
ÖZ

Amaç: Theileria annulata popülasyonlarında rekombinasyon sonrası oluşacak genetik çeşitliliğin ve rekombinasyonun yoğun olduğu kromozomal 
bölgelerin tespit edilmesi amacıyla kullanılacak polimorfik mini ve mikrosatellite markerlerin belirlenmesidir.
Yöntemler: Markerlerin belirlenmesi amacıyla Unipro UGENE programı kullanılmıştır. T. annulata’nın rastgele karıştırılmış genomik dizilimlere göre 
gerçek DNA diziliminde 10 kat fazla tandem tekrar (TR) belirleyen skor, eşik değer olarak belirlenmiştir. Tekrarlı motif benzerliği %96-100 arasında 
bulunan, minimum tekrar sayısı en az üç ve minimum tandem boyutu minisatellite bölgeler için en az üç nükleotid ve mikrosatellite bölgeler için en 
az altı nükleotid olan TR’ler suffix array algoritması kullanılarak tüm genom boyunca taranmıştır. 
Bulgular: Tarama sonrası 359 minisatellite ve 8973 mikrosatellite bölge belirlenmiştir. TR’ler tüm genom boyunca tek tek taranarak; T. annulata’nın 
kromozomları üzerindeki yerleşim yerlerine, motiflerin benzerliğine (>%96), tekrar sayıları ile tek bölgeyi temsil etmesine, bölgelerin uzunluklarına 
(<1500 bp) ve primer tasarlanmaya uygun korunmuş bölgeler içermesine bakılarak mini ve mikrosatellite bölgeler belirlenmiştir. Belirlenen bölgeleri 
çoğaltmada kullanılacak primerler, korunmuş bölgelerden tasarlanmış ve her bir primer, T. annulata’nın farklı izolatları kullanılarak değerlendirilmiştir.
Sonuç: Bu çalışmada, T.annulata popülasyonlarındaki çeşitliliğinin belirlenmesi amacıyla daha önce belirlenen markerlere ilave olarak kullanılabile-
cek, farklı kromozomlar üzerinde bulunan toplam 13 mini ve mikrosatellite marker seçilmiştir.
Anahtar Kelimeler: Theileria annulata, rekombinasyon, satellit marker
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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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GİRİŞ

Hyalomma soyuna bağlı ixodid keneler tarafından nakledilen 
protozoal bir etken olan Theileria annulata’nın neden olduğu tro-
pikal theileriosis, Türkiye’nin de içinde yer aldığı 15°-60° Kuzey 
enlemi ile 30° Batı-150° Doğu boylamları arasındaki bölgelerde 
yaşayan sığırlarda ekonomik açıdan önem arz eden protozoal bir 
hastalıktır (1). Hastalığın şiddeti endemik stabil bölgelerde olduk-
ça sınırlı olmasına karşın, endemik stabil olmayan bölgelerde cid-
di ekonomik kayıplara neden olabilmektedir (2, 3). 

Hastalığın patogenezi ile parazitin popülasyon yapısı ve epidemi-
yolojik faktörler arasında yakın bir ilişki vardır. Vektörler arasında 
soy düzeyinde ve bulundukları coğrafik bölgelere adaptasyonları 
bakımından gözlenen farklılıklar ile etkenlerin vektörlere aktarım 
yoğunluğu ve vektörlerdeki enfeksiyon düzeyindeki farklılıklar, 
bölgeler arasında genetik çeşitliliklere neden olabilmektedir-
ler (4, 5). Plasmodium falciparum ile ilgili yapılan çalışmalarda, 
vektöre aktarılma oranlarının düşük ya da yoğun olmasının, farklı 
bölgelerdeki popülasyon yapısında değişimlere yol açtığı belir-
lenmiştir (6-8). T. annulata hem vektör kenelerde hem de omur-
galı konaklarında birbirinden morfolojik olarak farklılık gösteren 
gelişme dönemleri geçirmektedir. T. annulata genomu sade-
ce kenelerin bağırsağında geçen kısa bir diploid faz haricinde, 
omurgalı konak olan sığırlarda ve yine kenelerin tükürük bezle-
rinde haploid yapıdadır. Kenede morfolojik olarak tanımlanmış 
seksüel aşama sonucunda oluşan kinetler tükürük bezlerine göç 
ederek sığırlar için enfektif dönem olan sporozoitleri oluştururlar 
(9). Kene barsağındaki rekombinasyon sonucu meydana gelen 
bu sporozoitler, sadece enfeksiyonun devamlılığını sağlamakla 
kalmayıp, aynı zamanda doğal şartlarda parazit popülasyonların-
da genetik çeşitliliğin oluşmasında önemli yer tutmaktadır. 

Parazitin epidemiyolojisi üzerinde selektif etki oluşturan ilaç 
uygulamaları, koruyucu amaçla uygulanan aşılamalar, doğal ko-
şullarda oluşan tekrarlı enfeksiyonlar, aşırı ve düzensiz akarisit 
kullanımı, kene habitatlarındaki değişimler ve kontrolsüz hayvan 
hareketleri gibi faktörler parazitin popülasyon yapısında genetik 
düzeyde farklılaşmaların oluşmasına neden olmaktadır (10-13). 
Bu durum hastalığın epidemiyolojisi üzerine etki yaparak gele-
cekte parazitin farklı popülasyonlarından kaynaklanan yeni risk-
lerin ortaya çıkmasına yol açabilmektedir. Popülasyonların gene-
tik farklılıkların belirlenmesinde kullanılan teknikler arasında yer 
alan mini ve mikrosatellite markerler kullanılarak yapılan tandem 
tekrarlı bölge (satellit DNA) analizleri; genom diziliminin önemli 
kısmını oluşturan ve genomun diğer bölgelerine göre mutasyon 
oranlarının 10-104 kez daha fazla görüldüğü bölgelerinde, rekom-
binasyon sırasında meydana gelen eşit olmayan çaprazlamalar 
(crossing-over) ve gen dönüştürme (gene conversion) gibi olaylar 
nedeniyle tandem tekrarlı (TR) dizilimlerde oluşan kısalmaların 
veya uzamaların belirlemesi esasına dayanmaktadır (14). 

