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oz

Amag: Theileria annulata populasyonlarinda rekombinasyon sonrasi olusacak genetik cesitliligin ve rekombinasyonun yogun oldugu kromozomal
bolgelerin tespit edilmesi amaciyla kullanilacak polimorfik mini ve mikrosatellite markerlerin belirlenmesidir.

Yontemler: Markerlerin belirlenmesi amaciyla Unipro UGENE programi kullanilmistir. T. annulata’nin rastgele kanistinlmis genomik dizilimlere gére
gercek DNA diziliminde 10 kat fazla tandem tekrar (TR) belirleyen skor, esik deger olarak belirlenmistir. Tekrarli motif benzerligi %96-100 arasinda
bulunan, minimum tekrar sayisi en az li¢ ve minimum tandem boyutu minisatellite bdlgeler i¢in en az t¢ nikleotid ve mikrosatellite bélgeler icin en
az alti nikleotid olan TR'ler suffix array algoritmasi kullanilarak tiim genom boyunca taranmistir.

Bulgular: Tarama sonrasi 359 minisatellite ve 8973 mikrosatellite bolge belirlenmistir. TR'ler tim genom boyunca tek tek taranarak; T. annulata'nin
kromozomlar tzerindeki yerlesim yerlerine, motiflerin benzerligine (>%9%6), tekrar sayilarn ile tek bélgeyi temsil etmesine, bélgelerin uzunluklarina
(<1500 bp) ve primer tasarlanmaya uygun korunmus bélgeler icermesine bakilarak mini ve mikrosatellite bélgeler belirlenmistir. Belirlenen bélgeleri
cogaltmada kullanilacak primerler, korunmus bélgelerden tasarlanmis ve her bir primer, T. annulata’nin farkli izolatlar kullanilarak degerlendirilmistir.
Sonug: Bu calismada, T.annulata populasyonlarindaki gesitliliginin belirlenmesi amaciyla daha 6nce belirlenen markerlere ilave olarak kullanilabile-
cek, farkli kromozomlar tizerinde bulunan toplam 13 mini ve mikrosatellite marker segilmistir.
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ABSTRACT

Objective: Selecting polymorphic mini- and microsatellite markers to determine genetic diversity and chromosomal regions exhibiting elevated
rates of recombination in Theileria annulata populations after recombination.

Methods: The Unipro UGENE software was used to select markers. A score at which 10 times more tandem repeats (TRs) were identified in the real
DNA sequence than those in the scrambled sequences of T. annulata was used as the cutoff. TRs containing minimum three nucleotides in length
for microsatellite and six nucleotides for minisatellite regions and having a repeat motif identity between 96%-100% with the unit size repeated
minimum three times were screened through the whole genome using the suffix array algorithm.

Results: A total of 359 minisatellites and 8973 microsatellites were identified. TRs were screened one by one through the whole genome; mini- and
microsatellites representing a single region and having suitable regions for primer design were selected based on their localization on T. annulata
chromosomes, their repeat motif identity (>96%), and their repeat length (<1500 bp). The primers used to amplify selected candidates were de-
signed, and each primer was used to check 27 different isolates of T. annulata.

Conclusion: In the present study, a total of 13 polymorphic mini- and microsatellite markers located on the different chromosomes were selected
to determine the population diversity of T. annulata.
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GiRiS

Hyalomma soyuna bagli ixodid keneler tarafindan nakledilen
protozoal bir etken olan Theileria annulata’nin neden oldugu tro-
pikal theileriosis, Turkiye'nin de icinde yer aldigr 15°-60° Kuzey
enlemi ile 30° Bati-150° Dogu boylamlar arasindaki bélgelerde
yasayan siirlarda ekonomik agidan 6nem arz eden protozoal bir
hastaliktir (1). Hastaligin siddeti endemik stabil blgelerde olduk-
ca sinirli olmasina karsin, endemik stabil olmayan bdlgelerde cid-
di ekonomik kayiplara neden olabilmektedir (2, 3).

Hastaligin patogenezi ile parazitin populasyon yapisi ve epidemi-
yolojik faktorler arasinda yakin bir iligski vardir. Vektérler arasinda
soy dlzeyinde ve bulunduklar cografik bolgelere adaptasyonlar
bakimindan gézlenen farkliliklar ile etkenlerin vektorlere aktarim
yogunlugu ve vektorlerdeki enfeksiyon dizeyindeki farkliliklar,
bolgeler arasinda genetik cesitliliklere neden olabilmektedir-
ler (4, 5). Plasmodium falciparum ile ilgili yapilan calismalarda,
vektore aktariima oranlarinin distik ya da yogun olmasinin, farkl
bolgelerdeki popllasyon yapisinda degisimlere yol actigi belir-
lenmistir (6-8). T. annulata hem vektor kenelerde hem de omur-
gali konaklarinda birbirinden morfolojik olarak farklilik gésteren
gelisme dénemleri gecirmektedir. T. annulata genomu sade-
ce kenelerin bagirsaginda gecen kisa bir diploid faz haricinde,
omurgali konak olan sigirlarda ve yine kenelerin tikirik bezle-
rinde haploid yapidadir. Kenede morfolojik olarak tanimlanmig
sekslel asama sonucunda olusan kinetler tikurik bezlerine go¢
ederek sigirlar icin enfektif ddnem olan sporozoitleri olustururlar
(9). Kene barsagindaki rekombinasyon sonucu meydana gelen
bu sporozoitler, sadece enfeksiyonun devamliligini saglamakla
kalmayip, ayni zamanda dogal sartlarda parazit poptlasyonlarin-
da genetik cesitliligin olusmasinda énemli yer tutmaktadir.

