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OZET

Doktora Tezi

DUSUK VE YUKSEK CANLI AGIRLIGA SAHIP
GOKKUSAGI ALABALIKLARI (Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792))
ARASINDAKI GENETIK VARYASYONUN MIKROSATELIT
MARKIRLAR KULLANILARAK BELIRLENMESI

Erciment AKSAKAL

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
Su Uriinleri Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Orhan ERDOGAN

Bu ¢alismada ayni yetistirme kosullarinda bulunan 8 aylik Gékkusagi alabaligi (Onchorhynchus
mykiss) gruplarinda yiiksek ve diisiik canli agirliga sahip bireyler arasindaki genetik varyasyon
mikrosatelit markirlar kullanilarak ortaya c¢ikarilmistir. On ii¢ lokusta genotipik varyasyon
arastirllmigtir. Mikrosatelit bolgelere SSCP uygulamalart ile her lokustaki allel sayilar tespit
edilmistir. Calisilan 13 adet mikrosatelit lokusta 19°u 6zgiin olmak iizere toplam 90 adet allel
gozlenmigstir. Faktoriyel benzerlik analizi sonucu gruplarin birbirlerinden ayr1 gruplar
olusturdugu kaydedilmistir.

Tim lokuslar bazinda beklenen heterozigotlugun (He) 0,7800-0,9419 arasinda ve goézlenen
heterozigotlugun (Ho) 0,8037-0,9628 degerleri arasinda degistigi saptanmigtir. Her iki grupta
Ho degeri, He degerinden istatistiki olarak dnemsiz bulunmustur (p>0.05). Gruplar i¢in gruplar
ici fiksasyon indeksi (Fs) degerleri 0,07655, tiim lokuslar i¢in hesaplanan gruplar arasi genetik
gesitlilik (Fst) degerinin ise 0,05611 oldugu saptanmistir. Gruplar arasi hesaplanan Fst
degerlerine gore, gruplar arasi genetik mesafe dnemsiz bulunmustur. Gruplarin Hardy-Weinberg
dengesinde (HWE) oldugu belirlenmistir. Gruplar i¢i genetik mesafe yiliksek ve diisiik canl

agirliga sahip gruplarda benzer oldugu goriilmiistiir.

2009, 116 sayfa
Anahtar Kelimeler: Gokkusag alabaligi, mikrosatelit, SSCP, genetik varyasyon



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

THE DETERMINATION OF GENETIC VARIATION
BETWEEN LOW AND HIGH WEIGHT RAINBOW TROUT
(Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)) BY USING
MICROSATELLITE MARKERS

Erciment AKSAKAL

Atatlirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Orhan ERDOGAN

In this study, genetic variation between low and high weight 8 months rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) groups as the same breeding condition were determined by using
microsatellite markers. Allele numbers in each locus were determined by application of SSCP to
the microsatellite sections. A total of 90 alleles and 19 private alleles were observed from 13
microsatellite locus. According to the results from factorial correspondence analysis, it was
determined that each of the groups were formed different groups from each other.

Considering all locus, expected heterozygosity (He) and observed heterozygosity (H0) values
were changed from 0.7800-0.9419 and 0.8037-0.9628 respectively. Ho value was not
significantly (p>0.05) higher than He value of each groups. Fixation index for subgroups (Fis)
values were 0.07655, in gropus and the overall average diversity between groups (Fst) value
of the all locus was calculated as 0.05611. According to Fsr values calculated from between
groups, genetic distances between groups were found no significant (p>0.05). It was determined
that each groups were at the Hardy-Weinberg equilibrium. Considering genetically distance in
groups, it was observed that the distance was the same in low and high weight groups.

2009, 116 pages
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1. GIRIS

Gen teknolojisi, yaklasik 40 yil icinde tip ve tarim basta olmak iizere ormanciliktan
cevre mithendisligine, enerji sektdriinden kozmetik endiistrisine kadar yasamin hemen
her alaninda etkisini gostermektedir (Cirakoglu 2005). Bu teknolojide kullanilan genetik
materyallerin diger kullanilabilecek materyallere kiyasla birgok avantajinin bulunmasi,
tercih nedenlerini arttirmaktadir. Genetik materyal kullanilarak yapilan ¢aligmalardaki
giivenilirlik oran1 oldukg¢a yiiksektir. Farkli tan1 yontemlerinde kullanilan yag asitleri,
enzimler vb. materyallere nazaran 1sik, sicaklik, nem gibi c¢evre faktorlerinden
etkilenme durumu s6z konusu olmadigindan daha hassastir (Dilme¢ vd 1999). Yine
giiniimiizde genetik materyal kullanilarak yapilan ¢alismalarin popiilaritesinin ve bilim
sahasindaki kabul edilebilirlik oraninin oldukg¢a yiiksek olusu dikkat ¢ekicidir (Aksakal
2005).

Molekiiler biyolojideki son teknolojik gelismeler, 6zellikle in vitro sartlarda niikleik asit
cogaltilmasi ve tespitine imkan saglayan yontemler, tani ve tedavi protokollerinde
onemli reformlar saglamistir. Hemen hemen tiim alanlarda genis kullanim alani bulan
niikleik asit ¢ogaltma ve tespit yontemleri, genel anlamda iki farkli prensip iizerine
oturtulmustur. Bunlar; niikleik asit prob hibridizasyon ve niikleik asit amplifikasyon
yontemleridir. Niikleik asit prob hibridizasyon yontemi, molekiiler yontemlerin en eski
ve basit olamdir. Ornekteki hedef niikleik asit dizisi, komplementeri olan isaretli bir
prob ile hibritlenmekte ve tanm1 konmaktadir. Niikleik asit amplifikasyon teknolojisi ise
niikleik asit teknolojisinin en karmasik ve duyarli olanidir. Hedef DNA’y1 ¢ogaltmak
icin enzim kullanilir ve teorik olarak pratikte her zaman miimkiin olmamakla birlikte bir
kopya DNA’y1 tanimlayabilir. Niikleik asit amplifikasyon testlerinin ¢ogunda, ortaya
cikan amplikonu tespit i¢in niikleik asit problar1 ve agaroz jelde amplikonlarin
boyanarak gosterilmesi yoluna gidilmektedir (Lisby 1999). Her tiirlii materyalin 6rnek
olarak degerlendirilebildigi, hedef genlerin veya niikleik asitlerin in vitro sartlarda
cogaltilabilmesi ve tanimlanmasina imkan saglayan bu yontemler, normal gen yapisinin
analizinin yam sira, genlerdeki inversiyon, delesyon veya nokta mutasyonlarinin

belirlenmesinde yardimci olmaktadir (Schweitzer et al. 2001). Molekiiler alanda bu



amaclar dogrultusunda gelistirilen PCR yontemi, yapilan ¢alismalar1 daha hassas, kolay

ve hizli bir hale getirmistir.

PCR, DNA’nin belli bir boliimiiniin DNA polimeraz enzimi yardimi ile ¢ogaltilmasidir.
Bu islem i¢in 10-30 niikleotidden olusan primerler kullanilmaktadir. Dizayn edilen
primerler, ¢ogaltilmasi arzu edilen DNA bolgesine spesifik olarak baglanarak tepkimeyi
baslatmaktadirlar (Kalendar 2003). DNA polimeraz enzimi, DNA’ya baglanmis
primerlerin 3' ucuna ortamda bulunan deoksintikleotid trifosfatlari (dATP, dCTP, dGTP
ve dTTP) kars1 DNA iplik¢igini kalip olarak kullanarak ekleyip niikleotid zincirini
uzatmaktadir. DNA polimerazin ¢alisabilmesi i¢in ortamda tampon gorevi yapacak olan
¢ozeltiler, tuzlar ve Mg™, Mn™ iyonlar1 bulunmalidir. Tepkimede ii¢ degisiklik soz
konusu olmaktadir. 94197 °C iizeri sicaklik DNA ¢ift iplik¢iginin termal olarak
ayrismasini saglamakta, 370172 °C sicaklik primerlerin kalip DNA’ ya spesifik olarak
baglanmasin1 saglamaktadir. Son sicaklik asamasi da 72 °C olup DNA polimeraz
enziminin primerlerin 3' ucuna niikleotidleri eklemesi i¢in gerekli olan sicakliktir. Bu {i¢
sicaklik bir dongii halinde yaklasik 25-30 kez tekrarlanarak tek bir DNA pargasi 2"
kadar ¢ogaltilmaktadir (n=dongii sayis1) (Sekil 1.1) (Mullis and Faloona 1987; Saiki et
al. 1988; Kiiciiktas 2005).

PCR teknolojisindeki gelismelere bagli olarak genomik DNA {izerindeki mikrosatelit
adi verilen tekrarlama bolgelerinin amplifikasyonu ve bunu takiben SSCP uygulamalari
ile allel uzunluklarinin tespiti, molekiiler biyolojide kullanimi yaygin hale gelen

yontemlerin baginda yer almaktadir.
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Sekil 1. 1. PCR ile DNA iizerindeki bir bolgenin amplifikasyonu (Anonim 2009a)



Tim yetistiricilik alanlarinda oldugu gibi su {iriinleri yetistiriciliginde de temel amag en
az masrafla birim alandan maksimum iiriin elde etmektir. Klasik 1slah ve seleksiyon
metotlartyla uzun zaman alan bu uygulama, yetistiricilik programlarinin
olusturulmasinda tam anlamryla istenilen sonucu vermemektedir. Bu sorunun ¢6ziimiine
alternatif sunan molekiiler tabanli ¢alismalarin son yillarda su iirlinleri sahasinda
seleksiyon amagh kullanimina siklikla rastlanmaktadir. Ancak iilkemizde su iiriinleriyle
ilgili sistematik, morfoloji, anatomi, hastalik, besleme ve yetistiricilik ¢calismalarinda su
ana kadar molekiiler tabanli metotlarin etkin kullanilmadig: asikardir. Ulkemizin
mevcut gen kaynaklar1 ve biyo ¢esitliligi géz oniline alindiginda, bu durumun iizerinde

durulmasi gerekliligi gézlemlenebilir.

Son yillarda molekiiler tabanli calismalardan mikrosatelitler veya basit dizilim tekrarlari
(SSR-Simple Sequence Repeat) (O'Connell and Wright 1997) su iiriinlerinde en ¢ok
kullanilan metotlardan birisidir. Bununla birlikte; RFLP (Restriction fragment length
polymorphism—Restriksiyon Par¢acik Uzunluk Polimorfizmi) (Akasaki et al. 2006;
Aksakal ve Erdogan 2007), SNP (Single Nucleotide Polymorphism—Tek Niikleotid
Polimorfizmleri) (Tao and Boulding 2003), AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism—Cogaltilmig Parca Uzunluk Polimorfizmleri) (Kocher et al. 1998),
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA—Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA)
(Partis and Wells 1996) ve EST (Expressed sequence tags—DNA dizilerinin
belirlenmesi) (Naruse et al. 2000) gibi diger molekiiler teknikler su triinleri sahasinda

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Su {irinlerinde yaygin olarak kullanilan bazi molekiiler teknikler ve 6zellikleri Cizelge
1.1’de verilmistir. Bunlar icerisinde ilk kullanilanlar allozimler olmustur. Farkli
molekiiler tekniklerin gelistirilmesiyle birlikte Mitokondriyal DNA, Restriksiyon
Parcacik Uzunluk Polimorfizmi, Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA, Cogaltilmis
Parca Uzunluk Polimorfizmleri, DNA dizilerinin belirlenmesi, Tek Niikleotid
Polimorfizmleri ve mikrosatelitler su {iriinlerinde yaygin bir sekilde kullanilmaya
baslamistir. Ozellikle bunlar icerisinden Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmleri

(AFLP) ve mikrosatelitler polimorfizm oranlarinin yiiksek olusu nedeniyle en ¢ok tercih



edilen molekiiler teknikler olmustur (Liu and Cordesb 2004). Su {iriinlerinde genetik
kaynaklarin kontrol altinda tutulmasi ve korunmasi i¢in uygun genetik isaretleyicilerin
kullanimi biiyiik bir 6neme sahiptir (Nelson and Soule 1987). Bir tiiriin populasyonlari
gibi, yakin canli gruplarinin karsilagtirmali olarak calisilacagi ya da populasyonlarda
yakin zamanda olusmus olan bir olayin izlerinin aranacagi bir durumda, en cok

kullanilan genetik isaretlerden birisi mikrosatellitlerdir (Togan vd 2003).



Cizelge 1. 1. Su iirlinlerinde yaygin olarak kullanilan molekiiler teknikler (Liu and Cordesb 2004)

Markar tipi Kalitim bi¢imi Lokus Allel sayis1  Polimorfizm Uygulama alam
Allozim Mendel, kodominant  Tekli 2-6 Diistik Gen baglanti haritas,

Populasyon c¢alismalari
Mitokondriyal DNA Anasal kalitim Tekli Coklu. Anasal nesil

haplotip

Restriksiyon Pargacik . - g .
Uzunluk Polimorfiznii Mendel, kodominant Coklu 2 Diisiik Gen baglanti haritasi
Rastgele Cogaltilmig . Populasyon ¢alismalarindaki
Polimorfik DNA Mendel, dominant Goklu 2 Orta parmak 1zi analizi
Cogaltilmis Parga . Mendel, dominant Tekli ) Yiiksek Gen baglant1 haritast,
Uzunluk Polimorfizmleri Populasyon ¢aligmalari
Mikrosatelitler Mendel, kodominant  Tekli Coklu Yiiksek Gen baglanti haritas, POP qlasyon

caligmalari, Ebeveyn tayini
DNA dlzllepmn Mendel, kodominant  Tekli 5 Diisiik Geg baglant1 haritasi, fiziksel gen ‘
belirlenmesi haritalama, karsilagtirmali gen haritalama
Tek Niikleotid . Mendel, kodominant  Tekli 2-4 Yiiksek Gen baglant: haritas,
Polimorfizmleri Populasyon ¢aligmalari




Mikrosatellitler basit olarak niikleotid dizi tekrarlarinin rasgele diizenlenmis ¢ok sayida
kopyalarindan meydana gelir (Sekil 1.2). Bu baz tekrarlarinin sayisi1 1-6 arasinda
degismektedir (ACA, GATA gibi) (Tautz 1989; Litt and Luty 1989). Yiiksek derecede
polimorfiktirler ve Oonemli bir genetik isaretleme sistemini olustururlar. Bu dizileri
incelemek i¢in iki agama gereklidir. Bunlar; PCR ile ¢ogaltma ve elektroforez teknigiyle

goriintiileme islemleridir.

Mikrosatelitler tekrar dizilerine gore 4’e ayrilirlar (Oliviera et al. 2006);

» Miikemmel dizilime sahip mikrosatelitler: Tekrarlama dizisine ait olmayan herhangi
bir baz tarafindan kesilmez. Ornegin; TATATATATATATATA

* Kusurlu dizilime sahip mikrosatelitler: Tekrarlama dizisi ile eslesmeyen bir baz ¢ifti
igermektedir. Ornegin; TATATATACTTATATA

» Kesikli dizilime sahip mikrosatelitler: Tekrarlama dizisi ile eslesmeyen kisa bir baz
dizilimini igermektedir. Ornegin; TATATACGTGTATATATATA

» Karigik dizilime sahip mikrosatelitler: Yan yana iki farkli mikrosatelit dizilimini

icermektedir. Ornegin; TATATATATATAGTGTGTGTGTGT

Heterezigot mikrosatelit lokusu her bir allel i¢in farkli sayida tekrara sahip iken bir
homozigot mikrosatelit lokusu her iki homolog kromozom iizerinde ayni sayida tekrara
sahiptir. Ornegin; 1 allel 9 tekrar dizilimi igerirken, diger allel 10 tekrar dizilimi
igerebilir. Yani;

* Allel- 1 (TA)y=TATATATATATATATATATA

* Allel- 2 (TA)10= TATATATATATATATATATA seklindedir (Oliviera et al. 2006).

Populasyondaki bireyler birbirine benzer ancak her biri farkli tekrarlama dizilerine sahip
cesitli alleller icermektedir. Bu da mikrosatelitlerin populasyon igerisindeki bireylerin
ayiriminda oldukga kullanighh markilar oldugu anlamina gelmektedir. Mikrosatelitlerin
populasyon genetigi ¢alismalarinda ve adli tipta kullanimi, onun yiiksek ayirim giiciine

sahip oldugunu dogrulayan 6nemli bir kanittir (Oliviera et al. 2006).
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Sekil 1. 2. Genomik DNA iizerindeki mikrosatelit tekrarlama bolgesi (Anonim 2009b)

Baliklarda ¢ogunlukla bu baz tekrarlari her 10 kilo baz’da bir meydana gelmektedir.
Mikrosatellitler kromozomlarin biitiin bolgelerinde dagilmiglardir. Bunlar genleri
kodlayan bolgeler, intronlar ve gen olmayan niikleotid diziler igerisinde bulunur.
Kodlanan bolge igerisinde mikrosatellitlerin en iyi bilinenlerine bir 6rnek insanda
genetik hastaliga sebep olan CAG tekrarlaridir (zeka gerilemesi). Bir¢ok mikrosatellit
bolgesi bir kag bazdan birkag yiiz baza kadar degisen kiiciik niikleotid dizi tekrarlaridir.
Mikrosatelitlerin nisbeten kiigiik bolgeleri PCR islemini i¢in dnemlidir. Genellikle
bliytik bolgelerin daha polimorfik oldugu sdylense de, mikrosatelit polimorfizmi bes
kadar az tekrarda gozlenir (Karsi et al. 2002). Mikrosatellit polimorfizmi, bir lokusta
allellerden meydana gelmis tekrarlarin degisen sayidaki biiyiikliiklerine baghdir.
Mikrosatellit mutasyon oranmin her nesil igin 10~ kadar yiiksek oldugu bildirilmektedir
(Weber and Wong 1993; Crawford and Cuthbertson 1996). Baliklarda birkag tiirde
mikrosatellit bolgelerinin tekrar sayilarinda biiylik farkliliklar oldugu bildirilmektedir.
Bir populasyon icerisinde niikleotid dizi tekrarlarinin sayisindaki degisiklik her
mikrosatellit allelerinin sayisindaki farkliliga sebep olur. Mikrosatellitler genetik
cesitliligi belirlemedeki kolaylig1 yiiziinden son yillarda en ¢ok kullanilan genetiksel
yontemlerden biri olmustur. Bu oOzellikleriyle populasyon genetigi calismalarinda
kullanilan ideal markirlardan biridir (Goldstein and Schlétterer 1998; Liu and Cordesb
2004).



Mikrosatellit dizileri incelenirken iki yol izlenebilir. Bunlardan birisi yalnizca baz ¢ifti
uzunlugunun tespitine yonelik olup, PCR ile ¢ogaltma ve elektroforez teknigiyle
gorilintiilemeden ibarettir. Bu amagla baliktan izole edilen DNA {izerindeki ilgili
mikrosatellit bolgeler PCR ile cogaltilir. Bu bolgeler Tek Zincir Konformasyon
Polimorfizmi (SSCP) gibi bir metotla denatiire edildikten sonra, denatiire edici
poliakrilamit jel elektroforezinde yiiriitiilerek ya da denatiire edici yogun (genellikle
%?3) metafor jel elektroforezi uygulamasi ile allellerine ayrilir. Yiritilen 6rnekler
goriintiileme  sisteminde fotograflandiktan sonra GeneSnap, UltraQuant gibi
programlarda mikrosatellitlere ait allellerin baz uzunluklar1 tespit edilir. Burada siklikla
rastlanilan sorun PCR ile ¢ogaltilmis bir mikrosatellit allelinin tek bir bant degil de bir
bantlar merdiveni seklinde goriintii veriyor olmasidir. Cogaltilan mikrosatellit bolgesine
ait allel bu bantlar icerisinde en yogun olanidir. Diger bantlar, genellikle orijinal
allelden kiiciiktiir. Bunun nedeni PCR uygulamasiyla DNA zincirinde olusan
kaymalardir (in vitro DNA slippage). Eger mikrosatellit bolgedeki baz tekrarlari
dintikleotit ise triniikleotitlere gore daha ¢ok sayida bant olusmaktadir. Buda istenmeyen
bir durum oldugu i¢in mikrosatellit bolgeler i¢in primer se¢iminde diniikleotid tekrarlari
degil, trintikleotit tekrarlar tercih edilebilir. Yine, Taqg DNA polimeraz enziminin
terminal transferaz aktivitesi sonucu PCR iiriinlerinde beklenenden bir baz daha fazla
uzun irlinlerin olugmasi ve buna bagli olarakda beklenen allel sayisindan fazla bant

goriilebilir (Hoelzel 1998; Devrim ve Kaya 2004).

Diger bir yol ise, DNA izolasyonu sonrasinda genomik DNA’nin Alul, Haelll ve Rsal
restriksiyon enzimleriyle kesme ve sonrasinda 30001500 bp’lik DNA pargaciklarinin
vektore klonlanlanarak Rekombinant DNA’nin elde edilmesidir. Rekombinant DNA
Escherichia coli bakteri hiicresine 1s1 soku ile sokulur ve bu bakteri hiicreleri kati
besiyerlerinde c¢ogaltilir. Bakteri hiicresi icine girmis olan rekombinant DNA’h
hiicrelerin besiyerinde olusturduklar1 koloniler beyaz renkte, digerleri ise mavi
renktedir. Bu beyaz renkli kolonilerden alinan &rneklere direkt PCR yapilir. Sonug
veren bakteri kolonilerine ait liriinlerden vektor izolasyon kitiyle Rekombinant DNA’lar

izole edilir ve DNA Sequencer’da baz dizisi ve uzunlugu belirlenir (Hoelzel 1998).



10

Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde en ¢ok kullanilan istatistiki programlardan
biri olan Amova (Molekiiler Varyans Analizi), Arlequin (http://lgb.unige.ch/arlequin/)
isimli paket programinda yapilabilmektedir (Excoffier et al. 1992). Ayrica, Genetix
(Belkhir et al. 2001), Genepop, GeneClass (Cornuet et al. 1999a) gibi istatistik
programlar da kullanilmaktadir. Genetik mesafe degerlerinin dendogram ¢iziminde ise
Phylip (Felsentein 1993) ve Treeview (Page 1993) gibi programlar kullanilmaktadir. Bu
analizlerle populasyonlara ait; Faktoriyel Benzerlik Analizi (FCA), allel frekanslari,
Ozgiin alleller ve frekanslari, beklenen (He) ve gozlenen (HO) heterozigotluk degerleri,
Fst, Fis ve Fir degerleri, Hardy—Weinberg dengesi ve genetik mesafeler belirlenebilir

(Raymond and Rousset 1995; Cornuet et al. 1999b).

Gelisen gen teknolojisine paralel olarak biyomarkirlarin (AFLP, RFLP, RAPD,
Mikrosatellit ve SNP) molekiiler genetikte kullanimi her gecen giin daha fazla
artmaktadir. Bu gen teknolojileri ile elde edilen genetik ilerleme ve 1slah c¢aligsmalari

dikkate degerdir.

Yapilan bu caligma ile aymi yetistirme kosullarinda bulunan (is¢ilik, yemleme, su
kriterleri, stok vb.) 8 aylik Gokkusagi alabaligi (Onchorhynchus mykiss) gruplarinda
yiksek ve diisiik canli agirhiga sahip bireyler arasindaki genetik varyasyonun
mikrosatelit markirlar kullanilarak ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir. Bu amagla, Atatiirk
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Boliimii biinyesinde bulunan Alabalik Uretim
ve Arastirma Merkezindeki 40 adet (20’si diisiik canli agirliga sahip, 20’si yiiksek canli
agirhiga sahip) 8 aylik Gokkusagi alabaligi (Onchorhynchus mykiss) kullanilmustir.
Balik dokularindan genomik DNA fenol-kloroform metodu ile izole edilmistir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemiyle DNA {izerindeki ilgili mikrosatellit
bolgeleri c¢ogaltilmistir. Mikrosatelit bolgeler SSCP (Single Strain Comformation
Polymorphism-Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi) uygulamasi ile allellerine
ayrilmistir. Poliakrilamit Jel Elektroforezinde (PAGE) yiirtitiilen 6rnekler goriintiileme
sisteminde fotograflandiktan sonra GeneSnap version 6.05 programi ile O6rneklere ait
allellerin baz uzunluklar1 tespit edilmistir. Elde edilen veriler GENETIX 4.02

programinda; Faktoriyel Benzerlik Analizi, allel frekanslari, 6zgilin alleller ve
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frekanslari, beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerleri, Fsr, Fis, Fir degerleri,
populasyonlarin Hary-Weinberg dengesinde olup olmadigi ve Nei (1983)’ye gore
gruplar arasi genetik mesafeler belirlenmistir. Bulunan degerler permutasyon testine tabi

tutularak istatistiksel olarak 6nemliligi test edilmistir.