Theileria parva (15-17) ve T. annulata (18)’nın popülasyon yapıları 
ile ilgili polimorfik mini ve mikrosatellit marker kullanılarak yapı-
lan çalışmalarda, bu parazitlerin popülasyonlarında genetik de-
ğişimin sıklıkla meydana geldiği belirlenmiştir. Deneysel olarak, 
T. parva’da seksüel rekombinasyonun varlığı moleküler düzeyde 
kanıtlanmıştır (5). T. annulata popülasyonlarında ise seksüel re-
kombinasyonu destekler nitelikte veriler elde edilse de bu veriler 
deneysel olarak kanıtlanmamıştır (18, 19). T. annulata’da seksüel 

rekombinasyonun varlığının deneysel olarak gösterilememesinin 
altında yatan önemli nedenlerden biri rekombinasyon sonrası 
meydana gelen genetik çeşitlilik ile rekombinasyonun yoğun ol-
duğu kromozomal bölgelerin tespitinde deneysel çalışmalarda 
kullanılabilecek bütün kromozomları kapsayacak sayıda polimor-
fik markerin bulunmamasıdır. 

Bu çalışmada, mini ve mikrosatellit markerlerin sayılarını arttırarak 
kromozomlar üzerindeki kapsama alanlarını geliştirmek için ilave 
yeni polimorfik mini ve mikrosatellite markerlerin belirlenmesi 
amaçlanmıştır.

YÖNTEMLER

Genotiplendirmede kullanılacak polimorfik markerlerin 
belirlenmesi
Theileria annulata popülasyonlarında oluşacak genetik çeşitliliğin 
belirlenmesinde kullanılacak polimorfik mini ve mikrosatellite mar-
kerler, Unipro UGENE ver.1.9.7 (http://ugene.unipro.ru/) programı 
kullanılarak belirlenmiştir (20). Bu amaçla ilk olarak; Unipro UGE-
NE ver.1.9.7 programına yüklenecek olan T. annulata genomunda 
yer alan linear DNA’lara ait nükleotid dizilimleri fasta formatında 
kaydedilmiştir. Daha sonra genom diziliminde yer alan tekrarlı böl-
gelerin belirlenmesinde kullanılacak ilgili nükleotid dizilimleri aynı 
uzunluk ve kompozisyona sahip olmak kaydıyla kromozomlar (chr1-
4) birbirleri arasında karıştırılarak toplam 8.352 ve 520 bp uzunlu-
ğunda farklı kombinasyonlar elde edilmiştir. Her bir kombinasyon 
farklı parametreler kullanılarak algoritmaları yönünden karşılaştırıl-
mış ve genom dizilimi tekrarlı bölgeler ilgili yazılıma yüklenmiş ve 
çok sayıda farklı eşik değer kullanılarak mini ve mikrosatellite böl-
geler yönünden taranmıştır. En son aşamada rastgele karıştırılmış 
dizilimlere göre gerçek DNA diziliminde 10 kat fazla TR belirleyen 
skor, eşik değer olarak belirlenmiştir. Belirlenen bu eşik değer, mini 
ve mikrosatellite bölgelerde tekrarlı motiflerin benzerliği %96-100 
arasında olan, en az üç tekrarı olan ve minimum tandem boyutu 
minisatellite bölgeler için en az üç, mikrosatellite bölgeler için en 
az altı nükleotid (nt) olacak şekilde suffix array algoritması kullanı-
larak ayrı ayrı tüm genom boyunca taranmıştır. 

Belirlenen polimorfik bölgeleri çoğaltacak primerlerin 
tasarlanması ve değerlendirilmesi
Belirlenen polimorfik bölgeleri çoğaltmada kullanılacak primerler 
sıralı tekrarlı dizilimleri içine alacak şekilde korunmuş bölgeler-
den tasarlanmıştır. Belirlenen mini ve mikrosatellite bölgeleri ço-
ğaltmada kullanılacak primerler, T. annulata GeneDB (http://old.
genedb.org/genedb/annulata/) veri tabanında anote edilmiş T. 
annulata genomu üzerinde gözle tasarlanmıştır. Primerlerin tasar-
lanmasında; uzun adenin/timin (A/T) tekrarlı bölgelerin (>4-5 nt) 
olmamasına, guanin-sitozin (GC) içeriğinin %30-60 arasında ve Tm 
derecelerinin mümkün olduğunca birbirlerine yakın olmasına, 3’ 
uçlarının G/C bazları ile bitmesi ve 3’ ucunda G/C nükleotid tek-
rarlarının mümkün olduğunca yer almamasına, düşük komplek-
siteye sahip proteinleri kodlayan ve kromozomların sonunda yer 
alan Theileria-spesifik sub-telomerik (SVSP) veya subtelomerik 
sfi-fragment-related (Sfi) gibi protein ailelerini kodlayan sub-te-
lomerik genlere ait alanların dışında olmasına, protein kodlayan 
diğer bölgelerde ise mümkün olduğunca korunmuş bölgelerin 
bulunmasına dikkat edilmiştir. Ayrıca belirlenen primerler, kendi 
ile veya diğer primerler ile primer-dimer, ikincil yapılar ve hairpin 
oluşturmaması yönünden de incelenmiştir. 
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Tasarlanan her primer çiftinin hem T. annulata’ya özgü olduğu-
nun, tek bir bölgeyi temsil ettiğinin ve belirlenen uzunluklarda 
ürün elde edilip edilmediğinin belirlenmesi hem de tasarlanan 
her primer çiftine ait en uygun bağlanma ısılarının tespiti için 
gradient (ısı derecelendirmeli) polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) 
(Techne TC-512) yapılmıştır. Bu doğrultuda uygulanan PZR’da 25 
µl’lik son hacimde, 20 mM Tris-HCl, pH 8,7, 11 mM (NH4)2SO4, 1,5 
mM MgCl2, %50 gliserol, 0.1 µM EDTA, her bir dATP, dCTP, dGTP 
ve dTTP’tan 1 mM, 1U Hot start Taq DNA polimeraz (Solis BioDy-
ne), 10 µM ileri ve geri yönlü primer çifti ile 1 µl T. annulata / Anka-
ra C9 ve D7 klonlarından elde edilen DNA örnekleri kullanılmıştır. 
Reaksiyonlar, 94°C’de 12 dakikalık ön denaturasyonu takiben, her 
siklus için denaturasyon (95°C’de 50 saniye), bağlanma (55°C’de 
10°C’lik derecelendirme [50,8-59,2°C ısı aralığında] yapılmak 
kaydıyla, 50 saniye) ve uzama (72°C’de 1 dakika) aşamalarından 
oluşmak üzere 30 siklus ve 72°C’de 10 dakikalık son uzama ola-