Parazitin epidemiyolojisi lzerinde selektif etki olusturan ilag
uygulamalari, koruyucu amacla uygulanan asilamalar, dogal ko-
sullarda olusan tekrarli enfeksiyonlar, asin ve dizensiz akarisit
kullanimi, kene habitatlarindaki degisimler ve kontrolstiz hayvan
hareketleri gibi faktorler parazitin poptlasyon yapisinda genetik
dizeyde farklilagmalarin olusmasina neden olmaktadir (10-13).
Bu durum hastaligin epidemiyolojisi lzerine etki yaparak gele-
cekte parazitin farkli populasyonlarindan kaynaklanan yeni risk-
lerin ortaya ¢ikmasina yol agcabilmektedir. Popuilasyonlarin gene-
tik farkliliklarin belirlenmesinde kullanilan teknikler arasinda yer
alan mini ve mikrosatellite markerler kullanilarak yapilan tandem
tekrarli bolge (satellit DNA) analizleri; genom diziliminin énemli
kismini olusturan ve genomun diger bdlgelerine gére mutasyon
oranlarinin 10-10* kez daha fazla gérildiugi bolgelerinde, rekom-
binasyon sirasinda meydana gelen esit olmayan caprazlamalar
(crossing-over) ve gen ddnlstlrme (gene conversion) gibi olaylar
nedeniyle tandem tekrarli (TR) dizilimlerde olusan kisalmalarin
veya uzamalarin belirlemesi esasina dayanmaktadir (14).

Theileria parva (15-17) ve T. annulata (18)'nin populasyon yapilari
ile ilgili polimorfik mini ve mikrosatellit marker kullanilarak yapi-
lan calismalarda, bu parazitlerin populasyonlarinda genetik de-
gisimin siklikla meydana geldigi belirlenmistir. Deneysel olarak,
T. parva'da sekslel rekombinasyonun varligi molekiler diizeyde
kanitlanmistir (5). T. annulata populasyonlarinda ise sekslel re-
kombinasyonu destekler nitelikte veriler elde edilse de bu veriler
deneysel olarak kanitlanmamustir (18, 19). T. annulata’'da seksuel

rekombinasyonun varliginin deneysel olarak gésterilememesinin
altinda yatan 6nemli nedenlerden biri rekombinasyon sonrasi
meydana gelen genetik cesitlilik ile rekombinasyonun yogun ol-
dugu kromozomal bélgelerin tespitinde deneysel calismalarda
kullanilabilecek butiin kromozomlari kapsayacak sayida polimor-
fik markerin bulunmamasidir.

Bu calismada, mini ve mikrosatellit markerlerin sayilarini arttirarak
kromozomlar Uzerindeki kapsama alanlarini gelistirmek icin ilave
yeni polimorfik mini ve mikrosatellite markerlerin belirlenmesi
amaclanmistir.

YONTEMLER

Genotiplendirmede kullanilacak polimorfik markerlerin
belirlenmesi

Theileria annulata populasyonlarinda olusacak genetik cesitliligin
belirlenmesinde kullanilacak polimorfik mini ve mikrosatellite mar-
kerler, Unipro UGENE ver.1.9.7 (http://ugene.unipro.ru/) programi
kullanilarak belirlenmistir (20). Bu amagla ilk olarak; Unipro UGE-
NE ver.1.9.7 programina yiiklenecek olan T. annulata genomunda
yer alan linear DNA'lara ait nikleotid dizilimleri fasta formatinda
kaydedilmistir. Daha sonra genom diziliminde yer alan tekrarli bol-
gelerin belirlenmesinde kullanilacak ilgili niikleotid dizilimleri ayni
uzunluk ve kompozisyona sahip olmak kaydiyla kromozomlar (chr1-
4) birbirleri arasinda karistirlarak toplam 8.352 ve 520 bp uzunlu-
Junda farkli kombinasyonlar elde edilmistir. Her bir kombinasyon
farkli parametreler kullanilarak algoritmalar yoninden karsilastiril-
mis ve genom dizilimi tekrarli bolgeler ilgili yaziima yiklenmis ve
cok sayida farkli esik deger kullanilarak mini ve mikrosatellite bol-
geler yoninden taranmigtir. En son agsamada rastgele karitirilmig
dizilimlere gére gercek DNA diziliminde 10 kat fazla TR belirleyen
skor, esik deger olarak belirlenmistir. Belirlenen bu esik deger, mini
ve mikrosatellite bolgelerde tekrarli motiflerin benzerligi %96-100
arasinda olan, en az g tekran olan ve minimum tandem boyutu
minisatellite bdlgeler icin en az tg¢, mikrosatellite bdlgeler icin en
az alti nikleotid (nt) olacak sekilde suffix array algoritmasi kullani-
larak ayri ayri tim genom boyunca taranmisgtir.

Belirlenen polimorfik bélgeleri cogaltacak primerlerin
tasarlanmasi ve degerlendirilmesi

Belirlenen polimorfik bolgeleri cogaltmada kullanilacak primerler
sirali tekrarli dizilimleri icine alacak sekilde korunmus bolgeler-
den tasarlanmistir. Belirlenen mini ve mikrosatellite bolgeleri ¢o-
Jaltmada kullanilacak primerler, T. annulata GeneDB (http://old.
genedb.org/genedb/annulata/) veri tabaninda anote edilmis T.
annulata genomu Uzerinde gozle tasarlanmistir. Primerlerin tasar-
lanmasinda; uzun adenin/timin (A/T) tekrarli bélgelerin (>4-5 nt)
olmamasina, guanin-sitozin (GC) iceriginin %30-60 arasinda ve T,
derecelerinin mimkin oldugunca birbirlerine yakin olmasina, 3’
uclarinin G/C bazlari ile bitmesi ve 3" ucunda G/C nikleotid tek-
rarlarinin mimkin oldudunca yer almamasina, disik komplek-
siteye sahip proteinleri kodlayan ve kromozomlarin sonunda yer
alan Theileria-spesifik sub-telomerik (SVSP) veya subtelomerik
sfi-fragment-related (Sfi) gibi protein ailelerini kodlayan sub-te-
lomerik genlere ait alanlarin disinda olmasina, protein kodlayan
diger bolgelerde ise mimkin oldugunca korunmus bélgelerin
bulunmasina dikkat edilmistir. Ayrica belirlenen primerler, kendi
ile veya diger primerler ile primer-dimer, ikincil yapilar ve hairpin
olusturmamasi yoniinden de incelenmistir.
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Tasarlanan her primer ciftinin hem T. annulata’'ya 6zgi oldugu-
nun, tek bir bdlgeyi temsil ettiginin ve belirlenen uzunluklarda
Urtin elde edilip edilmediginin belirlenmesi hem de tasarlanan
her primer ciftine ait en uygun baglanma isilarinin tespiti igin
gradient (is1 derecelendirmeli) polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
(Techne TC-512) yapilmistir. Bu dogrultuda uygulanan PZR'da 25
pl'lik son hacimde, 20 mM Tris-HCI, pH 8,7, 11 mM (NH,),SO,, 1,5
mM MgCl,, %50 gliserol, 0.1 uM EDTA, her bir dATP, dCTP, dGTP
ve dTTP'tan 1 mM, 1U Hot start Tag DNA polimeraz (Solis BioDy-
ne), 10 uM ileri ve geri yonll primer ciftiile 1 pl T. annulata / Anka-
ra C9 ve D7 klonlarindan elde edilen DNA &rnekleri kullanilmistir.
Reaksiyonlar, 94°C’de 12 dakikalik 6n denaturasyonu takiben, her
siklus i¢cin denaturasyon (95°C’'de 50 saniye), baglanma (55°C'de
10°C'lik derecelendirme [50,8-59,2°C isi araliginda] yapilmak
kaydiyla, 50 saniye) ve uzama (72°C'de 1 dakika) asamalarindan
olusmak Uzere 30 siklus ve 72°C'de 10 dakikalik son uzama ola-

