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Bildircinlarda akrabaligin saptanmasinda rasgele ¢ogaltiimisg
polimorfik DNA parmak izi yonteminin kullanilma olanaklar*
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Ozet: Bu caligmada cheveyn ve yavru jenerasyona ait bircylerden DNA - drnckleri clde edilerck. jencrasyon g ve
jenerasyonlar arasi, ortak ve polimorfik DNA bantlary arammustur. Farkh orijinlerden, clde edilen bildireinlar rasgele hirlegtintlerek
temel siirli elde edilmistir. Temel siiriiden rasgele scgilen dokuz erkek. dérderli gruplara aynlan 36 digi ilc hirlestirtlerck akrabah
yenstirilmis toplam 36 atle olusturulmustur. Bu 36 aileye ait bireylerden clde cdilen DNA ornckleri. PCR analizi vapilarak degiyik
bantar elde edilmistir. PCR sonunda, arasirilmaya ahnan bireylerde toplam 145 gen lokusu ve 356 RAPD-DNA  bunds
belirlenmistir. Bireyler arasindaki genetik benzerlik 0.0069-0.2759 arasinda bulunmustur. Culiyma sonunda RAPD-PCR parmak 171
vonteminin bildirein populasyonu olusturan bireyler arasindaki genetik mesafenm belirlenmesinde basarth bir sekilde uyguoliana-
bilecedi gosterilmsur.

Anahtar kelimeler: Akrabalik. bildirem. PCR. RAPD

The use of randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) fingerprinting method for the
determination of kinship in quails

Summary: In this study. the DNA samples from the parents and its offspring in an mbred quail flock were compared by using
the rundomly amplified polymorphic DNA (RAPD) method. Comparison of within and between generations res caled monomorphic
and polymorphic DNA bands. The quails taken from different sources constituted the base population. Nin¢c male and 36 lemale
(separated into 9 groups cach hud 4 female) quails taken randomly from this base population were mated 1o form 36 fumilics. The
RAPD-DNA bunds were photographed to form the data set. One hundred forty-five gene loci and 356 RAPD-DNA bunds were
determined. The genetic similarities among individuals were found between 0.0069-0.2759. This study shows thut the RAPD-PCR
fingerprinting method could be used successfully to estimate genctic distances of individuals from the same population

Key words: Kinship. PCR. quail, RAPD

Giris goriilir. Buna. kan yakmh@r depresyonu denir. Bil-
Hizla artan diinya niiffusuna paralel olarak artan hay- diremlarda devaml tam kardes birlestirmelert sonucunda
3. jenerasyonda ireme yeteneginin tamamen ortadan
kalkugi bildirilmistir (24).

Diisiik kahum dereceli. hayatn ilert donemiernnde

vansal aida gereksinimi. ¢iftlik hayvanlarmm tiir bazinda
¢esitliliginin ¢ogalulmasin, birkag verim yoniinden ge-

listirilmesini ve birim hayvan bagina diigen verimin art-
. . . - veya hayvanm kesiminden sonra belirlenebilen Gzel-
nrdmasi gerekli kilmaktadir, Verimlerin genetik olarak cya hayve
L . . - - liklerin arastirilmasinda gelencksel slah yontemleri ¢ok
eelistirilinesi ise hayvan 1slahr ile saglanabilir. s o )
. . uzun siire almakia ve basan oram distik olmaktachr (30).
Hayvan 1slahinda uygulanan ydntemlerin baginda o o )
Akraball yetisgtirmeye dayanan yetigtirme sistemlerinde

seleksiyon gelir. Scleksiyon: dstiin verimlilerden iistiin - R S
kan yakmh@ depresyonunun dnlenmiesi igin akrababik

verimli doéllerin clde edilmesi ilkesine dayanmaktadir L . 3 . -
} o ) o diizeyinin belirlenerek, dnlemlerin almmasy gereklidir.
(12). Insanlar eveiltmenin ilk giiniinden beri, daha kaliteli ) o ) o

= Kayitli ve kontrollii birlestirniclerde akrabali yetistirme

Vere aVVy - N o s ..)'- > . a0¢ a4, se- - .. . . .
drin veren hayvanlan clde cdebilmek amaciyla. - se derecesinin hesaplanmasi mimkiindiir. - Bilestirmeler

leksivon uygulanuglardir (29).
Akrabali

kontrollit yapilmadigr taktirde molekiiler tekmkler kul-

yetistirmeye  dayanan  sclcksiyon  uy- lamlarak akrabaliklar belirlenebilir (8.253).