cak şekilde gerçekleştirilmiştir. Daha sonra her PZR ürününden 10 
µl olmak koşuluyla mililitresinde 5 µl Safe View™ bulunan %2’lik 
agaroz jelde elektroforeze tabi tutulmuş ve ultraviole ışık altında 
UVP EC3 Bio-Imaging sisteminde görüntülenerek en uygun bağ-
lanma ısıları belirlenmiştir.

Daha sonra T. annulata’ya özgü tek bir bölgeyi temsil eden ve 
öngörülen uzunluklarda ürün elde edilen polimorfik markerlar, 
27 farklı T. annulata izolatı (Tablo 1) kullanılarak PZR ile test edil-
miş ve en uygun markerler belirlenmiştir. Çalışmada kullanılan 13 
izolata ait DNA örnekleri Glasgow Üniversitesinden, geriye kalan 
izolatlara ait DNA örnekleri ise Anabilim dalımızca daha önceki 
yıllarda yürütülen çalışmalar kapsamında toplanan izolatlardan 
elde edilmiştir (Tablo 1).

Bu çalışma Adnan Menderes Üniversitesi Hayvan De-
neyleri Yerel Etik Kurulu’nun 26.08.2011 tarih ve B.30.2. 

Turkiye Parazitol Derg
2017; 41: 9-18

Bilgiç ve ark. 
Theileria Annulata Popülasyon Rekombinasyon 11

Tablo 1. Polimorfik mini ve mikrosatellitlerin test edilmesinde kullanılan parazit izolatları

Kodu İzolat Türü Parazit Dönemi Tipi Orijini

1 T.annulata Tunus 7 piroplasm saha izolatı Tunusb

2 T.annulata Soba 2A5 Şizont hücre kültürü Sudanb

3 T.annulata Razi J3 Şizont hücre kültürü İranb

4 T.annulata Umbanein Şizont hücre kültürü Sudanb

5 T.annulata Tova p15 Şizont hücre kültürü Israilb

6 T.annulata Gharb43 Şizont hücre kültürü Fasb

7 T.annulata Ode p58 Şizont hücre kültürü Fasb

8 T.annulata JED4 p200 Şizont hücre kültürü Tunusb

9 T.annulata Aova Şizont hücre kültürü Türkiye

10 T.annulata Dalama Şizont hücre kültürü Türkiye

11 T.annulata Pendik p313 Şizont hücre kültürü Türkiyeb

12 T.annulata Aydın p15 Şizont hücre kültürü Türkiye

13 T.annulata D.bakır p107 Şizont hücre kültürü Türkiyeb

14 T.annulata Ank A2 Şizont hücre kültürü Türkiyeb

15 T.annulata Aova1 Piroplasm saha izolatı Türkiye

16 T.annulata Aova2 Piroplasm saha izolatı Türkiye

17 T.annulata Aova3 Piroplasm saha izolatı Türkiye

18 T.annulata Aova4 Şizont klon* Türkiye

19 T.annulata Aova5 Şizont klon* Türkiye

20 T.annulata Aova6 Şizont klon Türkiye

21 T.annulata Aova7 Şizont klon Türkiye

22 T.annulata Aova8 Şizont klon* Türkiye

23 T.annulata Aova9 Şizont klon* Türkiye

24 T.annulata Aova10 Şizont klon Türkiye

25 T.annulata Aova11 Şizont klon Türkiye

26 T.annulata Aova12 Şizont klon Türkiye

27 T.annulata Ankara D7 Şizont klon Türkiyeb

a T.annulata Ankara C9 şizont klon Türkiyeb

*birden fazla genotip ihtiva ettiği belirlenmiş klonal hücrelerdir
asadece primerlerin gradient PZR yöntemi ile en uygun bağlanma ısılarının belirlenmesinde kullanılmıştır  
bGlasgow Üniversitesinden temin edilen DNA örneklerini belirtmektedir



ADÜ.0.00.00.00/050.4/2011/058 numaralı etik komite onayı ile 
yürütülmüştür. Bu çalışmada, hiçbir canlı hayvan kullanılmamıştır. 

BULGULAR

Genotiplendirmede kullanılacak polimorfik markerlerin 
belirlenmesi
Unipro UGENE ver.1.9.7 programı kullanılarak yapılan tarama so-
nucunda 359 minisatellite (7-50 nt) ve 8973 mikrosatellite (1-6 nt) 
bölge belirlenmiştir. Daha sonra belirlenen mini ve mikrosatellite 
bölgeler tüm genom boyunca tek tek taranarak; T. annulata’nın 
dört kromozomu üzerindeki yerleşim yerleri bakımından mevcut 
markerlere oranla yapılacak analizler için yeterli düzeyde ve daha 
geniş bir kapsama alanına sahip olup olmamalarına ve yukarıdaki 
kriterlere bakılarak mini ve mikrosatellite bölgeler ayrı ayrı belir-
lenmiş ve Excel programında kromozomlar üzerindeki yerleşim 
yerlerine göre sıralanmıştır. 