cak sekilde gerceklestirilmistir. Daha sonra her PZR Griiniinden 10
ul olmak kosuluyla mililitresinde 5 pl Safe View™ bulunan %2'lik
agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmus ve ultraviole 1sik altinda
UVP EC3 Bio-Imaging sisteminde gdrintilenerek en uygun bag-
lanma isilar belirlenmistir.

Daha sonra T. annulata'ya 6zgu tek bir bolgeyi temsil eden ve
dngorilen uzunluklarda Griin elde edilen polimorfik markerlar,
27 farkli T. annulata izolati (Tablo 1) kullanilarak PZR ile test edil-
mis ve en uygun markerler belirlenmistir. Calismada kullanilan 13
izolata ait DNA &rnekleri Glasgow Universitesinden, geriye kalan
izolatlara ait DNA drnekleri ise Anabilim dalimizca daha dnceki
yillarda yuritilen calismalar kapsaminda toplanan izolatlardan
elde edilmistir (Tablo 1).

Bu calisma
neyleri  Yerel

Adnan Menderes Universitesi
Etik Kurulu'nun 26.08.2011

Hayvan De-
tarih ve B.30.2.

Tablo 1. Polimorfik mini ve mikrosatellitlerin test edilmesinde kullanilan parazit izolatlari

Kodu izolat Tiirii Parazit Dénemi Tipi Orijini
1 T.annulata Tunus 7 piroplasm saha izolati Tunus®
2 T.annulata Soba 2A5 Sizont hicre kaltira Sudan®
3 T.annulata Razi J3 Sizont hicre kalturi iran®
4 T.annulata Umbanein Sizont hicre kaltura Sudan®
5 Tannulata Tova p15 Sizont hicre kiltiri Israil®
6 T.annulata Gharb43 Sizont hicre kaltiri Fas®

7 T.annulata Ode p58 Sizont hiicre kaltira Fas®
8 T.annulata JED4 p200 Sizont hicre kilttra Tunus®
9 T.annulata Aova Sizont hicre kalttri Tarkiye
10 T.annulata Dalama Sizont hicre kilttra Turkiye
11 T.annulata Pendik p313 Sizont hicre kiltira Turkiye®
12 Tannulata Aydin p15 Sizont hicre kaltira Turkiye
13 T.annulata D.bakir p107 Sizont hicre kaltira Turkiye®
14 T.annulata Ank A2 Sizont hicre kaltura Turkiye®
15 Tannulata Aoval Piroplasm saha izolati Turkiye
16 T.annulata Aova?2 Piroplasm saha izolati Turkiye
17 Tannulata Aova3 Piroplasm saha izolat Turkiye
18 T.annulata Aovad Sizont klon* Turkiye
19 T.annulata Aovab Sizont klon* Turkiye
20 T.annulata Aovab Sizont klon Turkiye
21 T.annulata Aova7 Sizont klon Turkiye
22 T.annulata Aova8 Sizont klon* Turkiye
23 T.annulata Aova9 Sizont klon* Turkiye
24 T.annulata Aova10 Sizont klon Turkiye
25 T.annulata Aoval1 Sizont klon Turkiye
26 T.annulata Aova12 Sizont klon Turkiye
27 T.annulata Ankara D7 Sizont klon Turkiye®
2 T.annulata Ankara C9 sizont klon Turkiye®
*birden fazla genotip ihtiva ettigi belirlenmis klonal hiicrelerdir

*sadece primerlerin gradient PZR ySntemi ile en uygun baglanma isilarinin belirlenmesinde kullanilmistir

5Glasgow Universitesinden temin edilen DNA &reklerini belirtmektedir
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Sekil 1. (A1-A2) mini (A1) ve mikrosatellite (A2) bdlgelerin T. annulata genomundaki kromozomlar tzerindeki protein kodlayan ve
kodlamayan (exon, intron, IGR; intergenik bdélge, intron+exon) bdlgelere gore dagilimlari, (B1-B2), mini (B1) ve mikrosatellit (B2)
bolgelerdeki tekrarli motiflerin (TR) uzunluklarina gére protein kodlayan ve kodlamayan (exon, intron, IGR; intergenik bolge)

bolgelere gore dagilimlar

ADU.0.00.00.00/050.4/2011/058 numarali etik komite onayi ile
yUrGtdlmustdr. Bu calismada, higbir canli hayvan kullanilmamistir.

BULGULAR

Genotiplendirmede kullanilacak polimorfik markerlerin
belirlenmesi

Unipro UGENE ver.1.9.7 programi kullanilarak yapilan tarama so-
nucunda 359 minisatellite (7-50 nt) ve 8973 mikrosatellite (1-6 nt)
bélge belirlenmistir. Daha sonra belirlenen mini ve mikrosatellite
bolgeler tim genom boyunca tek tek taranarak; T. annulata’nin
dért kromozomu lzerindeki yerlesim yerleri bakimindan mevcut
markerlere oranla yapilacak analizler igin yeterli diizeyde ve daha
genis bir kapsama alanina sahip olup olmamalarina ve yukaridaki
kriterlere bakilarak mini ve mikrosatellite bolgeler ayr ayri belir-
lenmis ve Excel programinda kromozomlar Gzerindeki yerlesim
yerlerine gore siralanmistir.