Su drilinleri yetistiriciligi programlarinin olusturulmasinda 6zellikle alabalik gibi
yetistiriciligi diinyada ¢ok yaygin yapilan ekonomik dneme sahip tiirlerde, klasik 1slah
metotlarina nispeten daha kisa zamanda ve gilivenilir sonu¢ almabilecek DNA
diizeyindeki caligmalar daha popiiler ve kabul edilebilir niteliktedir. Islah ve yetistirme
programlarinin olusturulmasinda, iistiin verimli bireylerin anag olarak se¢ilebilmesi igin
gerekli olan verilerin dogru olarak toplanmasina olanak verecek olan mikrosatelitlerin
kullanimi; biiytime, hastaliklara dayaniklilik vb. yonlerden iistiin verimli bireylerin
olusturacagi populasyonlarin olusumunu miimkiin kilacak ve birim alandan elde edilen

tirtin miktarin1 arttiracak potansiyele sahip bir biyomarkidir.

Bu c¢alisma, Gokkusagi Alabaligi (Onchorhynchus mykiss) yetistiriciliginin gelecekte
1slah ve yetistirme programlarinin olusturulmasinda, iistiin verimli bireylerin anag
olarak secilebilmesi i¢in gerekli olan verilerin dogru olarak toplanmasina olanak
verecektir. Bu biyomarkirlarin kullanilmasiyla ileride yapilacak 1slah g¢aligmalarinda,
biiyiime yoniinden istiin verimli bireylerin olusturacagi populasyonlarin elde edilerek

tiretim kapasitesinin molekiiler teknikler kullanilarak arttirilmasi1 amaglanmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) Kuzey Amerika’nin 6nemli bir alabalik
tiriidiir. Buradan birgok kitaya yayilmistir. Avrupa’ya 1880, iilkemize ise 1970°li
yillarda getirilmistir. Denize gocen alttlirleri vardir. Gokkusaginin taksonomik
smiflandirilmasi ile ilgili olarak 30’dan fazla tiir ismi tanimlanmistir. Uzun yillar Salmo
gairdneri R. ismiyle bilinmistir. Ancak 1988’de Amerika Balik¢ilik Dernegi Balik
Isimlendirme Komitesi, biitiin Pasifik alabalik ve salmonlar icin Oncorhynchus’un cins
ismi olarak kullanilmasin1 ve bdylelikle, Atlantik alabalik ve salmonlardan ayirt
edilmesini kararlastirilmistir. BOylece gokkusagmin tiir ismi olarak bilinen Salmo
gairdneri yerine Oncorhynchus mykiss tiir ismi olarak kullanilmaya baslanmistir. Bu

isim degisikligi uluslar aras1 diizeyde de kabul gormiistiir (Emre 2004).

Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), ekonomik degerinin yiiksek olusu
nedeniyle ilizerinde en fazla arastirma yapilan balik tiirlerinden birisidir. Gall ve
Crandell’e gore (1990) muhtemelen Sazan (Cyprinus carpio)’dan sonra kiiltiirii yapilan
ilk tiirdiir. Ik yetistiricilik ¢aligmalari, Kuzey Amerika’da 1874 yilinda gokkusag
alabaligr yumurtalarinin, McCloud Irmagi’ndan Kuzey Kaliforniya’daki 6zel bir
kuluckahaneye tasinarak kuluckalanmasiyla baglamistir. Daha sonralar1 ise 1877 yilinda

Japonya’ya, 1885 yilinda Ingiltere’ye getirilmistir (Akhan ve Canyurt 2005).

Tirkiye’de gokkusagi alabaligi iiretimi, 1970’11 yillarda disaridan getirilen yumurtalarla
baslamistir (Canyurt 1985). Giiniimiizde ise gokkusagi alabaligi kiiltiirii yapilan en
onemli tiir konumundadir. Gokkusagir alabaligi iiretimi, gerek potansiyel su
kaynaklarimin tiretime alinmasi, gerekse yetistiricilikte karsilagilan problemlerin (kaliteli
yem, hastaliklara kars1 miicadele, vb.) ¢6ziilmiis olmasi nedeniyle her gegen yil artarak
devam etmektedir. Tiirkiye’de gokkusagi alabaligi yetistiriciligi, baslangicta yumurta
ithal edilerek baslamistir. Zaman igerisinde de iireticiler yavru ihtiyaglarii kendi
damizliklarindan yetistirerek kargilamiglardir (Canyurt 1985). Siiphesiz, ireticiler

damizlik se¢imini yaparken {istlin verime sahip bireyleri tercih etmiglerdir. Yani
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farkinda olmadan bilingsiz bir 1slah yapmislardir. Gokkusag1 alabalig yetistiriciliginde
gbzlenen genetik varyasyonun DNA diizeyinde ortaya konulmasi ileride yapilacak 1slah
calismalar1 agisindan biiylik 6nem tasimaktadir. (Allendorf and Utter 1979; Yildirim ve
Kandemir 2001; Akhan ve Canyurt 2005).

Gokkusag: alabaligi genomu 58-64 kromozom (Thoorgaard 1983) ve yaklasik 2,4x10°
baz gifti icermektedir (Ohno and Atkin 1966; Ardren et al. 1999). Molekiiler biyoloji
alanindaki gelismelere bagli olarak son yillarda gokkusagi alabaligi {izerinde yapilan
aragtirmalar olduk¢a artmistir. Young et al. (1998) ve Sakamoto et al. (2000)
gokkusagi alabaligina ait 2 genetik baglanti haritas1 yayinlamislardir ve daha detayli
haritalar gelistirilmektedir. Gegtigimiz iki sene icerisinde gokkusagi alabaligi igin
250’den fazla polimorfik mikrosatelit markir gelistirilmistir. Atlantik salmonu igin
gelistirilen mikrosatelitlerin ~ yaklasik  yarisinin - gékkusagi alabaligi  i¢in  de
kullanilabilecegi belirlenmistir.Yine Pasifik salmon icin gelistirilen bircok mikrosatelit
markirin gokkusag: alabaliklarinda mikrosatelit dizilerini yliksek oranda ¢ogaltabildigi
tespit edilmistir. Bu da gokkusagi alabaliginda su anda toplamda 500’den fazla

mikrosatelit markirin kullanildig1 anlamina gelmektedir (Thorgaarda et al. 2002).

Son yillardaki NCBI veritabanina gore; 632°si EST (Express sequence taqs) olmak
lizere; gokkusagi alabaligina ait toplamda 2200 niikleotid dizisi bulunmaktadir. Bu
veriler Zebra balig1 i¢cin 245000 ve Medeka i¢in ise 46700 niikleotid olup, gokkusagi
alabaligindan oldukg¢a fazladir. Son yillarda {izerinde en yogun ¢alisma konusu
gokkusag: alabaligmin ESTs veritabanimni arttirmaya yonelik calismalardir. Uzerinde
durulan diger bir konu ise solungag, karaciger, beyin, bobrek, dalak ve kasa ait
normalize edilmis cDNA kiitiiphanesinden 45.000 klonun dizilenerek yeni EST
bolgelerinin belirlenmesidir. Fransiz Ulusal Zirai Arastirma Enstitiisii’nlin alabalik
genom projesi 120000 ESTs bolgesini tamamlamayr hedeflemistir. Bu cDNA
kiitiiphaneleri; karaciger, bobrek, beyin, kas, kan, bagirsak, yumurtalik, testis, gonadlar,
adipoz dokusu, solunga¢ ve karacigerden elde edilmistir. Bu c¢alismalar ESTs
bolgelerinin  genetik baglanti haritalarinin  olusturulmasinda faydali olacagini

gostermektedir. Su ana kadar gokkusag alabaligi genomuna ait 4 BAC (Bakteri Yapay
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Kromozomlari) kiitiiphanesi olusturulmustur. Bu kiitiiphaneler 58 kb ve 110 kb’lik
biiylikliige sahiptir ve haploid genomun sirasiyla 6,7 ve 5,3 kat’inm1 kapsamaktadir.
Amerika’da olusturulan diger 2 BAC Kkiitliphanesi ise 130 kb’dir (Thorgaarda et al.
2002).

Bugiine kadar genetik baglanti haritalarinin en ¢ok QTL haritalar1 g¢alisilmistir
(Sakamoto et al. 1999; Ozaki et al. 2001; Perry et al. 2001; Robison et al. 2001).
Genetik baglant1 haritalarinin olusturulmasi gokkusag: alabalig1 yetistirme programlari
icin markira dayali seleksiyon uygulamalarin1 da miimkiin kilacaktir. Bu haritalar farkl
sezonlarda yumurtlayan alternatif baliklarin tiretilmesinde yumurtlama zamanini kontrol
eden gen allellerinin degistirilmesinde kullanilabilir. Daha oOnceki yillarda yapilan
calismalarda gokkusagi alabaliginda gamet iiretimi igin yil boyunca devam eden farkl
zamanlarda yumurtlayan bir¢cok nesil Ttretilmistir. Yumurtlama zamani genetik
bilesenler tarafindan gii¢lii bir sekilde kontrol edilir ve yliksek derecede poligeniktir.

(Siitonen and Gall 1989; Sakamoto et al.1999; Thorgaarda et al. 2002).

Ekonomik olarak istenilen 6zelliklerin bir populasyondan digerine aktarilmasinda gen
introgresyonu bitki 1slahinda genis capta kullanilmaktadir (Stamova and Chetelat,
2000). Bu yaklasimda, genetik isaretleyiciler geriye ¢aprazlama, dol secimi igin
istenilen alellere sikica baglanmistir. Geriye g¢aprazlama istenilen oOzelliklere sahip
populasyonlar arasinda kullanilmaktadir. Bu yaklasim o6zellikle gokkusagi alabaligi
yetistiriciliginde farkli sezonlarda yumurtlayan ve populasyonlar arasinda ciftlesmeye
imkan veren {iistiin lireme oOzellikleriyle iliskili genlerin kesin se¢imine de olanak

tanimaktadir (Thorgaarda et al. 2002).

Alabalik genom projesi diger Salmonid tiirlerin genetik haritalarinin olusturulmasinda
kullanilabilir. Ayrica Fugu ve Zebra baliginin yeni dizilenmis genomu ile karsilagtirmali
genomik caligmalar yapilmaktadir. Ancak Alabalik, Zebra baligi ve Fugu balig
arasindaki akrabalik uzakligima bagli olarak, bu tiirler arasindaki karsilastirmali
calismalar gen haritalarinin olusturulmasinda tek basina ¢ok da yararli olmayabilir.

Gokkusagi alabaligi, hizli gelisebilen ve deneysel olarak kolay denetlenebilen bir model
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organizmadir. Boyutlari, kontrollii iiremeleri, hakkinda oldukca fazla bilginin olmasi
hem dogal hem de klonal arastirmalardaki kullanilabilirligi ile diger model balik
tirlerinden gokkusagi alabaligini ayirmaktadir. Gokkusagi alabaligi ayni zamanda
modern molekiiler tekniklerin uygulanabilecegi bir model organizma vasfini da

tagimaktadir (Thorgaarda et al. 2002).

Gilintimiizde genetik miihendisliginde kullanilan yeni teknikler, gelismis tilkelerde balik
1slah1 ve genetigi alaninda da kullanilmaya baslanmis, degisik balik tiirlerinde 1rk i¢i ve
irklar aras1 genetik varyasyonlar belirlenmistir. Alabalik yetistiriciligi  yapan
isletmelerdeki farkli canli agirhi§a sahip bireyler arasindaki varyasyonun DNA
diizeyinde belirlenmesi, gerek ileride yapilacak 1slah gerekse molekiiler genetik
calismalarma temel olusturacaktir. Ozellikle son yillarda baliklarda iistiin verimli
bireylerin secilmesinde (hastaliklara dayanikli, hizli biiyliyen) mikrosatelitlerin

kullanimina literatiirlerde siklikla rastlanmaktadir.

Mikrosatellit yiiksek diizeyde polimorfik 6zellige sahip oldugu i¢in kullanim amaglar
oldukga cesitlilik arz etmektedir (Ozkan 2005);

a) Populasyon genetigi ¢alismalarinda,

b) Yiiksek derecede polimorfizm gostermelerinden dolayr ve lokuslara 0Ozgii
isaretleyiciler olmasi nedeniyle mikrosatellitler linkaj analizleri ve ebeveyn tayini
calismalarinda,

¢) Gen haritalarinin ¢ikartilmasi ¢alismalarinda (Cizelge 2.1),

d) Populasyonlar i¢i genetik cesitliligin dl¢lilmesine iliskin ¢aligmalarda, populasyonlar
arasi genetik farklilik ya da benzerliklerin belirlenmesine iligkin ¢alismalarda,

d) Akrabali yetistiriciligin Ol¢lilmesinde, kodominant kalitimin belirlenmesinde ve

akrabalik iligkilerinin belirlenmesi ¢aligmalarinda kullanilirlar.

Calisma amacina gore kullanilacak mikrosatellit bolgelerinin se¢iminde dikkate alinan
bazi kriterler vardir. Calisilan mikrosatellitlerin farkli kromozom bdlgeleri iizerinde

olmalari, polimorfizm diizeyinin yiiksek olmasi, heterozigotluk diizeylerinin yiiksekligi,
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allel sayis1 ve uzunluklarinin birbirine olan uzakliklar1 g6z oniine alinarak secilmelidir

(Ozkan 2005).

Cizelge 2. 1. Baz1 sucul organizma tiirlerinde mikrosatelit markirlarla olusturulan
genetik baglanti haritalar1 (Liu 2007)

Sucul organizma tiirii

Yaygin ismi

Kaynaklar

Salmo trutta

Alabalik

Gharbi et al. 2006

Dicentrarchus labrax

Deniz levregi

Chistiakov et al. 2005

Kocher et al. 1998, Agresti et al. 2000,

Oreochromis spp. Tilapia McConnell et al. 2000, Lee et al. 2005
Plecoglossus altivelis Ayu Watanabe et al. 2004

Xiphophorus Plati Walter et al. 2004

Salvelinus alpinus Kaynak alabalig1 Woram et al. 2004

Salmo salar

Atlantik salmonu

Gilbey et al. 2004, Moen
et al. 2004

Sakamoto et al. 2000,

Oncorhynchus mykiss Gokkusagi alabaligi Nichols et al. 2003
Ictalurus punctatus Kanal kedi balig Waldbieser et al. 2001
. . g Knapik et al. 1998, Shimoda
Danio rerio Zebra baligi et al. 1999
Crassostrea gigas Pasifik istiridyesi Hubert and Hedgecock 2004

Crassostrea virginica

Amerika istiridyesi

Yu and Guo 2003

Seriola quinqueradiata

Seriola lalandi

Sar1 kuyruk

Ohara et al. 2005

Cyprinus carpio

Pullu sazan

Sun and Liang 2004

Paralichthys olivaceus

Japon Pisi Baligi

Coimbra et al. 2005

Molekiiler markira dayali seleksiyon (MAS-Marker Assisted Selection) programlarinin

olusturulmasinda mikrosatelitler ¢ok iyi bir potansiyele sahip olup, etkili kullanildig1
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takdirde klasik 1slah metotlarinda kullanilan tekniklere nazaran kisa siirede ¢ok iyi
sonuglar vermektedirler (Fjalestad et al. 2003). Ozellikle balik yetistiriciliginde, sonraki
generasyonlarin performans 6zelliklerinin iyilestirilmesi ve gelistirilmesinde énemli rol
oynarlar (Spies et al. 2005). Mikrosatelitler, bir 1slah programi olusturulurken
populasyonlarin genetik c¢esitliligi hakkinda bilgi edinilebilecek en ideal markirlardan

birisidir (Wolfus et al. 1997).

Mikrosatelitler gibi molekiiler markirlar yetistiricilik programlarinin olusturulmasinda
yeni imkanlar sunmaktadir. Bu sayede populasyona ait bireylerin kantitatif 6zellik
lokuslar1 (QTL) tespit edilerek {istlin verimli bireylerin tespiti miimkiin olmaktadir. Su
tiriinlerinde markira dayali yetistiricilikte en ¢ok caligilan konular; hastaliga dayaniklilik
(0zellikle viral hastaliklar), hizl1 biiylime orani, sicakliga tolerans, tuzluluga tolerans, iyi
bir viicut sekli, daha iyi et kalitesi ve yem degerlendirme orani yiiksek bireylerin elde

edilmesini igermektedir (Fuji et al. 2007) .

Mikrosatelitlere 6zgii allellerin tespiti, yetistiriciligi yapilan bir populasyon icerisindeki
bireylerde yiiksek verim (canli agirlik, hastaliklara karsi dayaniklilik vb. yonlerden)
ozellikleriyle iliskili allellerin bulunup bulunmadig: bilgisine ulastirabilir. Ozellikle
anag¢ olarak segilecek baliklarda, fenotipik olarak iistiin 6zelliklere sahip bireylerden
hangilerinde yiiksek ve diisilk verim ozellikleriyle iliskili olabilecek mikrosatelit
bolgelere 6zgii allellerin bulundugu bilgisine ulasilabilir. Boylece populasyonda anag
olarak secilecek ve elenecek bireylerin tespiti yapilarak kisa zaman igerisinde iiretim

kapasitesi arttirilabilir (Wilson et al. 2003).

Cizelge 2.2.’de verilen gokkusagi alabaliginda tanimlanmis bu QTL’lerin ¢ogu LD
(Ilymphocystis disease) gibi tek lokus degil, ¢oklu genler tarafindan kontrol
edilmektedir.
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Cizelge 2. 2. Gokkusagi alabaliginda mikrosatelit markira dayali seleksiyon igin
calisilan ve ¢oklu genler tarafindan kontrol edilen bazi kantitatif 6zellikler (Fuji et al.
2007).

Kantitatif 6zellik Kaynaklar

IPN (viral hastalik) hastaligina dayanikli

bireylerin eldesi Ozaki et al. 2001

IHN (viral hastalik) hastaligina dayanikl

bireylerin eldesi Khoo et al. 2004

Myxosporea (parazitik hastalik) hastaligina

dayanikli bireylerin eldesi Nichols et al. 2003

Jackson et al. 1998, Danzmann et al. 1999,

Sicakliga dayanikli bireylerin eldesi Perry et al. 2001

Yumurtlama zamani Sakamoto et al. 1999, Fishback et al. 2000
Embriyolarin erken gelisiminin saglanmasi Robinson et al. 2001

Pilorik seka sayisinin arttirilmasi Zimmerman et al. 2005

Dominant albino baliklarin eldesi Nakamura et al. 2001

Su iriinlerinde yetistiricilik programlarinin olusturulmasinda mikrosatellitlerin
kullanimina literatiirlerde siklikla rastlanilabilir. Wolfus et al. (1997) Karideslerde
(Penueus vannamei), Garcia de Leon et al. (1998) Deniz levreginde (Dicentrarchus
labrax), Hulata (1995) ve Vandeputte (2003) Sazanda (Cyprinus carpio), Jackson et al.
(2003) Atlantik pisi baliginda (Hippoglossus hippoglossus), Waldbieser and Wolters
(1999) Kanal kedi baliginda, Hara and Sekino (2003) ve Sekino et al. (2003) Japon dere
pisi baliginda, Herbinger et al. (1995) ve Spies et al. (2005) Alabaliklarda yapmis
olduklar1 caligmalarda mikrosatellit markirlart seleksiyon amach kullanmislardir
(Chistiakov et al., 2006). Bu tekrarlama dizilerinin analizinde bazi sorunlarla
karsilagilmaktadir. Mikrosatellit dizilerin analizinde karsilagilan ortak sorunlar ve

muhtemel sebepleri Cizelge 2.3’de verilmistir (Cook et al. 2006).
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Cizelge 2. 3. Mikrosatellit dizilerin analizinde karsilagilan ortak sorunlar ve muhtemel
sebepleri (Cook et al. 2006)

Karsilagilan problemler Muhtemel sebepler

Dizi analizinde

Saf olmayan DNA

Yetersiz DNA miktari

Diistik enzim aktivitesi

Zayif bant olusu veya hig bant

olmamas: Primer baglanma sicakliginin zayifligi

Dizileme reaksiyonunun tuz ile
kontaminasyonu

Elektroforez sicakliginin ¢ok yiiksek olusu

Orneklerin jele yiiklemeden dnce denatiire
edilmemis olmamasi

Jelin alt kisimlarinda bulunan diisiik

molekiiler agirliga sahip bantlarm DNA konsantrasyonunun ¢ok diisiik olusu

Bant hatt1 boyunca bulanik bir goriintii  Diisiik kaliteli poliakrilamid jel

Boyamada

B takib lis durul
Zayif bant olusu veya hi¢ bant oyamayl takiben yanls curdiama

olmamasi

Diisiik kalitede su kullanilmasi

Jel tabaninda diisiik bant yogunlugu Diisiik kalitede su kullanilmast

Yetersiz fiksasyon

Cam plakalarin yikanmasi esnasinda kalmis
olabilecek deterjan artiklarmin kahverengi bir

Yiiksek arka plan boyanma
Diisiik kaliteli poliakrilamid jel

Diisiik kalitede sodyum karbonat (Na,COs)
kullanilmasi

Boyama adimlar sirasinda jelin yetersiz

Jel ylizeyinde koyu lekeler ajitasyonu (calkalanmast)
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Cizelge 2.3. (devami)
Jelin yanlig sabitlenmesi
Sart jel
arLJe Diisiik kalitede sodyum karbonat (Na,CO;)
kullanilmasi
Koyu griye kars1 diigiik kontrastl Saf olmayan DNA

sarims1 kahverengi bant

Uzun cam plakalar ile tampon ¢6zeltinin

Her iki cam plakaya jelin yapigmasi Kontaminasyonu

Kurudugunda jelin plakalardan

soyulmasi, dokiilmesi Jeldeki akrilamid yiizdesinin ¢ok yiiksek olusu

Rexroad III et al. (2001); Palti et al. (2002); Rexroad III et al. (2002) ve Rodriguez et
al. (2003) ise yapmis olduklar1 c¢aligmalarda, gokkusagi alabaligina (Oncorhynchus
mykiss) ait ¢ok sayida mikrosatelit bolge tespit etmislerdir. Mikrosatelit bolgelere ait
primer dizilimi, DNA’daki bulundugu yer ve bazen de PCR protokoliine ait bilgilere
online olarak kullanilabilen gen bankasindan (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ulasilabilir

(Anonim 2008).

O'Connell et al. (1997), Ontario goliindeki gékkusagi alabaligi populasyonlari tizerinde
yapmis olduklar1 ¢aligmada beklenen heterezigotluk degerlerini 0,740-0,956 arasinda
bulmuslardir. Biitiin lokuslarda allel frekanslar1 arasinda 6nemli derecede farkliliklar

oldugunu bildirmislerdir.

Bati1 Kanada Pasifik kiyilarindaki anadrom gokkusagi alabaliklari {izerinde yapilan bir
calismada gozlenen heterezigotluk degerinin 0,745-0,848 arasinda oldugu bildirilmistir
(Daniel et al. 2001).

Ardren et al. (1999), 4 gokkusagi alabalig1 grubu lizerinde yapmis olduklar ¢alismada
ebeveynlerden yavrulara mikrosatelit dizilimlerin akisini izlemek amaciyla 12

mikrosatelit bolge calismislardir.
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Nielsen (1999a), 4 celikbas gokkusagi alabaligi populasyonunda 11 mikrosatelit lokus
tizerinde yapmis oldugu c¢alismada goézlenen heterezigotluk degerlerini 0,66-0,72
arasinda, Fst degerlerini 0,025-0,064, Nei (1972)’ye gore genetik mesafeyi 0,094-1,182

olarak tespit etmistir.

Alaska gokkusagi alabaligina ait 3 populasyon iizerinde yapilan bir ¢alismada 10
mikrosatelit lokus kullanilmistir. Gézlenen heterezigotluk degerini 0,46, Fst degerlerini

0,087, Nei (1972)’ye gore genetik mesafeyi 0,289 olarak bildirmistir (Nielsen 1999b).

Nielsen (1999c), 11 gokkusagi alabaligi populasyonunda 12 mikrosatelit lokus
calismistir. Gozlenen heterezigotluk degerini 0,68, Fsr degerlerini 0,18, Nei (1972)’ye

gore genetik mesafeyi 0,182 olarak bildirmistir.

Amerika’da derelerde yasayan gokkusagi alabalig1 populasyonlari tizerinde 2 yil siireyle
mikrosatelit kullanarak yapilan ¢alismada He=0,88-0,90 ve Fis degerleri ise -0,003 ile
0,045 arasinda bulunmustur (Hauser et al. 2006).

Narum et al. (2004), Amerika’daki 14 anadrom gokkusagi alabaligi populasyonunda 6
mikrosatelit markir kullanarak genetik farkliligi ortaya koymuslardir. Populasyonlar
Hardy-Weinberg dengesinde olup Fsr degerlerinin 0,001 ile 0,018 arasinda oldugu
bildirilmistir.

Herbinger et al. (1995), bir isletmedeki gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
populasyonunda DNA parmak izi analizi ile birlikte, mikrosatelit markirlar kullanarak
seleksiyon calismasi yapmislardir. Mikrosatelit markirlarden elde edilen genetik profil
verilerine bagli olarak baliklarin ebeveynlerinin akrabalik derecelerinin verim tiizerine
olan etkisini incelemiglerdir. 10 erkek ve disi balik arasinda ¢aprazlama yapmuslardir.
Akrabalik derecesi en yiiksek ve diisiik olan baliklara ait yavrular bir yil boyunca
yetistiriciligi yapilarak takip edilmistir. Calisma sonunda, akrabalik derecesi az olan

baliklarin  ¢aprazlanmasindan elde edilen bireylere gore yakin akraba
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caprazlamalarindan gelen bireylerin verim dereceleri, hayatta kalma ve biiylime oranlar1

yoniinden daha diisiik 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir.

