokusunda gozlemlenmigstir. Uyusma (karsilasma)
olasiliginda ise en yuksek degeri veren lokuslar BMS3019
ve BMS2721 olurken en diustk degerler BMS2270 ile
BMS1822 lokuslarinda saptanmistir (Tablo 4).

Bu calismada kullanilan lokuslarin kombine ayrimlama
ve dislama glct degerleri 7 lokusun tamami
kullanildiginda sirasi ile 0.977 ve 0.999 olarak
g6zlenmistir (Tablo 5).

DNA ekstraksiyonu ile ilgili bulgular

Bu arastirmada sigir kan hucrelerinden DNA
ekstraksiyonunda, Chelex®100 kelatlastirici recinenin ve
fenol-kloroform-izoamil yontemlerinin kullanildigi islem
basamaklart uygulanmistir. Chelex ve fenol-kloroform-

Tablo 5. Arastirmada kullanilan/lokusun Kombine diglama gucu ve
kombine ayirimlama gucu.
Lokus Kombine Kombine Ayrimlama
Dislama Gicu (CPE) Glcu (CPD)
7 Lokus 0.977 0.999

izoamil yontemleri ile elde edilen DNA'nin safligini
saptamak amaci ile 100 6rnek icin DNA miktari degerinin
0.D.,6/0.D.,5, dalga boylarinin birbirine orani sirasi ile
1,250 ve 1,959 olarak saptanmistir.

Tartisma

Bu arastirmada kan érneklerinden chelex (kelatlastirici
recine) yontemiyle DNA izolasyonu yapilmistir. Bu
yoéntemin tercih edilmesinin nedeni diger izolasyon
yontemlerine gore ¢ok daha hizli olmasi, ¢cok az miktarda
ornege ihtiya¢ duyulmasi, islem basamaklarinin az olmasi,
maliyetinin ¢ok dustk olmasi ayrica izolasyon tek tipte
yapildidi icin, tup transferi ve pipetlemekten olugabilecek
kontaminasyon riskinin az olmasidir. Buna Kkarsin bu
yontemle kaynatmadan dolayr disik molekuler agirlikl
DNA elde edilmektedir. Ancak STR/mikrosatellit lokuslari
kisa dizinli olduklarindan kaynatma asamasindan zarar
gérmemektedirler (23,28,29).

PCR islemlerinden sonraki elektroforez asamasinda,
denatiire dikey jel elektroforezi Kkullaniimis ve bu
uygulamayl gumus boyamaya dayali gorunurlestirme
yontemi izlemistir. Arastirmada kullanilan bu yéntemin en
buylk avantaji disik maliyetli olusudur. Ancak jelin bir
kez kullanilmasi ve jel gimus birikimine maruz kaldidi i¢in
bantlar disinda ytizeyde de yer yer boyanmalar belirmesi
gibi bazi dezavantajlari da gdzlemlenmistir.

Tablo 4. Arastirmada kullanilan her lokusun istatistiksel analizi é
BMS1822 BMS2270 BMS2658 BMS2572 BMS2842 BMS3019 BMSz2721
Ho 0,801 0,821 0,753 0,722 0,535 0,375 0,306
He 0,802 0,833 0,727 0,702 0,545 0,399 0,314
P 0'0.20b 0,094 0,247 0,427 0,262 0,592 0,496
PD 0,937 0,947 0,898 0,881 0,756 0,568 0,504
PE 0,602 0,662 0,515 0,463 0,220 0,099 0,066
MP 0,063 0,053 0,102 0,118 0,244 0,432 0,496
Pl 2,507 2,793 1,832 1,796 1,076 0,800 0,720

® Ho: Gozlenen heterozigotluk, He: Beklenen Heterozigotluk, P: HW dengesine uyum testi, PD: Ayrimlama glcl, PE: Diglama gucl, MP: Uyusma

(karsilasma) olasiligi, PI: Babalik indeksi
0 p<0,05
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Allel sikliklarinin Hardy-Weinberg esitligine gore
uyumlulugu, gdzlenen genotip siklidr ile ayni genotiplerin
beklenen sayisal degerleri dikkate alinarak X° testi ile
(P<0.05) kontrol edilmistir. BMS2270, BMS2658,
BMS2572, BMS2842, BMS3019, BMS2721 lokuslarina
ait allel dagiimlarinin Hardy-Weinberg esitligine gore
uyumlu oldugu (p>0,05) (Tablo. 4), BMS1822 lokusuna
ait allel dagiimmin Hardy-Weinberg esitligine gore
uyumlu olmadigi (p<0,05) goézlemlenmistir (Tablo 3).
Bunun nedeni incelenen 6rnek sayisinin yetersiz olusuna,
akraball  yetistirmeye ve/veya goc¢ olabilecegine
baglanabilir.