Uzunluklari 7-50 nikleotid arasinda degdisen 359 minisatellite bol-
ge arasindan Excel programinda yapilan incelemeler sonucunda
27 adet (MSC1-27) tekrarli bolge secilmistir. Bu minisatellite bol-
gelerden ikisinin mikrosatellit blgelerle birinin de daha 6nceki
calismalarda belirlenen TS8 kodlu marker (18) ile ayni bdlgede
oldugu gorilmustdr. Geriye kalan 24 minisatellite bdlgenin se-
kizi ise kromozomlarin (chr1-4) basinda veya sonunda yerlesim

gostermeleri nedeniyle bu bdlgeleri ¢odaltmada kullanilacak
primerlerin sirali tekrarl dizilimleri icine alacak sekilde korunmus
bolgelerden tasarlanmasi mimkin olmamistir.

Uzunluklari 1-6 nikleotid arasinda degdisen 8973 mikrosatellite
bolge arasindan 90 adet (Tmsc1-90) tekrarli bolge belirlenmistir.
Bu bdlgelerden besinin daha dnceki ¢calismalarda belirlenen TS5,
9, 12, 16, 25 kodlu markerler (18) ile ayni bdlgede oldudu tespit
edilmistir. Toplamda 37 adet mikrosatellit bolge icin primerlerin
tasarlanmasi mUmkin olmamistir.

Mini ve mikrosatellite tekrarli bolgelerin T. annulata genomun-
daki kromozomlar Gzerindeki protein kodlayan ve kodlamayan
[exon, intron, intergenik bdlge (IGR), intron+exon] bdlgelere
gore dagilimlar Sekil 1a ve b’'de verilmistir. TR'ler iceren mini ve
mikrosatellite bélgelerin sirasi ile %87,5 ve %43,75'i protein kod-
lamayan bdlgelerde yerlesim gostermistir. Mini ve mikrosatellite
bolgelerin TR uzunluklarina gére protein kodlayan ve kodlama-
yan bélgelere gore dagilimlan Sekil 1b’de verilmistir.

Belirlenen polimorfik bélgeleri cogaltmak amaciyla
tasarlanan primerler

Belirlenen polimorfik mini- ve mikrosatellit bolgeleri cogaltma-
da kullanmak Uzere tasarlanan 64 primer cifti tek tek PZR ile de-
Jerlendirilmistir. Tasarlanan 64 primer ciftinden, Ucl ile gradient
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PZR'da hi¢ bir triin elde edilememis, 10 primer cifti ile yapilan
PZR sonucunda elde edilen Urlinlerde ise ¢cok sayida non-spesifik
bant olugmustur. Ayrica bes marker ile sadece T. annulata/Ankara
izolatinin C9 ve D7 klonlar kullanilarak yapilan gradient PZR'de
istenilen boyutta Grtn elde edilmis, T. annulata’nin farkli izolatlari
ile yapilan PZR'da hicbir bant ¢cogaltilamamustir. Kalan 46 primer
ciftinden 20'si ile minimum 11, maksimum 23 T. annulata izolatini
cogaltilamamistir. Geriye kalan 26 primer ciftinden yedisi tim izo-
latlar cogaltabilmistir. Bazi markerlere (MSC8, MSC19, Tmsc31)
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ait jel gorlntlsi Resim 1'de verilmistir. Bu markerler ile cogaltilan
izolatlarda mininum 10 - maksimum 29 farkli allel tespit edilmistir
(Tablo 2). Sonug olarak, T. annulata populasyonlarinda rekombi-
nasyon sonrasi olugan popdlasyonlarda genetik cesitliligin belir-
lenmesi ve genetik haritalandirmanin yapilabilmesi amaciyla tg¢
mini (MSC-8, MSC-14 ve MSC-19) ile 10 mikrosatellite (Tmsc-1,
-31,-33,-37,-45, -48, -68, -75, -77 ve -86) bolgeden olusan toplam
13 marker secilmistir. Secilen markerler ile ilgili ayrintili bilgiler
Tablo 3'de ve secilen polimorfik mini ve mikrosatellite bolgelerin

15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 2T 28

M 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 2T 28

M 14

15 16 17 18 19 20 21 2223 24 25 26 27 28

Resim 1. T annulata'nin farkli stok ve izolatlarina ait DNA &rneklerinin tasarlanan MSC8 (a), MSC19 (b) ve Tmsc31 (c) primer ciftleri
kullanilarak elde edilen PZR Uriinlerinin %2'lik agaroz jel elektorforezine ait gérintist. (M): 100 bp'lik referans molekiler boyut

belirleyici; 1: T. annulata/Tunus 7; 2: T. annulata/Sudan Soba 2A5;

3: T. annulata/lran Razi J3; 4: T. annulata/Sudan Umbanein; 5: T.

annulata/lsrail Tova; é: T. annulata/Fas Gharb43; 9: T. annulata/Fas Ode; 8: T. annulata/Tunus JED4; 9: T. annulata/Turkiye Aova; 10:
T. annulata/Turkiye Dalama; 11: T. annulata/Turkiye Pendik; 12: T. annulata/Turkiye Aydin; 13: T. annulata/Turkiye D.bakir; 14: T.
annulata/Turkiye Ank A2; 15-26: T. annulata/Tirkiye Aova saha izolatlari ve klonlari ; 27: T. annulata/Tirkiye Ankara D7; 30: dH20

negatif control
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T. annulata genomundaki kromozomlar (chr1-4) Gzerindeki yerle-
sim yerleri Sekil 2'de verilmistir.