gulamalarmin baz olumsuzluklan vardir. Uzun zamana
vayilmusg olan akrabalr yetistirmelerde, akrabahik kat-
savimn artmasina bagh olarak ilk once ¢esitli verimlerde

daha sonra dol verimi ve yasama gliciinde bir genleme
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Molckiiler biyolojideki hizh gelismeler sonucu or-
taya ¢ikanilan yeni teknikler hayvan islahimda daha mzl.
daha giivenilir ve daha az malivetle hedeflenen verin dii-

zeyine ulagmaya yardimel olabilecektir (7.21.27).
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RAPD (randomly amplificd polymorphic DNA) ¢e-
sitli hayvan ve bitki tiirleriyle ilgili genetik ¢ahgmalarda
hasarivla uygulanabilmektedir (3.5.9,15.17). RAPD nin
cheveyn analizlerinde giivenilir bir yontem oldugu, gesitli
organizmalarla vapilan ¢alismalar sonucunda ortaya kon-
mustur. Bazi arastnetlar RAPD nin organizmalar tize-
rinde cins diizeyine kadar belirleyici olabilece@ini be-
lirtmislerdir (4,60,10,19.31).

Bildircinlar ¢t ve yumurta tiretimi ile laboratuar hay-
vam olarak ¢ok kullamlan ve ozellikle genetik ¢a-
hymalarda tercih edilen bir tirdiir. Bildircinlarin zoolojik
olarak smiflandinlmast ve cvcillegtirilmesi ile ilgili ya-
mitlanmasi gerekli pek ¢ok soru bulunmaktadir. Ozellikle
molekiiler DNA ¢ahismalart bu sorularin ¢oziilmesinde
hiiyuk dl¢lide yardimer olabilecektir (28).

DNA parmak izi yodntemlerinin, canhlarnn genetik
yapilanint aragtirmada kullanilmasi son 20 yilda diinyada
hizla vayginlasmasina kargin Tiirkiye’de bu tip ¢aligmalar
adli olaylar haricinde siirlt olarak kullaniimaktadir (30).

Bu ¢alismanmin amact. iizerinde daha énce herhangi
bir 1stah caliymas: yapilmamis olan bir bildircin populas-
vonunda. genctik iligkileri ve akrabalik durumlarini DNA
(cknolojisini kullanarak belirlemektir. Bu amag igin kul-
lamlan yontem: PCR yontemiyle rasgele ¢ogaltilmig olan

DNA segmentleri polimorfizmleri olmugtur.

Materyal ve Metot

Temel siirii farkl orijinlerden getirilen bildircinlarin
rasgele birlestirilmesi ile elde edilmigtir. Bu temel sii-
riiden 9 erkek ve her erkek 4 disi ile birlestirilerck 36 aile
olusturulmustur. Bu ailelerden elde edilen yavrulann
kendi  aralaninda birlestirilmeleri ile bir sonraki je-
nerasyonlar olusturulmustur. Ayrica, degigik kaynaklar-
Jdan clde cdilen ve akraba digt yetistirilmig hayvanlardan
olusan 50 bildircinlik bir kontrol grubu oluyuru]muyur:
Caligmada kullamlan bireyler kontrol grubu. 2, 3.0 4. ve¢
5. jencrasyona aittir. Her jenerasyon degisik sayida aile
ve her aile de farklh sayida bireylerden olugsmaxktadir.
Toplam birey sayist 69°dur. Kalpten aliman kandan, dolli
vumurtalar i¢inde gelisen embriyonlarin embriyonik doku
parcalanindan  ve  dolsiiz - yumurtalann - yumurta - sa-
rjarmdan. konsantre tuz soliisyonu metodu ile DNA clde
edilmistir (13.14.18). Orncklere ait DNA’lann timii 10
adet primer ile ayn ayn denenmigtir. Deneme sonucunda
en lazla bant veren P06 numarah primer (CTG CAG
CCG T) PCR analizinde kullaminusur (19,22,23).

