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Genetik markirlarin calisiimasi 6zellikle balikgilikta ili¢ alanda ana etkiye sahiptir.
Bunlar; dogal stok yapilarinin analizi, kiiltur balik¢iligi, taksonomi veya sistematik ¢aligsma-
lardir. Ayrica yok olmakta olan tiirlerin genetikleri, genetik farklihk Uzerine kirlenmenin ve

balikgihgin etkisi ve bir ortama sonradan sokulan tiirlerin genetikleri Uzerine caligmalar
yapilmaktadir.

Bu makalenin birinci boliimii YUNUS Dergisinin Eyliil 2003 sayisinda yayimlanmistir.

Mikrosatellit DNA Markir

Cok hdcrelilerde sirali tekrar gdsteren
nukleotid dizilimlerinin bulundugu 1968 yilinda

yapilan c¢alismalarla ortaya c¢ikariimistir. Bu
nukleotit  dizilimleri ~ kompleks  ©karyotik
genomunun caesium chloride santrifiji ile

belirlenmis ve orjinal olarak satellit bantlar diye
tanimlanmiglardir. Bu gsekilde vyapilan bir
santrifij isleminden sonra DNA’nin G-C
icerigine bagli olarak genomik DNA bu sekilde
bir yapi go6stermektedir. Satellit DNA’larin
analizi sonucunda bunlarin g¢ogunlukla sirali
tekrar eden nukleotit dizilimlerinden meydana
geldigi ortaya konulmustur. Minisatellit ve
mikrosatellit olarak ikiye ayrihrlar.
Minisatellitlerin  olusturdugu tekrar dizilimleri
genellikle 9-64bp’lik motiflerden olugsmakta ve
0.1 ile 7kb ye kadar ulasabilmektedir. Bunlar
ayrica VNTR olarak da bilinmektedir.
Mikrosatellitler ise genellikle 100-200bp’e
ulasan kisa yapilara sahiptir. Tekrar motifleri ise
ikili, Gc¢la, dortld veya besli sekilde olabilir
((CA/GT), veya (AGC/TCG), gibi).

Mikrosatellitler 6karyotik genoma genis
bir sekilde yayilmis ve bol olarak bulunurlar
fakat bunun aksine minisatellitler,
kromozomlarin  telomerik ve centromerik
bdlgelerinde toplanma egilimdedir.

Mikrosatellitler calisiimig oldugu ¢ogu
lokusda tekrar Dbdlgesinin sayisinda ¢ok
farklilklar gostermesinden dolayr genetigin
bircok alninda molekiler markir olarak 6nem
arz etmektedir. Bu gine kadar mikrosatellit
varyasyonunun en gelismis ¢alismalari lokusun
tipi ve Dbilgilendirme derecesi, nukleotit

diziliminin boyu ve tekrarlanan nukleotitler arasi
iliskilerin  arastinimasi  ile  yapilmaktadir.
Mikrosatellitler, kusursuz, kusurlu ve bilesik
motif olarak G¢ gruba ayrilmislardir. Burada
mikrosatellitin nukleotit diziliminde ana motifi
bozan nukleotitlerin bulunmasi onun kusurlu
dizilim g0sterdigi anlamindadir. Ayrica eger
birbiriyle bitisik iki farkli motif bulunuyorsa buda
bilesik motif olarak isimlendirilir. Asagidaki
ornekte 10 tekrar igeren iki nukleotitli dizilimler
motif gesitlerine gére gosterilmektedir.

Kusursuzz CACACACACACACACACACA

Kusurlu CACATTCACACATTCATTCA

Bilesik CACACACACAGAGAGAGAGA
Bu tekrarlar arasinda her tlrld

kombinasyon mumkunddr. Ana motif icersinde
meydana gelen bozukluklar tekrar siralarini
korumaktadirlar ve kusursuz motiflere gére bu
sekildeki bozuk motifler daha az varyasyon
gosterir. Ayrica uzun tekrarlarin daha polimorfik
olmalari beklenir.

Mikrosatellit tekrarlarin bulundugu genom
bolgelerindeki genetik varyasyonlar genellikle
DNA kaymasi sonucunda meydana gelir.
Mikrosatellit lokuslardaki mutasyonlar, DNA
replikasyonu sirasinda tekrarin  bulundugu
kisimda vyanhs eslesme veya bir tekrarin
atlanmasi  sonucunda meydana  geldigi
disunulmektedir. Diger bir deyisle replikasyon
sirasinda DNA’nin iki iplikgigindeki tekrar kismi
beklenmedik bir esleme yapabilir ve daha sonra
bunun tamiri mikrosatellit lokusun uzamasi veya
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kisalmasi ile sonuglanir. En yaygin degisim
yalnizca tek bir tekrar Unitesinin kaybi veya
fazladan olugsmasi ile olur. Populasyon
icersindeki varyasyonun belirlenmesinde en
Onemli  unsur mutasyon oranidir. Bu
mikrosatellite lokuslarda 10™ ile 10° arasinda

degistigi tahmin edilmektedir.

