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Ozer

Diinyada ve Tiirkiye’de ¢ok sayida kopek genotipi bulunmaktadir. Bu kopek genotipleri cesitli amaglar (av, ¢oban, bekgi,
arama-kurtarma kopegi vb) dogrultusunda yetistirilmektedir. Gegmiste avcilikla baglayan kopek ve insan birlikteligi giinimiizde
bircok alanda devam etmektedir ve ilk evciltilen tiir olmas1 muhtemeldir. Kopeklerin kékeni, evrimi ve birbirleri ile olan
genetik uzakliklarin belirlenmesinde, kdpeklerin bir veya birkag yerde mi evcillestirildigini, evcillestirildigi zaman1 ve yerini
tespit etmek, evcil kopekler arasindaki genetik varyasyonu belirlemek i¢in ¢esitli yontemlerden (mitokondrial DNA (mtDNA),
mikrosatelit, tek niikleotid polimorfizmi (SNP), kesilmis par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP) gibi) yararlanilmaktadir. Bu
analizlerin ¢ogu populasyon genetigi esasina dayanmaktadir. Diger evcil tiirlerde oldugu gibi, kopeklerin de farkli yer ve
zamanlarda evcillestirilmeleri farkli kopek irklarinin olusmasina neden olmustur. Kopek yetistiriciliginde degisik birlestirme
metodlar1 ve seleksiyon uygulanarak farkli amaglara uygun kopek irklar1 meydana getirilmistir. Birgok hayvan tiiriinde oldugu
gibi kdpekler tizerinde de farkli genetik ¢alismalar yapilmaktadir. Bu amagla genetik markerlardan (kalga displazisi gibi kalitsal
hastaliklarin tespiti, yavru cinsiyetinin belirlenmesi, ikizlik ve freemartinismus olgularmin tespiti, genom haritalarnin
¢ikarilmasi vb) faydalanilmaktadir. Bu derlemede, kopeklerde marker genlerin kullanimi hakkinda bilgi verilmistir.

Nucleic acid-based molecular methods: Genetic markers in dogs

ABSTRACT

There are many dog genotypes in the world and in Turkey. These dog genotypes are bred for various purposes (hunting,
herding, guarding, search and rescue dog, etc.). The association of dogs and humans, which started with hunting in the
past, continues in many areas today and is likely to be the first domesticated species. Various methods such as
mitochondrial DNA (mtDNA), microsatellite, single nucleotide polymorphism (SNP), truncated fragment length
polymorphism (RFLP) are used to determine the origin, evolution and genetic distance between dogs, to determine
whether dogs were domesticated in one or several places, to determine the time and place of domestication, and to
determine genetic variation among domestic dogs. Most of these analyses are based on population genetics. As with
other domestic species, the domestication of dogs in different places and times has led to the formation of different dog
breeds. Different breeding methods and selection have been applied in dog breeding to create dog breeds suitable for
different purposes. As in many animal species, different genetic studies are carried out on dogs. For this purpose,
genetic markers (detection of hereditary diseases such as hip dysplasia, determination of puppy sex, detection of
twinning and freemartinismus cases, genome mapping etc.) are used. In this review, information about the use of
marker genes in dogs is given.
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1. Giris

Tiirkiye hayvan gen kaynaklar1 bakimindan zengin bir iilkedir. Farkli cografik yapiya ve genis bir yiiz
Olclimiine sahip olan Tiirkiye’de farkli kopek genotipleri bulunmaktadir. Bu kdpek genotipleri yiizyillardir Anadolu
topraklarinda saf olarak yetistirilmig, bulundugu bolge sartlarina adapte olmus ve istiin yeteneklere sahip
genotiplerdir. Bu genotiplerin ¢ogu ¢coban veya av kopegi olarak kullanilmaktadirlar (1).

Arkeolojik kalintilar képegin MO 12000 yillarinda Mezopotamya’da evcillestirildigini gostermektedir ve ilk
evciltilen tiir olmas1 muhtemeldir (2). Evcillestirildikten sonra giinlimiize kadar ¢ok sayida kopek irki elde edilmis
olup kopeklerin kullanim amaglarinda degisiklikler olmustur. Bugiin FCI (Uluslararast Kinoloji Federasyonu)’a
kayith 356 kopek 1irk1 mevcuttur (3).

Kopeklerin evrimi, insanlarin etkisi altinda yapay seleksiyon yontemiyle gerceklestirilen bir siireci
kapsamaktadir. Kopeklerin evrimi hem fiziksel hem de sosyokiiltiirel olarak ger¢ceklesmistir. Normal sartlar altinda
canlilarin evrim siireci, dogal ¢evrenin etkisi altinda gergeklesir. Ancak kdpeklerin evrimi sirasinda insanlarin ciddi
katkilar1 olmustur. Képeklerde evrim siireci, insanlarin ve toplumun beklentilerine gore sekillenmis ve bu durum
kopeklerin normalde sahip olamayacaklar1 6zelliklere sahip olmalarina yol agmistir (4).

Kopeklerde, teknolojik gelismelere uygun bir sekilde farkli alanlarda kullamlmistir. Onceleri képeklerden
bekei, avcl ve ¢coban kdpegi olarak yararlanilmistir. Bu nedenle de ilk ortaya ¢ikan ve kullamlan irklar bekgi, ¢oban
ve av kopekleridir. Sonra kopeklerin koruma iggiidiilerinden faydalanilarak koruma ve doviis kopekleri ortaya
cikmistir. Ozellikle biiyiik rklar melezlenmis ve miisabaka yetenegi iyi olan kopekler elde edilmistir. Bu dénemde
ozellikle Mastif 1rk1 kopeklerin sayilari artmistir. Bu kdpekleri, 1. Diinya savaginda kullanilmaya baslanarak halen
yetistirilmekte olan polis ve asker teskilatindaki kopekler takip etmistir. 1. Diinya savasinda, kopekler yaralilar
kurtarmak i¢in arama kurtarma amacl olarak egitilmislerdir. Giiniimiizde ise, enkaz altindaki insanlar1 arama, mayin,
bomba ve uyusturucu madde arama, hastalik teshisi gibi bir¢ok alanda egitilmekte ve kullanilmaktadirlar. Gegmiste
avcilikla baglayan kopek ve insan birlikteligi gliniimiizde bir¢ok alanda devam etmektedir (2).