Dong et al., (2008 ) Cin karidesi {izerinde yapmis olduklar1 ¢aligmada, karideslerde viral
bir hastalik olan Beyaz Nokta Sendromu (WSSV) ile mikrosatelitler arasindaki iliskiyi
incelemislerdir. F; ailesinden toplam 163 birey, Beyaz Nokta Sendrom viriisii ile oral
enfekte edilmis ve infeksiyon varhigini yuvalanmis PCR ile tespit edilmistir. infekte
olan 80 bireyde, 18 mikrosatelit lokusu c¢alisiimistir. Elde edilen allel bilgilerinin
istatistiksel analizi Anova programinda yapilarak Beyaz Nokta Sendromu hastaligina
dayanikli bireylerde mikrosatelit allellerin hastalia dayaniklikla iligkili olup olmadigi
analiz edilmistir. Ortalama allel sayisi, ortalama beklenen heterezigotluk ve ortalama
PIC (Polimorphism Information Content) degerleri sirasiyla 2,50; 0,536 ve 0,446 olarak
bulunmustur. RS0622 mikrosatelit lokusundaki bir allel, Beyaz Nokta Sendromu
hastaligina dayaniklikla iligkili oldugu bulunmustur. Beyaz Nokta Sendromu hastaligina
dayanikli QTL (kantitatif 6zellik tasiyan lokus veya bolge) bolgeleriyle iliskili ¢ok
sayida DNA markirlarinin tespiti, Cin karidesi yetistiriciliginde DNA markirlarina

dayal1 seleksiyon uygulamalarinin ¢ok yaygin kullanilacagini 6ne stirmiislerdir.

Gokkusagr alabaliginda yapilan bir ¢calismada, genetik baglanti haritasi ve molekiiler
markirlarla THNV’ye (infeksiydz hematopoetik nekrozis virusu) dayamkli QTL
(kantitatif 6zellik tasiyan lokus veya bolge) bolgeleri tespit edilmistir. Altt AFLP ve 6
mikrosatelit bolgenin infeksiydoz hematopoetik nekrozis virusuna dayanikli oldugu

bildirilmistir (Rodriguez et al., 2004).

Baliklarda pilorik keseler besinlerin sindirim ve absorbsiyonunun gergeklestigi onemli
bir yerdir. Baz1 ¢alismalarda, gokkusagi alabalii’nda yemden yararlanma etkinligini
arttiran kese sayisindaki artis ve hizli biliylime arasinda bir iliskinin oldugu
vurgulanmaktadir. Ancak herhangi bir balik tiiriindeki pilorik kese gelisiminin altinda
yatan genetik temelle ilgili bilgi olduk¢a sinirlidir. Bu konuya aciklik getirmek
amaciyla yapilan bir caligmada, farkl pilorik kese sayilarina sahip 2 gokkusagi alabaligi
hatt1 tanimlanmustir. Cift haploide sahip gokkusagi alabaliklari, toplam 54 bireydeki 330
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AFLP ve 39 mikrosatelit bolge ile pilorik keselerin fenotipindeki ayirimi gosterebilmek
icin kullanilan bu hatlarin F, hibritlerinden iiretilmislerdir. Bu genotiplere bagli olarak
bir genetik baglant1 haritas1 olusturulmus ve kompozit aralig1 haritas1 pilorik kese sayis1
ile iliskili 3 QTL bdlgesini ortaya c¢ikarmistir ve bunlar pilorik kese sayisindaki
varyasyonu %19.2, %18.6 ve %13.5 oraninda aciklamaktadir. Bu QTL bdlgeleri 3 farkl
baglant1 grubunu 0lctligli icin elde edilen sonuglarin gokkusagi alabaligi’nda pilorik
kese sayisindaki fenotipin poligenik bir 6zellige sahip oldugu bildirilmistir (Zimmerman

et al. 2005).

Cruz et al. (2004), karides yetistiricilik programlarindaki genetik varyasyonun
seviyesini saptamak ve bir seleksiyon programu ile ilerleme kaydetmek amaciyla,
Pvanl578 ve Pvanl815 nolu mikrosatelit DNA markirlartyla Pasifik Beyaz
Karideslerini (Litopenaeus vannamei) 2 jenerasyon siiresince goézlemlemislerdir. Hem
Go hem de G, generasyonlarindaki bireylerin, mikrosatelit bolgelerindeki bazi allellerin
frekanslar1 ve sayisindaki artisa, digaridan katilan bazi damizlik karideslerin neden
oldugunu saptamislardir. Generasyonlar vasitasiyla, ortak allellerin ¢cogu ve her lokusta
yaklagik %70’lere varan yiiksek heterezigotluk orami 1slah programindaki genetik
cesitliligin 6nemli bir kayiba ugramadigini gostermistir. Ancak diger kiiltiire alinmis ve
alimmamis stoklarla karsilastirildiklarinda her 2 lokustaki toplam 4 ana allelin varligi, bu
allellerin baslangigta kullanilan Gy generasyonlarindan geldigini bildirmislerdir. Bu
nedenle karides yetistiriciliginde stoka populasyon disindan bireylerin getirilerek
mevcut damizliklarin farkli bir hat ile ¢aprazlanmasinin genetik varyasyonun

zenginlestirilmesi a¢isindan gerekli oldugu sonucuna varmislardir.

Alabalik populasyonlar1 {izerinde yapilan bir ¢alismada; genetik yapinin belirlenmesi
icin 5 farkli bolgeden alinan Orneklerde 6 mikrosatellit lokus c¢alisilmistir. Tiim
populasyonlarda her bir lokustaki allel sayis1 10 (Ssa202) ile 22 (SsoSL311) arasinda,
her bir bolgedeki drnekler ayr diislintildiigiinde ise 3 ile 18 arasinda degismektedir. Bu
bolgeler arasindaki beklenen heterozigot seviyesinin 0.53 (SsoSL417) ile 0.95

(SsoSL311) arasinda degistigi belirlenmistir. Sonuglar, elde edilen heterozigotluk

seviyesinin beklenen heterozigotluk seviyesinden daha diisiik oldugunu ve
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heterozigotlugun genelinde o6nemli bir eksiklik oldugunu gostermistir. Genetik
farkliligin farkli cografik bolgelerden alinan populasyon oOrnekleri arasinda oldugu

ortaya ¢ikmistir (Nielsen et al. 1999).

Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) iizerinde yapilan bir c¢alismada 14
diniikleotit, 7 triniikleotid, 11 tetrantikleotid ve 8 diniikleotit-tetraniikleotid olmak iizere
toplam 40 polimorfik mikrosatelit bolgesi kullanilmistir. Bu markirlarin populasyon
genetigi  ¢aligmalarinda, ebeveyn analizlerinde, gen baglanti haritalarinin
olusturulmasinda ve molekiiler markira dayali seleksiyon programlarinin se¢iminde
etkin bir sekilde kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu bildirilmistir (Spies et al.
2005).

Poli9-8 TUF mikrosatelit alleli tek lokusta dominant 6nemli bir etkiye sahiptir ve Japon
pisi baliginda (Paralichthys olivaceus) lymphocystis viriisiiniin neden oldugu
lymphocystis hastaligina dayanikliliktan (lymphocystis disease resistance, LD-R)
sorumlu bir alleldir. Markira dayal yetistiricilik programinda bu allel kullanilarak Japon
pisi baligiin yeni bir populasyonu olusturulmustur. Lymphocystis hastaligiyla ilgili
o6nemli homozigot alleli tasiyan bir disi ve ticari stok yetistiricilinden temin edilen hizli
biiyiiyen, iyi viicut sekline sahip bir erkek yeni bir jenerasyon elde etmek amaciyla
ebeveyn olarak kullanilmistir. Disilerin rekombinasyon orant LD-R lokusunun
bulundugu bolgede daha diisiik oldugu i¢in ebeveyn olarak kullanilmak tizere LD-R’ye
dayanikli bir disi secilmistir. Bu ebeveynlerden elde edilen jenerasyonda hastaliga
dayanikliligin gostergesi olan allel (LD-R+) beklendigi gibi heterezigot olarak elde
edilmistir. Hastaligin bulundugu 2 balik ¢iftliginin kendi i¢indeki damizliklarindan (LD-
R+ populasyonu kullanilmaksizin) elde edilen jenerasyonda hastalik orani %4.,5 ve
%6,3 goriinmesine karsin, LD-R+ populasyonu kullanilan gruplarda hastalik
goriilmemistir. Bu sonuglar ekonomik Onemi olan oOzelliklerin eldesinde kullanilan
molekiiler markirlarin ve markira dayali seleksiyonun, yetistiricilik i¢in etkili bir strateji

oldugunu gostermistir (Fuji et al. 2007).
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Cesitli polimorfik lokuslardaki mikrosatelit varyasyonunun incelenmesi, gokkusagi
alabaliginin 1slah programlar1 icerisinde ebeveyn belirlenmesi ve genetik cesitliligin
incelenmesi i¢in olduk¢a kabul edilen bir yontemdir. Genotiplendirme maliyeti
pahalidir; bundan dolayi, verimliligi artirmak ve maliyeti azaltmak i¢in iki tane 6’l1
reaksiyonlarda 12 mikrosatelitin tek bir adimda birlikte ¢ogaltilmasin1 saglayan bir
yontem gelistirilmistir. NCCCWA (Natural Centre for Cool and Coldwater
Aquaculture)’da analiz edilen 6rneklerle daha 6nce calisilan markir setleri sonuglarinin
karsilastirtlmast i¢in bu protokol uygulanmistir. Coklu PCR sistemi igerisindeki her bir
markir, duplikasyon, null alelleri, fiziksel baglantilar; genotiplendirme hatalarinin
olasilig1 i¢in degerlendirilmis, 12 markir’in 4’iindeki veriler bu kriterlere dayanarak
ebeveyn analiz i¢in dahil edilmemistir. Ebeveyn tayini, bagimsiz bir sekilde ¢ogaltilan 5
mikrosateliti daha Onceki c¢aligmalarda kullananlarla karsilagtirilmistir. Ebeveynleri
tayin edilen yavrularin yiizdesi, ¢oklu sistemdeki 8 markirin alt setlerinin kullanilmasi
onceki calismada kullanilan 5 markirdan daha yiiksek oranda bulunmustur (%92’e karsi
%098). Coklu PCR sistemi, PCR reaksiyon sayisinin azaltirken verimliligide gelistirdigi
tespit edilmistir. Ayn1 zamanda ekstra markirlar, ebeveyn allokasyonlari gelistirmek igin
kullanilmistir. NCCCWA tesislerinde kulugka siiresinde genetik uzaklik ve kiime
analizleri F-istatistikleri ile degerlendirilmistir. Bu Ol¢limler, daha 6nceki caligmada
bagimsiz c¢ogaltilan 9 mikrosatelit ile karsilagtirilmistir. Kulugka zamanlar1 arasinda
hesaplanan F sonuglar1 her iki markir setlerini kullanan genetik farklilikta benzer
degerleri gostermistir. Bu degerler akraba tiirlerle genetik agaglarin {izerindeki
iliskilerin kurulmasinda kullanilmistir. Her iki markir seti, benzer alt populasyon
yapilarini gosteren agaclari olusturmustur. Populasyon yapisin1 ve bireylerdeki katki
boliimlerini belirlemek icin kullanilan bu yaklasimlar o6zellikle akrabalik iligkiler
bilinmeyen baliklarin  bulundugu isletmelerde yeni 1slah  programlarinin

olusturulmasinda oldukga yararli olacagi diisiiniilmektedir (Johnson et al. 2007).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1.Materyal

3.1.1.Balik materyalinin temin edildigi yer

Calismada kullanilan balik materyalleri, Atatiirk Universirtesi Ziraat Fakiiltesi Su
Uriinleri Alabalik Uretim ve Arastirma Merkezindeki tek populasyondan temin

edilmistir.

3.1.2.Caliymanin yiiriitiilldiigii yer

Calismalar, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Boliimii Laboratuarinda

ylriitilmistir.

3.1.3.Balik materyali

Aragtirmada Salmoniformes formu, Salmonidae familyasina ait 20’si yiiksek canli
agirhiga sahip (Grupl) ve 20°si diisiik canli agirliga sahip (Grup2) toplam 40 adet 8
aylik gokkusagi alabaligi (Onchorhynchus mykiss) kullanilmistir (Sekil 3.1).
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Grup2

Sekil 3. 1. Yiiksek ve diisiik canli agirliga sahip gokkusagi alabaligi (Onchorhynchus
mykiss) gruplarina ait bireyler

3.1.4.Caliymada kullanilan mikrosatelit bolgelere ait bazi bilgiler

Calismanin genetiksel varyasyon analizlerinde, tiir belirleme ve populasyonlarin genetik
analizleri i¢in kullanmigh ve yiiksek derecede polimorfik olan mikrosatelit markirlar
kullanilmigtir. Mikrosatelit markirlarin yeniden dizayn edilip gelistirilmesi oldukga
zahmetli ve masrafli oldugundan ¢alismada kullanilan markirlar ¢esitli arastirmacilarin

gokkusagi alabaliklar i¢in kullandiklar1 markirlardan se¢ilmistir.

Calismamizda, Genomik DNA {izerindeki 13 farkli lokusta bulunan mikrosatellit bolge
calisilmigtir,. OMM1041, OMM1070 ve OMM1130 lokuslart Rexroad III et al. (2001);
OMM1308, OMMI1302, OMMI1309, OMMI1310, OMMI1316, OMMI312 ve
OMM1338 lokuslar1 Palti et al. (2002); OMM1375 lokusu Rodriguez et al. (2003);
FGT1 lokusu Estoup et al. (1998); Strutta-12 lokusu ise Poteaux et al. (1999)’in
caligmalarindan alinmistir. Mikrosatelitlere ait bilgilere internetteki gen bankasindan da

ulagilabilmektedir (Anonim 2008).
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Cizelge 3. 1. OMM1308 (Oncorhynchus mykiss mikrosatelit)

Mikrosatelit markir | OMM1308 Uriin Uzunlugu | 605 bp

Erisim numarasi G73548 Kaynak Anonim 2008

Baz dizilimi

CCAGGGCTATAGAGCTGGGATATAGGGGCTGGTTTGTGTTGGTCTGGCTTGGGCTATAGAGCTGGGCTAT
AGGGGGTGGTTTGTGTTGGTCTGGCCTGGGCCTAGGGTCTTGGCTATAAGGGCTGGTGTGTGCTCTGGTT
CAAGTTGGTTTGACCACATCTCACACACCTCACCCACTCTCTGTCACACACTTCACCCCAMCCCACTCTC
TCTCACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC
ACACACACACACCTTACTGCAATAAACTGCACCCCTTCATACAGACCCARTCACCAACTMAGCAATTACC
ACACATAGAATCTGCTTGACAGGGGCTCTCCTCCTCCCTGTTGGCCTGTAGGCTATGACCGAATGATCAT
CTGATACCCTGGGACCTCAGTCATACTACCTCCTCTCCTCACCTCCTCTCCTGTCCTCCTCTCCTGTCCT
CCTCTCCTCCTCTCCCCAGTCACACCAGCACACCCACACTTTTTTTTGTGTCTTTTGATGTCCAGAATGG
CAGTAATGATGTCATCAACCTGAGTCAGCAGGTAAGGTCTTGTGT

Cizelge 3. 2. OMM1041 (Oncorhynchus mykiss mikrosatelit)

Mikrosatelit markir | OMM1041 Uriin Uzunlugu | 526 bp

Erisim numarasi AF375014 Kaynak Anonim 2008

Baz dizilimi

CCAGTATCTGACTACCATTTAAAAAATGATTTGCCTCTATGAAACATGATGCTAATAAACAGTAGGGATG
GAGTTAGCCATGTTACTCCCTCCTCTTTCCCTACCACCCTCTGATACCCTCCTGTTGTCACTTTACTGTT
GCACAGACAGACAGACAGACAGACAGATAGACAGATAGACAGATAGACAGACAGATAGACAGATAGACAG
ATAGATAGACAGATAGATAGACAGATAGATAGACAGATAGATAGATATATAGATAGATAGATAGATAGAT
AGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAG
ATAGATAGATAGCTCACATGGTGCTTCATCTTCAGAGGCGCTGGTCTTCAGAGCAGCCAACTTTGCCAAA
AAGTCAGCCTTTCCACCTTTTAGATTATCCTCCTGCAGAAGAGCTGAGAGGAAAGATTTTTAATTTTACT
AAATTATATCAGACTAATCCCGGGCAGTAAAGTAGT
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Cizelge 3. 3. OMM1070 (Oncorhynchus mykiss mikrosatelit)

Mikrosatelit markir | OMM1070 Uriin Uzunlugu | 535 bp

Erisim numarasi AF375019 Kaynak Anonim 2008

Baz dizilimi

ACTTGGTGCTGTTGTCCATGGAGACGGTTCGCCGGCGAGGGGCCTTTCCCATCTTGCCCCCCTCAGGGTT
GAGCATCCACCAGGAGGACTTGCCCGTGCCTTCGTTCTGCACCCGGATGAAGCGCGTGTGGAGGGACAGG
TTGTGTCGAATGGAGTTCTGCAGACATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGA
TAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATATATAGATAGATAGATAGATA
GATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGAGGGGGGCGCAGAGAGAGAGAAAGAGATTGATTCATTT
AGAGTGCACATTACATTGTTCATCATAGTATGTCTATTAGCATTTTCACTGTTTAACACACTGAATCCCA
CCACTGCCACCAAACGTCACACTTTAGCTCTGGGTGAGGACAGCGTGTGACTTTCAGGCAATGAGTACGG
GTCGCCTTTGTGCGTTTCCCAGAACTCCTCATCTGTAGACATCAG

Cizelge 3. 4. OMM1130 (Oncorhynchus mykiss mikrosatelit)

Mikrosatelit markir | OMM1130 Uriin Uzunlugu 567 bp

Erisim numarasi AF375031 Kaynak Anonim 2008

Baz dizilimi

CCCGGATTTCTAGTGTTACAGTAAACGTTAAACAAGCAGAAGCATTCATTCTCCTTTATGGAGCCTCCGC
CTCATCAGGAGGAACACTTACGACAAGGAGACACACAGGCAGGCAACCACAGAATTAGAAAAACAAAGAG
AGATAGAGGAAAAGGAGATGGGAAAACAGAGCGAGAGTGAGGAGAAAGAGACAGAGATAGAGGCAGAGGG
AGGAGAGAGATCGAGGAAGAAGATAACAATATGGAGGGAGGAGAGAGGAGAGATAGCGGAAGGTGAGAGA
TAAAGGAAGATGTAGTGTTGGATTGAGATGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAG
ATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGATGTAACAAGAAGAAAGGCTTCAATA
TAAACAGAAAGAATTGTGGCTAAAAAGAGAAGCAGCAAAAAAAGCCTTGGCTTGTTTTTGTTCCAATTGT
GTGCACTTTAGCTTCAGGTGCTTTCAATCTCAACATGAACAACATGAACAACATGAACAACATGTTCAAT
GCTCTCA
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Cizelge 3. 5. OMM1302 (Oncorhynchus mykiss mikrosatelit)

Mikrosatelit markir | OMM1302 Uriin Uzunlugu | 682 bp

Erisim numarasi G73542 Kaynak Anonim 2008

Baz dizilimi

ACCAGCATCTTTGATGAAGCCCGCTGCCTATTAATAATCAATGGCTCTCTCAGGAGGGGTCCTTCACAAA
GCCAGCCAGCCAATTAATACCCTGCTTCACACCACATCTCTCCGTCTCTCTTACCCTCCAATCCATCCAT
CCATCCGTCCATCCATCCATCCATCCATCCATCCATCCATCCATCCATCCACCACAATACTTAAACTTGG
CAGGATATGGTCTGTACTAATGCGCAGCACAGAACAGTCACACTGTCCACTGGCTAGATCTGGGACAGAG
GGATAAGGTTTAGGCCACACAGAAAAGTAGAGTCAGCTACAATATGTTAATGCAACATACTCATTTAAAA
TAACAAACTATCCAAGTTGACTAAGTCATCTGACACACACATACCTTTCTGCCTCCCTTCTCCCCTCTTA
ACTCCCCCTTCACCAGGATGTGTCGTGAATGTCTGCCAAGTGCAGAAAAGTAAAACGTTGGGAGAGACGA
GCAGCAGATGAGCCATACCTCTGCAGGGCTCTAAGAGAGACACACACACACACGACAGGCATGCCTCTAT
CTTCGACATGCCAACCAACGAGTCTTCTTCTGCAGTAGGACACACACACACAAATGGCAGGGGGACAGAA
AATCACAAACAAAAACTAGGCTTGTTTCAATTAGTTCTAAGCCAAGGAGCAG

Cizelge 3. 6. OMM1309 (Oncorhynchus mykiss mikrosatelit)

Mikrosatelit markir | OMM1309 Uriin Uzunlugu | 555 bp

Erisim numarasi G73549 Kaynak Anonim 2008

Baz dizilimi

CCCATGGCCCTGGTGGTATCCGTGTGATCAGGTGATGCAGGGAGAGATGCGGTAGGAGTGGAGGAAGGGT
CACCTTCACCCATCCCTACTGAATCAGCACAATCCCACACACCCACACACTAGAGACTCATATATATACA
CTCCCTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT
CTCACACACACGCACACATACACACTCACCAACTACCGATCGGTTTCGCCTTAAGTTACCGTACTGTGAC
CTTGCAAAACACAGAACCACACCTCTCCTCCTCCTCTTTATCAGTTCATTGCTTCATCAGAAAAACAGCC
AGTCCTTCCTTTATTTCCTGGTCTTCGCTCTTTTTAAAAAAAACTTTAATTTCTCCTTTTATCCCATTTT
CTTTCATTCTCTCTCTCCATCTAAAAGTGAGCTATCTGCCTGGTGATGAGAGCTCATTGTTGACCTCACT
GAGGAGTGACATGCTTCCCGGCAGACTTTTAAGGAATCTGTTGTTGCATTCTTCTTCCTATGAGT
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Cizelge 3. 7. OMM1310 (Oncorhynchus mykiss mikrosatelit)

Mikrosatelit markir | OMM1310 Uriin Uzunlugu | 548 bp

Erisim numarasi G73550 Kaynak Anonim 2008

Baz dizilimi

ACTATGTAAGTCACATATGCCATTTAGCAGTCAGCGTCAATGCTTTTCTACAATTATTGTCACTGACAAT
CCATACTATAAATCAGTATCAAGGAGTTTTGCCATTTAAAGGCCCAGGCTATTATGTGTCAGTCAGTCAA
AAATAGGTGGTATAATGGTATCTCACTGCTTTGCACCGCGTGACAGTGAAAAGTAATAGCTACATAGTCA
AAAAAATCTATTCAGATATGCACATCTTCTCACACCAAATGCACACAAACATGCACGCGCACGCACACGC
ACACGCACACACACACACACGCACACGCACACACACACACACACACACAGACACAGACATACATACAAAT
AAACACAGCCACTCTACTGCAGCCAGCCACTCACCGGCCAGGGATCGATTGGTAGGGAATGATAAATTAA
CCAACACCTCAACAAAAGACGTTAAGCAGAGAGCCCAATGAACCATGCTGCTTTGTAATTACCATACCAA
ATGAAAAATTAGGCATGATGTAGCACCGCCACTGAGTGACATGTGTGTTGGGGTGGGT

Cizelge 3. 8. OMM1316 (Oncorhynchus mykiss mikrosatelit)

Mikrosatelit markir | OMM1316 Uriin Uzunlugu | 742 bp

Erisim numarasi G73555 Kaynak Anonim 2008

Baz dizilimi

CCCGCATCGACTCCGTTCTGGGTCCAGATCCGGACTGCGGTTCGCCTTTTGAGTGTAGGTGCTATACAGT
ATATTCCACCCCATGTTGACCACTATTTCATTTTAGCATTGGATGCCAACTCTCAGTGGTGAGCCTTCTC
CTCAACAAAGAAATCACACATAATCTATTCCACTTTACAATGGCAAATTGTGCCACTCAAAAATGGGTTA
AATTCAGAGTGCACGAACCAATGTCTTTTTCGGGGAAGTCGTGACATCCATTGTCTTCCTGGGCTGGGAC
CCCTGCTGGGCACATCTCACTGCAGTTATTCGGAGGGAGACAGTTGTCACTTCACCAACAAAAGACCCCG
AGTTCCTCGTAGAAAAAGAACAGCTTTTAACTAGAAACCTAAGCCTGGAGTTGCCTTGGTTGAGGAGAGG
TGAAAGGGGGTGGATGGACAGACGGACGGATGAACGGATGGATGGATGGATGGATGGATGGATGGATGGA
TGGATGGATGGATGGATGGATGGATGGATGGATGAGCACACAACAGTAAAACCAGTCTAATTTCCTCTGG
GGTGACAAGAGTGGACAAGAGTAAGAACAAGACATGAGCATCACTCCCATGCCCATCCAATGAATCAAAC
AATCAATAAAGCATATTATAGTGGAGGGGAATTACCTTTCAGACTGATATTGATCGTAATCAATAGGGGA
GACTGGTGACCAATGCTTCTCTACAGTAAGCTTGGCGTAATC
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Cizelge 3. 9. OMM1312 (Oncorhynchus mykiss mikrosatelit)