Tekrar bdlgelerinin  her iki tarafinda
bulunan bdlgeler ‘flanking’ bdlgesi olarak
isimlendirilir ve buralarda meydana gelecek
mutasyonlar ¢ok 6nemlidir ¢Unkl buralar
primerlerin baglanma noktalaridir ve null allel
olusumuna neden olur. Null alleller alloenzim ve
minisatellit ¢alismalarinda ¢ok iyi bilinmesine
ragmen mikrosatellit lokuslarda da olmaktadir.
Primer bdlgelerinde meydana gelen nukleotit
eklenmeleri veya c¢ikmalari (insertion ve
deletion) mikrosatellit  allellerin  amplifike
olmamasina neden olacaktir.

Bir ¢ok canh ve bitki turinde (piring,
tavsan. fare, arn ve kus gibi) yapilan
calismalarda mikrosatellitlerin yliksek seviyeli
polimorfizim  go6sterdigi  rapor  edilmistir.
Baliklarda ise mikrosatellit DNA lokuslar
¢ogunlukla Pasifik ve Atlantik Salmon

populasyonlari ve levrek baliklarinin
populasyon yapilarinin belirlenmesinde
kullaniimigtir.

Mikrosatellit lokiler kodominant
markerlardir yani heterozigotlar

homozigotlardan ayirt edilebilir ve PCR
(polymerase chain reaction) kullanimi ve
allellerin jel Uzerine seperasyonunun
yapillmasiyla tim genetik bilgilere ulagsmak
mumkunddr.

Mikrosatellitler ayrica evolusyonla ilgili
¢alismalarda, kriminolojik ¢calismalarda, fertlerin
akrabalik seviyelerinin ve ana ve babalarinin
belirlenmesinde, genomdaki genlerin
haritalarinin  ¢ikarilmasinda, populasyonun

genetik parametrelerinin (gen akisi ve eftkili
populasyon buydkligu gibi) tahmini  ve
populasyon farkliliklarinin  belirlenmesi gibi
¢alismalarda yogun bir sekilde kullaniimaktadir.
Bunun nedeni mikrosatellitlerin genomda yogun
bir sekilde dagiimis olmalari ve iglemlerinin
kolay ve otomatik bir sekilde yapiliyor olasidir.

Canlilarin  genomunda yodun olarak
bulunan mikrosatellitler son yapilan g¢alismalara
gore turlere bagh olarak farkli frekanslarda farkl
motiflere sahip olduklari tespit edilmistir. iki
nukleotitli tekrarlar dikkate alindiginda (CA/GT),
nukleotit tekrari memelilerin genomunda yaygin
olarak bulunmaktadir. Bu tip tekrar memeli
genomunda her bir 50-150kb’de bir olmaktadir.
Memelilerdeki durumun aksine son calismalar
gelismis yiksek bitkilerde (AT/TA), nukleotit
diziliminin yaygin oldugunu gdstermistir. Ayrica
Atlantik salmonunun genomunda (GT/CA),
tekrarinin ortalama olarak her bir 24-35kb’de
bir, kahverengi alaballk da ise 76kb’de bir
oldugu gbézlenmistir. Son zamanlarda bilim
adamlari U¢ nukleotitli mikrosatellitler Gzerine
yogunlasmistir ¢giinkd G¢ll nukleotit dizilimlerin
insanlarda goérulen hastaliklarla iligkili oldugu
tespit edilmigtir. Ornek olarak Fragile X,
Myotonic dystrophy ve Huntington hastallarinin
temel nedeni ¢ nukleotitli mikrosatellitlerdir.
Uclli nukleotitler hastalikla bagintili  olarak




blylk bir uzunluga ulagsmasina ragmen ikili
nukleotitler kadarda polimorfiktirler.

Mikrosatellitler farkli genetik galismalari
icin ¢ok gucli tek lokus genetik markir olarak
kabul edilmis olmasina ragmen, allellerin PCR
amplifikasyonu igin tire has primer gelistiriimesi
¢ok pahali galismalar gerektirmektedir. Bir diger
Onemli dezavantaj ise alleller denatiire olmus
polyacrylamide jel Uzerinde ayrigtirildigi zaman
genellikle merdiven veya golge seklinde bantlar
olusturmaktadirlar. Bu istenmeyen bantlarin,
amplifikasyon Urlnlerinin  denaturasyonunun
tamamlanmamis olmasindan veya PCR
asamasinda olusan yanlis eslesmelerden
dolaylr oldugu disunulmektedir. Bu durum
allellerin  okunmasi esnasinda genellikle
problem yaratmaktadir. Fakat bunun yaninda
Uuc veya dort nukleotitli mikrosatellitlerde bu
durum pek goérilmez. Son dezavantaj ise
Onceden de bahsedildigi gibi null allellerin
olugsmasidir.