Farkli amaglarla yetistirilen ve kullanilan kdpeklerde yavru se¢imi ¢ok Onemlidir. Yavru se¢imi fenotipik
ozelliklere bakilarak davranis testleri ile yapilmaktadir. Bu testlerin sonuglar egiticilerin deneyim veya onceliklerine
gore degisiklik gosterebilmektedir. Oysa belirteg gen olarak bilinen genetik markerlar kullanilarak yapilan Marker
Destekli Seleksiyon (MAS) ¢alismalarinda objektif sonuclar elde edilmektedir. Ayrica, istenilen verim 6zelliklerinin
gelistirilebilmesi igin generasyon araligi kisalmakta ve daha kisa siirede ilerleme saglanmakta, verimlerin tespitinde
cinsiyete bagli olarak yasanan sikintilar bertaraf edilmektedir. Boylelikle yavru se¢imlerinde hata ihtimalide azalmig
olmaktadir (5).

2. Marker genler

Genetik marker canlida, belli bir genetik 6zelligin veya hastaligin varligina isaret eden gen; belirleyici gen,
genetik belirleyici anlamia gelmektedir. Giliniimiizde genetik markerlar molekiiler genetigin gelismesiyle birlikte
bircok hayvan tiiriinde; babalik tayini, kalitsal hastaliklar, akrabalik, yavru cinsiyetinin belirlenmesi, ikizlik ve
freemartinismus olgusu, genetik uzakligin tahmini, genom haritalariin ¢ikarilmasi, kantitatif karakterler ile ilgili
lokuslarin belirlenmesi ve marker destekli seleksiyon gibi birgok alanda kullanilmaktadir (6).

Biyoteknolojideki gelismeler giiniimiizde hizla ilerlemektedir. Ozellikle PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
tekniginin bulunmasindan sonra genetik ¢alismalar iyice hiz kazanmistir. K&pek genom haritasi ¢ikarilmis ve
uluslararast biyoteknoloji merkezinin web sitesinde (7) Temmuz 2004 tarihinde yayinlanmistir. Birbirini takip eden
arastirmalar ortaya koymustur ki kopekler, davranmiglarin ve hastaliklarin genetik altyapisini agiklamak igin ideal
hayvanlardan biridir. Bu dogrultuda yapilan c¢aligmalarda, farkli davranis 6zelligi sergileyen kopeklerde genetik
acidan da farkliliklar oldugu tespit edilmistir (8; 9; 10).
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3. Genetik Markerlar

Genetik marker (isaretleyici-belirteg), kromozom Uzerinde bilinen konuma sahip bir DNA dizisidir. Genetik
markerler, farkli amaglarla kullanilabilirler. Ornegin, kalitsal bir hastaligi sorumlu gen ile iliskilendirmeye yardime1
olabilir veya heniiz tanimlanmamis ancak yaklasik konumu bilinen yakindaki bir genin kalitimimi izlemek icin
kullanabilir. Genetik markerin kendisi bir genin pargasi olabilir veya bilinen bir islevi olmayabilir (11).

DNA, 1970’lerin baslarina kadar bilim insanlar1 tarafindan incelenmesi zor bir molekiildii. DNA dizilerinin
incelenebilmesi protein ve RNA dizilerini incelemek veya genetik analizler yapmak suretiyle yani indirekt yollar ile
miimkiin olmakta idi. Giiniimiizde ise durum tamamen degismistir. Artik DNA’nin belli bir bolgesini kesip ¢ikarmak,
bu bolgenin kopyalarini ve niikleotid dizilerini hatta genom dizilerini kisa bir siirede elde edebilmek miimkiin hale
gelmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction - PCR), DNA icerisinde yer alan, dizisi bilinen iki
segment arasindaki 6zgiin bir bolgeyi enzimatik olarak ¢ogaltmak i¢in uygulanan tepkimelere verilen ortak bir
isimdir (11). Bu yontem ilk kez 1985'te bilim diinyasina sunuldugundan beri, hem aragtirmalarda hem de klinik
laboratuvarlarda taniya yeni bir bakis agist getirmistir. Aslinda PCR iglemi (DNA polimerizasyonu-DNA’nin
kopyalanarak c¢ogaltilmasi) canli hiicrelerde devamli olmaktadir. PCR, DNA polimerizasyon isleminin belli dzel
amaglar i¢in minik deney tiiplerinde (PCR tiipleri) veya cam borucuklarda yapilan bir kopyasidir. Canli hiicreler
icindeki polimerizasyon islemi, PCR tiipleri i¢inde, gerekli tiim kimyasal maddeler konularak ve 1s1 parametreleri
uygulanarak taklit edilmektedir (12).

Polimeraz zincir reaksiyonunun temeli, ¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 06zgii, bu bolgedeki baz
dizilerini tamamlayici bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer kullanilarak, bu iki primerle sinirlandirilan genin
enzimatik olarak sentezlenmesi bir baska ifade ile ¢ift iplikli bir DNA molekiiliinde hedef dizilere iki oligoniikleotid
primerin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanmaktadir. Bir PCR dongiisii denatiirasyon (denaturation), primerin
baglanmasi (annealing) ve uzama (extension) olmak tizere 3 asamadan olusmaktadir (13).