Mikrosatelit markir | OMM1312 Uriin Uzunlugu | 625 bp

Erisim numarasi G73552 Kaynak Anonim 2008

Baz dizilimi

CGACGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTCT
GCTATTGAATTGGCGTCTATGGGACACACCCACTTAAGTAGACCGGAACTTACTTTTTTTTTCAATGGTA
AACAGCCTGAGTGAACTATCTTCATTTATCCACCATCTTTGGCTGCTCCATCAGAAAGTCTCGTGTGTTT
CTAATTGACCCCAACTCTGCTTAAACCAGTTCTGGGATGCAGTTTCAGTTTGACAAAGTTAGGGAAATTC
CTTCCTATTAGACATCATTATTAAATATGTTTTCTACTTAATAAGGTCCAGACAGCAATCCACACACACA
CACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAAAATGT
GGTCTTAATTTCCATCGTGTGGAGAGGCTCAGTTGTCAGAGAGGAGCAGGAGCCGCACGATACCTCGCTA
AACTCACCTCATTCTTGATTCCATCATGAAAAGAAAAACATGTCAAATTTCCTATTAACTGTAAACTGCA
TGCAGGTGGAGAAATGAGTCGACCCTACAGCATCTAGTATACTGCACAGTAAGCTTGGCGTAATC

Cizelge 3. 10. OMM1375 (Oncorhynchus mykiss mikrosatelit)

Mikrosatelit markir | OMM1375 Uriin Uzunlugu | 694 bp

Erisim numarasi BV078061 Kaynak Anonim 2008

Baz dizilimi

TCCCGGGAGTAAGAGGCAGAGAGAGGAGCCAGACAGGTCAGGGATAATTAGAAGCCTTTGTGGGCTCTCT
CCAGAGGCTCAGGAGGCTGCTACAGATGGGCTCTCAGCTCAGCTTCACACAGATACGGCCGTACAAGTGC
ACACACACACACGCACGCACGCACGCACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC
ACACACACACGCACCACAGACACCTGGGAGACATGTGCTGGGGTGCTGGAGACAAAGAGTGCTAACAAGG
GGGAGTGTACACAGGAGGAGAGCAAACGACGAGAGAGAGAAGAGGAGAGAAAGGAGGAGTGGAGGAGACG
TGACGTTGGTAGGAAATTAGAGACCCCATATTTGTGACTTTCCCTAATCGTTGCCTCATCTGGTATTGAC
TAATTGATGACTGGATGAATGCTACGCATTGTGTCAGCGTCGTGTAATAGCTGGATCTCTTCTTGATACT
GTTCACTGTTCACGGTTCACAAACGTCTCATCAAAGTGTGTCAGTTGTTTGCTACATTTTAACGCCAGAC
AGAACTGCTGGCTTAATGACATACGTTTCAGCAACACAGCACAGCACATCAGAGTTCCAGAGTA
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Cizelge 3. 11. OMM1338 (Oncorhynchus mykiss mikrosatelit)

Mikrosatelit markir | OMM1338 Uriin Uzunlugu | 585 bp

Erisim numarasi G73571 Kaynak Anonim 2008

Baz dizilimi

ATATGCACAATTACAGTAAATGGACATTTGGAAAGTAAAATGATGCTCAGATTTTCCCCTCAAACTGATG
CATAAATTATATTAACTACATTTTGCAGCACATTATACATTTTGCGACTTATTTAAAATGTTTGTGAAGA
TGATGATGATGATGATGATGAAATGATTCACTGCTCAGAGCAGCATGTGTTGTCGTCATCGTCATTATGT
TGTTGTAACTGATCTTTGTTTGTGCTGTTTGTTTTGATTGACAGGTCAGAAGGGAGGAAGGTGGTCCTAG
GAGCTCACTCTCTGAGCGAACCGGAGGATTCTAAACAAACCTTTGACATTGTTCAAGTGTTCAGTCACCC
TGATTTCAGCATCTCTAACTATGATAATGACATTGCTTTGGTCAAGGTAAGTCACACACCAGTCTTGTCT
CGCTCTCTCTCCTCTGTGTGTCCCCTTTAACTGCCAAGTCAATTCAACCCAAGTTCAACAGTTTATGTAT
ATGGTTTGAAGACACCCTTATGGTTTGCCTCCATTTTGGCATCCTATTACGGTCATTGTGCACTACCTTT
GACCACTTTGACTCCTTTTTTGGAA

Cizelge 3. 12. FGT1 (Oncorhynchus mykiss mikrosatelit)

Mikrosatelit markir | FGT1 Allel uzunlugu | 190-246 bp

Erisim numarasi - Kaynak Estoup et al. (1998)

Baz dizilimi

(GT)23GC(GT)sGC(GT),GCGTGC(GT),GC(GT)4

Cizelge 3. 13. Strutta-12 (Salmo trutta mikrosatelit)

Mikrosatelit markir | Strutta-12 Uriin Uzunlugu | 283 bp

Erisim numarasi STU60220 Kaynak Anonim 2008

Baz dizilimi

TTTATTGTCGGCAAAAAAAACTGCAGAAAAACAAAACAGAAGGTTATCAAAAACCTCCAGAAGAAAAGCC
TGCTCAAGAAATCTGTGAGGTGGCTCCCCTTCCCTNTCCTTCCCTGGGTTCTCCAATCTCAAATCGATCA
GAAGGAAAACAAACCGACCTGGTTTCATATCACTGTACACACACACACACACACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACGGTGATGTCTGAAATA
GCT
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3.1.5. Kullamilan kimyasallar ve ¢ozeltiler

3.1.5.a. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler

DNA izolasyonunda; Tris, NaCl, EDTA-2Na, Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), Proteinaz
K (10mg/ml), Fenol, Kloroform, izoamil alkol, Etanol, Sodyum Asetat ve DNA
Ekstraksiyon soliisyonu (TNES) kullanilmistir (Asahida et al. 1996).

Cizelge 3. 14. TNES (DNA ekstraksiyon soliisyonu) (Asahida et al. 1996)

Kimyasalin ad1 Son konsantrasyon (pH=8,0)
Tris-HCI 100 mM

NaCl 100 mM

EDTA 10 mM

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) % 0.1

B-Merkapto etanol 100 mM

dH,O (Steril) 100 ml’ ye tamamlanmigtir

Cizelge 3. 15. TE (Tris-EDTA) tampon ¢ozeltisi (Asahida et al. 1996)

Kimyasalin ad: Son konsantrasyon (pH=8,0)
Tris-HCl 10 mM
EDTA I mM

(Karisim otoklavlanir).

Cizelge 3. 16. CIA (kloroform:isoamilalkol) (24:1) (Asahida et al. 1996)

Kimyasalin ad1 Son hacim

Kloroform 24 ml

[soamilalkol 1 ml
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Cizelge 3. 17. PCI (fenol:kloroform:isoamilalkol) (25:24:1) (Asahida et al. 1996)

Kimyasalin ad1 Son hacim
Fenol 25 ml
Kloroform 24 ml
Isoamilalkol 1 ml

Cizelge 3. 18. TAE (Tris asetik asit EDTA) (Asahida et al. 1996)

Kimyasalin ad: Son hacim/miktar (pH=8,0)
Tris base 242 g
Glacikal asetik asit 57,1¢g
EDTA (0,5 M) 100 ml
dH,O (Steril) 1000 ml’ ye tamamlanmistir

Cizelge 3. 19. TBE (Tris borik asit EDTA) (Asahida et al. 1996)

Kimyasalin ad1 Son hacim/miktar (pH=8,0)
Tris base 108 g
Borik asit S5¢g
EDTA (0,5 M) 40 ml
dH,O (Steril) 1000 ml’ ye tamamlanmistir

3.1.5.b. PCR’da kullanilan kimyasallar

PCR uygulamalarinda; Taqg DNA polimeraz, dNTP mix, PCR tamponu, MgCl,,
Primerler ve dH,O (steril) kullanilmistir (Nguyen et al. 2006).
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3.1.5.c. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler

Elektroforezde; Agaroz, EtBr (10mg/ml), 1xTAE (tris-asetikasit-edta), DNA isaretleyici
(100 bp-1000 bp) ve Yikleme tamponu (BFB; Brom Fenol Blue) kullanilmigtir
(Nguyen et al. 2006).

3.1.5.d. Poliakrilamid jel elektroforezinde (PAGE) kullamlan kimyasallar ve

cozeltiler

Cizelge 3. 20. %30’luk akrilamid/bis karigimi (Nguyen et al. 2006)

Kimyasalin ad1 Son hacim/miktar
Akrilamid 29¢

Bis lg

dH,O (Steril) 100 ml’ ye tamamlanmustir

Cizelge 3. 21. APS (amonyumpersiilfat) (%10’luk) (Nguyen et al. 2006)

Kimyasalin ad1 Son hacim/miktar
Amonyumpersiilfat lg
dH,O (Steril) 10 ml

3.1.5.e. Tek zincir konformasyon polimorfizminde (SSCP) kullamlan kimyasallar

ve cozeltiler

Cizelge 3. 22. Denatiirasyon soliisyonu (SSCP i¢in) (Nguyen et al. 2006)

Kimyasalin adi Son hacim/miktar

Formamid 9,5 ml

Brom fenol blue 0,01 gr
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Cizelge 3.22. (devami)

Kimyasalin ad1 Son hacim/miktar
Ksilen siyanol 0,01 gr

NaOH (100 mM) 0,5 ml

dH,O (Steril) 10 ml’ ye tamamlanmustir.

3.1.6. Yararlanilan alet ve ekipmanlar

Laboratuarda yapilan iglemler sirasinda; PCR, UV Goriintileme Sistemi, Dikey
Elektroforez, Yatay Elektroforez, Mikrodalga Firin, Etiiv, Rotor Disk, Otoklav, Derin
Dondurucu, Santrifiij, Mikrosantrifiij, Ceker Ocak, Saf Su Cihazi, Su trompu,
Elektronik Terazi (0.001g-320g), Vorteks, pH metre, Otomatik pipetler, PCR tiipleri,
Plastik tiip, cerrahi makas, pensetler, pensler, bisturi ve degisik ebatlarda cam

malzemeler (beher, erlenmayer, 6l¢ii silindiri vs.) kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Balik materyallerinin metrik ve meristik ol¢iimleri

Isletmedeki aym yetistirme kosullarina (iscilik, yemleme, su kriterleri, stok vb.) sahip
balik gruplarindaki agirlik 4 gr’dan 400 gr’a, boy ise 7 cm’den 32 cm’ye kadar
varyasyon gosterdigi bilgisi mevcuttur. Calismada 20’si diisiik, 20’side yiiksek canli
agirhiga sahip toplam 40 balik alinmistir. Balik numunelerinin toplam agirliklart 0,001
g hassasiyetteki elektronik terazi ile boylariin Slgiimiide 1 mm hassasiyetteki boy
Olcltim tahtasi kullanilmis ve ¢atal boy ol¢iimii yapilmistir. Her bir 6rnegin boy ve
agirlik degerleri Cizelge 4.1°de, gruplara ait ortalama boy ve agirlik degerleri Sekil 4.1

ve 4.2°de verilmistir.
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3.2.2. Kondiisyon Faktorii

Baliklarin i¢cinde bulunduklari ortamin beslenme kapasitesi hakkinda bilgi veren
kondiisyon faktorii asagidaki formiil yardimi ile hesaplanmustir (Ricker 1975; Atay
1989; Erkoyuncu 1995; Cetinkaya vd 2005). Gruplar arast kondiisyon farklilig
degerleri Sekil 4.3’de verilmistir.

K =(W/FL*)x100

Formiildeki;K: Kondiisyon faktoriinii
W : Toplam agirligi (g)
FL: Catal boyu (cm)

3.2.3. Balik materyallerinin genotipik varyasyon analizi

3.2.3.a. Baliklardan doku drneklerinin alinmasi ve Genomik DNA izolasyonu

Baliklardan alinan kas dokusu 6rneklerinden DNA izolasyonu Fenol/Kloroform Metodu
ile gerceklestirilmis ve Ornekler c¢alisilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir

(Asahida et al. 1996; Cocolin et al. 2000; Kai et al. 2005).

1) Baligin sirt yiizgeci ile linea lateral arasindaki bolgeden, deri kaldirilarak 0.2-0.4 g
kas dokusu steril ependorf tiiplerine alinmistir. Ornekleri ¢alisilincaya kadar —20°C’de

muhafaza edilmistir.

2) Her bir tiipe 500 pL DNA ekstraksiyon soliisyonu (TNES) konulmus ve steril bir

makas yardimiyla iyice kiyilarak homojenize edilmistir.

3) Uzerine 10 pL Proteinaz K (10mg/ml) eklenmis ve 55°C’de, 2 saat rotor disk
yardimiyla hafifce alt iist olacak sekilde inkiibasyona birakilmistir (Bu asamada

Proteinaz K tlim proteinleri par¢alamaktadir).
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4) 500 pL Fenol: Kloroform: Izoamil alkol (PCI, 25:24:1) (4°C’deki) ¢eker ocak

ortaminda eklenmis, rotor disk yardimiyla 10 dak nazik bir sekilde alt iist edilmistir.

5) 24°C’de, 15.000 rpm’de 15 dak santrifiij yapilmig ve en iist tabaka baska bir tiipe

aktarilmustir.

6) 500 pL Kloroform: Izoamil alkol (CIA, 24:1) (4°C’deki) ¢eker ocak ortaminda
eklenmis, rotor disk yardimiyla 10 dak nazik bir sekilde alt iist edilmistir.

7) 24°C’de, 15.000 rpm’de 15 dak santrifiij yapilmis ve en iist tabaka baska bir tiipe

aktarilmistir (7 ve 8. basamaklardaki islemler iki kez tekrarlanmistir).

8) 1 ml %99,9’luk Etanol (-20°C’de ki) ve 3 M Sodyum Asetattan 50 pL eklenmistir.

9) Nazik bir sekilde birka¢ kez alt iist edilmis ve -20°C’de 1 saat inkiibasyona
birakilmistir (Bu asamada DNA peleti gdzlemlenmistir).

10) 4°C’de, 15.000 rpm’de 20 dak santrifiij yapilmig ve su trompu yardimiyla

slipernatant atilmistir.

11) 1 ml %70’lik Etanol (-20°C’deki) eklenmistir.

12) 4°C’de, 15.000 rpm’de 20 dak santrifiijj yapilmis ve su trompu yardimiyla

siipernatant atilmistir (11 ve 12. basamaklardaki islemler iki kez tekrarlanmistir).

13) Tiip icerisindeki ¢okelek, etiivde 37°C’de 5 dak kurutulmustur.

14) Cokelek 200 pL (¢oziinebilecegi miktarda) TE tamponu ile ¢6ziilmiis ve drnekler

calisilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2.3.b. DNA’nin kalitatif tayini

DNA'’larin izolasyonunun son asamalarinda sodyum asetat eklendiginde tiip icerisinde
cok yogun olmayan bir pelet gozlemlenir (Sekil 4.4). Toplam 40 adet baliga ait DNA
ornegini, 7ul’lik miktarda Brom Fenol Blue ile birlikte jele yiiklenmistir. 80 mA, 90
voltta 1 saat yiiriitiilmiis ve UV goriintiileme sisteminde fotograflanmistir (Sekil 4.5)

(Nguyen et al. 2006).

3.2.3.c. DNA’min kantitatif tayini

dsDNA preparasyonlarminin yaklagik safligt 260 ve 260 nm’deki absorbanslarin
orantyla (Azs0/Azs0) belirlemek miimkiindiir. Absorbsiyon spekturumunun sekli ayni
zamanda ekstriksiyon katsayisi, bazlarin dogasiyla degisiklik arz eder. Soyle ki, saf
dsDNA i¢in Ajs0/Az30=1,8’dir. Saf bir RNA’nin ki ise 2,0 civarindadir. Protein dogal
olarak Amax=280 oldugu i¢in 260/280 orani1 1’den kiiciiktlir (gergekte~0,5). Buna gore
bir DNA 6rneginde Asg0/Azs0 degeri 1.8°den biiylik ise RNA kontaminasyonuna 1,8’den
kiigiik ise protein veya fenol kontaminasyonuna isarettir. Azeo/Azso 1,5-1,8 arasinda

olmas1 DNA izolasyonunun basarili oldugu anlamina gelmektedir (Turner et al. 2004).

260 nm dalga boyundaki 1 Optik Dansitite (OD);

Cift zincir DNA i¢in 50 ng/ul dsDNA

Tek zincir DNA i¢in 20-33 ng/ul ssDNA

RNA molekiilii i¢in 40 ng/ul RNA anlamina gelmektedir (Anonim 2009c).

Buna gore izole edilen DNA’larin kantitatif tayini i¢in spektrofotometrede 260 ve 280
nm de absorbanslar1 dlciilmiistiir. Spektrofotometrede yapilan Slglimler 5’er tekerrtirlii

olarak yapilmis olup Cizelge 4.2’de ortalama 6l¢lim degerleri verilmistir.
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Elde edilen degerler;
DNA Konsantrasyonu (pg/pul) = ODyeo * Ekstriksiyon katsayist (DNA i¢in 50 ng/ul) *

Diliisyon katsayis1 formiiliinden veya direk olarak http://www.pubquizhelp.34sp.com/

other/dnacalculator.html internet adresinde girilerek hesaplanmistir (Cizelge 4.2). Elde

edilen sonuclar DNA izolasyonunun basarili oldugunu gdstermektedir.

3.2.2.d. DNA iizerindeki mikrosatelit bolgelerin PCR ile amplifikasyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemiyle DNA iizerindeki 13 mikrosatellit
bolgesi (OMM1041; OMM1070; OMM1130; OMM1308; OMM1302; OMM1309;
OMMI1310; OMMI1316; OMM1312; OMM1375; OMM-1338; FGTI; Strutta-12)
cogaltilmistir. PCR uygulamalarinda kullanilacak mikrosatelit primerlere ait bilgiler
Cizelge 3.23, PCR protokolleri Cizelge 3.24 ve PCR karnisimi Cizelge 3.25°de

verilmistir.
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Cizelge 3. 23. PCR uygulamalarinda kullanilacak mikrosatelit primerler ve 6zellikleri

Mikrosatelit Markir ];Z?g:srg ;l))rrllrrrrlle?: 55__53 , Tekrar Bolgeleri Tm (°C) Slzljrlllugu (bp) I\K/Iogr?,l(zmM) g‘;iils[ Kaynak
R vt e W e 5w G
I e o W w5 u S
o GRACAUMIGIN G, e L
o SKTOHICRGTIIT on s ww s b e
T v e s wm s w meed
o e e w6 e
e OGO o W e s n hwew
own_ JICOONNT W v twew
o SIOKTOOGRNRT o e n bl
o TSCCICRACONGAT aro T
FGT1 AGATTTACCCAGCCAGGTAG (GT);GC(GT)sGC(GT), 60 190-246 0.8 10 Estoup et al.
CATAGTCTGAACAGGGACAG GCGTGC(GT),GC(GT), ’ 1998
Strutta-12 AATCTCAAATCGATCAGAAG (CA); 55 151231 Ls . Poteaux et al.

AGCTATTTCAGACATCACC

1999




Cizelge 3. 24. PCR protokolleri
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On Denatiirasyon  Denatiirasyon

Baglanma Sicakhig

Uzama

Son Uzama

Primerler 95°C 94°C (Tm) 7°C 7°C Dongii Sayis1  Kaynak
OMM1041 10 dak. 30sn 30 sn 30 sn 10 dak. 35 Rexroad III et al. 2001
OMM1070 10 dak. 30 sn 30 sn 30 sn 10 dak. 35 Rexroad III et al. 2001
OMM1130 10 dak. 30sn 30 sn 30sn 10 dak. 35 Rexroad III et al. 2001
OMM1308 10 dak. 30sn 30 sn 30sn 10 dak. 36 Palti et al. 2002
OMM1302 10 dak. 30sn 30sn 30sn 10 dak. 36 Palti et al. 2002
OMM1309 10 dak. 30 sn 30 sn 30sn 10 dak. 36 Palti et al. 2002
OMM1310 10 dak. 30sn 30 sn 30sn 10 dak. 36 Palti et al. 2002
OMM1316 10 dak. 30sn 30sn 30sn 10 dak. 36 Palti et al. 2002
OMM1312 10 dak. 30 sn 30 sn 30sn 10 dak. 36 Palti et al. 2002
OMM1375 15 dak. 1 dak. 45 sn. 45 sn. 10 dak. 30 Rodriguez et al. 2003
OMM-1338 15 dak. 1 dak. 45 sn. 45 sn. 5 dak. 35 Palti et al. 2002
FGT1 15 dak. 1 dak. 45 sn. 1 dak. 5 dak. 27 Estoup et al. 1998
Strutta-12 10 dak. 45 sn. 45 sn. 45 sn. 10 dak. 30 Poteaux et al. 1999
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Cizelge 3. 25. PCR karisimlar1 (Estoup et al. 1998; Poteaux et al. 1999; Rexroad III et
al. 2001; Palti et al. 2002; Rodriguez et al. 2003’den modifiye edilmistir)

Madde Konsantrasyonu/Hacmi Markasi
F. Primer 10 pmol/pl Alpha DNA
R. Primer 10 pmol/ul Alpha DNA
MgCl, 0,8-2,5 mM Sigma
PCR Buffer (10x) 2-3 ul Sigma
&g}g{q@ggg )11meraz 1 {inite Sigma
dNTP Karigimi 200 puM (her biri i¢in) Sigma
DMSO (Dimetilsiilfoksit) Toplam hacmin %5’i Sigma
DNA 200 ng -
ddH,O 20 pl’ye tamamlanir. -—--

3.2.2.e. PCR iiriiniiniin agaroz jel elektroforezinde kontrolii

PCR firiiniiniin kontroliinde %1°’lik agaroz jeli kullanilmistir (Sekil 4.6). Steril bir erlen
icerisine geregi kadar agar hassas terazide tartildiktan sonra iizerine gerekli hacimde
IXTAE (tris-asetikasit-edta) ilave edilmistir. Kaynayincaya kadar mikrodalga firinda
isitilmistir. Erlen daha sicakken iyice galkalanarak ¢éziinmemis agaroz pargaciklarinin
kalmamasina dikkat edilmistir. Erlenmayerin dis kismima musluk suyu akitilarak
sogutulmus ve yaklasik 45-50 °C’ye diistiikten sonra (bu asamada erlenin 1sis1 bilege
degdirilerek kontol edilebilir) 10 mg/ml konsantrasyonundaki etidium bromide’den 14
ul/100 ml oraninda ilave edilerek iyice karigtirilmistir. Agar donmaya baslayacagindan
jel hemen Onceden hazirlanmis hazne igerisine dokiilmiis, hava kabarciklart steril bir
pipet yardimi ile uzaklastirilmistir. Orneklerin yiiklenecekleri kuyucuklar1 olusturan
tarak yerlestirildikten sonra jelin donmasi i¢in 30 dak. kadar beklenilmistir (Aksakal
2005; Ceyhun 2007).

Jel tamamen donduktan sonra tarak ¢ikarilmis ve kuyucuklarin olugsmasi saglanmistir.

Daha sonra jel kiivete yerlestirilmistir. Kiivet, jelin hazirlanmasinda kullanilan 1xTAE
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tamponu ile doldurulmustur. Tamponun seviyesi jelin {izerini kaplayacak seviyede

olmalidir (Aksakal 2005; Ceyhun 2007).

PCR iirtinii (5-10 pl) yiikleme tamponu ile 1/10 oraninda karistirilarak kuyucuklara
zarar vermeden ve tagirmadan yiliklenmistir. PCR firiinleri 90 volt-80 mA de jelin
biiyiikliigiine gore 45-150 dak. yiiriitiildiikten sonra UV goriintiileme sisteminde
fotograflanmistir. Caligmanin  her asamasinda tim PCR irilinleri agaroz jel
elektroforezinde yliriitilmiis ve UV goriintiileme sisteminde fotograflari alinmistir

(Aksakal 2005; Ceyhun 2007).