PCR isleminde her bir dongii: 94°C de 1 dk, 35°C de
30 sn. 72°C de | dk olacak sekilde, toplam 45 dingii ola-
rak uygulannustir. Son olarak 6rnek DNA'lar, 76°C de 6

dk bekletilerck reaksiyona son verilmistir.

PCR sonunda clde edilen tirinlere 500.7 1k agaroz
ile hazirlanan jelde elektroforez iglemi yapiimigur. Bant-
lann fotograftaki goriintiileri bilgisayara  gegivilerek.
Sigma Gel® programy ile bantlarin yerlert saptanmig ve
veri seti olusturulmustur. Unweighted pair-group mcthod
with aritmetic averages (UPGMAY) yintemiyle kiimeleme
analizi yapilmistir (13).

Bandin goriitmemesi (resesif) 0", eorihmest ise
(dominant) “1" ile gdsterilerck veri seu olugturulmustur
(23.29). Matris format olusturulmasi isleminde MS
Excel® progranu kultamimistr. Uzakhk matrislerinin he-
saplanmasi ve veri setinin istatisik analize uygun sekilde
bi¢imlendirilmesinde The RAPD distance package (Ver-
sion 1.04) programindan yararlaninugtr (11).

RAPD bantlarnun “dominant kalitm yolu™ izledi@
kabul edilerek, bireyler arasindaki kargilagirmalar. 80
(Benzerlik Oram) = (ny, + n..) / n csitligine gore ya-
pilmusur (1.2). Bu egitlikten yararlanarak bireyler ara-
smda “"benzerlik matrist”  olusturularak. brreyler ara-
sindaki genctik  benzerlik  hesaplannugtir. - Benzerlik
matrisindeki veriler esas alinarak ve birevler arasida ge-
notipik iliski  kullamlarak UPGMA  yéntemiyle  den
dogramlar yapinusur (Esidik 1) (13). Dendogramlarm
yapilmasinda  Statistica™  programi kullamlmugur.
UPGMA yontemi ile dendogramlar hazirlamrken. ik bi-
reyin sahip oldugu lokuslarda benzerlik oranmin "b" ol-
mas1 durumunda, bu iki bircy arasimdaki uzakhk D™ asa-

didaki gckilde hesaplannustr.

3 3
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RAPD-PCR analizi sonunda elde cdilen gen lo-

kuslarinda gozlenen RAPD bantlanna gore genctik uzak-

(Esitlik 1)

liklan hesaplanmisur. Geneuk uzakbklar. birim olarak
ele ahnms ve uygulamah siiflanchrma b (ope-

rational taxonomic unit, OTU) olarak verilnusur (20)

Bulgular

Elektroforez sonunda clde cdilen fotodrallar in-
celendiginde, PO6 primeriyle her birevde 1-15 arasmda
degisen RAPD bandi gozlenmigtir (Sckil 1), Buna bagl
olarak populasyonda toplam 145 gen lokusu helirlen-
mistir. Bu gen lokuslarmin tamaninda clde edilen RAPD
bant sayis1 556’dir. Bireyler arasindaki gzenetik benzerhk
0.0069-0.2759 arasinda bulunmustur.

Hazirlanan dendogramda bazr bireylerm ait ol
duklan ailelerde degil de baska ailelere ait bireylerle bir
kiime olusturduklan belirlenmistir. Incelenen bircylerin
uzakhklar  csas  alinarak

birbirleriyle  olan  genctik

UPGMA yontemiyle hazirlanan tiim bireylere ait den




dogram Sekil 2°de verilmistir (Dendogramda bireyler 6r-
negin: GO20602, GO31405. G041313, GOS1428 seklinde
kodlanmigtir. G020602'de G0O2: ikinci jenerasyonu. 06;
aliner aileyi. 02: bu ailenin ikinci bireyini belirtmekte-

chr).