PCR tekniginin gilinimiizde birgok alanda kullanildigi goriilmektedir. Baslica kullanim alanlari; ¢esitli
arastirmalar, klonlama, dizi analizi ve genom haritalarinin ¢ikarilmasi, beseri hekimlikte birgok hastaligin tanisinda
(orak hiicre anemisi, kistik fibrozis, fragile X sendromu, AIDS, l6semi, vb), veteriner hekimlikte bakteriyel
(Salmonella (Tifo ve Paratifo), Mycoplasma, vb) ve viral hastaliklarin (Lokosis Tavuk Infeksiydz Anemisi,
Infeksiydz Laringotrakeitis, Marek ve Newcastle hastaligi ve Avian Influenza vb) tamsinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlarin disinda tarimda (tohum safliginin belirlenmesi), adli tip Orneklerinin genetik olarak
tiplendirilmesi ve doku transplantasyonu i¢in doku tiplerinin belirlenmesi gibi birgok alanda da kullanilabilmektedir
(12; 13).

Glinlimiizde kullanilan genetik markerlar; RAPD (Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA), RFLP (Kesilmis
Parga Uzunluk Polimorfizmi), AFLP (Cogaltilmig Par¢a Uzunluk Polimorfizmi), STR (Mikrosatellit), SNP (Tek
Niikleotid Polimorfizmi) ve DNA dizi analiz yontemi olarak adlandirilmaktadir (14).

RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA-Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA)

RAPD (Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA) teknigi ilk defa 1990 yilinda rastgele secilmis primerlerin
kullanildig1 ve PCR yontemini temel alan bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir (15). Ayn1 donemde bagka bir aragtirma
grubu tarafindan AP-PCR (Arbitrarily Primed-PCR ) olarak isimlendirilmistir (16). Daha sonra bu metodla ayni
temele dayanan ancak 10 niikleotidden daha kisa primerlerle ¢alisilarak DAF (DNA Amplification Fingerprinting)
olarak isimlendirilen benzer bir metod bildirilmistir (17).

RAPD tekniginin en biiyilk avantaji ilgilenilen taksonun genleriyle ilgili herhangi bir 6n bilgi
gerektirmemesidir. Tiim organizmalar i¢in aynm oligoniikleotid primer seti kullanilabilmektedir ve bu oligoniikleotid
Ozgiin bolgelere rastgele baglanarak ¢ogaltma yapabilmektedir (18).
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Rastgele amplifiye edilmis polimorfik DNA (RAPD), PCR tabanli bir prosediirdiir ve koyun, sigir, ke¢i,
manda, deve ve at populasyonlann arasindaki genetik iligkilerin degerlendirilmesinde etkin bir sekilde
kullanilmaktadir. RAPD teknigi, kullammimn basitligi, polimorfizm i¢in hizli ve giivenilir sonuglar vermesi gibi
Ozelliklere sahip olmasi nedeniyle daha fazla kullanim alan1 bulmaktadir (19).

Bununla beraber metodun bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. RAPD kullanim agisindan kolay olmasina
karsin, belirtegleri dominanttir ve bu nedenle heterezigotlar teshis etmek zordur. Calismalar sonucunda elde edilen
verilerin tekrarlanabilirlidi, reaksiyona giren tiim degiskenlere bagli oldugundan diisiik olabilmektedir. Bunun i¢in
yontemin optimize edilmesi olduk¢a 6nem tagimaktadir (18).

RAPD yo6nteminin hayvancilikta kullanim alanlari;

Genetik ¢esitlilik galismalar1 (20; 21; 22; 23),
Akrabalik diizeyinin belirlenmesi (24),

Genom haritalariin ¢ikarilmasi (25; 26),

Genetik markerlarin tespiti (27),

Hayvansal drinlerin orjinlerinin belirlenmesi (28).

g wDhE

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism - Kesilmis Par¢a Uzunluk Polimorfizmi)

DNA’y1 belirli niikleotid siralarindan kesen bakteriyel kokenli restriksiyon enzimlerinin (restriksiyon
endoniikleaz enzimi) kesfedilmesi ile molekiiler biyoloji alaninda 6nemli gelismeler yasanmistir. RFLP teknigi DNA
diizeyinde polimorfizm elde etmek amaciyla giiniimiizde yaygm olarak kullanilmaktadir (29). Bakteriler,
bakteriyofajlara (bakterileri enfekte ederek ¢ogalan viruslar) karsi savunma mekanizmasi olarak ¢esitli restriksiyon
enzimleri olusturmaktadirlar. Bu enzimler DNA molekiiliinii 6zgiin tanima siralarindan kesebilen enzimlerdir. Bir
bakteri bakteriyofajlar tarafindan enfekte edildigi zaman, konakg¢1 bakterilerin endoniikleaz enzimleri fajlarin
DNA’sin1 gesitli noktalardan keserek o fajin konakg1 bakteride ¢ogalmasini 6nlemis olmaktadir (30). RFLP teknigi
Southern blot ve PCR tabanli olmak tizere iki farkli sekilde uygulanmaktadir.

Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kullanildig1 bu yontemde, Restriksiyon endoniikleazlar, restriksiyon
bolgeleri olarak bilinen DNA'nin sadece spesifik baz dizilerini tanimakta ve diziyi bu bolgelerden kesmektedir.

Evrim ve populasyon genetigi ¢aligmalarinda restriksiyon enzimlerinden yararlanilarak ¢ok 6nemli farkliliklar
tespit edilmigtir. RFLP analizleri hem ¢ekirdek ve hem de mitokondriyal genomda oldukca faydali bilgiler ortaya
koymaktadir (14).