3.2.2.f. Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi (SSCP)

PCR islemlerinden sonra her bir 6rnege, tek zincir DNA’nin molekiil i¢i etkilesimi
sonucu her zincirin farkli formda katlanip kivrilmasi ile degisik konformasyonlarin
olugmasina ve poliakrilamid jel elektroforezinde farkli hizda hareket etmesi {izerine
kurulmus bir yontem olan SSCP metodu uygulanmistir. Farkli mikrosatelit dizilimlerini
iceren alleller birbirlerinden farkli yerlerde bant olusturacagi i¢in nondenatiire jel
elektroforezinde normalden farkl yerlerde bantlar gozlenmektedir. Gruplara ait 6rnekler
bu yontem ile karsilastirildiginda birbirlerinden farkli bantlar1 bulundurmasi
orneklerdeki allellerin varligin1 gostermektedir. Poliakrilamid jel elektroforezi ile
yapilan ¢alismalar sonucunda gruplar ve bireyler arasi farklarin oldugunun gézlenmesi
lizerine, her bir bireye ait mikrosatelit lokusun baglanma noktasindaki allel
biiytikliiklerinin belirlenmesi amaci ile tiim ornekler her bir mikrosatelit lokus ile ayri
ayr1 SSCP yontemi ile analiz edilmislerdir. Mikrosatelitler kullanilarak yapilan
varyasyon analizlerinde, allellerin fragment uzunluklarinda  gosterecekleri

polimorfizmin tespiti analizin esasini teskil etmektedir (Ceyhun 2007).

Bu amagla PCR firiinlerinin 5’er pl si ile denatiirasyon soliisyonunun 5 pl si kiigiik PCR
tipleri igerisinde karigtirilmustir. Karisim PCR cihazinda 95°C’de 10 dak. bekletilerek
tiriinlerin denatiirasyonu saglanmistir. Daha sonra renatiirasyonu Onlemek amact ile

karisim hemen -20°C’lik ortama (sogutucu saklama kabina) aktarilarak 15 dak.
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bekletilmistir. Boylece SSCP islemis gerceklestirilmis olup PAGE’ye yiliklenmeye hazir
hale getirilmistir. Tabi bu esnada PAGE’ye 10 pl denatiirasyon soliisyonu yiiklenerek
130 voltta yaklasik 30 dak. 6n yiiriitme yapilmig olmas1 gerekmektedir (Ceyhun 2007).

3. 2. 2. g. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

Gruplara ait bireyler arasindaki varyasyonun tespiti i¢in %6’lik poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilmistir. SSCP yonteminde degerlendirmenin yapilacagi bantlarin
gorilintiilenmesi i¢in ya primerler radyoaktif veya radyoaktif olmayan maddelerle
isaretlenir yada jel bazi tekniklerle boyanmalidir. Boyama teknikleri igerisinde en
bilinen ve yaygin olarak kullanilan1 giimiis boyama teknigidir. Glimiis boyama teknigi
kalinliginin 0,5-0,2 mm oldugu jellerde (kullanilan boyama kitinin 6zelliginden dolay1)
ve jelin UV transimilatoriinde goriintiilenemeyecek kadar biiyiikk Olcililerde olmasi
durumlarinda kullanilmaktadir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da belirtildigi iizere ¢cok
daha diisiik maliyetli ve daha kisa siirede tamamlanan etidium bromid ile boyama
tekniginin, giimiis boyama teknigi yerine kullanilabilecegi test edilmistir. Aralarindaki
fark etidium bromidle boyama teknigi ile boyanan jelde bantlarin UV transimilatoriinde,
glimiis boyama teknigi ile boyanan jelde ise bantlarin ¢iplak gozle goriilmesidir

(Yesilyurt 2007).

Her jel hazirlanirken cam plakalar, camlar arasina yerlestirilen serit levhalar ve tarak
%99’luk etil alkol yardimi ile iyice temizlendikten sonra jelin dokiilecegi diizenek
hazirlanmistir. Diizenek kurulduktan sonra manyetik karigtirict yardimi ile steril bir
beher igerisinde 1sitilmadan; 60 ml dH,0, 23,5 ml %30 akrilamid-bis karigimi, 10 ml
10x TBE ve 5 ml gliserol karigtirtlip homojenize edildikten sonra akrilamidin bis
vasitastyla polimerizasyonunu katalizlemek amaciyla ard arda 1000 pul %10’luk APS ve
100 pl TEMED ilave edilmistir. APS ve TEMED ilavesinden hemen sonra biiyiik bir
enjektor yardimi ile karisim cam plakalar arasina hava kabarcigi birakmadan seri bir
sekilde bosaltilmis ve kuyucuklar1 olusturacak tarak yerlestirildikten sonra jelin
donmasi i¢in 35-40 dak. beklenmistir. Jelin dondugundan emin olmak i¢in kiiciik bir

miktar karisim, jelin hazirlandig1 beher igerisinde birakilarak takip edilmistir. Tarak
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cikarilmadan kuyucuklarin yerleri asetat kalem ile isaretlenmistir. Bu islem iiriinlerin
yiiklenmesi asamasinda biiyiik kolaylik saglamaktadir. Jel tamamen donduktan sonra
diizenek sokiilerek cam plakalar dikkatli bir sekilde kiivete yerlestirilmistir (Ceyhun
2007).

Kiivet soliisyonu olarak 1xTBE tamponu kullanilmistir. Tamponun kuyucuklar1 hava
kabarcig1 birakmaksizin doldurdugundan emin olduktan sonra yiikleme yapilacak olan
kuyucuklara 10’ar pl denatiirasyon soliisyonu 0,2 mm kalinlhigindaki yaprak uglu pipet
kullanilarak yiiklenmis, 130 voltta yaklasik 30 dak. 6n yiiriitme yapilmistir. Daha sonra
SSCP firlinlerinin uygun miktarlar1 (5-10 pl) yiikleme tamponu ile 1/10 oraninda
karigtirilarak dikkatli bir sekilde yiiklenmistir. Bir kuyuya da referans olarak
kullanilmak tizere 100-1000 bp’lik DNA markir yiiklenmistir. Sistem bu asamada 4-5
saat c¢alisacagindan olusacak 1siy1 elemine etmek icin sogutma tertibati baglanarak
faaliyete gecirilmistir. Sistem 120 voltta 4-5 saat yiriitiildiikten sonra jel etidium
bromide ile boyandiktan sonra UV goriintileme sisteminden goriintii alinmig ve

degerlendirilmistir (Ceyhun 2007).

3. 2. 2. h. Etidyum bromid ile boyama

Poliakrilamid jelin boyanmasinda glimiis boyama yontemine goére daha ucuz olan
etidyum bromid ile boyama yapilmistir. Jel, hacmi jelin biiyiikliigiine gore degismekle
birlikte 300-500 ml %0,1°lik etidium bromid (1 mg/ml) ¢6zeltisi bulunan kapali bir kap
icerisine almmustir. Boyama islemi inkiibator calkalayicida yavasca c¢alkalanarak 30
dakikada tamamlanmistir. Boyama bitiminde jel yirtilmamasina biiylik 6zen gosterilerek
goriintiilenmek tlizere UV transimilatoriine aktarilmistir. Aktarim sirasinda asetat kagidi
kullanim1 kolaylik saglamaktadir. Etidium bromid mutajenik bir madde oldugundan ve
1siktan etkilendiginden boyama islemi karanlik ortamda yapilmis, jel ile temasta

bulunmamak i¢in eldiven ve maske kullanilmistir (Yesilyurt 2007).
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3. 2. 2.i. Jel goriintiileme sisteminde PAGE goriintiilerinin degerlendirilmesi

PAGE goriintiisiindeki orneklere ait allellerin baz uzunluklar1 Jel Goriintiileme
sitemindeki GeneSnap version 6.05 ve UltraQuant programlartyla tespit edilmistir

(Sekil 3.2).
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Sekil 3. 2. Orneklere ait allel uzunluklarinin UltraQuant programi kullanilarak
belirlenmesi

3. 2. 2. k. Istatistik analizler

GeneSnap version 6.05 ve UltraQuant programlari ile belirlenen allellerin fragment
uzunluklar1 kullanilarak GENETIX 4.02 programinda gruplarin dagiliminin 3 boyutlu
diizlemde goriilebilecegi faktoriyel benzerlik analizi, allel frekanslari, 6zgiin alleller ve
frekanslari, beklenen ve gozlenen heterozigotluk degerleri yami sira Fsr, Fis ve Fir
degerleri hesaplanmis ve gruplarin Hary-Weinberg dengesinde olup olmadigi test

edilmistir. Yine ayni1 program yardimi ile Nei’ye gore gruplar arasi genetik mesafeler
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belirlenmistir. Bulunan degerler permutasyon testine tabi tutularak istatistiksel olarak

onemliligi test edilmistir (Ozkan 2005; Ceyhun 2007).

Genetix programina girilmis olan veriler “*.pop” yada POPGEN formatinda
kaydedilerek Populations programinda Nei’nin standart genetik mesafesine (Dp) gore
komsu birlestirme analizi yapilmistir. Analiz sonucu elde edilen dosya TreeView

programina aktarilarak bireyler aras1 dendogram ¢izilmistir.

Faktoriyel benzerlik analizi, hem gruplar arasindaki hemde gruplara ait bireyler
arasindaki genetik mesafenin 2 ve 3 boyutlu diizlemde ortaya koyulmasi i¢in yapilan bir
analizdir. Gruba ait her birey i¢in kullanilan her lokus basina elde edilen allel
uzunluklar1 yardimi ile 2 ve 3 boyutlu grafik ¢izilmis, gruplar ve bireyler arasindaki

akrabalik baglar1 ve genetik mesafe degerlendirilmistir (Ozkan 2005).

Allel frekansi; bir mikrosatelit lokustaki herhangi bir allelin bireylerden hangisinde ne
oranda gorildiigli yada bulunma siklig1 olarak bilinmektedir. Kullanilan mikrosatelit
lokuslar igerisinde sadece bir tanesinde goriilen digerlerinde goriilmeyen allellere ise
Ozgilin allel denilmektedir. Her bir bireye ait allel frekansi ve 6zgiin alleller tespit

edilerek tablo olusturulmustur (Ozkan 2005).

Allel paylasim uzakliklarina gore Gruplar ve bireyler arasi genetik mesafeyi gosteren
dendogram ve komsu birlestirme agaci ¢izmek {iizere veriler Populations 1.2.28
programi yardimi ile analiz edilmis ve TreeView 1.6.6 programi yardimi ile de

dendogram ve agaclar ¢izilmistir (Ozkan 2005).

F istatistikleri populasyonlarin yapilarinin tanimlanmasinda 6nemli bilgiler veren
parametrelerdir. F istatistikleri Wright (1965) tarafindan gelistirilmis olup Fir, Fis ve

Fst olmak iizere ii¢ alt parametreden ibarettir (Ozkan 2005).
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Bu parametrelerden Fig alt populasyonlarda goriilen ortalama akrabalik katsayisi olarak
tanimlanir ve alt populasyonlarda birbirine akraba olan bireylerin i¢inde homolog
alleller arasindaki korelasyonu tanimlar. Yani alt populasyonlarda rastgele birlesen iki
gametin ortak atadan gelme ihtimalidir. Fis degeri teorik olarak 0 ile 1 arasinda
degismekte olup, negatif bulunmasi heterozigot fazlaligini, sifir degerine yakin
bulunmas1 Hardy-Weinberg dengesinin varligini, pozitif olarak bulunmasi ise

homozigot fazlaligini ifade etmektedir.

Fsr alt populasyonlar arasindaki genetik farkliliklarin bir dlgiitii olup belirli bir lokus
acisindan populasyonlari karsilastirmada kullanilir. Deger O ile 1 arasinda degismekte
olup 0-0,05 arasinda olmasi kii¢iik, 0,05-0,15 arasinda olmasi orta, 0,15-0,25 arasinda
olmasi biiyiik, 0,25’ten biiylik olmasi ise ¢ok biiyiik bir genetik farklilagsmanin oldugunu

gostermektedir (Dorak 2009).

Fir ise tiim bireylerin bir arada diisiiniilmesi ile ortaya ¢ikan toplam populasyondaki

Hardy-Weinberg dengesinden sapmanin 6lgiisii olarak tarif edilebilir (Ozkan 2005).

Hardy-Weinberg dengesine gore; belli kosullar altinda, rastgele eslestirmeden bir kusak
sonra tek bir gen bolgesinde, gen tipi frekanslar1 belli bir denge degerinde sabitlenir.
Hardy-Weinberg’e gore ayni1 zamanda denge frekanslar1 bu bdlgede allel frekanslarinin

basit bir fonksiyonu olarak gosterilebilir (Aksoy vd 2006).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1.Balik materyallerinin metrik ve meristik olciimlerine iliskin bulgular

Cizelge 4.1’de Grupl ve Grup2’ye ait bireylerin ¢atal boy ve toplam viicut agirlik
degerleri verilmistir. Yiiksek canli agirliga sahip Grupl’e ait bireylerin ¢atal boy
degerlerinin 24,5 cm’den 32 cm’e, Grup2’ye ait bireylerin ¢atal boy degerlerinin ise 7
cm’den 15 cm’ye kadar varyasyon gosterdigi goriilmektedir. Yine Grupl’e ait bireylerin
toplam viicut agirlik degerlerinin 163 gr’dan 400 gr’a, Grup2’ye ait bireylerin toplam
viicut agirlik degerlerinin ise 2,9 gr’dan 35 gr’a kadar varyasyon gosterdigi

goriilmektedir.



52

Cizelge 4. 1. Baliklara ait boy ve agirlik degerleri

Yiiksek canh agirhiga sahip baliklar Diisiik canh agirhga sahip baliklar

No Catal boy (cm) Agirhik (gr) No Catal boy (cm) Agirhik (gr)

1 27 220 21 15 31
2 26,5 215 22 15 32
3 26,5 201 23 11,5 17
4 24,5 163 24 14 29
5 25 170 25 12 19
6 24,5 185 26 14,5 32
7 25 183 27 14,5 35
8 25 176 28 13,5 25
9 29 286 29 12 21
10 25,5 184 30 12,5 19
11 24,5 159 31 12,5 16
12 25 180 32 14,5 33
13 25,5 196 33 13,5 29
14 27 206 34 14 26
15 24,5 163 35 12,5 19
16 26 207 36 12 22
17 24,5 168 37 14 28
18 30 310 38 7 2,9
19 32 400 39 7 4,5
20 27 240 40 7 5,1

Sekil 4.1°de gorildiigii gibi gruplara ait ortalama boy degerleri verilmistir. Grupl igin
ortalama boy degeri 26,25 cm, Grup2 i¢in ortalama boy degeri 12,43 cm olarak
hesaplanmistir. Gruplar arasindaki boy farkliliklar1 degerleri istatistiksel agidan p<0.01

seviyesinde ¢ok onemli bulunmustur.
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Sekil 4. 1. Gruplara ait ortalama boy degerleri
##=p<0.01

Sekil 4.2°de goriildiigii gibi gruplara ait ortalama agirlik degerleri verilmistir. Grupl
icin ortalama agirlik degeri 210,60 gr, Grup2 i¢in ortalama agrlik degeri 22,28 gr olarak
hesaplanmistir. Gruplar arasindaki agirhik farkliliklart degerleri istatistiksel agidan

p<0.01 seviyesinde ¢ok 6nemli bulunmustur.
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50,00 4
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0,00 + - .
Grupl 2
Sekil 4. 2. Gruplara ait ortalama agirlik degerleri
#%=p<0.01
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4.2. Gruplarm Kondiisyon Faktorlerine iliskin bulgular

Sekil 4.3’de goriildiigli gibi gruplara ait kondiisyon faktérii (KF) degerleri verilmistir.
Grupl i¢in ortalama KF degeri 1,143, Grup2 icin ortalama KF degeri 1,074 olarak
hesaplanmistir. Gruplar arasindaki kondiisyon faktorii degerleri istatistiksel agidan

p>0.05 seviyesinde 6nemsiz bulunmustur.

1,410
1,20 -

1,00 -

———

0,80

0,60 -

0,40 +

Kondiisvon Faltorii

0,20 —

0,00 - .
Grup] 2

Sekil 4. 3. Gruplar aras1 kondiisyon faktorii farkliligi
ns=no significant (p>0.05)

4.3. DNA izolasyonuna iliskin bulgular
4.3.1. Kalitatif bulgular

DNA izolasyonunda sodyum asetat eklenmesinden sonra tiip icerisinde beyaz renkli bir
yumagin olustugu goriilmektedir (Sekil 4.4). Bu durum izolasyon prosediirii esnasinda

DNA izolasyonunun gerceklestigi anlamina gelmektedir.
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Sekil 4. 4. Izole edilen DNA peleti

Sekil 4.5’de Grupl ve Grup2’ye ait toplam 40 bireyin DNA izolasyonu sonrasinda
agaroz jel elektroferizindeki goriintiileri goriilmektedir. DNA izolasyonunda tek ve

151kl1 bir bant deseni DNA izolasyonunun basarili oldugu anlamina gelmektedir.

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Sekil 4. 5. Izole edilen genomik DNA’larm % 1’lik agaroz jel elektroforezindeki
goriintiileri

4.3.2. Kantitatif bulgular

DNA orneklerine ait spektrofotmetrik Olgiimler Cizelge 4.2°de verilmistir. DNA
izolasyonunda OD,40/OD,gp oraninin 1,5-1,8 arasinda olmasi DNA’nin izole oldugu ve

kontaminasyonun olmadigi anlamina gelmektedir.



Cizelge 4. 2. DNA oOrneklerine ait spektrofotmetrik 6l¢timler
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Ormel | OPtik Dansitite (OD) E?:ﬁan t rnelc | OPtik Dansitite (OD) g:l‘; .
No rasyonu No rasyonu
260nm  |280 nm ODagongo | (ng/nb) 260 nm |280 nm ODogopso | (Mg/MD)
1 0,0235 0,0153 1,536 1,175 21 0,0776 10,0389 1,994 3,880
2 0,0420  |0,0218 1,926 2,100 22 0,0435 ]0,0220 1,977 2,175
3 0,0413 0,0207 1,995 2,065 23 0,0300 |0,0152 1,973 1,500
4 0,0450  |0,0226 1,991 2,250 24 0,0435 10,0228 1,904 2,175
5 0,0544  ]0,0291 1,869 2,720 25 0,0447 |0,0224 1,995 2,234
6 0,0278  |0,0165 1,684 1,389 26 0,0570  ]0,0287 1,986 2,850
7 0,0304  |0,0153 1,986 1,520 27 0,0036  |0,0020 1,800 0,180
8 0,0268  |0,0144 1,861 1,340 28 0,0435 |0,0230 1,891 2,175
19 0,0427 10,0220 1,937 2,135 ~ 129 0,0485 10,0247 1,963 2,425
2 |10 0,0303 0,0173 1,751 1,515 = [30 0,0428 ]0,0218 1,963 2,140
5 [ 0,0340  |0,0189 1,798 1,700 5 13! 0,0384 |0,0197 1,949 1,920
12 0,0274 10,0145 1,886 1,370 32 0,0402 |0,0206 1,951 2,010
13 0,0285 0,0154 1,850 1,425 33 0,0248 ]0,0127 1,952 1,240
14 0,0419  |0,0214 1,957 2,095 34 0,0354 ]0,0182 1,945 1,770
15 0,0396  |0,0206 1,922 1,980 35 0,0196 |0,0103 1,902 0,979
16 0,0329  [0,0167 1,964 1,645 36 0,0339 10,0183 1,852 1,695
17 0,0273 0,0143 1,909 1,365 37 0,0377 10,0189 1,994 1,884
18 0,0495 0,0261 1,896 2,475 38 0,0160 |0,0087 1,839 0,800
19 0,0456  |0,0243 1,876 2,280 39 0,0179  |0,0096 1,864 0,895
20 0,0638  |0,0333 1,915 3,190 40 0,0277 10,0167 1,658 1,385
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4.4. PCR sonuclarina iliskin bulgular

Calismamizda toplam 40 baligin her birinde 13 lokus olmak {iizere 520 adet PCR
reaksiyonu gergeklestirilmistir. Say1 fazla oldugundan tiim PCR iiriinlerinin fotograflari
verilmemistir. Ornek teskil etmesi amaciyla OMMI1308 nolu lokusa ait mikrosatelit
bolgenin %1°lik agaroz jel elektroforezindeki goriintlisii verilmistir (Sekil 4.6). PCR
tiriinii 200-300 bp araliginda olup tek bir bant vermistir.

Msp)

1000

1 2 3 45 6 7 8 9 10 ™ 2122 23 24 25 26 27 28 29 30

----------m-— — ) - e — ——
- -

100
-

Sekil 4. 6. OMMI1308 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 1°lik agaroz jel
elektroforezindeki kontrolii.

*M: DNA markir (100-1000 bp), 1-10: yiiksek canli agirliga sahip bireyler, 21-30: diisiik canh
agirliga sahip bireyler.
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4. 5. SSCP ve PAGE sonuclarina iliskin bulgular

FGT1 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel elektroforezindeki
goriintiisti Sekil 4.7°de goriilmektedir. Biitlin bireylerde allel uzunlukluklar1 100-200 bp

arasinda degismektedir. 14 ve 15 nolu bireyler tek bant deseni verdikleri i¢in homozigot

allele, diger bireylerde heterezigot allele sahiptirler.

! e o ; L # &L <
Sekil 4. 7. FGT1 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki kontrolii.

*M: DNA markir (100-1000 bp), 1-20: yiiksek canli agirliga sahip bireyler, 21-40: diisiik canlt
agirhiga sahip bireyler.
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Strutta-12 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki goriintlisii Sekil 4.8’de goriilmektedir. Biitiin orneklerde allel
uzunlukluklart 100-300 bp arasinda degismektedir. Tim oOrnekler 2°li bant deseni

verdikleri i¢in heterezigot allele sahiptirler.

Sekil 4. 8. Strutta-12 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki kontrolii.

*M: DNA markir (100-1000 bp), 1-20: yiiksek canli agirliga sahip bireyler, 21-40: diisiik canli
agirliga sahip bireyler.
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OMM1338 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki goriintlisii Sekil 4.9°da  goriilmektedir. Biitiin bireylerde allel
uzunlukluklar1 100-200 bp arasinda degismektedir. 11,13, 14, 15, 16, 17, 19, 21, 22, 23,
25, 26, 27, 28, 29 nolu orneklerde bant merdiveni goriilmektedir. Tiim bireyler, en az

2’li bant deseni verdikleri i¢in heterezigot allele sahiptirler.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 M 3132 33 34 35 36 37 38 30 4

- < b 1 >

e —

100 bp

100 bp - el

Sekil 4. 9. OMM1338 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki kontrolii.

*M: DNA markir (100-1000 bp), 1-20: yiiksek canli agirliga sahip bireyler, 21-40: diisiik canl
agirhiga sahip bireyler.
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OMMI1041 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.10°da goriilmektedir. Biitiin bireylerde allel
uzunlukluklart 100-300 bp arasinda degismektedir. 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 9, 35, 36, 37, 38,
39 nolu 6rneklerde bant merdiveni goriilmektedir. 12, 13, 15, 19 nolu 6rnekler tek bant

deseni verdikleri i¢in bunlar homozigot allellerdir. Diger 6rneklerde en az 2’li bant

deseni verdikleri i¢in heterezigot allele sahiptirler.

Sekil 4. 10. OMM 1041 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki kontrolii.

*M: DNA markir (100-1000 bp), 1-20: yiiksek canli agirliga sahip bireyler, 21-40: diisiik canlt
agirliga sahip bireyler.
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OMM1070 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.11°de goriilmektedir. Biitiin bireylerde allel
uzunlukluklar1 200-300 bp arasinda degismektedir. 2, 3, 10, 13, 32, 34, 35 ve 38 nolu
ornekler tek bant deseni verdikleri i¢in bunlar homozigot allellerdir. Diger 6rneklerde en

az 2’li bant deseni verdikleri i¢in heterezigot allele sahiptirler.

Sekil 4. 11. OMM1070 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki kontrolii.

*M: DNA markir (100-1000 bp), 1-20: yiiksek canli agirliga sahip bireyler, 21-40: diisiik canli
agirhiga sahip bireyler.
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OMMI1130 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.12°de goriilmektedir. Biitiin bireylerde allel
uzunlukluklar1 200-300 bp arasinda degismektedir. 2, 9, 18, 19, 22, 24, 25 ve 28 nolu
ornekler tek bant deseni verdikleri i¢in homozigot allellerdir. Diger 6rneklerde 2’li bant

deseni verdikleri i¢in heterezigot allele sahiptirler.

Sekil 4. 12. OMM1130 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki kontrolii.

*M: DNA markir (100-1000 bp), 1-20: yiiksek canli agirliga sahip bireyler, 21-40: diisiik canli
agirlhiga sahip bireyler.
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OMM1308 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.13’de goriilmektedir. Biitiin bireylerde allel
uzunlukluklart 200-400 bp arasinda degismektedir. Biitiin 6rnekler 2’li bant deseni
verdikleri i¢in heterezigot allele sahiptirler. Bu lokusta homozigot allel

bulunmamaktadir.

-

Sekil 4. 13. OMM1308 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki kontrolii.

*M: DNA markir (100-1000 bp), 1-20: yiiksek canli agirliga sahip bireyler, 21-40: diisiik canli
agirhiga sahip bireyler.