Uzunlukları 7-50 nükleotid arasında değişen 359 minisatellite böl-
ge arasından Excel programında yapılan incelemeler sonucunda 
27 adet (MSC1-27) tekrarlı bölge seçilmiştir. Bu minisatellite böl-
gelerden ikisinin mikrosatellit bölgelerle birinin de daha önceki 
çalışmalarda belirlenen TS8 kodlu marker (18) ile aynı bölgede 
olduğu görülmüştür. Geriye kalan 24 minisatellite bölgenin se-
kizi ise kromozomların (chr1-4) başında veya sonunda yerleşim 

göstermeleri nedeniyle bu bölgeleri çoğaltmada kullanılacak 
primerlerin sıralı tekrarlı dizilimleri içine alacak şekilde korunmuş 
bölgelerden tasarlanması mümkün olmamıştır. 

Uzunlukları 1-6 nükleotid arasında değişen 8973 mikrosatellite 
bölge arasından 90 adet (Tmsc1-90) tekrarlı bölge belirlenmiştir. 
Bu bölgelerden beşinin daha önceki çalışmalarda belirlenen TS5, 
9, 12, 16, 25 kodlu markerler (18) ile aynı bölgede olduğu tespit 
edilmiştir. Toplamda 37 adet mikrosatellit bölge için primerlerin 
tasarlanması mümkün olmamıştır.

Mini ve mikrosatellite tekrarlı bölgelerin T. annulata genomun-
daki kromozomlar üzerindeki protein kodlayan ve kodlamayan 
[exon, intron, intergenik bölge (IGR), intron+exon] bölgelere 
göre dağılımları Şekil 1a ve b’de verilmiştir. TR’ler içeren mini ve 
mikrosatellite bölgelerin sırası ile %87,5 ve %43,75’i protein kod-
lamayan bölgelerde yerleşim göstermiştir. Mini ve mikrosatellite 
bölgelerin TR uzunluklarına göre protein kodlayan ve kodlama-
yan bölgelere göre dağılımları Şekil 1b’de verilmiştir. 

Belirlenen polimorfik bölgeleri çoğaltmak amacıyla 
tasarlanan primerler
Belirlenen polimorfik mini- ve mikrosatellit bölgeleri çoğaltma-
da kullanmak üzere tasarlanan 64 primer çifti tek tek PZR ile de-
ğerlendirilmiştir. Tasarlanan 64 primer çiftinden, üçü ile gradient 
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Şekil 1. (A1-A2) mini (A1) ve mikrosatellite (A2) bölgelerin T. annulata genomundaki kromozomlar üzerindeki protein kodlayan ve 
kodlamayan (exon, intron, IGR; intergenik bölge, intron+exon) bölgelere göre dağılımları, (B1-B2), mini (B1) ve mikrosatellit (B2) 
bölgelerdeki tekrarlı motiflerin (TR) uzunluklarına göre protein kodlayan ve kodlamayan (exon, intron, IGR; intergenik bolge) 
bölgelere göre dağılımları
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PZR’da hiç bir ürün elde edilememiş, 10 primer çifti ile yapılan 
PZR sonucunda elde edilen ürünlerde ise çok sayıda non-spesifik 
bant oluşmuştur. Ayrıca beş marker ile sadece T. annulata/Ankara 
izolatının C9 ve D7 klonları kullanılarak yapılan gradient PZR’de 
istenilen boyutta ürün elde edilmiş, T. annulata’nın farklı izolatları 
ile yapılan PZR’da hiçbir bant çoğaltılamamıştır. Kalan 46 primer 
çiftinden 20’si ile minimum 11, maksimum 23 T. annulata izolatını 
çoğaltılamamıştır. Geriye kalan 26 primer çiftinden yedisi tüm izo-
latları çoğaltabilmiştir. Bazı markerlere (MSC8, MSC19, Tmsc31) 

ait jel görüntüsü Resim 1’de verilmiştir. Bu markerler ile çoğaltılan 
izolatlarda mininum 10 - maksimum 29 farklı allel tespit edilmiştir 
(Tablo 2). Sonuç olarak, T. annulata popülasyonlarında rekombi-
nasyon sonrası oluşan popülasyonlarda genetik çeşitliliğin belir-
lenmesi ve genetik haritalandırmanın yapılabilmesi amacıyla üç 
mini (MSC-8, MSC-14 ve MSC-19) ile 10 mikrosatellite (Tmsc-1, 
-31, -33, -37, -45, -48, -68, -75, -77 ve -86) bölgeden oluşan toplam 
13 marker seçilmiştir. Seçilen markerler ile ilgili ayrıntılı bilgiler 
Tablo 3’de ve seçilen polimorfik mini ve mikrosatellite bölgelerin 
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Resim 1. T. annulata’nın farklı stok ve izolatlarına ait DNA örneklerinin tasarlanan MSC8 (a), MSC19 (b) ve Tmsc31 (c) primer çiftleri 
kullanılarak elde edilen PZR ürünlerinin %2‘lik agaroz jel elektorforezine ait görüntüsü. (M): 100 bp’lik referans moleküler boyut 
belirleyici; 1: T. annulata/Tunus 7; 2: T. annulata/Sudan Soba 2A5; 3: T. annulata/İran Razi J3; 4: T. annulata/Sudan Umbanein; 5: T. 
annulata/Israil Tova; 6: T. annulata/Fas Gharb43; 9: T. annulata/Fas Ode; 8: T. annulata/Tunus JED4; 9: T. annulata/Türkiye Aova; 10: 
T. annulata/Türkiye Dalama; 11: T. annulata/Türkiye Pendik; 12: T. annulata/Türkiye Aydın; 13: T. annulata/Türkiye D.bakır; 14: T. 
annulata/Türkiye Ank A2; 15-26: T. annulata/Türkiye Aova saha izolatları ve klonları ; 27: T. annulata/Türkiye Ankara D7; 30: dH2O 
negatif control

A

B

C



T. annulata genomundaki kromozomlar (chr1-4) üzerindeki yerle-
şim yerleri Şekil 2’de verilmiştir.

TARTIŞMA

Doğada, parazitlerde oluşan seksüel rekombinasyon ile vektör-
ler arasındaki cins düzeyinde ve bulundukları coğrafik bölgelere 
adaptasyonları bakımından gözlenen farklılıklar popülasyonun 
genetik çeşitliliğinin oluşmasında önemli bir yer tutmaktadır (4, 
5). Parazitin epidemiyolojisi üzerine etki eden faktörler gelecek-
te farklı genotipik yapıya sahip popülasyonlarından kaynaklanan 
yeni risklerin ortaya çıkmasına yol açabilmektedir. Parazitin temel 
popülasyon yapısının bilinmesi ortaya çıkabilecek risklerin öngö-
rülmesine yardımcı olacaktır. 