RFLP yonteminin hayvancilikta kullanim alanlari;

1. Genetik polimorfizmlerin saptanmasi (28; 31, 32; 33; 34),

2. Rekombinant DNA teknolojisi (35),

3. Genom haritalarinin ¢ikarilmasi (26).

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism - Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi)

Vos ve ark., (36), PCR kaynakli markerlarin siire avantajini ve RFLP yonteminin giivenilirligini birlestiren
yeni bir yontem gelistirmis ve bu teknige AFLP adini vermislerdir. Secici primerlerin kombinasyonlari kullanilarak
bir¢ok polimorfik bant tespit edilebildiginden, AFLP, genom bilgilerinin daha kolay elde edilmesini saglayan bir
yontemdir (37).

AFLP teknigi ile polimorfizm elde etme olasilig1 oldukga yiiksektir ve genom hakkinda herhangi bir 6n bilgi
olmadan bu teknik uygulanabilmektedir. Elde edilen her bir marker olduk¢a giivenilir ve bilgi saglayicidir (38).
Ancak, AFLP tekniginin dominant markerler vermesi 6nemli bir eksikligidir. Ayrica AFLP tekniginde 50-100 gibi
¢ok sayida cogaltilmis pargacik elde edildigi i¢in bunlarin analizlerinin otomatik olarak bilgisayar kontroliinde
yapilmasi1 gerekmektedir. Genetik haritalamada AFLP markerleri genellikle kromozomlarin sentromer ve telomer (ug
bolgeleri) bolgelerinde toplanmaktadir. Bu durum kromozomlarin diger bolgelerinin analizlerini gii¢lestirmektedir
(39).
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AFLP yonteminin hayvancilikta kullanim alanlari;

1. Genetik polimorfizmlerin tanimlanmasi (40; 41; 42),
2. Parmak izi teknolojisi (43; 44; 45),

3. Mikrosatelitlerin tespit edilmesi (46; 47),

4. Genetik haritalama ve QTL ¢alismalar1 (48; 49).

STR (Short Tandem Repeat - Mikrosatellit Analizi)

Ko-dominant belirteclerden olan mikrosatellit DNA lokuslari; 2-6 niikleotid uzunlukta, kisa ve tekrarlanan
DNA dizilerini ifade etmektedir. Mikrosatellitler; basit dizi tekrarlar1 (Simple Sequence Repeats, SSR) veya kisa ard
arda tekrarlar (Short Tandem Repeats, STR) olarakta adlandirilirlar.

Mikrosatellit lokuslardaki farkli alleller PCR ile ¢ogaltilan DNA parcacigindaki farkli niikleotid dizilerinin
belirlenmesiyle ortaya konmaktadir (50). STR'ler, detayli bir sekilde incelenerek dogrulanmig primer bazl
multipleksler kullanilarak amplifiye edilir ve boyutlarina gére ayrilirlar (51).

Her bir allelde tekrar eden birimlerin sayilart birbirlerinden farklilik gdstermektedir. Mikrosatellitler, lokus
bagina 10-3 ile 10-4 gibi yiiksek mutasyon oranlarina sahiptirler ve buna bagli olarakta bir lokusta allel sayisi olduk¢a
fazla olabilmektedir. Ayrica mikrosatellitlerin kodominant markerler vermesi ve PCR ile kolaylikla ¢aligilabilmesi
kullanim alanlarini artirmaktadir (38, 52).

STR ydnteminin hayvancilikta kullanim alanlart;

1. TIrk igi ve wklar aras1 genetik cesitliligin saptanmasi (53; 54; 55; 56; 57),

2. Babalik testi (58; 59; 60),

3. Tehlike altindaki populasyonlarin durumlarinin belirlenmesi (61),

4. Genom haritalar1 (62; 63).

SNP (Single Nucleotide Polymorphism - Tek Nukleotid Polimorfizmi)

Tek nikleotid polimorfizmleri (SNP) genomun herhangi bir bolgesindeki tek nikleotiddeki dizilim
farkliliklandir. Genomda oldukga yaygin bulunan bu markerlara intron ve ekzon bdlgelerinde, 500-1000 baz cifti
siklikta rastlanabilmektedir (64; 65). Tek bir niikleotid varyasyonunun polimorfizm olarak tanimlanabilmesi igin,
populasyonun en az %1'inin DNA'sinda meydana gelmesi gerekmektedir. SNP'ler, hiicrenin protein ve enzimatik
mekanizmasini degistiren genlerde varyasyonlara neden olmaktadir (65).

Genetik varyasyonun %901m1 olusturan SNP'ler otomasyona yiiksek diizeyde uyum saglamalan ve diger
markerlara gére daha duyarl analizlerin yapilmasina olanak tanimalar nedeniyle hayvancilikta son yillarda oldukca
genis bir kullamim alani bulmusglardir. Gen kodlayan boélgelerde goriilen SNP varyantlari, bir proteinin amino asit
sekansim degistirmekte ve protein fonksiyonunu dogrudan etkilemektedir (66).

Gen kodlayan bolgelerdeki SNP sayisinin yaklagik 10000-50000 dolaylarinda oldugu tahmin edilmektedir
(67). Giiniimiizde aym anda ¢ok fazla sayida SNP’in analizine olanak taniyan otomasyon sistemleri gelistirilmistir.
Meydana gelen bu gelismeler dogrultusunda yiiksek ¢oziiniirliige sahip SNP cipleri ile genom boyu iliski analizleri
gerceklestirilebilmektedir. Elde edilen bilgiler 1s18inda genomik seleksiyon olanakl bir hale gelmistir (68).

Genetik caligmalarda SNP markerleri kullaniminin yayginlagmasinin 4 6nemli nedeni bulunmaktadir (69).