65

OMM1302 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.14’de goriilmektedir. Biitiin bireylerde allel
uzunlukluklart 100-300 bp arasinda degismektedir. 1, 3, 4, 7, 9, 11, 14, 33, 36 ve 39

nolu 6rnekler tek bant deseni verdikleri i¢in homozigot allellerdir. Diger 6rnekler 2°1i

bant deseni verdikleri icin heterezigot allele sahiptirler.

£ s Tt S iy

Sekil 4. 14. OMM 1302 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki kontrolii.

*M: DNA markir (100-1000 bp), 1-20: yiiksek canli agirliga sahip bireyler, 21-40: diisiik canli
agirhiga sahip bireyler.
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OMMI1309 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.15°de goriilmektedir. Biitiin bireylerde allel
uzunlukluklar1 100-300 bp arasinda degismektedir. Biitiin ornekler 2°li bant deseni

verdikleri i¢in heterezigot allele sahiptirler. Bu lokusta homozigot allel

bulunmamaktadir.

Sekil 4. 15. OMM1309 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin %6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki kontrolii.

*M: DNA markir (100-1000 bp), 1-20: yiiksek canli agirliga sahip bireyler, 21-40: diisiik canli
agirhiga sahip bireyler.
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OMMI1310 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.16’da goriilmektedir. Biitiin bireylerde allel
uzunlukluklar1 200-300 bp arasinda degismektedir. Biitiin ornekler 2°li bant deseni
verdikleri i¢in heterezigot allele sahiptirler. Bu lokusta homozigot allel

bulunmamaktadir.

N s 678 9 10 M pBLx25n 34 35 36 37 38 '59'
“' Y |
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Sekil 4. 16. OMM 1310 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin %6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki kontrolii.

*M: DNA markir (100-1000 bp), 1-20: yiiksek canli agirliga sahip bireyler, 21-40: diigiik canli
agirliga sahip bireyler.
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OMMI1316 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.17°de goriilmektedir. Biitiin bireylerde allel
uzunlukluklart 200-300 bp arasinda degismektedir. 1, 3, 6, 7, 8, 11, 12, 15, 16, 20, 33,
35, 36, 37, 38, 39 ve 40 nolu ornekler tek bant deseni verdikleri i¢in homozigot

allellerdir. Diger 6rnekler 2°1i bant deseni verdikleri i¢in heterezigot allele sahiptirler.
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Sekil 4. 17. OMM1316 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin %6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki kontrolii.

*M: DNA markir (100-1000 bp), 1-20: yiiksek canli agirliga sahip bireyler, 21-40: diigiik canli
agirliga sahip bireyler.
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OMMI1312 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.18’de goriilmektedir. Biitiin bireylerde allel
uzunlukluklart 100-200 bp arasinda degismektedir. Biitiin 6rnekler 2’li bant deseni
verdikleri i¢in heterezigot allele sahiptirler. Bu lokusta homozigot allel

bulunmamaktadir.

Sekil 4. 18. OMM1312 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin %6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki kontrolii.

*M: DNA markir (100-1000 bp), 1-20: yiiksek canli agirliga sahip bireyler, 21-40: diisiik canlt
agirhiga sahip bireyler.
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OMM1375 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin % 6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki goriintiisii Sekil 4.19°da goriilmektedir. Biitiin bireylerde allel
uzunlukluklart 100-300 bp arasinda degismektedir. Biitiin 6rnekler 2’li bant deseni
verdikleri i¢in heterezigot allele sahiptirler. Bu lokusta homozigot allel

bulunmamaktadir.

Sekil 4. 19. OMM1375 nolu lokusa ait mikrosatelit bolgenin %6’lik poli akrilamid jel
elektroforezindeki kontrolii.

*M: DNA markir (100-1000 bp), 1-20: yiiksek canli agirliga sahip bireyler, 21-40: diisiik canli
agirliga sahip bireyler.
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4. 6. Istatistiki analiz sonuclar

GENETIX 4.02 programi yardimu ile genetiksel 6zellikleri dikkate alinarak yapilan ve
gruplara ait bireylerin li¢ boyutlu diizlemde gruplandirilabildigi faktoriyel benzerlik
analizi Sekil 4.20’de verilmistir. Sekildeki lacivert renkli kutular Grupl, sar1 renkli
kutular ise Grup2’ye ait bireyleri temsil etmektedir. Burada Grupl ve Grup2’ye ait
bireylerin genetiksel olarak birbirlerinden ayrildiklar1 goriilmektedir. Bu da her grubun

kendi icerisindeki bireylerinin genetik akrabalik derecelerinin yiiksek oldugu anlamina

gelmektedir.
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Sekil 4. 20. Faktoriyel benzerlik analizi sonucu gruplarin 3 boyutlu diizlemdeki
goriintiileri

Yine GENETIX 4.02 programi yardimi ile genetiksel Ozellikleri dikkate alinarak
yapilan ve gruplara ait bireylerin iki boyutlu diizlemde gruplandirilabildigi faktoriyel
benzerlik analizi Sekil 4.21°de verilmistir. Sekildeki lacivert renkli kutular Grupl, sar1
renkli kutular ise Grup2’ye ait bireyleri temsil etmektedir. Burada Grupl ve Grup2’ye

ait bireylerin genetiksel olarak birbirlerinden ayrildiklar1 goriilmektedir. Burada yine her
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grubun kendi igerisindeki bireylerinin genetik akrabalik derecelerinin yiiksek oldugu

anlamina gelmektedir.

Faktorivel Benzerlik Analizi {F CA)

BDDM 4_000 Z.EIDD o 2.EIDIJ li.EIDIJ G.DEIEI 3.000 1D.EIDIJ
Eksen 1 (100,00 %) |

Sekil 4. 21. Faktoriyel benzerlik analizi sonucu gruplarin 2 boyutlu diizlemdeki
goriintiileri

Sekil 4.22°de calismada kullanilan mikrosatelit lokuslar ve lokus basina diisen allel
sayilar1 goriilmektedir. OMM1041 lokusunda 38, OMM1070 lokusunda 28, OMM1130
lokusunda 25, OMMI1308 Ilokusunda 27, OMMI1302 Ilokusunda 25, OMMI1309
lokusunda 15, OMMI1310 lokusunda 24, OMMI1316 lokusunda 11, OMMI1312
lokusunda 9, OMM1375 lokusunda 21, OMM1338 lokusunda 16, FGT1 lokusunda 14
ve Struttal2 lokusunda 8 allel gozlemlenmistir. Bir lokusta gozlenen allelin diger bir
lokusta da gozlenme durumu olabileceginden tiim lokuslarda bulunan alleller birlikte
degerlendirilmistir. Ornegin OMM1041 lokusunda bulunan 38 allelin cogusu diger
lokuslarda da bulundugu i¢in birbirlerinde farkli baz ¢ifti uzunluguna sahip allel sayisi

tiim lokuslar bazinda degerlendirildiginde toplam 90 adet farkl: allel tespit edilmistir.
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Sekil 4. 22. Lokus basina diisen allel sayilari

TreeView programinda cizilen bireyler arasi genetik mesafeyi gosteren dendogram
Sekil 4.23’de goriilmektedir. Dendogramin 0 kolundan ¢ikan 2 kol sonra kendi arasinda
tekrar 2 kola ayrilmigtir. Dengromin iist kismindaki birinci kolda sirasiyla; 31, 32, 39,
40, 38, 35, 36, 37, 33, 34, 11, 21, 26, 22, 30, 23, 24, 27, 28, 25 ve 29 numarali bireylerin
bulundugu goriilmektedir. 11 numaral birey hari¢ bunlar diisiik canli agirliga sahip
Grupl bireyleridir. Dengromin alt kismindaki ikinci kolda ise sirasiyla; 9, 8, 1, 4, 6, 5,
10, 7, 2, 3, 15, 14, 17, 13, 19, 16, 20, 12 ve 18 numaral bireylerin yer aldigi
goriilmektedir. Bunlarin hepsi yiiksek canli agirliga sahip Grup?2 bireyleridir.
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Sekil 4. 23. Bireyler aras1 genetik mesafeyi gosteren dendogram
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TreeView programinda ¢izilen gruplar arasi genetik mesafeyi gosteren dendogram Sekil
4.24’de goriilmektedir. Dendogramin 0 kolundan ¢ikan 2 kol sonra kendi arasinda tekrar
2 kola ayrilmigtir. Dengromin iist kismindaki birinci kolda Grupl’in, alt kismindaki

ikinci kolda ise Grup2’nin bulundugu goriilmektedir.

Grup 1

— 0.00000

"

0.1

Sekil 4. 24. Gruplar aras1 genetik mesafeyi gosteren dendogram
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OMM1041 lokusu i¢in allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis, Fir ve Fsr
degerleri Cizelge 4.3 te verilmistir. Gruplar i¢in allel frekanslar1 0,0000-0,1250 arasinda
degismektedir. Koyu olarak yazilan frekanslarin ait oldugu alleller 6zgiin allellerdir. Bu
lokusta toplam 4 adet 6zgiin allel goriilmiistiir. Bunlar; 268, 278, 288 ve 290 bp’lik
uzunlukta olup diger lokuslarda gézlenmemistir. Ortalama F1s=0,12288, F;1=0,13596 ve
Fsr=0,01491 olarak bulunmustur.

Cizelge 4. 3. OMM1041 lokusuna ait allel uzunluklar, gruplardaki allel frekanslari, Fis,
Firve Fsr degerleri

Allel Allel Frekanslar:
Fis Fir Fst

(bp) Grupl Grup2

180 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
186 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
190 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
194 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
198 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
208 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
218 0,0500 0,0000 1,00000 1,00000 -0,00000
222 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
224 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
226 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
228 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
230 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
232 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
234 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
236 0,0000 0,0750 -0,05556 0,00000 0,05263
238 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
240 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
244 0,0000 0,1250 -0,11765 0,00000 0,10526
246 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
254 0,0750 0,0500 -0,04396 -0,06383 -0,01904
256 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
258 0,0500 0,1000 0,29630 0,28571 -0,01504
260 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000

262 0,0750 0,0500 0,38043 0,36170 -0,03024
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264 0,0500 0,0250 -0,01786 -0,03448 -0,01633
266 0,0250 0,0250 0,00000 -0,02564 -0,02564
268 0,0500 0,0000 1,00000 1,00000 -0,00000
270 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
272 0,0750 0,0000 0,65455 0,66667 0,03509
274 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
276 0,0250 0,0750 0,48649 0,48052 -0,01162
278 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
280 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
282 0,1000 0,0000 -0,08571 0,00000 0,07895
284 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
288 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
290 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
296 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000

Ortalama 0,12288 0,13596 0,01491

*Koyu (bold) olarak yazilan frekanslarin ait oldugu alleller 6zgiin allellerdir.
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OMMI1070 lokusu i¢in allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslar, Fis, Fir ve Fsr
degerleri Cizelge 4.4’de verilmistir. Gruplar icin allel frekanslar1 0,0000-0,2500
arasinda degigmektedir. Bu lokusta 6zgiin allel goriilmemistir. Ortalama F1s=0,27286,
Fi1=0,31078 ve Fsr=0,05216 olarak bulunmustur.

Cizelge 4. 4. OMM 1070 lokusuna ait allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis,
Firve Fst degerleri

Allel Allel Frekanslan Fis Fir Fer
(bp) Grupl Grup2
184 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
186 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
188 0,1750 0,0000 0,83478 0,85714 0,13534
192 0,1500 0,0000 0,62376 0,66667 0,11404
200 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
206 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
208 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
212 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
214 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
216 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
218 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
220 0,0000 0,0750 -0,05556 0,00000 0,05263
224 0,0000 0,0750 -0,05556 0,00000 0,05263
228 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
230 0,2500 0,0250 0,66071 0,71429 0,15789
232 0,0250 0,1000 -0,06742 -0,04167 0,02412
234 0,1000 0,1000 0,19149 0,16667 -0,03070
236 0,0000 0,0500 1,00000 1,00000 -0,00000
238 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
240 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
242 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
244 0,0250 0,0500 0,66667 0,65517 -0,03448
246 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
248 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
256 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
258 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
286 0,0000 0,1000 0,46479 0,50000 0,06579
294 0,0250 0,0250 0,00000 -0,02564 -0,02564

Ortalama 0,27286 0,31078 0,05216
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OMMI1130 lokusu i¢in allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis, Fir ve Fsr
degerleri Cizelge 4.5’de verilmistir. Gruplar icin allel frekanslart 0,0000-0,2000
arasinda degismektedir. Bu lokusta 6zgiin allel goriillmemistir. Ortalama Fis=[10,06098,
F1=0,04403 ve Fst=0,09897 olarak bulunmustur.

Cizelge 4. 5. OMM 1130 lokusuna ait allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis,
Firve Fst degerleri

Allel Allel Frekanslar:

(bp) Grupl Grup2 K Fir Fr
226 0,0000 0,2000 -0,22581 0,00000 0,18421
230 0,1250 0,0000 -0,11765 0,00000 0,10526
232 0,0000 0,1750 0,50000 0,57143 0,14286
236 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
238 0,0000 0,0750 -0,05556 0,00000 0,05263
244 0,2000 0,0000 -0,22581 0,00000 0,18421
248 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
258 0,0250 0,0750 -0,04110 -0,03896 0,00205
260 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
264 0,0000 0,1750 -0,18750 0,00000 0,15789
266 0,1750 0,0250 -0,16031 -0,04575 0,09873
270 0,0000 0,0750 -0,05556 0,00000 0,05263
272 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
274 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
276 0,0000 0,0750 -0,05556 0,00000 0,05263
280 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
282 0,1500 0,0000 -0,15152 0,00000 0,13158
284 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
286 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
204 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
206 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
300 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
304 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
312 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000

Ortalama -0,06098 0,04403 0,09897




80

OMM1308 lokusu i¢in allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslar, Fis, Fir ve Fsr
degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir. Gruplar icin allel frekanslart 0,0000-0,3250
arasinda degismektedir. Koyu olarak yazilan frekanslarin ait oldugu alleller 6zgiin
allellerdir. Bu lokusta toplam 9 adet 6zgiin allel goriilmiistiir. Bunlar; 292, 302, 306,
310, 316, 320, 326, 342 ve 346 bp’lik uzunlukta olup diger lokuslarda gézlenmemistir.
Ortalama Fis=[10,11765, F\t=[10,01652 ve Fsr=0,09048 olarak bulunmustur.

Cizelge 4. 6. OMM 1308 lokusuna ait allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis,
Firve Fst degerleri

Allel Allel Frekanslar:

(bp) Grupl Grup2 Fis Fir Fsr
214 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
218 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
220 0,1250 0,0500 -0,09016 -0,07692 0,01215
222 0,1750 0,0000 -0,18750 0,00000 0,15789
224 0,0000 0,1000 -0,08571 0,00000 0,07895
252 0,0000 0,0750 -0,05556 0,00000 0,05263
258 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
260 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
262 0,3250 0,0250 -0,41489 -0,04869 0,25882
264 0,0000 0,1750 -0,18750 0,00000 0,15789
266 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
270 0,0750 0,0250 -0,04110 -0,03896 0,00205
276 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
282 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
286 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
292 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
294 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
296 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
300 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
302 0,0000 0,0750 -0,05556 0,00000 0,05263
306 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
310 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
316 0,0750 0,0000 -0,05556 0,00000 0,05263
320 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
326 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
342 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
346 0,0750 0,0000 -0,05556 0,00000 0,05263

Ortalama -0,11765 -0,01652 0,09048

*Koyu (bold) olarak yazilan frekanslarin ait oldugu alleller 6zgiin allellerdir.
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OMM1302 lokusu i¢in allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis, Fir ve Fsr
degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir. Gruplar icin allel frekanslart 0,0000-0,3500
arasinda degismektedir. Koyu olarak yazilan frekanslarin ait oldugu allel 6zgiin alleldir.
Bu lokusta 1 adet 6zgiin allel goriilmiistiir. Bu allel; 204 bp’lik uzunlukta olup diger
lokuslarda gozlenmemistir. Ortalama F1s=0,31605, F;1=0,35484 ve Fsr=0,05671 olarak

bulunmustur.

Cizelge 4. 7. OMM1302 lokusuna ait allel uzunluklar, gruplardaki allel frekanslari, Fis,
Firve Fst degerleri

Allel Allel Frekanslan Fis Fir Fsr
(bp) Grupl Grup2
192 0,0250 0,0750 -0,04110 -0,03896 0,00205
196 0,0250 0,0250 0,00000 -0,02564 -0,02564
198 0,0250 0,0750 0,48649 0,48052 -0,01162
200 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
204 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
208 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
210 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
214 0,0250 0,0250 0,00000 -0,02564 -0,02564
216 0,0750 0,0000 -0,05556 0,00000 0,05263
218 0,1500 0,0250 0,52500 0,55224 0,05734
220 0,1000 0,0000 0,46479 0,50000 0,06579
222 0,0500 0,0750 0,79570 0,78723 -0,04143
224 0,1250 0,0500 0,54032 0,53846 -0,00405
226 0,0250 0,0250 0,00000 -0,02564 -0,02564
230 0,0250 0,0500 -0,01786 -0,03448 -0,01633
232 0,0500 0,0000 1,00000 1,00000 -0,00000
236 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
240 0,0250 0,0750 -0,04110 -0,03896 0,00205
244 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
246 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
252 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
254 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
260 0,0250 0,3500 0,52261 0,65035 0,26757
262 0,0000 0,0500 1,00000 1,00000 -0,00000
266 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
Ortalama 0,31605 0,35484 0,05671

*Koyu (bold) olarak yazilan frekanslarin ait oldugu alleller 6zgiin allellerdir.
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OMM1309 lokusu i¢in allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis, Fir ve Fsr
degerleri Cizelge 4.8’de verilmistir. Gruplar icin allel frekanslari 0,0000-0,4750
arasinda degismektedir. Bu lokusta 6zgiin allel goriillmemistir. Ortalama Fis=[10,22581,
Fi1=[10,09015 ve Fst=0,11067 olarak bulunmustur.

Cizelge 4. 8. OMM 1309 lokusuna ait allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis,
Firve Fst degerleri

Allel Allel Frekanslari Fis Fir Fer
(bp) Grupl Grup2
160 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
164 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
166 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
168 0,1500 0,0000 -0,15152 0,00000 0,13158
172 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
174 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
176 0,2000 0,0750 -0,17416 -0,12245 0,04404
178 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
182 0,1250 0,4750 -0,65818 -0,24675 0,24812
184 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
186 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
188 0,0750 0,0000 0,65455 0,66667 0,03509
190 0,1250 0,2500 -0,23913 -0,20000 0,03158
192 0,0000 0,1750 -0,18750 0,00000 0,15789
194 0,0750 0,0000 -0,05556 0,00000 0,05263
Ortalama -0,22581 -0,09015 0,11067

*Kalm (bold) olarak yazilan frekanslarin ait oldugu alleller 6zgiin allellerdir.
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OMM1310 lokusu i¢in allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis, Fir ve Fsr
degerleri Cizelge 4.9’da verilmistir. Gruplar icin allel frekanslar1 0,0000-0,2000
arasinda degismektedir. Bu lokusta 6zgiin allel goriillmemistir. Ortalama Fis=[10,06098,
F1=0,04403 ve Fst=0,09897 olarak bulunmustur.

Cizelge 4. 9. OMM 1310 lokusuna ait allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis,
Firve Fst degerleri

Allel Allel Frekanslan Fis Fir Fer
(bp) Grupl Grup2
226 0,0000 0,2000 -0,22581 0,00000 0,18421
230 0,1250 0,0000 -0,11765 0,00000 0,10526
232 0,0000 0,1750 0,50000 0,57143 0,14286
236 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
238 0,0000 0,0750 -0,05556 0,00000 0,05263
244 0,2000 0,0000 -0,22581 0,00000 0,18421
248 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
258 0,0250 0,0750 -0,04110 -0,03896 0,00205
260 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
264 0,0000 0,1750 -0,18750 0,00000 0,15789
266 0,1750 0,0250 -0,16031 -0,04575 0,09873
270 0,0000 0,0750 -0,05556 0,00000 0,05263
272 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
274 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
276 0,0000 0,0750 -0,05556 0,00000 0,05263
280 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
282 0,1500 0,0000 -0,15152 0,00000 0,13158
284 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
286 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
294 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
296 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
300 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
304 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
312 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
Ortalama -0,06098 0,04403 0,09897

*Kalin (bold) olarak yazilan frekanslarin ait oldugu alleller 6zgiin allellerdir.



84

OMM1316 lokusu i¢in allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis, Fir ve Fsr
degerleri Cizelge 4.10°da verilmistir. Gruplar icin allel frekanslar1 0,0000-0,3500
arasinda degismektedir. Koyu olarak yazilan frekanslarin ait oldugu allel 6zgiin alleldir.
Bu lokusta 1 adet 6zgiin allel goriilmiistiir. Bu allel; 235 bp’lik uzunlukta olup diger
lokuslarda gozlenmemistir. Ortalama F1s=0,61393, F;1=0,62292 ve Fsr=0,05271 olarak

bulunmustur.

Cizelge 4. 10. OMM1316 lokusuna ait allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari,
Fis, Firve Fst degerleri

Allel Allel Frekanslar

(bp) _ Grupl Grup2 Fis Fir Fsr
232 0,1750 02750 0,86131 0,85866 20,01916
234 0,0000 0,0500 20,02703 0,00000 0,02632
235 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
236 0,1000 0.2500 0.65455 0.66667 0,03509
240 0,0500 0,0000 20,02703 0,00000 0.02632
242 0,0000 0,1000 1,00000 1,00000 0,05263
244 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 20,00000
252 0,3000 0,1000 0,68067 0,70588 0,07895
254 0,3500 0,1000 0,39200 0,47363 0,13435
272 0,0000 0,0500 1,00000 1,00000 20,00000
276 0,0000 0,0500 20,02703 0,00000 0.02632
Ortalama 0,61393 0,62292 0,05271

*Koyu (bold) olarak yazilan frekanslarin ait oldugu alleller 6zgiin allellerdir.
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OMM1312 lokusu igin allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis, Fir ve Fsr
degerleri Cizelge 4.11°de verilmistir. Gruplar icin allel frekanslart 0,0000-0,2500
arasinda degismektedir. Koyu olarak yazilan frekanslarin ait oldugu alleller 6zgiin
allellerdir. Bu lokusta toplam 3 adet 6zgiin allel goriilmiistiir. Bunlar; 130, 140 ve 142
bp’lik uzunlukta olup diger lokuslarda gozlenmemistir. Ortalama Fi1s=[10,22680,
Fir=00,22511 ve Fst=0,00137 olarak bulunmustur.

Cizelge 4. 11. OMM1312 lokusuna ait allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari,
Fis, Firve Fst degerleri

Allel Allel Frekanslan Fis Fir Fer
(bp) Grupl Grup2
124 0,1250 0,2500 -0,23913 -0,20000 0,03158
130 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
134 0,1750 0,2500 -0,25681 -0,25926 -0,00195
136 0,2250 0,2000 -0,24710 -0,26866 -0,01728
140 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
142 0,0750 0,0000 -0,05556 0,00000 0,05263
146 0,2500 0,2500 -0,31034 -0,33333 -0,01754
150 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
156 0,0250 0,0500 -0,01786 -0,03448 -0,01633
Ortalama -0,22680 -0,22511 0,00137

*Koyu (bold) olarak yazilan frekanslarin ait oldugu alleller 6zgiin allellerdir.
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OMM1375 lokusu igin allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis, Fir ve Fsr
degerleri Cizelge 4.12°de verilmistir. Gruplar icin allel frekanslart 0,0000-0,1500
arasinda degismektedir. Bu lokusta 6zgiin allel goriillmemistir. Ortalama Fis=[10,05405,
Fi1=010,03723 ve Fsr=0,01596 olarak bulunmustur.

Cizelge 4. 12. OMMI1375 lokusuna ait allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari,
Fis, Firve Fst degerleri

Allel Allel Frekanslari Fis Fir Fer
(bp) Grupl Grup2

180 0,0500 0,0250 -0,01786 -0,03448 -0,01633
182 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
188 0,1250 0,0000 -0,11765 0,00000 0,10526
190 0,0750 0,0500 -0,04396 -0,06383 -0,01904
194 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
196 0,1000 0,1250 -0,10323 -0,12500 -0,01974
200 0,0500 0,2000 -0,18012 -0,08696 0,07895
206 0,0500 0,0250 -0,01786 -0,03448 -0,01633
210 0,0250 0,0250 0,00000 -0,02564 -0,02564
212 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
214 0,1250 0,0250 -0,09615 -0,04348 0,04805
220 0,0750 0,0500 -0,04396 -0,06383 -0,01904
228 0,0750 0,0000 0,65455 0,66667 0,03509
230 0,1000 0,1250 -0,10323 -0,12500 -0,01974
236 0,0750 0,1500 -0,11765 -0,11111 0,00585
240 0,0000 0,0750 -0,05556 0,00000 0,05263
248 0,0000 0,0750 0,00000 0,00000 -0,00000
252 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
254 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
276 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
286 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000

Ortalama -0,05405 -0,03723 0,01596
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OMM 1338 lokusu i¢in allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis, Fir ve Fsr
degerleri Cizelge 4.13’de verilmistir. Gruplar icin allel frekanslar1 0,0000-0,2500
arasinda degigmektedir. Bu lokusta 6zgiin allel goriilmemistir. Ortalama Fi1s=0,16767,
F1=0,18020 ve Fst=0,01506 olarak bulunmustur.