Tartisma ve Sonug
Calisma sonucunda clde cdilen  verilerin - dog-
rulugunu saglamak amaciyla PCR reaksiyonunun saghkl
olarak calismasy ve diger arastrmactlann RAPD-PCR
parmak izi yonieminin bir kusuru olarak belirttikleri ayni
bireve ail birden fazla RAPD-PCR rcaksiyonunda farkh
RAPD bantarninm clde cdilme riski test edilmistir (10).
Bu amagla. bir bireye ait genomik DNA en az iki kez
RAPD-PCR rcaksivonunda kullamImistr. Daha sonra, bu
venilerle dendogramlar hazirlannug ve ayni bireye ait tek-
rarlarin ayni kiimede toplandiklan gézlenmistir. Yapilan
kontrollerde bu ¢ahsmada clde edilen RAPD-DNA’larin
veniden elde cdilebilir ozellikte olduguna karar ve-
rilmistir. RAPD-PCR  yonteminde cn uygun primer-
ecnomik DNA birlegme 1sisinin 35°C oldugu eortigiine
paralel yonde bulgular elde editmistir (16,20,27).
Hayvanlarm alinch@ populasyonda birlestirme yon-
temi tam kardes birlestirmesi seklinde uygulanmanugtir.
Cahymaya alman ailelerin birey sayitlan her jenerasyon
da larkll olmustur. Jencrasyonlarm tiilmiinde devam eden
aileler oldugu gibi ek bir jenerasyonda gériilen aileler de
RAPD bantlanmin kahtum yol-

lanmn icelenmesini gliglestiren faktorlerden biridir. Bu-

meveuttur. Bu durum.

nunla birlikte. arasurmada uygulanan RAPD yontemi ile
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Sckil 1. Bildwemlarda POG primeri ile ¢ogaltulan genomik DNA orneklerinde gozienen RAPD bantlarr (100
bplik (g ve n) ve 1 kb'lik (a) DNA dlgekleri: bircysel polimorfik RAPD bantlan (b.c.d.e.f.hij.k o).

Figure 1. RAPD bunds ohserved in amplified quail genomic DNA samples with PO6 primer used in the rescarch
[100 bp (g and n) and 1 kb (1) DNA markers; indivudual based polimorphic RAPD bands (b.c.d.c.f.hajklami.

ayni aileye ait oldugu belirtilen bireylerden bazslarnm as-
linda baska bir aileye dahil oldugu saptannusur. Bu bulgu
baz1 arastiricilarin RAPD yonteminin tir. wk ve aleler
arast iliskilerin belirlencbilecegi voniindeki goriigleriyle
henzerdir (4.6,23.29.30) Bovlelikle RAPD-PCR yiénte-
miyle elde edilen RAPD bantlarn ile jenerasyon-aile-birey
diizeylerinde siiflandirma yapabilecegi behrlenmigtir,
RAPD bantlarinn dominant ozellikte oldugu ve hu
nedenle de ‘fenotip™ olarak kabul edilmesi gerckugi bil-
dirilmektedir (1). Bu goriis, ger¢evesinde kalmarak den-
dogramda dérdiincti jencrasyondaki GO40808. G042718
G042809 numarali bireyler aym  jencrasyonda kii-
melenmelerine karsilik. jencrasyon i¢i genctik benzerlik
derecesi ortalamasindan daha digtik dizeyde genctik ihy-
kiye sahiptirler. Aym sekilde. 8. ailenin 15 numarah bi-
reyi ve 13. ailenin 10 numaraly bireyinin dendogramda
aymi yerde bulunmast bunlann siipheli bircyler ola-
bilccegi varsaymuni akla getiemekiediv. Bu durum. ¢1-
kimdan sonra civeivlerin kafes telleri arasindaki agik-
liklardan ya da kafes duvarnndan atlayarak difer atleden
civeivierle karigmast sonucu oldugunu diisiindirmektedir.
Ayrica. akrabah yetistime sirasida sik¢a karsilagrlan dol
verimi  diisiikliigii nedeniyle siirti buvikligiinin ko
runmasi amaciyla bakicr taralindan siiviiye disaridan ka-
ulmis olabilecedi de dissiiniilebilir.
Belirlenen 145 gen lokusunda gizlenen toplam 356
RAPD bandindan ayn

B

1 jenerasyonda ve takip eden je-
nerasyonlarda ortak olan bant sayiamn tim ailelerde

ikiyi gcgmedigi saptammigtir. Ancak. kontrol erubundan
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Sckil 2. Tum bireylerin dahil edildigi kiimeleme analizine gore hazirlanan dendogram.
Figure 2. Dendogram constructed based on cluster analysing where all individuals are included.