Uzerinde durulan hemen her lokusta diger molekiiler yontemlere gére cok daha fazla marker elde edilmektedir.

SNP herhangi bir gen iirlinii karsiligi bulunan bolgelerde bulunmakta ve bu nedenle dogrudan fenotipi
etkilemektedir (Siyah Alaca sigirlarinda BLAD hastaliginda oldugu gibi).

SNP’ler mikrosatellitlere oranla daha kararli bir sekilde dollere aktarilmaktadir. Bu durum uzun vadede
seleksiyon markeri olarak SNP’lerin kullanimimi daha uygun hale getirmektedir.

DNA mikroarray teknolojisi kullanilarak daha fazla lokusun irdelendigi genetik ¢aligmalarda SNP markerleri
mikrosatellitlere oranla daha kullanigh markerlardir.
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SNP yonteminin hayvancilikta kullanim alanlari;
1. Genetik gesitlilik,

2. Babalik testleri,

3. Genomik seleksiyon ve

4. Genom haritalama galigmalaridir (70).

DNA Dizi Analizi Yontemi

Bireyler arasindaki genetik farkliliklarin tespit edilmesinde kullanilan etkin ydntemlerin basinda DNA dizi analizi
yontemi gelmektedir. Otomatik DNA dizi analizi cihazlarimin gelistirilmesi ve elde edilebilirliklerinin kolaylagmasi
sonucunda molekuler biyoloji ¢alismalarinda DNA dizi analizinden yararlanilmas gittikge yayginlagmaktadir (71).

DNA dizi analizi veya sekanslama niikleotid baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Analiz,
bir niikleik asit dizisinin digerine hibridizasyonu esasina dayanmaktadir. Cogunlukla gen mutasyonlarinin (delesyon,
insersiyon vb) ve kalitsal hastaliklarin tespiti ve rekombinant DNA olusumlarinin tayininde kullanilmaktadir (72).

DNA dizi analizinin genetik temeli 1970’li yillarda ortaya konan iki farkli yonteme dayanmaktadir. Bunlardan
ilki 1977 yilinda Maxam ve Gilbert tarafindan ortaya konan ve bazi niikleotidlere (A, T, C ya da G) 6zgii kimyasal
kesim reaksiyonu temelinde gelistirilen yontemdir. Maxam—Gilbert yontemi olarak ifade edilen bu teknikte dizi
analizi yapilacak hedef DNA bdlgesinin u¢ kisimlari radyoaktif madde ile etiketlenmekte ve bazlara 6zgiin
noktalardan kesim yapabilen cesitli kimyasal maddeler ile DNA molekiilii 4 ayn reaksiyon alt grubunda
incelenmektedir. Farkli uzunluklarda DNA pargaciklari elde edilmektedir. Daha sonra poliakrilamid jel elektroforezi
ile pargaciklar ayrilmakta ve otoradyografi ile goriintilenmektedir. En son olarak otoradyografi sonucu goriintiilenen
bantlardan yararlanilarak DNA dizisi elde edilmektedir (71).

Sanger yontemi olarak bilinen diger bir DNA dizi analizi yontemi, giinimiizde kullanilmakta olan otomatik
DNA dizi analizi tekniklerinin 6nclsu olarak kabul edilmektedir. Bu yontem laboratuvar ortaminda (invitro)
gerceklestirilen DNA replikasyonu isleminin kontrollii bir sekilde yarida kesilmesi temeline dayanmaktadir. ikili
sarmal DNA tek eksenli hale getirilmekte ve hedef DNA bolgesinin bir boliimii ile komplementer olan kisa bir DNA
pargacigi, bu bolge ile hibrit olusturmaktadir. Bu primer/hedef DNA (template) karisimi DNA polimeraz enzimi
tarafindan katalize edilen ve primere yeni nikleotidlerin ilave edilmesi temelinde 4 ayri reaksiyon alt grubunda
incelenmektedir. Her bir reaksiyonda 4 tip deoksiniikleotidlere (dA, dC, dG ve dT) ilave olarak deoksinikleotidlerde
var olan 3' OH grubunu tasimayan dideoksiniikleotidler (ddN) de bulunmaktadir. Yeni sentezlenen DNA molekuld,
primerin ug¢ kismu etiketlenerek veya sentez sirasinda etiketli deoksiniikleotid ilave ederek radyoaktif etiketli hale
getirilmektedir. Yeni DNA eksen sentezinin yapilmasi niikleotidlerin serbest 3' OH grubuna eklenmesi ile devam
etmekte ve uzayan eksene dANTP eklendigi zaman eksen uzamasi devam edememektedir. Polimeraz reaksiyonu,
ddNTP’lerin nadir ve rasgele ilave edildigi durumlarda yiiriitilmekte ve ayrica farkli bazlarda sonlandirilan farkli
uzunluklarda DNA molekdlleri seti elde edilmektedir. Maxam-Gilbert yonteminde oldugu gibi, her bir reaksiyon
grubuna ait parcacik seti, poliakrilamid jel elektroforezi ile ayrilmakta ve otoradyografi ile goriintiilenerek dogrudan
jelden okunmaktadir (38).

4. Kopeklerde Genetik Yap1

Uluslararas1 Kinoloji Federasyonu (FCI)'na kayith 356 kopek irki bulunmaktadir (3). Kopeklerin kokeni,
evrimi ve birbirleri ile olan genetik uzakliklarin belirlenmesinde, evcillestirme zamam ve yerinin tespitinde ve irklar
arasindaki genetik varyasyonun belirlenmesinde mitokondrial DNA (mtDNA), mikrosatellit, SNP, MHC ve RFLP
gibi genetik analizlerden yararlanilmaktadir. Bu analizlerin ¢ogu populasyon genetigi esasina dayanmaktadir (73).