Theileria annulata izolatlarında aynı lokus üzerindeki farklı alleller 
tarafından kodlanan glikoz fosfat izomeraz fenotipleri, tek kop-
yalı genlerin RFLP analizleri, monoklonal antikorlar, yüzey antijen 
genlerinin dizilim analizleri ve SVSP genleri üzerine yapılan bir 

seri çalışmada T. annulata popülasyonları arasında önemli ölçüde 
polimorfizmin olduğu belirlenmiştir (19, 21-26). Ancak, bu teknik-
ler gerek popülasyon içerisindeki genetik farklılıkları belirlemede 
gerekse popülasyonun genomik düzeydeki çeşitliliği hakkında 
yeterli düzeyde veriye ulaşılmasına imkan sağlamamaktadır. Bu-
nunla beraber, mini ve mikrosatellit markerler kullanılarak yapılan 
genotiplendirmeler parazitlerin popülasyon genetiği çalışmala-
rında kullanılabilecek uygun metotlar olarak göze çarpmaktadır.

Mini ve mikrosateliteler sırası ile 7-24 ve 2-6 bp’lık kısa tekrarlı 
DNA motiflerden oluşan ve yüksek mutasyon oranına sahip nöt-
ral DNA bölgeleridir (27). Bu çeşitliliğinin nedeni, DNA’nın diğer 
nötr bölgelerine kıyasla mini ve mikrosatellitlerin DNA replikas-
yonu sırasında bir DNA ipliğinin kayıp diğer iplikle yanlış baz 
eşleşmesi yapmasından kaynaklanmaktadır. Mayoz bölünme sı-
rasında rekombinasyon yoluyla meydana gelen bu mutasyonla-
rın oranı, baz yer değiştirmelerinde her jenerasyonda 10-2 ve 10-6 
kez daha fazladır (28, 29). Son yıllarda veri tabanlaranına kayıtlı 
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Tablo 2. Belirlenen polimorfik mini ve mikrosatellit markerlerin analiz sonuçları

 Çoğaltılan farklı Çoğaltılamayan TR TR TB* Primer Çoğaltılan PZR ürünü 
  izolatlardaki T.annulata uzunluk  kopya uzunluk bağlanma ürün belirlenen 
Kod toplam allel sayısı  izolat sayısıa  (nt) sayısı (bp)  ısıları (°C)  aralığı (bp) boyutu (bp)

MSC8 29 - 20 8 160 57 200-800 508

MSC9 2 8 14 8 112 57 850-900 883

MSC19 10 - 7 11 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

Tmsc1 5 1 3 9 52 55 700-800 737

Tmsc11 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 11 3 3 46 628 59 700-900 766

Tmsc75 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 11 3 3 13 376 55-57 650-850 813**

Tmsc31 19 - 3 11 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

Tmsc45 14 1 3 14 68 58 150-300 216

Tmsc48 21 2 4 9 57 59 150-550 304

Tmsc53 3 7 4 15 72 57 250-500 380

Tmsc67 2 10 4 20 57 54 400-450 431

Tmsc68  11 2 5 9 25 59 450-750 554
MSC: minisatellit bölge; Tmsc: mikrosatellit bölge; chr: bulunduğu kromozom; TR: tekrarlı motif; TB: tekrarlı bölge
*Tmsc29 marker bölgesi için yeni tasarlanan primerleri belirtmektedir. 
11-23 arasında T.annulata izolatını çoğaltamayan toplam 20 marker için tasarlanan primer çiftleri tablodan çıkartılmıştır.
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Tablo 3. T.annulata’nın popülasyon genetiğinin araştırılması amacıyla yapılan çalışmalarında kullanılabilecek polimorfik markerlerin özellikleri

      TR  T.annulata PZR  Primer   Bağlanma 
  En yakın   kopya ürün  ürün   dizilimi   ısısı 
Kod chr* CDS* TBYY* TR* dizilmi (5'-3') sayısı aralığı (bp) uzunluğu (bp) (5'-3')  (°C)

MSC8 a 2 TA13080 intron *+ AGAGGTACATAGTAATATAT 8 200-800 508 F;tactagtactaccaatacccttaaaagccc /  
   exon     R;aatttattgaactcacaacagattcatcc  57

MSC19a 2 TA15640 intron AAATTAG 11 400-700 578 F; ttgtatttaggaattaatttgggg /  
        R;cataattattacctcttattacac 51

MSC14a 3 TA03890 intron TTAGGTATATAAGAGCTATT 6 350-700 496 F;gatggtatggaatatatgaataaaattg   
        R;cattattcattttctcaatcatttcc 56

Tmsc1a 1 TA21235 exon AAT 9 700-800 737 F; agactcatagaaatggaaccgaacgtg /  
        R; catatatttgaagtcaaatcttccaag  55

Tmsc75a 1 TA20880 exon5+ TA 18 100-300 220 F; gatagtctctcatggatgtcacgttc /  
   IGR     R; ttacataacatgtcgaatcgacatgc 58

Tmsc77a 1 TA20250 intron AAATT 16 100-300 212 F; agaatctaatatagtagaaatttcac  
        R;caagatccaaaaactaaattatgtgc 55

Tmsc86a 1 TA16655 exon ATT 18 300-450 330 F; cagataacattagagtcacttaatgc /  
        R; acactcaaactcaaataaaactggtc 55