Babalik indeksi degeri ne kadar yuksekse ilgili allelin
babadan yavruya gecme sansi da o oranda yuksek
olacaktir. Babalik indeksi degerleri incelendiginde en
yuksek deger sirasi ile BMS2270, BMS1822, BMS2658
ve BMS2572 lokuslarinda 2,793 ve 1,796 degerleri
arasinda gozlenmistir. Karsilasma (uyusma) olasiligi ise
bireylerin birbirine olan yakinliginin bir gdstergesi
olmaktadir. Bireylerin akrabalik derecesi ne kadar ytksek
olursa ayni alleli tasima olasiligi o kadar yiksek olacaktir.
Bu degerin distk bulunmasi allellerin ilgili populasyonda
bir araya gelmesinin dusik siklikta olacagint ifade
etmektedir (27). Bu arastirmada karsilasma olasiligi en
dusik lokuslar sirasi ile BMS2270, BMS1822, BMS2658
ve BMS2572 iken en yiksek degerlere sahip lokuslar
sirasi ile BMS2842, BMS3019 ve BMS2271 olarak
saptanmistir.

Bu arastirmada, BMS1822, BMS2270, BMS2658 ve
BMS2572 lokuslari icin hesaplanan heterozigotluk ve
dislama guct degerleri, Heyen ve ark. (19)'nin yaptigi
benzer bir calismada sigirlarda babalik belirlenmesi
amaciyla 22 mikrosatellitin - kullanildigi MGTG4B,
TGLAS53, TGLA122, TGLAZ227, URBO37 ve URBO38
lokuslart icin elde edilen degerlerle karsilastirildiginda
uyumlu oldugu gérulmdstir. Ancak bu calismada elde
edilen kombine ayrimlama gicl ¢cok az da olsa yiksek
bulunmustur. Bunun nedeni, BMS1822, BMS2270,
BMS2658 ve BMS2572 lokuslarinin allel sayilarinin
yuksek olusuna baglanabilir.

Heterozigotluk orani, dislama guct, ayrimlama gucd,
baballk indeksi yiksek ve karsilasma olasiligi disik olan
sistemler ebeveyn tayini ya da babalik belirlenmesi
acisindan yararl olabileceginden bu tip calismalarda tercih
edilen sistemlerdir. istanbul Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Egitim, Ogretim, Arastirma ve Uygulama
Ciftligi'nde yetistirilen Holstayn sigir populasyonu icin

H. CERIT

hesaplanan istatistiksel parametrelerin 6nculiginde
yararllik derecelerine goére bu lokuslar BMS2270,
BMS1822, BMS2658, BMS2572, BMS2842, BMS3019,
BMS2721 seklinde siralanabilir. Ancak bu lokuslar
arasinda bir multipleks sistem hazirlanilacak olursa
sirastyla BMS2270, BMS1822, BMS2658, BMS2572
lokuslarinin  secilmesi  isabetli olacaktir.  Cinku
heterozigotluk orani ¢ok duisik olan lokuslarin secilmesi
babalik testlerinde gerceklesmesi gereken dogruluk
derecesindeki isabetlilik oranini olduk¢a dusirecek ve
daha az bilgi verecektir. Bu calismada elde edilen bulgular
Bowling ve ark. (14)'min bildirdikleri ile ayni
paralelliktedir. Bu calismada heterozigotluk orani yiksek
olan lokuslarda daha yuksek dislama gici bulunmustur.
Babalik tayininde tek bir lokusun kullaniimasi da ebeveyn
dislanmasinda ¢ok bulylk dikkat gerektirmektedir. Bu
goérist arastirmalarinda yiksek polimorfizm yetenekleri
nedeni ile babalik tayini testlerinde mikrosatellitleri
kullanan Heyen ve ark. (19)'nin bildirileri de destekler
niteliktedir. Bu polimorfizm genelde mikrosatellitlerin
tekrar eden dinukleotid dizilerinin sayilarindaki
mutasyonla olusmakta ve bu da tekrar eden dizi
sayllarinda farklilasan yeni allellerin meydana gelmesine
neden olmaktadir (30). Ornegin, sitozin adenin (CA),’in
mutasyon oranlari insanda 5 x 10 kere tekrar ettigi (31,
32) ve domuzda yaklasik 7 x 10 (30) defa oldugu cesitli
arastiricilar tarafindan bildirilmektedir.

Bu calismada Kkullanilan lokuslarin kombine ayrimlama
ve dislama glcu degerlerinin oldukca yiksek oldugu
g6zlenmigstir (Tablo 4). Dolayisiyla bu sistemlerin DNA
profilleme analizlerinde Kkullanilabilecek markerler
olabilecedi sdylenebilir. Ancak dusik allel sayisina sahip
BMS2842, BMS3019 ve BMSZ2721 lokuslarmin yerine
yine ylUksek diglama giicline sahip lokuslarin segilmesi
babalik testlerinde arzu edilen isabetlilik derecesine
ulasilabilmesini daha da artiracaktir. Clnk( kabul edilen
baballk ylzdesi % 99,73'dlr. % 99,73'lik bir sonuca
ulasiimadik¢a kesin bir babalik tayinine karar
verilememektedir (12). Bu nedenle farkli lokuslarla ilgili
ornekleme sayisini artirarak bu yuzdeye ulasiimaya
calisiimalidir.