Kopek mtDNA haplotipleri; haplogrup A, B, C, D, E ve F seklinde 6 ana filogenetik gruba ayrilmakta ve
kopeklerin bu gruplarda yer alma yiizdeleri sirasiyla %71.2, 18.0, 7.6, 2.5, 0.3 ve 0.3 olarak bildirilmektedir (74).
Diinyadaki kdpeklerin hemen hemen %100' {i¢ biiyiik haplogruptan birini tagimaktadir (A %55-85, B %10-35, C%5-
15). Ayrica birkag haplotipten birini tastyan kdpeklerin gogu neredeyse her populasyonda paylasiimaktadir. Ozellikle,
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14 haplotip Avrupa, Anadolu, Ortadogu, Giineybati Asya, ve Dogu Asya'daki kdpeklerde ortak olup Universal Tipler
(UT) olarak adlandirilmaktadir (75).

Kopeklerin genetik yapilar1 bize hem kdpek irklart arasindaki akrabalik iliskileri hem de irklarin cografik
gocleri hakkinda fikir vermektedir. Kopeklerin genetik yapilariyla ilgili yapilan genetik marker ¢aligmalan 6zellikle
kalitsal hastaliklarin teshisi ve davranig bozukluklari {izerine yogunlagmistir.

5. Diinyada Kopekler Uzerinde Cahsilan Marker Genler

Diinyada kopekler flizerinde bir¢ok genetik calisma yapilmaktadir. Bu amagla genetik markerlar da
kullanilmaktadir. Genetik markerlar kullamlarak kalitsal hastaliklarin teshisi yapilabilir, davranis bozukluklarinin
genetik alt yapisi arastirilabilir, kopeklerin saf 1rk olup olmadiklar1 belirlenebilir veya hangi irkin/irklarin genini
tagidiklarinin tespiti yapilabilir (76).

Kopeklerdeki davranigsal ozelliklerin genetik temeli, insanlardaki gesitli genetik belirtegler (yani aday genler)
kullanilarak genis capta degerlendirilmektedir (77). Zira, kopeklerde davranis bozukluklar: 6nemli bir toplum sorunu
haline gelmistir. Bugiinkii ortalama 400 farkli saf kopek irki incelendiginde her bir 1tk igin farkli 6zellikler
amaglanarak seleksiyon yapildigi gézlenmektedir. Bu saf irklarin sadece morfolojik degil, davranis olarak da farklilik
gosterdikleri gortilmektedir (78; 79). Diinya geneline bakildiginda Pitbull, Japanese Tosa ve Fila Brasileiro irklarinin
yasakli 1rklar oldugu goriilmektedir (80). Bir baska agidan incelendiginde Tirk Silahli Kuvvetleri ve Diinya
ordularinda Belgika Malinois, Labrador Retriever ve Alman Coban Kopeklerinin diger irklara gore daha fazla
kullanildiklar1 goriilmektedir. Farkli sartlarda ve ortamlarda aymi irklarin kullanilmasi veya yasaklanmasi
saldirganligin sadece ¢evresel bir faktor olmadigini genetik yapiyla da iliskili oldugunu géstermektedir.

Gilinlimiizde kopeklerde davranis konusunda yapilan genetik g¢alismalarin olduk¢a fazla oldugu dikkat
cekmektedir. Ornegin, bazi hormonlar, nérotransmitter maddeler ve enzimlerin hayvanlarda davranis {izerine etkili
oldugu gozlemlenmistir (81). Norotransmitter maddeler merkezi sinir sisteminin igleyisinde olduk¢a 6nemli olup,
insan ve hayvan davraniglarinda kritik rol oynamaktadir (82). Yapilan bazi arastirmalarda, enzimler, hormon
tagtyicilar ve reseptorlerdeki SNP gibi genetik degisimlerin farkli davranislar ile iliskili olduklari bildirilmistir (83).
Kopeklerin saldirganliklan iizerine yapilan ¢alismalar incelendiginde, serotoninin diger norotransmitter maddelere
gore saldirganligi daha fazla etkiledigi goriilmektedir (81). Davranisla ilgili yapilan diger arastirmalar, dopamin
tasiyict gen ve androjen reseptdr geni gibi norotransmitter maddeleri diizenleyen genler iizerine yogunlagmistir.

Golden Retriever irki kopeklerde serotonin reseptorlerinin (htrlA, htrlB, htr2A ve sIc6A4) agresif davranig
ozellikleri iizerine etkisi arastirilmig ve incelenen haplotiplerin agresiflik ile ilgili bir duruma neden olmadigi
g6zlemlenmistir (84).

Proskura ve ark., (79) kopeklerde agresif davraniglarin genetik temelini ortaya ¢ikarmak amaciyla 2 farkli geni
incelemiglerdir. Bu ¢alismada, dopamin reseptor geninin (DRD4) degisik tekrarlarindan olusan polimorfizmler ve
serotonin reseptor genindeki (HTR2B) C/T degisimi incelenmistir. Toplam 121 kdpegin incelendigi ¢alismada (21
agresif davranig gosteren, 100 sakin mizach kopek), dopamin tasiyici genin intron 2 bolgesindeki polimorfizmin
kopeklerde agresif davranigla iliskili oldugu tespit edilmistir. Serotonin reseptdr geni (HTR2B) iizerinde olan C/T tek
niikleotid polimorfizminin, sakin ve agresif kopekler arasinda benzerlik gosterdigi ve agresif davranisa etki etmedigi
belirlenmistir.