RAPDs (Randomly amplified polymorphic
DNA): Rastgele amplifike edilmis polimorfik
DNA’lar

Adindan da anlasilacagi gibi bu metot
bilinmeyen DNA pargalarinin PCR
amplifikasyonu ile alakalidir. Ayrica AP-PCR
(Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction)
ve DAF (DNA Amplification Fingerprinting) gibi
iki metot daha bulunmaktadir. Gergekte bu (¢
metot calisma prensibi olarak ayni ve
birbirlerinin  varyasyonlaridir. Bu metotlarin
Uclinde de temel prensip PCR’In tek primerle
kullanimina dayanir. RAPDs ve AP-PCR
arasindaki temel fark PCR amplifikasyonunda
kullanilan primerin nukleotit uzunlugudur. AP-
PCR tekniginde 15-25bp’lik primer kullanilirken
RAPDs de 10-12bp’lik primerler kullanilir.
Ayrica DAF tekniginde ise 5-10bp’lik primer
kullanilir ve digerlerine goére daha fazla DNA
pargasinin amplifikasyonunu saglanir. AP-PCR
ayrica PCR kondisyonu bakimindan da
digerlerinden farkhlik gosterir.

Kullanilan bu teknikler basit ve ucuz
olduklari igin c¢ok tercih edilmektedirler ve
¢ogunlukla taksonominin belirlenmesinde, gen
akisinin analizinde, hibrit calismalarinda ve
karigsik genom &rneklerinin analizinde yaygin
olarak kullaniimaktadirlar.

Kisa primerlerin ve disuk annealing
sicakliklarinin kullanimi genom igine tesadufi
dagiimis cesitli kisimlarin  fazla miktarda
amplifikasyonunu saglar. Fertler arasindaki

nukleotit dizilimi farkindan olugan polimorfizm
RAPD bantlarinin olup olmayiglarina goére
belirlenir. RAPDs dominant genetik markir

olarak kabul edilir ve gen haritasi ¢ikariimasi
calismalarinda bu hesaba katilir.

Bu g teknik igin asil sorun, olusan bant
yapisinin kullanilan DNA’nin kalitesine, PCR
sicaklik profiline ve reaksiyon kondisyonuna
bagh olarak hassasiyet gostermesidir. Hatta
bazi arastirmacilara gére RAPD fingerprint
yapisinin, kullanilan polymerase enziminin
tipine gore de farkllik gdsterdigi rapor edilmigtir.
Eger Usteki parametrelerin hepsi kontrol altina
alinsa bile bu teknikler icin bir diger dezavantaj
homozigotluk  ve  heterozigotlugun tespit
edilememesidir. Son  olarak  RAPD’lerin
mutasyon orani hakkinda su ana kadar
herhangi bir calismaya rastlanmamistir.

RFLP (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism)

Kesici endoniikleaslar enzim ¢esidi olup
DNA’nin  genel olarak 4,5 veya 6bp
uzunlugundaki, bilinen nukleotit dizilimlerini
taniyip, spesifik olarak bu noktalardan keserler.
Bu enzimlerin 1960 ve 1970’li yillarin basinda
tanimlanmasi DNA’nin  kullanimimi  mimkin
kilan anahtar kesif olmustur. Cogu bakteri
turinde kesici-modifikasyon sistemleri
bulunmaktadir ve hicre igine yabanci DNA’larin
girisine karsi savunma mekanizmasi olusturur.
Bunlar iki bilesene sahiptir; ilki kesici
endonikleasdir: kisa ve simetrik DNA nukleotit
dizilimini tanirlar ve DNA’nin ikili iplik¢igini
tanidiklari  bdlgeden keserler (hydrolyzes).
Bdylece yabanci DNA nispeten kiguk
parcaciklara ayrlir. Sistemin ikinci bileseni
“methylase” dir ki buda hlcresel DNA’nin
taninan  bodlgesinde bulunan C ve A
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nukleotitlerine methyl grubunu ilave eder. Bu
modifikasyon endoniklease enzimlerine karsi
DNA’nin direng gostermesine yardimci olur.

Ornek olarak; EcoRI (Escherichia coli)
endonuclease enzimdir. Bu enzim 6bp nukleotit
dizilimini tanir ve iki iplikcikli linear DNA’y1 bu
nukleotit dizilimini gérdiglu her noktada keser.