Cizelge 4. 13. OMMI1338 lokusuna ait allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari,
Fis, Firve Fst degerleri

Allel Allel Frekanslar Fis Fir Fer
(bp) Grupl Grup2

156 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
160 0,0250 0,1000 -0,06742 -0,04167 0,02412
162 0,1250 0,0500 0,22764 0,23077 0,00405
164 0,1000 0,0250 -0,06742 -0,04167 0,02412
166 0,2000 0,3250 0,55667 0,55696 0,00067
168 0,0000 0,1250 -0,11765 0,00000 0,10526
170 0,1000 0,0500 -0,06542 -0,07143 -0,00564
172 0,0000 0,0750 -0,05556 0,00000 0,05263
174 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
176 0,2500 0,1250 0,26609 0,28000 0,01895
178 0,0500 0,0500 -0,02703 -0,05263 -0,02493
180 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
182 0,0250 0,0250 0,00000 -0,02564 -0,02564
184 0,0000 0,0250 0,00000 0,00000 -0,00000
186 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
190 0,0250 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000

Ortalama 0,16767 0,18020 0,01506




88

FGT]1 lokusu i¢in allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fs, Fir ve Fsr degerleri

Cizelge 4.14’de verilmistir. Gruplar ic¢in allel frekanslar1 0,0000-0,2750 arasinda

degismektedir. Koyu olarak yazilan frekanslarin ait oldugu allel 6zgiin alleldir. Bu

lokusta 1 adet 6zgiin allel goriilmiis olup 158 bp’lik uzunluktadir ve diger lokuslarda

gozlenmemistir.

bulunmustur.

Ortalama F1s=0,21525,

Fim=0,32990 ve

Fs=0,14609 olarak

Cizelge 4. 14. FGT1 lokusuna ait allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis, Fir
ve Fsr degerleri

Allel Allel Frekanslari Fis Fir Fsr
(bp) Grupl Grup2
150 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
158 0,0000 0,1500 -0,15152 0,00000 0,13158
160 0,1250 0,0000 0,78161 0,80000 0,08421
162 0,1500 0,1000 -0,12426 -0,13636 -0,01077
168 0,1250 0,0000 0,78161 0,80000 0,08421
170 0,0000 0,4000 0,60000 0,75000 0,37500
172 0,0000 0,1500 -0,15152 0,00000 0,13158
174 0,2750 0,0000 0,63924 0,72727 0,24402
178 0,1500 0,1000 -0,12426 -0,13636 -0,01077
180 0,2500 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
182 0,0000 0,1000 -0,08571 0,00000 0,07895
186 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
190 0,2500 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
210 0,2500 0,0000 0,00000 0,00000 -0,00000
Ortalama 0,21525 0,32990 0,14609

*Koyu (bold) olarak yazilan frekanslarin ait oldugu alleller 6zgiin allellerdir.



89

Struttal2 lokusu icin allel uzunluklar, gruplardaki allel frekanslar, Fis, Fir ve Fsr
degerleri Cizelge 4.15’de verilmistir. Gruplar icin allel frekanslar1 0,0000-0,3000
arasinda degismektedir. Bu lokusta 6zgiin allel goriillmemistir. Ortalama Fis=[10,18167,
Fi1=[10,15854 ve Fst=0,01958 olarak bulunmustur.

Cizelge 4. 15. Struttal2 lokusuna ait allel uzunluklari, gruplardaki allel frekanslari, Fis,
Firve Fst degerleri

Allel Allel Frekanslari Fis Fir Fer
(bp) Grupl Grup2
162 0,2500 0,1500 -0,24590 -0,23077 0,01215
172 0,1500 0,3000 -0,31034 -0,25000 0,04605
180 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
182 0,0500 0,0000 -0,02703 0,00000 0,02632
186 0,1500 0,1500 -0,15152 -0,17647 -0,02167
194 0,2500 0,3000 -0,36156 -0,37500 -0,00987
198 0,0000 0,0500 -0,02703 0,00000 0,02632
216 0,1500 0,0000 0,62376 0,66667 0,11404
Ortalama -0,18167 -0,15854 0,01958

Gruplar arasi hesaplanan Fgr degeri 0,05611, Fir degeri 0,012836 ve Fig degeri 0,07655

olup istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmuslardir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4. 16. Gruplar arasi1 hesaplanan Fgr, Fir ve Fig degerleri

Fst Fir Fis
Grupl[/Grup2 0,05611™ 0,012836™ 0,07655™

*p<0,05 **p<0,01 ns (istatistiksel olarak 6nemsiz)

Populasyonlar arasi genetik mesafeyi veren diger bir analiz ise “Nei standart genetik
uzaklik” (Da) metodudur. Bu metoda goére hesaplanan matris Cizelge 4.17°de
verilmistir. Nei’ye gore hesaplanan gruplar arasi genetik mesafeler (D) 0,076 olup

istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur.
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Cizelge 4. 17. Nei’ye gore hesaplanan gruplar arasi1 genetik mesafeler (Dy)

Grup 2
Grup 1 0,076

*p<0,05 **p<0,01 ns (istatistiksel olarak 6nemsiz)

Beklenen heterozigotluk (He) degerlerinin her bir mikrosatelit lokus i¢in gruplara gore
dagilimi Cizelge 4.18, gozlenen heterozigotluk (Ho) degerlerinin her bir mikrosatelit
lokus i¢in gruplara gore dagilimi1 Cizelge 4.19, Tiim gruplarda her bir mikrosatelit lokus
icin ortalama He ve Ho degerleri ve allel sayilar1 Cizelge 4.20, Tiim mikrosatelit

lokuslarda gruplar i¢cin He ve Ho degerleri ise Cizelge 4.21'de verilmistir.

Cizelge 4. 18. Beklenen heterozigotluk (He) degerlerinin her bir mikrosatelit lokus igin
gruplara gore dagilimi

Lokuslar Grup 1 Grup 2 Ort./lok.
OMM1041 0,9475 0,9362 0,94185
OMM1070 0,8625 0,9350 0,9875
OMM1130 0,9162 0,8600 0,8881
OMM1308 0,8250 0,9250 0,875
OMM1302 0,9275 0,8400 0,88375
OMM1309 0,8850 0,6750 0,78
OMM1310 0,8775 0,8713 0,8744
OMM1316 0,7438 0,8237 0,78375
OMM1312 0,8288 0,7700 0,7994
OMM1375 0,9162 0,8900 0,9031
OMM1338 0,8538 0,8375 0,84565

FGT1 0,8412 0,7650 0,8031

Strutta-12 0,8050 0,7700 0,7875
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Cizelge 4. 19. Gozlenen heterozigotluk (H0) degerlerinin her mikrosatelit lokus igin
gruplara gore dagilimi

Lokuslar Grup 1 Grup 2 Ort./lok.
OMM1041 0,7500 0,9500 0,850
OMM1070 0,5000 0,8500 0,675
OMMI1130 0,8500 0,7500 0,800
OMM1308 1,0000 1,0000 1,000
OMM1302 0,6500 0,6000 0.625
OMM1309 0,9500 1,0000 0,975
OMM1310 1,0000 0,9000 0,950
OMM1316 0,8237 0,3500 0,586
OMM1312 1,0000 1,0000 1,000
OMM1375 0,9500 1,0000 0,975
OMM1338 0,7000 0,7500 0,725

FGTI 0,6000 0,7000 0,650

Strutta-12 0,9000 1,0000 0,950

Cizelge 4. 20. Tum gruplarda her bir mikrosatelit lokus i¢in ortalama He ve Ho
degerleri ve allel sayilar1

Gozlenen Ort. Allel

Lokuslar He Ho Sayist
OMM1041 0,9419 0,9628 22
OMM1070 0,8988 0,9391 16,5
OMM1130 0,8881 0,9191 15,5
OMM1308 0,8750 0,9294 15
OMM1302 0,8838 0,9262 18
OMM1309 0,7800 0,8372 9
OMM1310 0,8744 0,9341 13
OMMI1316 0,7837 0,8228 7,5
OMM1312 0,7994 0,8078 7
OMM1375 0,9031 0,9216 15,5
OMM1338 0,8456 0,8650 12

FGT1 0,8031 0,8866 8

Strutta-12 0,7875 0,8037
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Cizelge 4. 21. Tiim mikrosatelit lokuslarda gruplar i¢in He ve Ho degerleri

Grup 1 Grup 2
He 0,8638™ 0,8384™
Ho 0,7808 ™ 0,8346 ™

Istatistiksel Onem ns ns
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5. TARTISMA ve SONUC

Gelisen gen teknolojisine paralel olarak modern teknikler kullanilarak, molekiiler
diizeyde yapilan her ¢aligma diinyada kiiltiirii en fazla yapilan ve yliksek derecede
ekonomik 6neme sahip canlilarin genetik yapisinin aydinlatilmasi bakimidan oldukca
bliyiik 6nem arz etmektedir. Siiphesiz s6z konusu gruplar i¢in molekiiler diizeydeki her
bilgi, ileride yapilabilecek 1slah, akrabali yetistirme, seleksiyon, dogal ortamlarin
baliklandirilmasi, dogal gruplarin kiiltiire alinmasi v.b. ¢aligmalarda oldukca degerli
olacag: diistiniilmektedir. Son yillarda molekiiler tekniklerin alabalik yetistiriciliginde
sikca kullanimina literatiirlerde rastlanmaktadir. Bu calismalar Ozellikle hastaliga
dayanikli bireylerin se¢imi i¢in yapilmistir. Gokkusagi alabaliginda Ozaki et al. (2001)
IPN (viral hastalik) hastaligina dayanikli bireylerin eldesi; Khoo et al. (2004) IHN
(viral hastalik) hastaligina dayanikli bireylerin eldesi;  Nichols et al. (2003)
Myxosporea (parazitik hastalik) hastaligina dayanikli bireylerin eldesi; Jackson et al.
(1998), Danzmann et al. (1999) ve Perry et al. (2001) sicakliga dayanikli bireylerin
eldesi; Sakamoto et al. (1999) ve Fishback et al. (2000) yumurtlama zamani; Robinson
et al. (2001) embriyolarin erken gelisiminin saglanmasi; Zimmerman et al. (2005)
pilorik seka sayisinin arttirtlmasi ve Nakamura et al. (2001) dominant albino baliklarin
eldesi i¢in mikrosatelit markirlar1 ve QTL’leri verimle iliskilendirerek calismislardir.
Ancak calismamizin konusu olan hizli biiyiiyen baliklarin belirlenmesine yonelik
mikrosatelitlerin =~ kullanimiyla  ilgili  herhangi bir calismaya literatiirlerde

rastlanmadigindan ¢alismanin énemli oldugu diistiniilmektedir.

Calismada, Atatiirk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Boliimii Alabalik Uretim
ve Aragtirma Merkezi’nde iretimi yapilan farkli canli agirhiga sahip gokkusagi
alabaliklarinda iki farkli grup olusturularak, bu gruplar arasindaki genetik varyasyon
ortaya konulmaya ¢alisilmistir. Bu amacla, genetik varyasyon analizlerinde son yillarda
olduk¢a sik olarak kullanilan mikrosatelit markirlar kullanilmistir. Calismadan elde

edilen veriler ve istatistiki degerlendirilmeler sunlardir;
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Grupl ve Grup2’ye ait bireylerin catal boy ve toplam viicut agirliklarinin goriildiigi
Cizelge 4.1°de yiiksek canli agirliga sahip Grupl’e ait bireylerin catal boy degerlerinin
24,5 cm’den 32 cm’e, Grup2’ye ait bireylerin catal boy degerlerinin ise 7 cm’den 15
cm’ye kadar varyasyon gosterdigi goriilmektedir. Grupl igin ortalama boy degeri 26,25
cm, Grup2 i¢in ortalama boy degeri 12,43 cm olarak hesaplanmistir. Yine Grupl’e ait
bireylerin toplam viicut agirlik degerlerinin 163 gr’dan 400 gr’a, Grup2’ye ait bireylerin
toplam viicut agirlik degerlerinin ise 2,9 gr’dan 35 gr’a kadar varyasyon gosterdigi
goriilmektedir. Grupl i¢in ortalama agirlik degeri 210,60 gr, Grup2 i¢in ortalama agrlik
degeri 22,28 gr olarak hesaplanmistir. Catal boy ve toplam viicut agirligindaki bu genis
varyasyon degerlerinin istatistiki analizlerinde gruplar arasindaki boy farkliliklar1 ve
toplam viicut agirliklar1 degerleri istatistiksel agidan p<0.01 seviyesinde ¢ok Onemli
bulunmustur (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2). Bu boy ve agirlik degerleri ile iliskili olarak
bakilmasi gereken diger bir degerde kondiisyon faktoriidiir. Kondiisyon (tiknazlik)
faktorii baliklarda agirlik ve boy arasindaki iligkiyi belirten bir bagintidir. Kondiisyon
faktorii su sicakligina, beslenme yogunluguna, mevsimlere, yillara, yaslara, cinsiyete,
avlanma yeri ve zamanina gore degisiklilik gosterir (Cetinkaya vd 2005). Baliklarda
beslenme ve gelisme kriterlerinin en Onemlilerinden biridir. Kondiisyon faktori
degerinin 1’in iizerinde olmasi gerektigi ve 1’in ne kadar {lizerinde ise beslenmenin o
denli basarili oldugu literatiirlerde belirtilmistir (Celikkale 1982; Stevenson 1984;
Edwards 1987; Bekiroglu vd 1995). Grupl i¢in ortalama KF degeri 1,143, Grup2 igin
ortalama KF degeri 1,074 olarak hesaplanmistir. Gruplar arasindaki kondiisyon faktorii
farklilig1 degerleri istatistiksel agidan p>0.05 seviyesinde 6nemsiz bulunmustur. Bu
sonuclar gruplara ait bireyler arasinda bulunan boy ve agirlik varyasyonunun genetiksel

olarakda olma ihtimalini diisiindiirmektedir.

DNA izolasyonlarinda tiip igerisinde beyaz renkli bir yumagin olusmasi (Sekil 4.4 ),
agaroz jel elektroferizindeki tek ve 11kl bant desenleri (Sekil 4.5) ve spektrofotmetrik
Ol¢iimlerde OD,60/OD5gp oraninin 1,5-1,8 arasinda olmasi1 (Cizelge 4.2) izolasyonlarin
basarili oldugunu gostermektedir. Izole edilen DNAlar iizerinde mikrosatelit bolgelerin
PCR ile amplifikasyonu sonrasi agaroz jel elektroforezinde tek bant elde edilmesi

istenilen bolgelerin amplifiye edildigini gostermektedir (Sekil 4.6).
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Gokkusagi alabaliginda 500°den fazla mikrosatelit primerin gelistirilmis olmasi
(Thorgaarda et al. 2002), bu kadar ¢ok sayidaki mikrosatelit markir arasindan
calismamizda kullanilan 13 tanesinin 6zenli, dikkatli ve amaca uygun secilmesini
gerektirmektedir. Kullanilan mikrosatelit lokus sayisi literatiirlerle kiyaslandiginda
yeterli diizeydedir. Zira; Nielsen (1999a) 4 gokkusagi alabaligi populasyonunda 11
mikrosatelit lokus, Nielsen (1999b) 11 gokkusagr alabali§i populasyonunda 12
mikrosatelit lokus, Nielsen (1999c) Alaska gokkusagi alabaligina ait 3 populasyonda 10
mikrosatelit lokus, Ardren et al. (1999) 4 gokkusagi alabaligi grubu tizerinde 12
mikrosatelit lokus, Narum et al. (2004) Amerika’daki 14 anadrom gokkusagi alabaligi
populasyonunda 6 mikrosatelit lokus kullanarak genetik varyasyonlar1 ortaya

koymuslardir.

Calismada kullanilan mikrosatelit lokuslar Olivera et al. (2006)’nin bildirdigi kriterler
dikkate alinarak yapildigindan gruplar arasinda beklenen ve istenilen ayrim ortaya
konulmustur. Kullandigimiz mikrosatelit lokuslart Olivera et al. (2006) nin bildirdigine
gore degerlendirildiginde; Cizelge 3.1’de OMMI1308 lokusunun CA, Cizelge 3.2°de
OMM1041 lokusunun (TAGA), Cizelge 3.3’°de OMMI1070 lokusunun (TAGA);37,
Cizelge 3.4°’de OMM1130 lokusunun (GATA),, Cizelge 3.5’te OMM1302 lokusunun
CATC, Cizelge 3.6’da OMMI1309 lokusunun CT; Cizelge 3.8°de OMMI1316
lokusunun GATG; Cizelge 3.9°da OMMI1312 lokusunun AC; Cizelge 3.10’da
OMMI1375 lokusunun CA; Cizelge 3.11’de OMMI1338 lokusunun GAT; Cizelge
3.13’de Strutta-12 lokusunun (CA)4; tekrar dizilimi ile miikkemmel mikrosatelit
dizilimine sahip oldugu goriilmektedir. Cizelge 3.7 incelendiginde OMMI1310
lokusunun (CA)nCG(CA), tekrar dizilimi ile kusurlu mikrosatelit dizilimine ve Cizelge
3.23°de FGT1 Ilokusunun (GT)3GC(GT)sGC(GT),GCGTGC(GT),GC(GT)s karisik
mikrosatelit dizilimine sahip oldugu goriilmektedir. Yani kullanilan 13 lokustan 11
tanesi milkemmel, 1 tanesi karigik 1 tanesi de kusurlu mikrosatelit dizilimine sahiptir.
Calisma amacina gore kullanilacak mikrosatellit bolgelerinin se¢iminde dikkate alinan
bazi kriterler vardir. Calisilan mikrosatellitlerin farkli kromozom bdlgeleri iizerinde
olmalari, polimorfizm diizeyinin yiiksek olmasi, heterozigotluk diizeylerinin yiiksekligi,

allel sayis1 ve uzunluklarinin birbirine olan uzakliklar1 goz oniine alinarak se¢ilmistir
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(Ozkan 2005). Lokuslarin secimindeki basar1 gruplar arasindaki genetik varyasyonun

bariz bir sekilde ortaya konulmasindaki en 6nemli etkenlerden biri olmustur.

Mikrosatelit bolgelerin PCR ile yiikseltgenmesi ve ardindan SSCP uygulamalarindan
sonra % 6’lik poli akrilamid jel elektroforezindeki goriintiileri (Sekil 4.7°den  Sekil
4.19’a kadar) incelendiginde, tek bant deseni veren drneklerin homozigot allele, ¢ift
bant deseni verenlerinde heterezigot allele sahip olduklar1 goriilmektedir. Bazi
orneklerde ise 2’den fazla bant deseni goriilmektedir. Bunun nedeni PCR uygulamasiyla
DNA zincirinde olusan kaymalardir (in vitro DNA slippage). PCR ile ¢ogaltilmis bir
mikrosatellit allelinin tek bir bant degil de bir bantlar merdiveni seklinde goriinti
veriyor olmasidir. Cogaltilan mikrosatellit bolgesine ait allel olarak, bu bantlar
icerisinde en yogun olan1 alinmistir. Diger bantlar, genellikle orijinal allelden kiigiiktiir

(Hoelzel 1998; Devrim ve Kaya 2004).

SSCP analizi sonucu elde edilen her bir mikrosatelit lokusun allel uzunluklar
kullanilarak GENETIX 4.02 programinda yapilan faktoriyel benzerlik analizi sonucu
incelendiginde 2 grubun birbirinden ayrildiklar1 goriilmektedir (Sekil 4.20 ve Sekil
4.21). Bu da her grubun kendi icerisindeki bireylerinin genetik akrabalik derecelerinin
yiksek oldugu anlamma gelmektedir. Gruplarin 2 ve 3 boyutlu dagilimlarini
gorebildigimiz grafiklerde, Grup2’nin Grupl’e gore daha toplu ve bireylerinin
genetiksel olarak birbirine daha yakin oldugu sdylenebilir. Yine faktoriyel benzerlik
analizi sonucuna gore, Grupl’in Grup2’ye gore daha daginik bir durum sergiledigi ve
bireylerin birbirine olan genetiksel mesafelerinin ise daha uzak oldugu goriilmektedir.
Bu durum, ya rastgele yapilan Orneklemede birbiri ile daha uzak akraba bireylerin
orneklemeye tesadiif etmesi ya da tim grup bireylerinin diger gruplara nazaran daha
genis bir genetik mesafeye sahip olmasi, yani rastgele segilen iki bireyin ayni
ebeveynden gelme olasiliginin daha az olmasi seklinde aciklanabilir. Bu veriler,
gokkusagi alabalig1 yetistiricigi yapan igletmelerde yavas biiyiiyen, diisiik canli agirliga
sahip gokkusagi alabaliklarinin (yani Grup2) daha kolay elemine edilebilecegi anlamina

gelmektedir.
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Sekil 4.23 incelendiginde, TreeView programinda c¢izilen bireyler arasi genetik
mesafeyi gosteren dendogram goriilmektedir. Dendogramdan ¢ikan ana kol genetik
mesafe uzakligi 0 olmak flizere ilk once 2 kola ayrilmigtir. Daha sonra iist ve alttaki
kollarda benzer sekillerde ve yine genetik mesafe uzakligi 0 olmak tlizere 2 kola
ayrilmistir. Dengromin {ist kismindaki birinci kolda sirasiyla; 31, 32, 39, 40, 38, 35, 36,
37, 33, 34, 11, 21, 26, 22, 30, 23, 24, 27, 28, 25 ve 29 numarali bireylerin bulundugu
goriilmektedir. Bunlar; 11 numarali birey hari¢ diisiik canli agirliga sahip Grupl
bireyleridir. Dengromin alt kismindaki ikinci kolda ise sirasiyla; 9, 8, 1, 4, 6, 5, 10, 7, 2,
3, 15, 14, 17, 13, 19, 16, 20, 12 ve 18 numarali bireylerin yer aldigi goriilmektedir.
Bunlarin hepsi yiliksek canli agirhiga sahip Grup2 bireyleridir. Burada deginilmesi
gereken durum dendogramin st ve alt kollarinda bulunan bireylerin ayni gruba ait
bireyler olmasidir (dendogramin iist kolundaki 11 numarali birey harig).
Dendogramdaki bireylerin genetik mesafelerinin birbirlerine uzak olmadiklari, ancak
kendi icerisinde de 2 gruba ayrilmistir. Bu 2 grubun arasindaki ayirimin, ciice kalmis ve
hizli biiyliyen baliklarin olusturdugu gruplar olmalar1 dikkat g¢ekicidir. Her ne kadar
farkli fenotipiki 6zelliklere sahip olsalarda, Grupl ve Grup2 bireylerinin dendogramin
ilk ve sonrasindaki ¢ikis noktasinda genetik mesafe uzakliginin 0 olmasi beklenen bir
durumdur. Bu, dendogramdaki bireylerin ayni tiire ait bireylerin olusturdugu gruplar
olmasindan kaynaklanmaktadir. Ozellikle tiir veya alt tiir bazinda yapilan
dendogramlarda baslangic noktasinda dendogramin  belirli bir genetik meafeyle

ayrildiklar1 daha onceki ¢aligmalarda bildirilmistir (Ceyhun 2007).

Gruplar aras1 genetik mesafeyi gosteren dendogram incelendiginde (Sekil 4.24)
dendogramin 0 kolundan ¢ikan 2 kol sonra kendi arasinda tekrar 2 kola ayrilmstir.
Dengromin iist kismindaki birinci kolda Grupl’in, alt kismindaki ikinci kolda ise
Grup2’nin bulundugu goriilmektedir. Gruplarin birbirlerine olan genetik mesafeleri

0’dir. Yani bu 2 grubun iiyeleri ayni tiire ait baliklardir ki bu da beklenen sonugtur.

Gruplar ve bireylere ait dendogramlar (Sekil 4.20 ve Sekil 4.21) ve faktoriyel benzerlik
analizi sonuglart (Sekil 4.20 ve Sekil 4.21) birlikte degerlendirildiklerinde; genetik

mesafenin gostergesi olan dendogramda grup ve bireyleri bazinda 0 genetik mesafeyle
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birlikte dendogramin 2 kola ayrilis1 ve her bir kolda Grupl ve Grup2’ye ait bireylerin
bir arada bulunusu, grup bireyleri arasindaki akrabalik derecesinin gostergesi olan 2 ve
3 boyutlu faktoriyel benzerlik analiz sonuglarinda Grupl ve Grup2’ye ait bireylerin
kendi aralarinda kiimelendiklerini gostermektedir. Dendogramlar ve faktoriyel benzerlik

analiz sonuglarinda birbirlerini destekler nitelikteki bulgularla karsilasilmistir.