Lit ve ark., (85) dopamin tasiyici gen iizerindeki degisimlerin (SLC6A3) davramsa etkilerini aragtirmiglardur.
Bu genin intron kisminda 12 niikleotidlik insersiyon “poly (A)” oldugunu tespit etmislerdir. 138 Malinois 1rk1 kdpek
iizerinde yiiriitiilen ¢aligmada, bu degisimin (poly(A)) kopeklerde davranis degisikliginden sorumlu oldugu tespit
edilmistir.

Konno ve ark., (86) tarafindan Androjen reseptor (AR) geninin kopeklerde saldirganlik davranigi {izerine
etkileri aragtirillmigtir. Androjen Reseptor (AR) geninin ekson 1 bdlgesi igindeki polimorfik triniikleotid tekrarlar1 171
kopek iizerinde yiiriitilen bu calismada gozlemlenmistir. Androjen reseptor geninin (AR); erkek kopeklerde
saldirganlikla ilgili oldugu tespit edilmis olup disi kopeklerde bu etkiye rastlanmamustir.

Japonyaya 6zgii Shiba Inu 1rki képekler tizerinde yiiriitiilen bir aragtirmada, c.471T>C genindeki polimorfizm
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(ndral/epitel yiiksek affiniteli glutamat tasiyici) ile SLC1A2 geni arasinda “yabancilara karst saldirgan davranis” ile
ilgili onemli iliski tespit edilmis olup c.471T>C genindeki polimorfizmin Shiba Inu wrki koépeklerde agresif
davranigtan sorumlu oldugu sonucuna varilmistir (87).

Kopeklerde bildirilen yaklasik 500 kalitsal hastalik icinde 100°den fazlasinin tek nokta mutasyonuyla ortaya
¢ikt1g1 bilinmektedir. Giinlimiizde ¢ok sayida hastalik genetik markerlar ile tespit edilebilmektedir. Bu da erken teshis
ve marker destekli seleksiyon i¢in temel olusturmaktadir (88). Ayrica, bazi kalitsal hastaliklar ¢ok sayida kdpek irkini
etkilemektedir. Olusumunda genetik yapiin etkili oldugu deri hastaliklart (genodermatozlar) buna Ornek
gosterilebilir. Bu hastaliklar aym1 zamanda hayvan refahin1 da oOnemli Olgiide azaltmaktadir. Seleksiyon
programlarinda bu durumun dikkate alinmasi gereklidir (77).

6. Marker Destekli Seleksiyon (MAS)

Hayvanlarin genetik yapisina bakilarak fenotipik degerlerinin tahmin edilmesi ve buna gore seleksiyonun
yapilmasidir. Bu amagla giintimiizde genetik (DNA) markerler kullanilmaktadir.

Geleneksel seleksiyon yoOntemlerine gore onemli avantajlar1 vardir. Geleneksel seleksiyon yontemlerinde
hayvanlarin genetik degeri kendisinin veya akrabalarinin performanslarina (verimlerine) gore yapildigindan oldukga
zor, yorucu, uzun zaman gerektiren ve pahali bir uygulamadir. Nitekim bazi karakterler bakimindan bireylerin
genetik degerlerinin belirlenmesi i¢in hayvanlarin belli bir yasa kadar biiyiitiilmeleri ve yiizlerce akrabasinin
performansinin incelenmesi gerekmektedir. Marker Destekli Seleksiyon’da bunlara gerek yoktur.

Kantitatif bir karakteri etkileyen gen ya da gen bdlgeleri dogrudan bilinmediginde genlerle iliskili (bilesik
olan) DNA markerleri kullanilmaktadir. Markerlar kromozomlarda yerleri bilinen, kalitimi izlenilebilen ancak
fonksiyonlar1 bilinmeyen sinirlt bolgelerdir. Genetik markerler ¢ok sayida amag i¢in kullanilmaktadir. Bu amaglardan
biri de seleksiyondur (89).

Kantitatif karakterleri etkileyen genlerin yerlestigi lokuslar QTL olarak adlandirilir. QTL ler, DNA’nin bir
bolgesi olup hayvanlarin fenotipinde etkili olurlar. Markerler kullanilarak QTL ler bakimindan seleksiyon
yapilmaktadir. Seleksiyon calismalarinda QTL ile marker arasindaki uzaklik ¢ok dnemlidir. Bu uzaklik fazla olunca
markerin 1slahta etkisi az olmaktadir. Ciinkili mayoz boliinme sirasinda crossing over olma olasilig1 artmaktadir.

QTL ler kullanilarak yapilan seleksiyonda sinirli sayida marker kullanildigi i¢in ilerleme ancak ele alinan QTL
in etkisiyle sinirli olmaktadir. Oysa siirl sayida marker kullanmak yerine genomdaki tiim markerlere ait bilginin
kullanilmasi yani SNP lerin kullanilmasi seleksiyonda daha etkili olmaktadir (89).

Marker destekli seleksiyondan faydalanilarak ¢iftlik hayvanlarinda siit kalitesi, tireme 6zellikleri, kdpeklerde
kalca veya dirsek displazisi olmayan, saldirgan mizagta veya sakin mizagta, tiiy rengi, egzersize bagh kollaps
hastaligi gibi gorev performansimi O6nemli derecede etkileyebilecek hastaliklar bakimindan genetik markerlar
kullanilarak seleksiyon yapilmaktadir.

Damizlik kopek secimi ve yavru seciminde bakilan dzellikler farklilik gostermektedir. Damizlik seciminde
damizlik kopeklerin iskelet yapisinin diizgiin, dogru bir durusa sahip olmasina, egzersize bagh kollaps, kalca
displazisi gibi hastaliklar tasimamasina, lireme hastaliklarindan ari olmasina ve lireme sisteminin saglikli olmasina
dikkat edilir. Yavru seciminde ise sosyalizasyon asamasindaki yavrulara uygulanan; yiikseklik korkusu, sosyal
dominans, sosyallik, yiiksek sese tepki, oyuncaklara ilgi vb karakter testleri ile mizacglar1 anlagilmaya calisilir. Marker
destekli seleksiyon, saldirgan veya sakin mizaca gore yavru secilmesine olanak saglayabilir. Bu durum, sakin mizag
istenen arama kurtarma kopeklerinin ve saldirgan mizag istenen kesif kopeklerinin se¢iminde 6nemli olmaktadir.