Tmsc31a 2 TA13875 intron ATT 11 200-350 280 F; tttagcatttgtataacaacattgtg /  
        R; tgattatttcaaaaaaggaccttacg  55

Tmsc33a 2 TA13660 IGR* AAT 9 100-250 194 F; ccattaactccattatattattatgc /  
        R; tacctcactggaatcatacacatgag  55

Tmsc37a 2 TA11770 exon ATT 13 200-300 248 F; tcgttcaatttgtacgcctcttccg /  
        R; tctacagccgggaatcgaattccagc  55

Tmsc45a 3 TA04315 exon TAC 14 150-300 216 F; ctgatgatgatagtacacaggatac /  
        R; aagcgttaaagattcttgattgttc 58

Tmsc48a 3 TA05285 IGR AATT 9 150-550 304 F; acccattcaacactgcaacgaagcg /  
        R; tcctaacacccttacaatattatcc 59

Tmsc68a 4 TA08255 intron TAGTA 9 450-750 554 F; ctccaatgtacttccaatctcacc /  
        R; cttgaagatgctgagagtagagaag 59

TS5b 4 TA10045 exon GGTTCA 14 248-318 282 F ctggaacatgaattacttgttcttcc /  
        R ggacaccaatgagtgacgtgacag 60

TS6b 4 TA11040 intron TAATTATAGG 14 301-466 389 F catcctttgacctactgattgtac /  
        R cggtagtaccagttaatactgtc 60

TS8b 3 TA03940 exon TATTATTTAATG 11 195-356 306 F taaacgattaaaatcaagtg /  
        R attggaaatggtgaaataatgag 55

TS9b 3 TA03885 IGR ATT 27 338-386 366 F aatgtgtggtacaacatcac /  
        R gatatggaatcatactagaagttg 58

TS12b 3 TA18345 exon AATACT 10 237-376 267 F gatgatagaggaattgatatgac /  
        R ggaaatatcacaattaagattc 55

TS15b 1 TA20375 exon AAGATACTAATGGAAGATTAAGTA 7 164-404 286 F gtacgtaatcttggaaatggtag /  
        R gatacaacgttacggagtcagttgg 60

TS16b 1 TA20830 IGR TAA 35 345-439 354 F ccaatgtcaacagtatgatg /  
        R gagtaagaagtaccactactg 56

TS20b 2 TA13850 intron ATTATTACTA 12 187-310 273 F ccttcatgatctacatctgatgc /  
        R ggctgaatgggtacctgttc 60

TS25b 4 TA08330 intron ATTATACTATACTATT 7 209-296 279 F cgccatcagtagtcatctcag /  
        R gacgaccataactgggaagtcaac 60

TS31b 2 bilinmiyor NCR AATTTATCCTGAATTATAGA 10 203-385 387 F gttatcttcttgctattatagc /  
        R gtattaaaatctataagattc 50

MSC: minisatellit bölge; Tmsc: mikrosatellit bölge; chr: bulunduğu kromozom; CDS: protein kodlayan bölge; IGR: intergenik bölge; TR: tekrarlı motif; TB: tekrarlı bölge 
abu çalışmada belirlenen markerler
bWeir, 2006 tarafından belirlenen markerler



farklı organizmalara ait genom dizilimleri tekrarlı bölgelerin hızlı 
ve ucuz şekilde belirlenebilmesine büyük katkı sağlamıştır. Mini 
ve mikrosatellitler, apikompleksa anaç altında yer alan, P. falcipa-
rum, T. parva, T. annulata, Cryptosporidium parvum ve Eimeria 
tenella gibi parazitlerin genomunda oldukça yaygın olarak belir-
lenmiş ve bu parazitlerin popülasyon yapılarının belirlenmesinde 
kullanılmıştır (15-18, 30-34). 

Gen dizilimleri incelenirken TR’lerin belirlenmesinde karşılaşılan 
en önemli sorunlardan biri, gerçek bir tekrarlı bölgenin nasıl ta-
nımlandığıdır. Bazı az sayıdaki tekrarlar genom içerisinde sade-
ce şans eseri çok sayıda tekrarlanmış olabilmekte, aynı zamanda 
tekrarlı bölgelerde görülen tek nükleotid değişimleri TR’lerin be-
lirlenmesini karmaşık hale getirmektedir. Bu sebeplerle bir dizili-
min tekrarlı bir bölge olarak tanımlanması için gerekli minimum 
kriterleri taşımasını sağlayacak bir eşik değerin (cut-off) belirlen-
mesi gerekmektedir (14). TR’lerin belirlenmesinde kullanılan eşik 
değerler içerisinde tekrarlı birim sayısı, tekrarlı birimin uzunluğu, 
farklı tekrarlı alanlardaki motiflerin benzerliği gibi tekrarların farklı 
karakteristik özellikleri yer almakta ve yapılan skorlamalar kullanı-
lan algoritmalara göre değişkenlik göstermektedir. 

Genomik DNA dizilimlerinde tekrarlı bölgelerin belirlenmesinde 
kullanılan en etkin yöntemlerden biri, aynı uzunluk ve kompozis-
yona sahip rastgele karıştırılmış dizilimlerin farklı parametreler 
kullanılarak algoritmalarının karşılaştırılmasıdır. Bu sayede genom 
dizilimi tekrarlı bölgeler yönünden çok sayıda farklı eşik değer 
kullanılarak taranmakta ve rastgele karıştırılmış dizilimlerde elde 
edilen sonuçlar gerçek DNA dizilimi kullanılarak elde edilenler 

ile karşılaştırılıp, gerçek DNA diziliminde 10 kat fazla TR belirle-
yen skor eşik değer olarak kullanılabilmektedir (14). Nitekim ça-
lışmamızda da Unipro UGENE ver.1.9.7 (http://ugene.unipro.ru/) 
programında gerçek DNA diziliminde 10 kat fazla TR belirleyen 
skor eşik değer olarak kullanılarak yeni polimorfik mini ve mikro-
satellite markerler belirlenmiştir (20). 