clde edifen RAPD bantlanmn tamanuna yakmnun tiim
aile ve jenerasyonlarda incelenen bireylerden clde edilen
bantlarla ortak olduklan belirlenmigtir. Ayni ailede bir-
den fazla sayida gozlenen RAPD bantlannin tamanunin
konurol grubu bireylerinden elde edilen bantlarla ortak ol-
dugu gozlenmisur. Ayni sekilde, birden fazla jencrasyon-
dan DNA omcgi ahnan ailelerin tamanunda takip eden
jencrasyondan bireylerde bazt lokuslarda ortak RAPD

bantlart saptannustir. Ancak. ilgili aile ve jencrasyonlara

ait bireyler arasindaki 1ligki, tiim bireylerin analize dahil

edilmemesi nedeniyle ¢eliskili olarak gozienmektedir. Bu
durumun yine bireylerin civeiv kafeslen. ornek toplama
ya da laboratuar asamalarindan birisinde schven hatah
olarak ctiketlenmeden  kaynaklandigi - diisiindiirmek-
tedir. Buna ragmen, ornegin ti¢ jencrasyon devam cden
allelerde ilgili gen lokuslarinda gézlenen ortak RAPD
bantlan ardisik olarak iki jencrasyonda gozlenmistir.
Kontrol grubuna ait bireylerde gozlenen bantlarmn
diger bireylerde de ortak olmasi ve bir bireyde rastlanan
bandin takip ¢den jencrasyonda aym ailede birden lazla

bireyde gozlenniesi durumu RAPD bantlarmin basit Men-
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det kalium  yolu izledigi sonucunu  desteklemektedir
(10.22).

Uygulamaya alinan bircylerin tiimiinde goriilen her
bir lokus. bireylerin tammlanmasinda bir paramectre ola-
rak kabul edilirse 69 bildircimin her birisinin tammlanma-
stnda 145 parametre kullanildigs anlagihr. Bu durum, tiim
bircylerin birbirinden farkh ozellikte oldugunun bir ifa-
desidit. Bu da RAPD-PCR ydnteminin aragtirmada kul-
lanilan her bir bireyi digerinden ayirabilecek gligte 0l-
dugunu géstermektedir (6,10,19.22.23).

Dendogram  incelendiginde ikinci ve diglineii je-
nerasyon arasindaki genetik uzakligin takip cden je-
nerasyonlar arasmndaki uzakhga gore daha fazla oldugu
eoriilmiistiir. Tkinci ve Ggiinetl jenerasyonun her ikisinde
birden ardigik ortak ailenin olmamasi ve ikinei jeneras-
yonda ayni ailedeki bireylerin akrabalik dereceleri 6z kar-
desten kuzene kadar degisirken liglincii jencrasyonda 6z
kardesten kuzen ¢ocuklarna degisen bir varyasyonun ol-
mast 2. ve 3. jencrasyon arasindaki genctik uzakhin
daha lazla olmasina neden olmug olabilir. Diger taraftan
ikinci jenerasyonda dier jenerasyonlara gore daha fazla
aile olmasina karsihik, her ailedeki birey sayisimin az ol-
masi. jenerasyon igerisindeki genetik uzakh@in dider je-
nerasyonlara orania daha fazla olmasia yol agmig ola-
bilir.

Her bir kiimeleme analizi, analize alinan bireylerin
nispi uzakliklarm dikkate alir. Bireylerin birbirlerine
olan uzakhklar ii¢ boyutlu uzayda hesaplamr. Daha
sonra da UPGMA yontemiyle iki boyutlu ortamda grafik
scklinde sunulur. 1ki birey arasinda bir grafikte verilen
henzerlik dizeyi, aym bireylerin ig¢inde bulundugu bir ait
populasyonda farkli olabilir. Ancak, genel olarak, in-
cclemeye ahman tiim populasyona ve populasyona  ait
olan grafiklerde bu yakinlik diizeyleri de oranuli olarak
degismektedir. Bazi durumlarda ise alt populasyonu sim-
geleyen grafikte birbirleriyle yakm iligkili goriilen bi-
reylerin genel grafikte tamamen farkli kiimelere top-
Jandiklart  gdzlenmistic. Bunun nedeninin, ii¢ boyutlu
uzayda hesaplanan uzakhklann iki boyutlu diizlemde su-
nulmasindan kaynaklandir digtiniilmektedir.