7. Genomik Seleksiyon

Tim genomu kapsayan binlerce (veya yulzbinlerce) marker (SNP) kullanilarak damizlik adaylarinin damizlik
degerlerinin istatistiksel metotlar yardimiyla tahmin edilmesi ve bu tahmine gore yapilan seleksiyona Genomik
Seleksiyon denir. Genomik seleksiyon, énemli verim 6zelliklerinde genetik variyasyona neden olan polimorfizm ile
markerlar (SNP ler) arasindaki iliskilere dayanir.
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Genomik seleksiyonun yapilabilmesi i¢in dncelikle referans populasyonlarda hayvanlarin genetik ve fenotipik
bilgileri kombine edilerek tahmini genomik damizlik degeri hesaplanir ve bir formiil gelistirilir. Bu formiil
kullanilarak aday hayvanlar sadece genetik 6zelliklerine bakilarak damizlik olarak segilirler.

Genomik seleksiyondan daha 6nce kullamlan marker destekli seleksiyon yontemlerinde az sayida marker
(dolayisiyla az sayida QTL) kullanildigr icin kantitatif 6zelliklerin 1slahinda bagar sinirh olmustur. Ciinkil kantitatif
ozellikler etkileri kiiclik yiizlerce veya binlerce polimorfizmden etkilenmektedir. Genom boyu DNA markerlariyla
yapilan seleksiyonda (genomik seleksiyon) biitiin lokuslarin etkileri dikkate alinmaktadir.

SNP’lerin belirlenmesi DNA dizileme yontemi ile miimkiin olabilmektedir. DNA dizileme (DNA sekans)
(genom boyu iligki analizi, GWAS), bitiin genomun veya bir DNA bdlgesinin nukleotit dizisinin belirlenmesidir. Bu
yontemle gorevleri hakkinda bir bilgi olmayan genlerin verim veya hastaliklarla iligkileri ve bu genlerin yerleri
belirlenmeye ¢alisilir. DNA dizi analizi ile biitiin genomun veya bazi DNA bolgelerinin dizilisi ¢ikartilarak verimler
ile iligkilendirilmeye ¢alisilir. Bu durum SNP’lerin belirlenmesi ve bunlarin verimlerle iliskilerinin ortaya konmasina
imkan saglamaktadir. Béylece genomik seleksiyon miimkiin olabilmektedir (89).

8. Sonug

Marker genlerle ilgili aragtirmalar yillardir devam etmektedir. Mevcut marker genlerin ve yeni kesfedilen
marker genlerin fenotipe etkileri giin gegtikce ortaya konulmaktadir.

Marker genlerin kullanimi ile hastaliklarin erken teshis edilmesinin kolay, hizli ve daha giivenilir hale gelecegi
ve bu markerlardan faydalanilarak marker destekli seleksiyon yapilabilecegi degerlendirilmektedir. Ayn1 zamanda,
kopek yetistiriciliginde énemli bir problem olan kalga displazisi gibi bozukluklarin marker destekli seleksiyon ile
onceden tespiti yapilarak goriilme sikliginin azaltilabilecegi Ongoriilmekte ayrica gorev kopeklerinin seg¢iminde
davranisla ilgili marker genlerin incelenerek davranisa etkilerinin tam olarak ortaya ¢ikarilmasinin gorev kdpeklerinin
secimi ve gruplandirilmasinda 6nemli olacagi diisiiniilmektedir.

Tiirk ¢oban kdpegi (Kangal), Malakli, Akbas ¢coban kdpegi, Zagar, Sultan Tazisi, Catalburun ve Zerdava gibi
yerli kopek irklar ile ilgili genetik calismalarin artmasinin gelecek yillarda bu irklarin saf olarak yetistirilmeleri ve bu
irklara 6zgii davraniglarin genetik temelinin ortaya konulmasinda 6nemli olacagi ongorilmektedir.

Cikar Catismas1 Beyam

Yazarlarin herhangi bir ¢ikar ¢catismasi beyani bulunmamaktadir.
Finansal Kaynak Beyam

Caligsma icin herhangi bir finansal bir destek alinmamustir.
Yazar Katkis1 Beyani

Bu bélimde makalenin yazar/yazarlarinin ¢aligmaya katkilar1 asagidaki bagliklar yardimiyla yazar(lar)in
isim-soyisimleri kullanilarak belirtilmelidir.

Fikir/kavram: Banu YUCEER OZKUL, Hasan Zafer SAFAK

Deney tasarimi: Banu YUCEER OZKUL, Hasan Zafer SAFAK

Denetleme/Damsmanhk: Banu YUCEER OZKUL

Veri toplama: Banu YUCEER OZKUL, Hasan Zafer SAFAK, Murat SAGLAM

Veri analizi ve yorum: Banu YUCEER OZKUL, Hasan Zafer SAFAK

Kaynak taramasi: Banu YUCEER OZKUL, Hasan Zafer SAFAK, Murat SAGLAM

Makalenin yazin: Banu YUCEER OZKUL, Hasan Zafer SAFAK, Murat SAGLAM

Elestirel inceleme: Banu YUCEER OZKUL
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Etik Onay

Bu makaledeki sunulan verilerin, bilgilerin ve dokiimanlarin akademik ve etik kurallar ¢ergevesinde elde
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