TARTISMA

Dogada, parazitlerde olusan seksiel rekombinasyon ile vektor-
ler arasindaki cins dizeyinde ve bulunduklan cografik bolgelere
adaptasyonlar bakimindan goézlenen farkliliklar populasyonun
genetik cesitliliginin olusmasinda énemli bir yer tutmaktadir (4,
5). Parazitin epidemiyolojisi Uzerine etki eden faktorler gelecek-
te farkli genotipik yapiya sahip populasyonlarindan kaynaklanan
yeni risklerin ortaya ¢ikmasina yol acabilmektedir. Parazitin temel
populasyon yapisinin bilinmesi ortaya ¢ikabilecek risklerin 6ngo-
rilmesine yardimci olacaktir.

Theileria annulata izolatlarinda ayni lokus Gzerindeki farkli alleller
tarafindan kodlanan glikoz fosfat izomeraz fenotipleri, tek kop-
yali genlerin RFLP analizleri, monoklonal antikorlar, ylzey antijen
genlerinin dizilim analizleri ve SVSP genleri Uzerine yapilan bir

seri calismada T. annulata populasyonlari arasinda énemli élctide
polimorfizmin oldugu belirlenmistir (19, 21-26). Ancak, bu teknik-
ler gerek popilasyon icerisindeki genetik farkliliklar belirlemede
gerekse popilasyonun genomik dizeydeki cesitliligi hakkinda
yeterli dizeyde veriye ulagiimasina imkan saglamamaktadir. Bu-
nunla beraber, mini ve mikrosatellit markerler kullanilarak yapilan
genotiplendirmeler parazitlerin popullasyon genetidi calismala-
rinda kullanilabilecek uygun metotlar olarak géze carpmaktadir.

Mini ve mikrosateliteler sirasi ile 7-24 ve 2-6 bp'lik kisa tekrarli
DNA motiflerden olusan ve ylksek mutasyon oranina sahip nét-
ral DNA bélgeleridir (27). Bu cesitliliginin nedeni, DNA'nin diger
notr bolgelerine kiyasla mini ve mikrosatellitlerin DNA replikas-
yonu sirasinda bir DNA ipliginin kayip diger iplikle yanlis baz
eslesmesi yapmasindan kaynaklanmaktadir. Mayoz bolinme si-
rasinda rekombinasyon yoluyla meydana gelen bu mutasyonla-
rin orani, baz yer degistirmelerinde her jenerasyonda 102 ve 10
kez daha fazladir (28, 29). Son yillarda veri tabanlaranina kayith

Tablo 2. Belirlenen polimorfik mini ve mikrosatellit markerlerin analiz sonuglar

Cogaltilan farkl Cogaltilamayan TR TR TB* Primer Cogaltilan | PZR irini
izolatlardaki T.annulata uzunluk kopya uzunluk | baglanma triin belirlenen

Kod toplam allel sayisi izolat sayisia (nt) sayisl (bp) isilart (°C) | araligi (bp)| boyutu (bp)
MSC8 29 - 20 8 160 57 200-800 508
MSC? 2 8 14 8 12 57 850-900 883
MSC19 10 - 7 1N 77 51 400-700 578
MSC13 32 3 23 8 184 57 300-950 766
MSC14 15 1 20 6 120 53-56 350-700 496
Trmsc 5 1 3 9 52 55 700-800 737
Trmsc11 15 4 3 36 192 51 280-500 356
Tmsc13 15 4 3 58 666 53 500-1000 857
Tmsc14 1 9 3 12 78 54 237 237
Tmsc20 " 3 3 46 628 59 700-900 766
Tmsc/5 14 - 2 18 48 58 100-300 220
Tmsc77 18 - 5 16 58 55 100-300 212
Tmsc86 16 1 3 18 129 55 300-450 330
Tmsc22 1 9 1 67 78 55 218 218
Tmsc23 2 7 3 25 211 56 150-400 370
*Tmsc29 " 3 3 13 376 55-57 650-850 813**
Tmsc31 19 - 3 " 39 55 200-350 280
Tmsc33 15 - 3 9 40 55 100-250 194
Tmsc34 17 5 3 12 57 59 250-400 296
Tmsc37 14 - 3 13 75 55 200-300 248
Tmsc38 12 3 3 45 336 57 400-600 455
Tmscd5 14 1 3 14 68 58 150-300 216
Tmsc48 21 2 4 9 57 59 150-550 304
Trmsc53 3 7 4 15 72 57 250-500 380
Tmsc67 2 10 4 20 57 54 400-450 431
Tmscé8 " 2 5 9 25 59 450-750 554
MSC: minisatellit bolge; Tmsc: mikrosatellit bélge; chr: bulundugu kromozom; TR: tekrarli motif; TB: tekrarli bélge
*Tmsc29 marker bdlgesi igin yeni tasarlanan primerleri belirtmektedir.
11-23 arasinda T.annulata izolatini codaltamayan toplam 20 marker icin tasarlanan primer ¢iftleri tablodan cikartilmistir.
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Tablo 3. T.annulata'nin populasyon genetiginin arastinlmasi amaciyla yapilan calismalarinda kullanilabilecek polimorfik markerlerin 6zellikleri