Genom dizilimlerinin varlığı tekrarlı bölgelerin çoğunun karşılaş-
tırmalı olarak belirlenmesine olanak sağlayan farklı algoritmalar 
kullanan Tandem repeat finder, Sputnik, TROLL, Unipro UGENE 
gibi çok sayıda yazılım geliştirilmesini sağlamıştır (35). Bu çalış-
mada da kullanılan Unipro UGENE, diğer programlara kıyasla 
gerek kullanım rahatlığı gerekse de incelenecek genom dizili-
mi ile tekrarlı bölgelerin eş zamanlı olarak aynı programın farklı 
sayfalarında görülebilmesine ve verilerin daha kısa sürede, daha 
etkin olarak analizine olanak sağlamaktadır. Aynı zamanda, farklı 
algoritmaların bir arada kullanılarak çok sayıda farklı eşik değerin 
rahatça denenebilmesine ve dolayısı ile de analizlerde kullanıla-
cak olan en uygun skor eşik değerinin karşılaştırmalı olarak belir-
lenmesine olanak veren bir yazılımdır. 

Theileria annulata popülasyonlarındaki genetik çeşitliliğin belir-
lenmesinde mini ve mikrosatellite markerler daha önce yapılan 
çalışmalarda kullanılmış, ancak T. parva popülasyonlarındaki ge-
netik çeşitliliğin belirlenmesinde kullanılan polimorfik markerler 
ile karşılaştırıldığında gerek sayı gerekse de kromozomlar üzerin-
deki kapsama alanı bakımından geliştirilmesinin gerekliliği ortaya 
çıkmıştır (18, 26, 31). Bu çalışma kapsamında yapılan analizlerde 
daha önceki çalışmalara (1, 15) benzer şekilde sayısal olarak bek-
lenenden fazla miktarda tekrarlı bölge belirlenmiştir. T.annulata 
gibi gen bölgelerinin yoğun olduğu (≅3.500 gen bölgesi) genom-
larda protein kodlamayan bölgelerle ilişkilendirilen satellit tekrar-
lı bölgelerin sayılarının nispeten az olduğu belirtilmekle beraber, 
bu çalışmada yapılan analizlerde, ökaryotik genomlardaki yapıya 
benzer şekilde yaklaşık her 900 bp’da bir tekrarlı bölge olacak 
şekilde satellit tekrarlı bölgelerin sayılarının beklenenden fazla 
olduğu görülmüştür (32). 

Tandem tekrarlar, hem protein kodlayan gen bölgelerinde hem 
de transkripsiyon faktörleri gibi özel regülatör proteinlerin bağ-
landığı bölgelerde yer alabilmektedir (36, 37). İnsan genomun-
daki genlerin yaklaşık %17’si protein kodlayan gen bölgeleri 
içerisinde yer almış DNA tekrarları içermektedir. Ayrıca, maya 
(Saccharomyces cerevisiae), bitki (Arabidopsis thaliana), solucan 
(Caenorhabditis elegans), sinek (Drosophila melanogaster) ve 
T. annulata gibi farklı organizmalar arasında da bu oran %12-21 
arasında değişmektedir (14). Bu çalışmada elde edilen veriler in-
celendiğinde farklı uzunluklara sahip tekrarlı motifler içeren mini 
ve mikrosatellitler sırası ile %87,5 ve %43,75’i protein kodlama-
yan bölgelerde yerleşim gösterdiği belirlenmiştir. Ayrıca, bu gen 
bölgelerindeki GC miktarları ile motif uzunluklarının birbirleri ile 
doğru orantılı olarak arttığı tespit edilmiştir.

Protein kodlayan gen bölgelerinde yer alan tekrarlı bölgeler ge-
nelde tri ve hexonükleotid gibi üç ve katlarında sayılara sahip 
tekrarlı birimlerden oluşmaktadır ve bu durumun muhtemelen üç 
ve katlarında nükleotid içermeyen tekrarlı bölgelerde sıkça görü-
len çerçeve kayması mutasyonlarına (frameshift mutasyonu) karşı 
oluşan seleksiyonlardan kaynaklandığı düşünülmektedir (36). Bu 
çalışmada, mikrosatellite bölgelerin tekrarlı motif uzunluklarına 
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Şekil 2. Genetik çalışmalarda kullanılmak üzere seçilen polimorfik 
mini ve mikrosatellit bölgelerin T.annulata genomundaki 
kromozomlar (chr1-4) üzerindeki yerleşim yerleri. MSC ve Tmsc 
kodlu markerler sırasıyla mini ve microsatellit bölgeleri 
göstermektedir. Birinci kromozom (chr-1) üzerindeki yerleşim 
yerlerine göre 1-6 çizgi sırasıyla Tmsc 1, 75, TS16, TS15, Tmsc77, 
Tmsc86 kodlu toplam 2 mikrosatellit bölgeyi, ikinci kromozom 
(chr-2) üzerindeki yerleşim yerlerine göre 1-7 çizgi sırasıyla 
MSC19, TS31, Tmsc31, TS20, Tmsc33, MSC8, Tmsc37 kodlu 
toplam 2 minisatellit ve 5 mikrosatellit, üçüncü kromozom (chr-3) 
üzerindeki yerleşim yerlerine göre 1-6 çizgi sırasıyla Tmsc45, 
Tmsc48, TS9, MSC14, TS8, TS12 kodlu toplam 1 minisatellit ve 5 
mikrosatellit, dördüncü kromozom (chr-4) üzerindeki yerleşim 
yerlerine gore 1-4 çizgi sırasıyla Tmsc68, TS25, TS6, TS5, kodlu 
toplam 4 minisatellite tekrarlı bölge yer almaktadır. Kromozomlar 
üzerindeki yeşil renkli çizgiler Weir, 2006 tarafından belirlenmiş 
ve bu projede de kullanılacak olan sırasıyla 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 üzerindeki yerleşim yerlerini 
göstermektedir