Calismada yapilan analizler neticesinde, 13 mikrosatelit lokusta toplam 90 farkl allel
gozlenmistir. Gozlenen allel sayilarinin, gruplar ve analiz edilen mikrosatelit lokuslar
bazinda dagilimi (Sekil 4.22) incelendiginde, en fazla allel sayisinin OMM1041
lokusunda (38), en diisiik allel sayisinin ise Strutta-12 lokusunda (8) gézlendigi, gruplar
bazinda incelendiginde ise Grupl’de gozlenen allel sayisisin daha fazla oldugu
goriilmektedir. Allellerin dagilimi ve sayist da dnemli oldugu i¢in, genetik varyasyonun
Olgiilmesinde heterezigotluk tek basina eksik bir dl¢lidiir (Cruz et al., 2004). Kullanilan
mikrosatelit lokuslar igerisinde sadece bir tanesinde goriilen digerlerinde goriilmeyen
allellere ise Ozgiin allel denilmektedir. Calismamizda OMMI1041 lokusunda 4,
OMM1308 lokusunda 9, OMM1302 lokusunda 1,0MM1316 lokusunda 1, OMMI1312
lokusunda 3 ve FGT1 lokusunda 1 olmak {izere toplam 19 6zgiin allel tespit edilmistir.
Allel frekans1 %35°ten biiyiikse bu allelin 1rk belirleyici 6zelligi vardir (Ozkan 2005). Irk,
bir canli tiiriinde ayn1 karakteri tasiyan canlilarin olusturdugu alt boliimdiir. Ayni tiirlin
cesitli liyelerinden birine digerine nazaran fenotipik bakimdan daha fazla benzer olan
bireyler toplulugudur. Calismamizda bir populasyona ait goreceli gruplar
olusturuldugundan gruplarin genetiksel aymriminda o6zgilin allel frekanslarindan

yararlanilabilir.

Cizelge 4.4’te Ozgilin allel frekanslari incelendiginde, OMM1041 lokusundaki 268
bp’lik 6zgiin allelin frekanst 0,0500=%5’tir ve Grupl’e 6zgiin olup ciice baliklarin
tespitinde kullanilabilecek bir allel goriinimiindedir. Ayni lokusta 288 bp’lik 6zgiin
allelin frekansi 0,0500=%5"tir ve Grup2’ye 6zgiin olup yliksek canli agirliga sahip (hizl
biiyliyen) baliklarin tespitinde kullanilabilecek bir allel goriiniimiindedir. Allel
frekanslar1 %5 ten kiigiik olan 278 ve 290 bp’lik alleller bu anlamda farklilig1 belirleyici
ozellikte degildir.
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Cizelge 4.7°de ozgiin allel frekanslar1 incelendiginde, OMM1308 lokusundaki 292
bp’lik 6zgiin allelin frekanst 0,0500=%5’tir ve Grupl’e 6zgiin olup ciice baliklarin
tespitinde kullanilabilecek bir allel goriinlimiindedir. Ayni lokusta 302 ve 320 bp’lik
Ozgln allellerin frekanslart sirastyla 0,0750=%7,5 ve 0,0500=%5tir. Bu alleller
Grup2’ye 6zgiin olup yliksek canli agirliga sahip (hizli biiyiiyen) baliklarin tespitinde
kullanilabilecek alleller goriiniimiindedir. Allel frekanslar1 %5°ten kii¢iik olan 306, 310,
316, 326, 342 ve 346 bp’lik alleller bu anlamda farklilig1 belirleyici 6zellikte degildir.

OMM1302 lokusunda bulunan ve Grupl’e oOzgiin 204 bp’lik allelin frekansi
0,0250=%2,5tir (Cizelge 4.8). Bu deger %5 tek kiiciik oldugu icin 204 bp’lik 6zgiin
allel gruplar arasindaki farklilig: belirleyici 6zellikte degildir.

Cizelge 4.11 incelendiginde, OMM1316 lokusunda bulunan ve Grupl’e 6zgiin 235
bp’lik allelin frekansi 0,0250=%2,5tir. Bu deger %5 tek kiiciik oldugu i¢in 235 bp’lik

Ozgiin allel gruplar arasindaki farklilig1 belirleyici 6zellikte degildir.

OMM1312 lokusunda bulunan ve Grupl’e 6zgiin 130, 134, 136, 140, 142 ve 146 bp’lik
allellerin frekanslar sirasiyla%5; %17,5, %22,5, %5, %7,5 ve %25°tir (Cizelge 4.12).
Ozellikle 134, 136 ve 146 bp’lik allellerin %17,5°dan %25’e varan yiiksek oranda allel
frekanslar1 (goriilme sikliklar1) olduk¢a 6nemli sonuglardir. Bu 6zgiin alleller, Grupl’e
0zgiin olup ciice baliklarin tespitinde kullanilabilecek allel goriiniimiindedirler.
Grup2’ye ait olan ve allel frekanslar1 %5°ten kiiglik olan 124, 134, 136 ve 146 bp’lik
alleller bu anlamda farklilig1 belirleyici 6zellikte degildir.

Cizelge 4.15’de o0zgiin allel frekanslar1 incelendiginde incelendiginde, FGTI
lokusundaki 158 bp’lik 6zgiin allelin frekansi 0,1500=%15’tir ve Grup2’ye 6zgiin olup
yiiksek canli agirliga sahip (hizl biiyiiyen) baliklarin tespitinde kullanilabilecek bir allel
goriiniimiindedir. Literatiirlerde gerek hastalia dayaniklilik gerekse {istiin verim
ozellikleri ile iligkili mikrosatelit allellerinin kullanildig1 ¢aligmalar mevcuttur. Dong et
al. (2008), Cin karidesinde RS0622 mikrosatelit lokusundaki bir allelin Beyaz Nokta
Sendromu hastaligina dayaniklikla iligkili oldugu bulmuslardir. Rodriguez et al., (2004),
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gokkusagr alabaliginda THNV’ye dayanikli QTL bdlgeleri tespit etmislerdir.
Zimmerman et al. (2005), gokkusagi alabaliginda pilorik kese sayisiyla iliskili 3 QTL
bolgesini ortaya c¢ikarmiglardir. Fuji et al. (2007), Japon pisi baliginda Poli9-8TUF
mikrosatelit allelinin lymphocystis hastalifina dayanikliliktan sorumlu bir allel

oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizda lokuslarda gézlenen ortalama allel sayilarina bakildiginda (Cizelge 4.20)
OMMI1041 lokusu i¢in gozlenen ortalama allel sayis1t 22, OMMI1070 lokusu igin
gbzlenen ortalama allel sayis1 16,5 ve. OMMI1130 lokusu i¢in gozlenen ortalama allel
sayisi 15,5 olarak bulunmustur. Gokkusagi alabaliklari tizerinde Rexroad IIT et al.
(2001) yapmis olduklari caligmalarda ise OMMI1041, OMM1070 ve OMMI1130
lokuslarin1 ¢alisan allel sayilarini sirasiyla 30, 21 ve 19 olarak bildirmistir. Gorildigi

gibi buldugumuz allel sayilari literatiirlerle benzerlik arz etmektedir.

Calismamizda gozlenen ortalama allel sayillar1t OMM1308 lokusu i¢in 15, OMM1302
lokusu i¢in 18, OMM1309 lokusu i¢in 9, OMM1310 lokusu i¢in 13, OMM1316 lokusu
icin 7,5 ve OMM1312 lokusu i¢in 7 olarak bulunmustur (Cizelge 4.20). Palti et al.
(2002) gokkusagi alabaliklarinda allel sayilarini; OMM1308 lokusu i¢in 13, OMM1302
lokusu i¢inl15, OMM1309 lokusu i¢in 10, OMM1310 lokusu i¢in 16, OMM1316 lokusu
icin 11, OMM1312 lokusu igin 19 olarak bildirmislerdir. OMM1308 ve OMM1302
lokuslarinda sonuglar benzer olmasada OMMI1309, OMMI1310, OMMI1316 ve
OMM1312 lokuslarinda gozlenen allel sayilart literatiirle paralellik gdstermektedir.

Poteaux et al. (1999) Strutta-12 lokusu ile Salmo trutta L. populasyonlarinda yaptiklari
calismada ortalama allel sayilarin1 11 olarak bulmuslardir. Ceyhun (2007)’un Salmo
trutta L. populasyonlarinda yaptig1 calismada ayni lokusta ortalama gozlenen allel
sayist 9 olarak bulunmustur. Bu sonu¢ Salmo trutta i¢in degilde bizim ¢alistigimiz
Oncorhynchus mykiss’de 6 olarak bulunmustur (Cizelge 4.20). Sonuglar benzerlik arz

etmektedir.
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Estoup et al. (1998) FGT1 lokusu ile Salmo trutta L. populasyonlarinda yaptiklar
caligmada, ortalama allel sayilarin1 10 olarak bulmuslardir. Ceyhun (2007)’un Salmo
trutta L. populasyonlarinda yaptigi calismada ayni lokusta ortalama gozlenen allel
sayisi 6,4 olarak bulunmustur. Bu sonu¢ Salmo trutta i¢in degilde bizim galistigimiz
Oncorhynchus mykiss’de 8 olarak bulunmustur (Cizelge 4.20). Sonuglar benzerlik arz

etmektedir.

Calismada yapilan analizler neticesinde, beklenen heterozigotluk (He) ve goézlenen
heterozigotluk (Ho) degerleri belirlenmis Cizelge 4.18, 4.19 ve 4.20°de verilmistir.
Cizelgeler incelendiginde, lokuslar bazinda en yiiksek ortalama beklenen heterozigotluk
degeri 0,9419 olup, yine lokus bazinda gozlenen allel sayisinin en yiiksek oldugu
OMM1041 lokusunda bulundugu, en diisiik ortalama beklenen heterozigotluk degeri ise
0,7800 olup OMMI1309 Ilokusunda tespit edilmistir. Lokuslar bazinda go6zlenen
heterozigotluk degerleri (Cizelge 4.21) incelendiginde ise en yiiksek degerin 0,9628
oldugu ve beklenen heterozigotluk degerinin de en yiiksek oldugu OMMI1041
lokusunda gozlendigi goriilmektedir. En diisiik deger ise 0,8037 olup ortalama allel
sayisinin en diisiik oldugu Strutta-12 lokusunda goriilmiistiir. Tiim mikrosatelit lokuslar
icin gruplar bazinda beklenen ve gdzlenen heterozigotluk degerleri Cizelge 4.21°den
incelendiginde en yiiksek beklenen heterozigotluk degeri 0,8638 olup Grupl’de, en
yiiksek gozlenen heterozigotluk degeri ise 0,8346 olup Grup2’de goriilmiistiir. En diisiik
beklenen heterozigotluk degeri 0,8384 olup Grup2’de, en diisik gozlenen
heterozigotluk degeri ise 0,7808 olup Grupl’de goriilmiistiir. Tiim mikrosatelit
lokuslarda gruplar i¢cin He ve Ho degerleri arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemsiz

bulunmustur. Diger yapilan ¢alismalarda bulunan sonuglar ise soyledir;

Charles et al. (2005) Fransa’da yasayan alabaliklar arasindaki genetik farkliligi 15
mikrosatelit markirla test ettikleri ¢aligmada, beklenen heterozigotluk degerinin 0,789
ile 0,828 arasinda degistigini bildirmislerdir. Ceyhun (2007) Salmo trutta’larda yapmis
oldugu c¢alismada He=0,602-0,668 H0=0,570-0,670 arasinda oldugunu bildirmistir.
Cruz et al. (2004) Karideslerde yaptiklar1 ¢aligmalarda He=0,87 ve Ho=0,74 olarak
bulmuslardir. O'Connell et al. (1997), Ontario goliindeki gokkusagr alabaligi
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populasyonlarinda beklenen heterezigotluk degerlerini (He) 0,740-0,956 arasinda
bulmuglardir. Daniel et al. (2001), gokkusagi alabaligi populasyonlarinda gozlenen
heterezigotluk degerinin 0,745-0,848 arasinda oldugu bildirilmistir. Nielsen (1999a), 4
celikbas gokkusagi alabaligi populasyonunda gozlenen heterezigotluk degerlerini 0,66-
0,72 arasinda bulmustur. Nielsen (1999b), 11 gokkusagi alabalifi populasyonunda
gbzlenen heterezigotluk degerini 0,68 olarak bildirmistir. Nielsen (1999c), Alaska
gokkusagi alabaligina ait 3 populasyonda gozlenen heterezigotluk degerini 0,46 olarak
bulmustur. Hauser et al. (2006) derelerde yasayan gokkusagi alabaligi
populasyonlarinda He degerini 0,88-0,90 arasinda bulmuslardir. Biitiin lokuslarda allel
frekanslar1 arasinda onemli derecede farkliliklar oldugunu bildirmislerdir. Bunlar,
calismamizda bulunan beklenen ve gozlenen heterezigotluk degerleriyle paralellik arz

etmektedir.

Onii¢ lokusta goriilen toplam 90 allel (Sekil 4.22), sayisinin fazla olusu nedeniyle
heterezigotlugun yiiksek oldugunu gostermektedir. Heterezigotluk yiiksekse ayirim
kolaylasir. Genetik ¢esitliligin belirlenmesinde ortalama allel sayis1 ve Hardy- Weinberg
sartlarinda tahmin edilen heterozigotluk diizeyi, polimorfizm oranindan daha iyi bir

parametredir (Giannini et al., 1991).

Cizelge 4.20 incelendiginde beklenen heterozigotluk degerleri ile gézlenen allel sayilari
arasinda bir paralelligin s6z konusu oldugu goriilmektedir. Bilindigi lizere polimorfik
lokuslarda daha fazla allel gérmek olasidir. Dolayisi ile ¢calismada kullanilan gruplar ve
lokuslar i¢in polimorfizm fazlaliginin heterozigotlugu artirdigi soylenebilir. Yani
kullanilan 13 lokustan herhangi biri ne kadar polimorfik ise o lokus i¢in beklenen

heterozigotluk degeri o oranda artmistir denebilir.

Tiim mikrosatelit lokuslar i¢cin gruplar bazinda beklenen ve gozlenen heterozigotluk
degerleri Cizelge 4.21°den incelendiginde, Grupl i¢in beklenen heterozigotluk degeri
Grup2’den daha biiyiik bulunmustur. Goézlenen heterozigotluk degerinde tam tersi bir
durum goézlenmistir. Yapilan istatistik analiz sonucunda bu farklarin istatistiksel olarak

onemli olmadig1 belirlenmistir.
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Gozlenen heterozigotluk (Ho) degerinin beklenen heterozigotluk (He) degerinden biiytik
olmas1 (Ho>He) o populasyonda akrabalik oranin yiliksek oldugunu gosterir. Cizelge
4.21 incelendiginde Grupl i¢in He degerinin (0.8638) Ho degerinden (0.7808) yiiksek
oldugu goriilmektedir. Yine Grupl i¢in He degeri (0.8384) Ho degerinden (0.8346)
ylksek bulunmustur.

F istatistikleri populasyonlarin yapilarinin tanimlanmasinda 6nemli bilgiler veren
parametrelerdir. F istatistikleri Wright (1965) tarafindan gelistirilmis olup Fr, Fis ve Fsr

olmak iizere ii¢ alt parametreden ibarettir (Ozkan 2005).

Bu parametrelerden Fs alt populasyonlarda goriilen ortalama akrabalik katsayisi olarak
tanimlanir ve alt populasyonlarda birbirine akraba olan bireylerin i¢inde homolog
alleller arasindaki korelasyonu tanimlar. Yani alt populasyonlarda rastgele birlesen iki
gametin ortak ebeveynden gelme ihtimalidir. Fis degeri teorik olarak O ile 1 arasinda
degismekte olup, negatif bulunmasi heterozigot fazlaligini, sifir degerine yakin
bulunmas1 Hardy-Weinberg dengesinin varligini, pozitif olarak bulunmasi ise
homozigot fazlaligin1 ifade etmektedir. Calismamizda Fis degeri 0,07655 olarak
bulunmus olup 0 degerine yakin bulmasi nedeniyle gruplarda Hardy-Weinberg
dengesinin varoldugu goriilmektedir (Cizelge 4.16). Hauser et al. (2006) Amerika’da
derelerde yasayan gokkusagi alabaligi populasyonlari iizerinde 2 yil siireyle mikrosatelit
markirlar kullanarak yapilan ¢calismada Fs degerini -0,003 ile 0,045 arasinda bulmustur.
Narum et al. (2004) Amerika’daki 14 anadrom gokkusagi alabaligi populasyonunun
Hardy-Weinberg dengesinde oldugunu bildirilmistir.

Fst degerleri gruplar i¢in 0,05611 olarak bulunmus ve gruplar arast mesafenin
istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 saptanmistir (Cizelge 4.16). S6z konusu deger 0’dan
uzaklastikca genetik farklilasmada o oranda artmaktadir (Ozkan 2005). Nielsen (1999a)
4 celikbas gokkusagi alabaligr populasyonunda 11 mikrosatelit lokus iizerinde yapmis
oldugu calismada Fst degerlerini 0,025-0,064 arasinda bulmustur. Nielsen (1999b)
gokkusagi alabaligi populasyonunda Fsr degerlerini 0,18 ve yine Nielsen (1999c)
Alaska gokkusagi alabaligina ait 3 populasyonda Fsr degerini 0,087 olarak bildirmistir.
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Narum et al. (2004) Amerika’daki 14 anadrom gokkusagi alabaligi populasyonunda 6
mikrosatelit markir kullanarak yaptiklar1 calismada Fsr degerlerinin 0,001 ile 0,018

arasinda oldugunu bildirilmiglerdir.

Fir ise tlim bireylerin bir arada diisiiniilmesi ile ortaya ¢ikan toplam populasyondaki
Hardy-Weinberg dengesinden sapmanin 6l¢iisii olarak tarif edilebilir (Ozkan 2005).
Calismamizda Fir degeri 0,012836 bulunmus olup gruplar arasinda istatistiki bir 6nem

cikmamistir (Cizelge 4.16).

Cizelge 4.17 incelendiginde Nei’ye gore hesaplanan gruplar arasi genetik mesafe (Dy)
0,076 olup istatistiksel agidan Onemsiz bulunmustur. Nielsen (1999a) 4 celikbas
gokkusagi alabaligi populasyonunda 0,094-1,182; Nielsen (1999b) 11 gokkusagi
alabalig1 populasyonunda genetik mesafeyi 0,182 ve Nielsen (1999¢) Alaska gokkusagi

alabaligina ait 3 populasyonda genetik mesafe degerini 0,289 olarak bildirmistir.

Molekiiler tekniklerin verim arttirmaya yonelik olanlarindan hepsi giliniimiizde kabul
edilmemektedir. Ozellikle son zamanlarda adm sikca duydugumuz genetigi
degistirilmis organizmalar transgen teknolojisiyle iiretilmektedirler. Baliklarda da
uygulanan bu yontem molekiiler diizeyde olmasina ragmen, insanlarin bu konuya
mesafeli yaklastiklar1 goriilmektedir. Insan, hayvan, cevre ve gelecek nesillere
olabilecek etki ve riskleri hakkinda yeterli aragtirma olmadigindan transgenik baliklarin
zararlar1 veya yararlar1 konusunda kesin bir yargiya varmak su an i¢in miimkiin degildir.
Balik yetistiriciliginde {iiretim kapasitesi arttirmaya yonelik transgenik yaklagim
tarzindansa, ¢alismamizda da gergeklestirdigimiz gibi bir populasyon icerisindeki {istiin
verimli bireylerin (hastaliklara dayanikli, hizli biiyiiyen vb.) segilerek bir sonraki
generasyonlarda cilice olma ihtimali olanlarin elemine edilmesi ve hizli biiyliyen
baliklarin iiretilmesi, maliyeti daha az ve daha giivenilir bir yaklagim tarzi sunmaktadir.
Bu caligmadan elde ettigimiz verilerinin kullanilmasit durumunda, iireticiler transgenik
baliklarda oldugu gibi disaridan herhangi bir miidahale olmaksizin genetigi
degistirilmemis balik tiretimi gerceklestirilebileceklerinden etik ve bilimsel yonden de

bu ¢alismanin 6nemi daha da anlasilmaktadir.
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Molekiiler biyoloji alaninda kullanilan tekniklerin ilerlemesi ve yaygin olarak
kullanilmaya baglamasiyla birlikte su triinlerinde bu tekniklerin kullanimi ¢ok yaygin
bir hal almistir (Aksakal ve Erdogan 2007). Genetik verilerin deger ve Oneminin
bilincine varilarak, iilkemizin biyolojik ¢esitlilik ve gen kaynaklar1 varlig1 acgisindan
sahip oldugu zenginlikler unutulmamali, bu sahada yapilacak caligmalara daha da
agirhik verilerek mevcut gen kaynaklarimin da koruma altina alinmasi gereklidir.
Bununla birlikte {izerinde durulmasi gereken diger bir 6nemli bir konuda; verimi
etkileyen kantitatif karakter lokuslarinin (QTL) belirlenmesidir. Son yillarda buna
yonelik c¢alismalara biiyiik egilimin olmustur (Montaldo and Meza-Herrera 1998;
Andersson et al. 1994; Cheverud and Routman 1993; Tanksley 1993). Ciftlik hayvanlar
bazinda bakildiginda son hedef verim o6zelliklerini belirleyen kantitatif karakter
lokuslarinin  belirlenmesi  ve 1slah ¢alismalarinin  bu lokuslardaki genotiplere
dayandirilmasidir. Diger bir ifadeyle fenotipik seleksiyonun yerini kademeli olarak
genotipik seleksiyonun almasi hedeflenmektedir. Sayet boyle bir hedefe ulasilabilirse
seleksiyonla saglanacak genetik ilerleme su andaki yontemlerle saglananin kat kat

tizerinde olacaktir (Cemal ve Karaca 2006).

Su ana kadar gokkusagi alabaliginda tanimlanmig QTL’lerin ¢ogu LD (lymphocystis
disease) gibi tek lokus degil coklu genler tarafindan kontrol edilmektedir (Cizelge 2.2).
Bu yiizden bu QTL’lerin markira dayali seleksiyon i¢in tespiti olduk¢a zordur. Ancak
yetistiricilikte kisa zamanda 6nemli bir ilerleme kaydedebilmek i¢in artik markira dayal
seleksiyonun kullanilmasi gelecekte kacinilmaz olacaktir (Fuji et al. 2007). QTL’lerin
caligilabilmesi iginde {istiin verim &zelliklerine sahip oldugu molekiiler tekniklerle
kanitlanan (moliiler markira dayali seleksiyon) bireylerin caprazlanmasi, bir kag
generasyon elde edilmesi ve geri caprazlamalarin gergeklestirilerek  molekiiler
markirlarla belirlenen bireylerin {stiin verim 0&zelliklerinin bir sonraki nesile
aktarildiginin da tehit edilmesi gerekmektedir. Burada esas deginilmesi gereken klasik
1slah metotlari ile tespiti miimkiin olmayan {istlin verimle iliskili 6zelliklerin molekiiler
belirteclerle ortaya c¢ikarilmasit ve bunun kabul gorebilmesi icin uygulamalrinin
yapilarak sonuglarinin gozlemlenmesi esasidir. Sonra elde edilen generasyonlar ve

bunlarin iiretim kapasitesindeki muhtemel artis degerlendirilerek bu lokuslarda bulunan
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mikrosatelit allellerinin ciicelikle veya hizli biiylimeyle iliskili markirlar oldugu

sOylenebilir.

Sonug olarak bu ¢aligmadan elde edilen veriler dogrultusunda 6zellikle dikkate alinmasi

gerekenler su sekilde siralanabilir;

Grup1’e 6zgiin olup ciice baliklarin tespitinde kullanilabilecek allellerin sunlar oldugu

diistiniilmektedir:

e OMM1041 lokusundaki 268 bp’lik 6zgiin allel (frekans1 %5),

e OMMI1308 lokusundaki 292 bp’lik 6zgiin allel (frekans1 %5),

e OMMI1312 lokusunda bulunan 130 bp’lik 6zgiin allel (frekansi %5), 134 bp’lik
0zgin allel (frekanst %17,5), 136 bp’lik 6zgiin allel (frekans1 %22,5), 140 bp’lik 6zgiin
allel (frekans1 %5), 142 bp’lik 6zgiin allel (frekans1 %7,5) ve 146 bp’lik 6zgiin allel
(frekans1 %25),

Grup2’ye 6zgiin olup yiliksek canli agirliga sahip (hizli biiyliyen) baliklarin tespitinde

kullanilabilecek allellerin sunlar oldugu distiniilmektedir:

e OMMI1041 lokusundaki 288 bp’lik 6zgiin allel (frekans1 %5),
e OMMI1308 lokusundaki 302 bp’lik 6zgiin allel (frekans1 %7,5) ve 320 bp’lik 6zgiin
allel (frekans1 %5), FGT1 lokusundaki 158 bp’lik 6zgiin allel (frekans1 %15)

Genomik DNA’sinda hizli biiyliimeyle iligkili bu mikrosatelit allelleri bulunduran ve
clice kalmayla iligkili bu mikrosatelit allelleri bulundurmayan damizlik baliklarin tespit
edilmesi ve digerlerinin elemine edilerek bunlarin bir sonraki jenerasyonlarin eldesi igin

kullanimi1 ancak QTL’lerinin ¢aligmasiyla miimkiin olacaktir.
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