Bu calismada hesaplanan parametrelerin isiginda
ebeveyn belirlenmesinde allel sayilari yiksek olan
lokuslarin ideal degerlere ulastigi gdzlenmektedir. Allel
sayllari dusik olan BMS2842, BMS3019, BMS2721
lokuslarinin ilgili parametreler yéninden ebeveyn dislama
ve belirleme olasihigl diger doért lokus kadar gucli
olmadigi gozlenmektedir. Gelecekte yapilacak benzer
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calismalarda allel sayisi yiksek olan lokuslarin secilmesi
heterozigotluk orani, diglama guct, ayrimlama gucd,
karsilasma olasiligi ve babalik indeksi ydninden arzu
edilen degerlere ulasiimasini saglayacaktir.

Bir baballk testinin basarisi, testin dogru olmayan bir
babaligi ortaya c¢ikarma kapasitesine baghdir. Bu
arastirmada elde edilen veriler, bir babalik testinin
degerlendirilmesinin isabetlilik derecesinin baglica iki
faktorle tespit edilebilecegini karsimiza cikarmigtir.
Birincisi, degerlendirilen genetik markerlerin sayisidir.
Kullanilan lokuslardan 3 veya 4’0 bir genetik marker
olarak ele alinacak olursa babalik tayininde isabetlilik
derecesi artabilmektedir, ancak lineer olmadigi sonucu
ortaya cikmaktadir. Clinkd slpheli ebeveyn veya yavru
sayisi arttikca secilen lokuslarin babalik diglama olasiligini
da disurmektedir. Az sayida genetik markerler ancak bir
veya iki supheli inceleniyorsa basarili olabilmektedir.
ikincisi, her genetik markerin heterozigotluk derecesinin
(varyasyon derecesinin) ylUksek olusuna baghdir. Eger
kullanilan  genetik  markerler  yiUksek derecede
heterozigotluk gosteriyorsa daha basarili bir babalik testi
yapilabilecektir.

STR/mikrosatellit lokuslarinin birey tanimlamasinda ve
akrabalik iligkilerin saptanmasinda Kullanilabilmesi icin
ilgili populasyonlarin allel dagilimlarinin belirlenmesi ve
bundan yararlanarak s6z konusu lokuslarin istatistiki
parametrelerinin hesaplanmasi gerekmektedir. Cunki
s6zi edilen testleri degerlendirirken kullanilan
matematiksel bagintilarda ilgili populasyonlarin gen
sikliklar1 yer almaktadir. Dolayisiyla gen sikliklari
populasyonlar arasinda farklilik gosteriyorsa mutlaka
Kisinin ait oldugu populasyonun gen sikligi ele alinmalidir.
Aksi  takdirde yapilan test Dbireyin aleyhine
sonuglanabilmektedir. Bu nedenle, Turkiye genelinde,
sayllari da artirilarak cesitli STR/mikrosatellit lokuslarinin
gen sikliginin saptanarak istatistiki parametrelerinin
belirlenmesi, ebeveyn tayinindeki isabetliligin derecesini
artiracagi dustnulmektedir. Boylece elde edilen verilerin
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yerel populasyonlarla yapilmis veya yapilacak ¢alismalarla
karsilastiriimasina  olanak  sa@layacaktir.  Ayrica
populasyonlarin DNA verisi olusturuldugu zaman DNA
profilinin  dedisim derecesinin saptanmasinda ve
populasyonlarin orijini ve yapisi hakkinda da bize fikir
verecedi de sdylenebilir (16).

Bu calismada tek lokus (monopleks) sistemler
kullanilmigtir.  Bu  lokuslar icerisinde BMS2270,
BMS1822, BMS2658, BMS2572 lokuslari ylksek
ayrimlama ve dislama guclne sahiptirler ve Kolaylikla
tiplenebilmeleri  acisindan  akrabalik iligkilerinin
saptanmasinda kullanilmalari 6nerilebilir. Ancak bu
calisma istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim,
Ogretim, Arastirma ve Uygulama Ciftligi genelinde sinirli
kalmigtir. Bu calismanin devami niteliginde Turkiye
genelinde sigir populasyonu Uzerinde yapilacak olursa
farkli lokuslar da kullanilarak standardize edilmis
multipleks bir sistem olusturulabilir.

S6z konusu sistemler yiksek derecede polimorfizm
gostermekte ve iyi bir amplifikasyon potansiyeline
sahiptirler. Ancak dintkleotid tekrar dizilerine sahip
olduklarr icin elektroforez sonucu elde edilen bantlarin
birbirine yakin olmasi ya da kayma gostermesi hatall
tiplemeye neden olabilmektedir. Ozellikle iicli yada dortlii
tekrar dizilerine sahip lokuslarin secilmesi ebeveyn
belirlenmesindeki standardizasyonu hem Kolaylastiracak
hem de isabetlilik derecesini daha da artiracaktir.
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