TR | Tannulata PZR Primer Baglanma
En yakin kopya| iiriin Uriin dizilimi Isisi
Kod chr*| CDS* | TBYY* TR* dizilmi (5'-3") sayisi | araligi (bp) |uzunlugu (bp) | (5'-3") (°C)
MSC82 | 2 | TA13080 |intron *+| AGAGGTACATAGTAATATAT | 8 200-800 508 Ftactagtactaccaatacccttaaaagecc /
exon R;aatttattgaactcacaacagattcatcc 57
MSC192 | 2 | TA15640| intron AAATTAG 1 400-700 578 F; ttgtatttaggaattaatttgggg /
R;cataattattacctcttattacac 51
MSC142 | 3 |TA03890| intron | TTAGGTATATAAGAGCTATT | 6 350-700 496 F;gatggtatggaatatatgaataaaatty
R:cattattcattttctcaatcatttcc 56
Tmscle | 1 |TA21235| exon AAT 9 700-800 737 F; agactcatagaaatggaaccgaacgtg /
R; catatatttgaagtcaaatcttccaag 55
Tmsc/752| 1 | TA20880 | exon5+ TA 18 100-300 220 F; gatagtctctcatggatgtcacgtte /
IGR R; ttacataacatgtcgaatcgacatge 58
Tmsc/72| 1 | TA20250| intron AAATT 16 100-300 212 F; agaatctaatatagtagaaatttcac
R;caagatccaaaaactaaattatgtge 55
Tmsc86° | 1 | TA16655| exon ATT 18 300-450 330 F; cagataacattagagtcacttaatgc /
R; acactcaaactcaaataaaactggtc 55
Tmsc312| 2 | TA13875] intron ATT 1 200-350 280 F; tttagcatttgtataacaacattgtg /
R; tgattatttcaaaaaaggaccttacg 55
Tmsc33*| 2 | TA13660| IGR* AAT 9 100-250 194 F; ccattaactccattatattattatge /
R; tacctcactggaatcatacacatgag 55
Tmsc372| 2 | TA11770| exon ATT 13 200-300 248 F; tegttcaatttgtacgectctteeg /
R; tctacagccgggaatcgaattccage 55
Tmscd5* | 3 | TAO4315| exon TAC 14 150-300 216 F; ctgatgatgatagtacacaggatac /
R; aagcgttaaagattcttgattgttc 58
Tmsc48 | 3 | TA05285| IGR AATT 9 150-550 304 F; acccattcaacactgcaacgaageg /
R: tcctaacacccttacaatattatee 59
Tmscé8 | 4 | TA08255| intron TAGTA 9 450-750 554 F; ctccaatgtacttccaatctcace /
R; cttgaagatgctgagagtagagaag 59
TS5 4 | TA10045| exon GGTTCA 14 248-318 282 F ctggaacatgaattacttgttcttec /
R ggacaccaatgagtgacgtgacag 60
TS6P 4 | TA11040| intron TAATTATAGG 14 301-466 389 F catcctttgacctactgattgtac /
R cggtagtaccagttaatactgtc 60
TS8° 3 | TAO3940| exon TATTATTTAATG 1 195-356 306 F taaacgattaaaatcaagtg /
R attggaaatggtgaaataatgag 55
TS 3 |TA03885| IGR ATT 27 338-386 366 F aatgtgtggtacaacatcac /
R gatatggaatcatactagaagttg 58
TS12 3 | TA18345| exon AATACT 10 237-376 267 F gatgatagaggaattgatatgac /
R ggaaatatcacaattaagattc 55
TS15 1 | TA20375| exon |AAGATACTAATGGAAGATTAAGTA| 7 164-404 286 F gtacgtaatcttggaaatggtag /
R gatacaacgttacggagtcagttgg 60
TS16° 1 | TA20830| IGR TAA 35 345-439 354 F ccaatgtcaacagtatgatg /
R gagtaagaagtaccactactg 56
TS20° 2 |TA13850] intron ATTATTACTA 12 187-310 273 F ccttcatgatctacatctgatge /
R ggctgaatgggtacctgtte 60
TS25° 4 | TAO8330| intron ATTATACTATACTATT 7 209-296 279 F cgccatcagtagtcatctcag /
R gacgaccataactgggaagtcaac 60
TS310 2 |bilinmiyort NCR | AATTTATCCTGAATTATAGA | 10 | 203-385 387 F gttatcttcttgctattatage /
R gtattaaaatctataagattc 50
MSC: minisatellit bolge; Tmsc: mikrosatellit bolge; chr: bulundugu kromozom; CDS: protein kodlayan bélge; IGR: intergenik bélge; TR: tekrarli motif; TB: tekrarli bolge
*bu caligmada belirlenen markerler
5Weir, 2006 tarafindan belirlenen markerler




Bilgic ve ark.
Theileria Annulata Popllasyon Rekombinasyon

16

Turkiye Parazitol Derg
2017; 41:9-18

et I
2 el ol |
O o |
Chi-4 || | |

Sekil 2. Genetik calismalarda kullaniimak tzere secilen polimorfik
mini ve mikrosatellit bdlgelerin T.annulata genomundaki
kromozomlar (chr1-4) Gzerindeki yerlesim yerleri. MSC ve Tmsc
kodlu markerler sirasiyla mini ve microsatellit bdlgeleri
gostermektedir. Birinci kromozom (chr-1) Gzerindeki yerlesim
yerlerine gére 1-6 ¢izgi sirasiyla Tmsc 1, 75, TS16, TS15, Tmsc77,
Tmsc86 kodlu toplam 2 mikrosatellit bolgeyi, ikinci kromozom
(chr-2) Uzerindeki yerlesim yerlerine gore 1-7 c¢izgi sirasiyla
MSC19, TS31, Tmsc31, TS20, Tmsc33, MSC8, Tmsc37 kodlu
toplam 2 minisatellit ve 5 mikrosatellit, G¢lincl kromozom (chr-3)
Uzerindeki yerlesim yerlerine gére 1-6 cizgi sirasiyla Tmsc45,
Tmscd8, TS9, MSC14, TS8, TS12 kodlu toplam 1 minisatellit ve 5
mikrosatellit, dérdinci kromozom (chr-4) Uzerindeki yerlesim
yerlerine gore 1-4 cizgi sirasiyla Tmscé8, TS25, TSé, TS5, kodlu
toplam 4 minisatellite tekrarl bolge yer almaktadir. Kromozomlar
Uzerindeki yesil renkli ¢izgiler Weir, 2006 tarafindan belirlenmis
ve bu projede de kullanilacak olan sirasiyla TS15 ve 16 (chr-1),
TS20 ve 31(chr-2), TS8, 9 ve 12 (chr-3) ile TS5, 6 ve 25 (chr-4)
markerlerin ilgili kromozomlar Uzerindeki yerlesim yerlerini
gostermektedir

farkli organizmalara ait genom dizilimleri tekrarli bélgelerin hizl
ve ucuz sekilde belirlenebilmesine blyik katkir saglamistir. Mini
ve mikrosatellitler, apikompleksa anag altinda yer alan, P. falcipa-
rum, T. parva, T. annulata, Cryptosporidium parvum ve Eimeria
tenella gibi parazitlerin genomunda oldukga yaygin olarak belir-
lenmis ve bu parazitlerin populasyon yapilarinin belirlenmesinde
kullanilmistir (15-18, 30-34).