bakıldığında 1-5 nt (nükleotid) uzunluğundaki 21 bölge intron, in-
tergenik bölge (IGR) ve IGR+exon üzerinde yerleşim gösterirken, 
uzunluğu üç nt olan 25 ve altı nt olan iki olmak üzere toplam 27 
tekrarlı bölge exon üzerinde yer almıştır (Şekil 1b2). Bunun yanın-
da, TR uzunlukları 12 ve 21 nt olan sadece iki minisatellite bölge 
exon üzerinde yerleşim göstermiştir (Şekil 1b1). Tekrarlı bölge-
ler tüm kategorilerdeki genlerde tek düze halde görülmemek-
tedir. Örnek olarak; insan genomunda biyolojik fonksiyonlardan 
sorumlu bir kısım genlerin TR’lerden zengin olduğu, mayalarda 
mikrosatellitlerin transkripsiyon faktörlerini kodlayan genler üze-
rinde, minisatellitlerin de hücre duvarı ile ilintili genler üzerinde 
yer aldığı bilinmektedir (14, 36). T. annulata genomunda kromo-
zomlar üzerine dağılmış halde, SVSP protein ailesinde yer alan 51 
adet Theileria-spesifik sub-telomerik gen bölgesi ve bunun ya-
nında sayıları oldukça fazla olan hipotetikal protein kodlayan gen 
bölgeleri bulunmaktadır. Konak bağışıklık sisteminden kurtulma-
da rol oynadığı düşünülen SVSP gen ailesi oldukça yaygın allelik 
çeşitliliğe sahiptir ve kromozomların sub-telomerik bölgelerinde 
yerleşim göstermektedir (26). Bu çalışmada belirlenen altı ve 12 
nt uzunluğundaki TR’ler SVSP protein ailesindeki Theileria-spesi-
fik sub-telomerik proteine ait exonlar üzerinde yerleşim göster-
miştir. 21 nt uzunluğundaki bir minisatelit bölge ile üç nt uzunlu-
ğundaki 17 mikrosatellite bölge ise hipotetikal protein kodlayan 
gen bölgeleri üzerinde yeraldığı belirlenmiştir. Bunun yanında 
üç nt uzunluğundaki sekiz tekrarlı bölge ise membran, integral 
membran, serinden zengin, prolinden zengin, DNA’ya bağlanan 
Tash-1 benzeri protein, glutenin, protein kinaz, protein fosfataz 
kodlayan genler üzerinde yer aldığı tespit edilmiştir. Altı nt uzun-
luğundaki bir mikrosatellit bölge ise Sfi subtelomerik protein ai-
lesine ait proteinleri kodlayan gen bölgelerinde yerleşmiştir.

Bu çalışmada belirlenen 117 adet (27 mini ve 90 mikrostellit) 
tekrarlı bölgeden sadece 64’ü (16 mini ve 48 mikrosatellit) ço-
ğaltmada kullanılacak primerlerin sıralı tekrarlı dizilimleri içine 
alacak şekilde korunmuş bölgelerden tasarlanabilmiştir. Protein 
dizilimlerinde yer alan ve amino asit içeriklerinde çok az ya da 
hiçbir farklılık göstermeyen düşük karmaşıklığa sahip bölgeler 
(low-complexity regions (LCR)) ökaryot genomlarında oldukça 
yaygındır (38, 39). LCR’lerde yer alan farklılıklar sadece tek bir 
amino asit ya da birkaç amino asit düzeyinde olabilmektedir 
(40). T. annulata genomunda da LCR’ler oldukça yaygın olarak 
görülmektedir. Bu çalışmada da, primer tasarlanamayan toplam 
37 adet mikrosatellit bölgenin LCR’lerden yoğun tekrarlı bölge-
lerde olduğu saptanmıştır. Bunun yanında sekiz adet minisatellit 
bölge, kromozomların başında veya sonunda yerleşim gösterdiği 
için bölgeleri çoğaltmada kullanılacak uygun primerlerin tasar-
lanmasına imkan vermemiştir.

Genotiplendirmede kullanılacak markerlerin belirlenmesinde bir 
diğer önemli nokta ise parazitin farklı izolatlarına ait DNA örnek-
lerinin çoğaltılarak, bunlar arasındaki polimorfizmin belirlenebil-
mesi ve aynı zamanda belirlenen markerleri çoğaltacak primer-
lerin tasarlanmasına olanak veren bölgelerin bulunmasıdır (1). 
Ayrıca multilokus genotiplendirmede popülasyon içerisinde yer 
alan sekonder ve tersiyer allellerin PZR ile çoğaltılabilir olması da 
markerlerin belirlenmesinde önemli olmuştur. Yapılan analizler 
sonucunda, bu çalışmada belirlenen markerlerin özellikle birinci 
ve ikinci kromozomlar üzerinde daha fazla kapsama alanına sahip 
olduğu görülmüştür. Bununla birlikte, üçüncü ve özelliklede dör-

düncü kromozomlar üzerinde belirlenen polimorfik bölgeler için 
tasarlanan primerler ile yapılan analizler sonucunda bunların bir 
kısmının T. annulata’ya özgün olmadığı, bir kısmının sadece belli 
T. annulata izolatlarını çoğaltabildiği gözlenirken, bazı polimorfik 
bölgeler ise uygun bir primer çifti tasarlanmasına olanak verme-
miştir.

SONUÇ

Sonuç olarak, bu çalışmada belirlenen ilave 13 yeni polimorfik 
mini ve mikrosatellite markerler ile birlikte kromozomlar üzerinde 
daha fazla kapsama alanına sahip toplam 23 polimorfik marker 
(Şekil 2), hem T. annulata popülasyonlarında genetik çeşitliliğin 
oluşmasında önemli yer tutan seksüel rekombinasyon hakkında 
bilgi edinilebilmesine hem de gelecekte parazitin rekombinant 
popülasyonlarından kaynaklanabilecek ilaç direnci, aşılamaların 
koruyucu etkinliğinin azalması, yüksek patojeniteye sahip yeni 
suşların oluşması gibi muhtemel yeni risklerin ortaya çıkmadan 
öngörülebilmesinde kullanılacak modellerin oluşturulabilmesine 
olanak sağlayacaktır.
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