Aragtirma materyalinin tiimiinde jenerasyonlara ait
kiimelerin cn belirgin kiimeler olduklar gézlenmistir. Je-
nerasvonlar i¢inde incelenen ailelere ait rnekler g6z
oniine ahindifinda aym aileden bireylerin bir alt kiimede
toplanma cgiliminde olduklart saptannugur. Kiimelerin
olugmasinda cinsiyetin ctkisi gézlenmemistir.

Jenerasyon agaci bir "kiimeleme analizi® olmasina
karsm, kiimeleme analizi sonucunda clde edilen grafik bir

"jencrasyon agac)” olmayabilir. Ciinkii, kiimcleme ana-

3
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lizinde clde edilen diyagram, analize alman hayvanlar
arasinda ele alinan parametre/ler yontinden uzakhklara
gore diizey 1'den baslayarak artan scevivelerde alt dallar
verir. Incelenen bireylerin tamann aym jencrasyon. hatla
kardes bile olsalar, bireylerin ikili kargilasturmalarda de-
gisen seviyelerde alt dallar vereccklerdir ki, bu durumda
ele alinan bireylerden baztlarnin diger bireylerin ata so-
yunu olugturan jenerasyondan olduklary sdylencmer.

Caligmada kullamilan bireyler arasindaki genctik
benzerlik oranmim 0.0069-0.2759 arasinda bulunmuy ol
mas1, bireyler arasindaki genotipik tarkhligin yiiksek ol-
mas1 anlamma gelir (4,22.23.30). Elde cdilen bu veriler
kullamilan bildircinlar arasinda tam  bir akrabali ye-
tistirmenin olmach@imin bir kamt olarak diistintilebilir.

Materyal ve Mectot'ta agiklandigr sckilde yapilan
birlegtirmelerde 2. jencrasyondaki bireylerin 6z ve baba
bir iivey kardes olmalan beklenirdi. Ancak. RAPD-PCR
parmak izi analizi sonucu UPGMA yontemiyle clde cdi-
len diyagramda yukanda sdylencnin tersi gozlenmistr,
Bir bagka deyisle. jencrasyonlar ilerledikee aym je-
nerasyondaki bireyler arasindaki genetik iligkinin diizeyi
paralel olarak artngtir.

Aym jenerasyondaki tiim bireylere ait DNA - dr-
neklerinin dahil edilmedigi bu ¢alismada incelemeye ah-
nan bireyler arasinda gézlenen genctik iligskn diizeyine ba-
karak iki birey arasindaki akrabahgm tam kardey, yarmm
kardes, kuzen gibi belirlenmesi miimkiin degildir.

Bununla beraber, kisith olanaklarla DNA drnekleri
toplanan bircylerden clde edilen RAPD bantlary esas ali-
narak jenerasyonlar ve jencrasyonlardaki aileler basarih
bir sekilde belirlenmigtir. Bunun anlanu. drnck sayisinim
artuinlmasiyla, bireyler arasindaki akrabaligin bchrlen-
mesi daha saghkli bir sekilde yapilabilecegidir.

Aynica, RAPD-PCR analizinde tck primer kul-
Jamlabilmesi bireyler arasindaki akrabalifin basarihi bir
sckilde belirlenmesini engellemigtir. Clinkli. RAPD ana-
lizinde kullanilan primcr ve cle alman birey sayisi ko-
nusunda kesin belirlenmig sunirlar hentiz yoktur. Ancak.
tek bir primer kullamldiginda bireyscl tarkhhklar ortaya
¢tkmayabilir. Bu nedenle, bireylerin genotiplerinin la
nimlanmasinda miimkiin oldugu kadar ¢ok primer kul-
lamilmalidir (29).

Bu ¢aligmayla. RAPD-PCR parmak izi ySnieminin,
populasyonu olusturan bireylerin genctik  ozelliklerine
gore filogenctik simiflandiriimasinin (irk. hat, aile vb.) ba-
sanili bir gekilde yapilabilecegi gosterilmiglir. Ancak, ach
gegen yontemin iki birey arasindaki genetik iligkinin dii

zeyinin belirlenmesinde kullamlamayacagr anlasilmigtir,
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