Gen dizilimleri incelenirken TR'lerin belirlenmesinde karsilagilan
en 6nemli sorunlardan biri, gergek bir tekrarli bélgenin nasil ta-
nimlandigidir. Bazi az sayidaki tekrarlar genom icerisinde sade-
ce sans eseri ¢ok sayida tekrarlanmig olabilmekte, ayni zamanda
tekrarli bolgelerde gorilen tek nikleotid degisimleri TRlerin be-
lirlenmesini karmasik hale getirmektedir. Bu sebeplerle bir dizili-
min tekrarli bir bolge olarak tanimlanmasi icin gerekli minimum
kriterleri tagimasini saglayacak bir esik degerin (cut-off) belirlen-
mesi gerekmektedir (14). TR'lerin belirlenmesinde kullanilan esik
degerler igerisinde tekrarli birim sayisi, tekrarli birimin uzunlugu,
farkh tekrarli alanlardaki motiflerin benzerligi gibi tekrarlarin farkli
karakteristik 6zellikleri yer almakta ve yapilan skorlamalar kullani-
lan algoritmalara gére degiskenlik gdstermektedir.

Genomik DNA dizilimlerinde tekrarli bolgelerin belirlenmesinde
kullanilan en etkin yéntemlerden biri, ayni uzunluk ve kompozis-
yona sahip rastgele kanstirilmig dizilimlerin farkli parametreler
kullanilarak algoritmalarinin karsilastirlmasidir. Bu sayede genom
dizilimi tekrarli bolgeler yoninden c¢ok sayida farkli esik deger
kullanilarak taranmakta ve rastgele kanistirilmis dizilimlerde elde
edilen sonuclar gercek DNA dizilimi kullanilarak elde edilenler

ile karsilastinilip, gercek DNA diziliminde 10 kat fazla TR belirle-
yen skor esik deger olarak kullanilabilmektedir (14). Nitekim ca-
lismamizda da Unipro UGENE ver.1.9.7 (http://ugene.unipro.ru/)
programinda gercek DNA diziliminde 10 kat fazla TR belirleyen
skor esik deger olarak kullanilarak yeni polimorfik mini ve mikro-
satellite markerler belirlenmistir (20).

Genom dizilimlerinin varligi tekrarli bolgelerin cogunun karsilas-
tirmali olarak belirlenmesine olanak saglayan farkli algoritmalar
kullanan Tandem repeat finder, Sputnik, TROLL, Unipro UGENE
gibi ¢ok sayida yazilim gelistirilmesini saglamistir (35). Bu calis-
mada da kullanilan Unipro UGENE, diger programlara kiyasla
gerek kullanim rahathg gerekse de incelenecek genom dizili-
mi ile tekrarli bélgelerin es zamanli olarak ayni programin farkli
sayfalarinda gorllebilmesine ve verilerin daha kisa strede, daha
etkin olarak analizine olanak saglamaktadir. Ayni zamanda, farkli
algoritmalarin bir arada kullanilarak cok sayida farkli esik degerin
rahatca denenebilmesine ve dolayisi ile de analizlerde kullanila-
cak olan en uygun skor esik degerinin karsilagtirmali olarak belir-
lenmesine olanak veren bir yazilimdir.

Theileria annulata populasyonlarindaki genetik cesitliligin belir-
lenmesinde mini ve mikrosatellite markerler daha énce yapilan
calismalarda kullanilmis, ancak T. parva populasyonlarindaki ge-
netik cesitliligin belirlenmesinde kullanilan polimorfik markerler
ile karsilastinldiginda gerek sayi gerekse de kromozomlar tzerin-
deki kapsama alani bakimindan gelistiriimesinin gerekliligi ortaya
ctkmistir (18, 26, 31). Bu calisma kapsaminda yapilan analizlerde
daha 6nceki ¢alismalara (1, 15) benzer sekilde sayisal olarak bek-
lenenden fazla miktarda tekrarl bolge belirlenmistir. Tannulata
gibi gen bdlgelerinin yogun oldugu (3.500 gen bdlgesi) genom-
larda protein kodlamayan bdlgelerle iliskilendirilen satellit tekrar-
I bolgelerin sayilarinin nispeten az oldugu belirtiimekle beraber,
bu calismada yapilan analizlerde, dkaryotik genomlardaki yapiya
benzer sekilde yaklagik her 900 bp’da bir tekrarl bolge olacak
sekilde satellit tekrarli bolgelerin sayilarinin beklenenden fazla
oldugu gérilmistur (32).

Tandem tekrarlar, hem protein kodlayan gen bolgelerinde hem
de transkripsiyon faktorleri gibi 6zel regllator proteinlerin bag-
landigi bolgelerde yer alabilmektedir (36, 37). insan genomun-
daki genlerin yaklasik %17'si protein kodlayan gen bodlgeleri
icerisinde yer almig DNA tekrarlari icermektedir. Ayrica, maya
(Saccharomyces cerevisiae), bitki (Arabidopsis thaliana), solucan
(Caenorhabditis elegans), sinek (Drosophila melanogaster) ve
T. annulata gibi farkli organizmalar arasinda da bu oran %12-21
arasinda degismektedir (14). Bu ¢alismada elde edilen veriler in-
celendiginde farkl uzunluklara sahip tekrarli motifler iceren mini
ve mikrosatellitler sirasi ile %87,5 ve %43,75'i protein kodlama-
yan bolgelerde yerlesim gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, bu gen
bélgelerindeki GC miktarlari ile motif uzunluklarinin birbirleri ile
dogru orantili olarak arttig tespit edilmistir.