EcoRl 5'GAATTCZ

3'CTTAAGS’

Bunun anlami 6bp’lik taninan alan
genom igersinde tesadifi olarak yaklasik her
4°=4096bp olacaktir. Bunun gibi yuzlerce kesici
enzim bulunmaktadir ve ticari olarakta bulmak
muimkinddr.  Bunlar  genellikle  4-8bp’lik
dizilimleri tanirlar. Linear DNA, bu enzimler
kullanilarak kesildikten sonra parca
blylkliklerine gbre agaros jel U(zerinde
seperasyonu yapilir. Bu DNA parcgalarinin
miktari ve bulyUklukleri genellikle nukleotit
diziiminde mutasyonla meydana gelecek
degisiklige bagh olarak varyasyon gdsterir. Bu
yaklagsim bize Uretilen DNA parcaciklarinin
miktari ve buyudklUklerinin  karsilastiriimasi
imkanini verir. DNA parcaciklari  genellikle
direk olarak ethidium bromide boyamasiyla, end
labelling (**P) veya hibridizasyon yontemi ile
goruntulenirler. Bu gline kadar bu analiz
yontemi ¢ogunlukla miDNA Uzerinde
kullanilmigtir. MtDNA’larin  ylksek evoliisyon
hizina sahip olmasi (single copy nuklear
DNA’'ya gore 5-10 kez daha fazla), maternal
olarak (anneden) kalitsal olmasi ve boyut olarak
¢ok kiiclk olmasi bu molekulin RFLP analizini
populasyon c¢alismalari icin vaz gecilmez
kilmaktadir.

PCR (The Polymerase Chain Reaction)

1970 yillarinda genlerin  klonlanma
tekniklerinin  gelisimi, gecmiste  mumkin
olmayan gen aktivitelerinin arastiriimasini

mdmkin  kilmistir.  Genetik alaninda  ikinci
devrim ise ayni sekilde 1980’lerde PCR’in icadi
ile yasanmistir. PCR’la birlikte DNA’nin kigik
bir boélgesi DNA polymerase enziminin de
kullanimi ile  birlikte  milyonlarca  defa
kopyalamak mumkin olmustur. Fakat burada
onemli olan gsey calisilacak olan DNA
parcasinin her iki ucunun nukleotit diziliminin
bilinmesi gerekmektedir. Bu bilgi ilgilenilen DNA
parcasinin her iki ucu igin primer gelistirimesini
zorunlu kilar. Primerler olusturulduktan sonra iki

u¢c arasindaki bolim PCR kullanilarak
cogaltilabilir.
Amplifikasyon genellikle DNA

polymerasel enzimi ile birlikte yGrattlir. Bu

enzim sicak kaplica sularinda yasayan
Thermus aquaticus isimli bakteriden
saglanmistir.  Ayni bakteri ayrica kesici

enzimlerden Tagl'i de Uretir. Tag polymerase
enzimi sicaga toleransli olmasi denaturasyona
kargi direngli oldugunu gdsterir ve PCR
metodunda vazgegilmez bir unsur olarak
karsimiza c¢ikar., PCR  amplifikasyonuna
baglamak icin enzim ve primer, gelistiriimis
hedef DNA'nin bulundugu ortama konulur ve
sentezlemenin olusumu igin inkibe edilir.
Karisim daha sonra 94°C’ye kadar isitilarak
yeni sentezlenmis iplikgiklerin hedef DNA’dan
ayrilmasi saglanir (denaturation) ve Ornek
sogutulur, bu asama primerlerin 6rnek ve yeni
sentezlenmis olan tek DNA iplikgiklerinde kendi
pozisyonlarina hibridize olmalarini  saglar
(annealing). Daha sonra Tag polymerase ikinci
kez DNA yI sentezler. Bu denaturasyon -
hibridizasyon -sentez turlari yaklagik olarak 25-
30 kez devam eder ve bunun sonucunda hedef

DNA pargasinin  yuz milyonlarca kez
kopyalarinin olusmasi saglanir. PCR
g¢alismasinin  sonucunda 6rnek genellikle

agaros jel elektroforez ile analiz edilir. Daha
sonra Ornek ethidium bromide ile boyanarak
gorunimu saglanir.

PCR tekniginin  kullanimiyla DNA
amlifikasyonun gelisimi, 100 yilhk veya daha
eski pul veya saklanan herhangi doku o6rnegi
Uzerinde balik populasyonlarindaki genetik
degisikliklerin arastiriimasini mumkdn
kilmaktadir. Ayrica canliyl 6ldirmeden alinacak
¢ok kliclk bir doku pargasi bile bu teknik igin
yeterli olmaktadir.
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