Protein kodlayan gen bdlgelerinde yer alan tekrarli bélgeler ge-
nelde tri ve hexonukleotid gibi l¢ ve katlarinda sayilara sahip
tekrarli birimlerden olugmaktadir ve bu durumun muhtemelen ¢
ve katlarinda nikleotid icermeyen tekrarli bolgelerde sikga gori-
len ¢cerceve kaymasi mutasyonlarina (frameshift mutasyonu) karsi
olusan seleksiyonlardan kaynaklandigr distinilmektedir (36). Bu
calismada, mikrosatellite bolgelerin tekrarli motif uzunluklarina
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bakildiginda 1-5 nt (nikleotid) uzunlugundaki 21 bolge intron, in-
tergenik bolge (IGR) ve IGR+exon lzerinde yerlesim gosterirken,
uzunlugu Ug nt olan 25 ve alti nt olan iki olmak Uzere toplam 27
tekrarli bolge exon tzerinde yer almistir (Sekil 162). Bunun yanin-
da, TR uzunluklar 12 ve 21 nt olan sadece iki minisatellite bolge
exon Uzerinde yerlesim gostermistir (Sekil 1b1). Tekrarli bélge-
ler tim kategorilerdeki genlerde tek diize halde gorilmemek-
tedir. Ornek olarak; insan genomunda biyolojik fonksiyonlardan
sorumlu bir kisim genlerin TR'lerden zengin oldugu, mayalarda
mikrosatellitlerin transkripsiyon faktérlerini kodlayan genler Gze-
rinde, minisatellitlerin de hicre duvar ile ilintili genler Uzerinde
yer aldig bilinmektedir (14, 36). T. annulata genomunda kromo-
zomlar tzerine dagilmis halde, SVSP protein ailesinde yer alan 51
adet Theileria-spesifik sub-telomerik gen bdlgesi ve bunun ya-
ninda sayilan oldukca fazla olan hipotetikal protein kodlayan gen
bolgeleri bulunmaktadir. Konak bagisiklik sisteminden kurtulma-
da rol oynadigi distnilen SVSP gen ailesi oldukca yaygin allelik
cesitlilige sahiptir ve kromozomlarin sub-telomerik bélgelerinde
yerlesim gdstermektedir (26). Bu calismada belirlenen alti ve 12
nt uzunlugundaki TR'ler SVSP protein ailesindeki Theileria-spesi-
fik sub-telomerik proteine ait exonlar lzerinde yerlesim goster-
mistir. 21 nt uzunlugundaki bir minisatelit bolge ile G¢ nt uzunlu-
Jundaki 17 mikrosatellite bolge ise hipotetikal protein kodlayan
gen bodlgeleri Gzerinde yeraldigi belirlenmistir. Bunun yaninda
Uc¢ nt uzunlugundaki sekiz tekrarli bélge ise membran, integral
membran, serinden zengin, prolinden zengin, DNA'ya baglanan
Tash-1 benzeri protein, glutenin, protein kinaz, protein fosfataz
kodlayan genler Uzerinde yer aldidi tespit edilmistir. Alti nt uzun-
lugundaki bir mikrosatellit bélge ise Sfi subtelomerik protein ai-
lesine ait proteinleri kodlayan gen bolgelerinde yerlesmistir.

Bu calismada belirlenen 117 adet (27 mini ve 90 mikrostellit)
tekrarli bolgeden sadece 64'G (16 mini ve 48 mikrosatellit) co-
Jaltmada kullanilacak primerlerin sirali tekrarl dizilimleri igine
alacak sekilde korunmus bdlgelerden tasarlanabilmistir. Protein
dizilimlerinde yer alan ve amino asit iceriklerinde ¢ok az ya da
hicbir farklilik géstermeyen disik karmasikliga sahip bolgeler
(low-complexity regions (LCR)) &karyot genomlarinda oldukga
yaygindir (38, 39). LCR'lerde yer alan farkliliklar sadece tek bir
amino asit ya da birka¢c amino asit dizeyinde olabilmektedir
(40). T. annulata genomunda da LCR’ler oldukg¢a yaygin olarak
gorllmektedir. Bu calismada da, primer tasarlanamayan toplam
37 adet mikrosatellit bdlgenin LCR'lerden yogun tekrarli bolge-
lerde oldugu saptanmistir. Bunun yaninda sekiz adet minisatellit
bolge, kromozomlarin basinda veya sonunda yerlesim gosterdigi
icin bolgeleri cogaltmada kullanilacak uygun primerlerin tasar-
lanmasina imkan vermemistir.

Genotiplendirmede kullanilacak markerlerin belirlenmesinde bir
diger 6nemli nokta ise parazitin farkli izolatlarina ait DNA 6rnek-
lerinin codaltilarak, bunlar arasindaki polimorfizmin belirlenebil-
mesi ve ayni zamanda belirlenen markerleri codaltacak primer-
lerin tasarlanmasina olanak veren bolgelerin bulunmasidir (1).
Ayrica multilokus genotiplendirmede popllasyon icerisinde yer
alan sekonder ve tersiyer allellerin PZR ile cogaltilabilir olmasi da
markerlerin belirlenmesinde énemli olmustur. Yapilan analizler
sonucunda, bu calismada belirlenen markerlerin 6zellikle birinci
ve ikinci kromozomlar tzerinde daha fazla kapsama alanina sahip
oldugu goérilmustir. Bununla birlikte, Gglinci ve dzelliklede dor-

dlnci kromozomlar tzerinde belirlenen polimorfik bolgeler icin
tasarlanan primerler ile yapilan analizler sonucunda bunlarin bir
kisminin T. annulata’ya 6zgin olmadigi, bir kisminin sadece belli
T. annulata izolatlarini cogaltabildigi gézlenirken, bazi polimorfik
bolgeler ise uygun bir primer cifti tasarlanmasina olanak verme-
mistir.

SONUC

Sonug olarak, bu calismada belirlenen ilave 13 yeni polimorfik
mini ve mikrosatellite markerler ile birlikte kromozomlar tzerinde
daha fazla kapsama alanina sahip toplam 23 polimorfik marker
(Sekil 2), hem T. annulata populasyonlarinda genetik cesitliligin
olusmasinda 6nemli yer tutan sekslel rekombinasyon hakkinda
bilgi edinilebilmesine hem de gelecekte parazitin rekombinant
popllasyonlarindan kaynaklanabilecek ila¢ direnci, asilamalarin
koruyucu etkinliginin azalmasi, ylksek patojeniteye sahip yeni
suslarin olugsmasi gibi muhtemel yeni risklerin ortaya ¢ikmadan
ongorilebilmesinde kullanilacak modellerin olusturulabilmesine
olanak saglayacaktir.
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