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Bu calisma Tiirkiye’nin I¢ Anadolu Bélgesindeki bazi gollerinden yakalanan sazanlarda insiilin
benzeri bityime faktori-1 geni (IGF-1/Eco91l) polimorfizmini belirlemek amaciyla yapilmistir. Sazan
ornekleri Tiirkiye’nin I¢ Anadolu Bélgesinde bulunan Konya ilinden Seydisehir ilgesindeki Sugla
goliinden 12 adet, Ilgin ilesindeki Cavusgu goliinden 4 adet, Asagicigil goliinden 3 adet, Beysehir
ilgesindeki Beysehir gbliinden 2 adet, Karaman ilinden Gokge baraj géliinden de 11 adet olmak iizere 32
adet yerli sazan (Cyprinus carpio) ve Cumra ilgesindeki Apa baraj goliinden de 23 adet Giimiisi havuz
baligindan (Carassius gibelio) elde edilmistir. Insiilin benzeri biiyiime faktdriiniin genotipleri
Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemi kullanilarak 3759T> G bolgesinde
belirtilen mutasyonda tanimlanmustir.

Sonug olarak, IGF-I geninin intron 2 bolgesindeki BStEIl (Eco91l) polimorfizminin, hem yerli
sazanlarda hem de Giimiisi havuz baliklarinda genotipleme sonucu monomorfik oldugu bulunmustur.
Caligmada yerli sazanlarin genotipinin TT, Glimiisi havuz baliklariin GG genotipine sahip oldugu tespit
edilmigtir. IGF-I geninin allel ve genotip frekanslarini1 daha iyi anlamak igin gelecekteki ¢aligmalarda

calisilan 6rnek sauyisinin arttirilmasi gerekir.

Anahtar kelimeler: Sazan, IGF-1, BstEll , polimorfizm, molekiiler markorler
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Insulin-Like Growth Factor-1 (IGF-1/Ec0911) Gene Polymorphism in Common
Carp Caught from Central Anatolia Lakes of Turkey
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This study was performed to determine the genotypes of insulin-like growth factor (IGF-I) of
common carps grown and development in Inland Waters of Turkey's Central Anatolia Region. Carp
samples (Cyprinus carpio) collected from a total of 32 carp in the Sugla Lake in Seydisehir, Cavuscu and
Asagicigil Lakes in Ilgin and Beysehir Lake in Beysehir in Konya province and Gokge Lake in Karaman
province and 23 Silver gold fish (Carassius gibelio) from Apa dam lake in Cumra district of Karaman
province of Turkey. Genotypes of insulin like growth factor was identified in specified mutation in the
site 3759T > G by using restriction fragment length polymorphism (RFLP) method.

As a results, BstEll (Eco91l) polymorphism in the intron 2 region of IGF-I gene was found to be
monomorphic as a result of genotyping in both domestic and Chinese carp. It was determined that
domestic common carp had TT genotype and silver gold fish had GG genotype. In the future studies, the
number of common carps should be increased to be studied in order to better understand the allele and

genotype frequencies of IGF-I gene.

Keywords: Common carp, IGF-I, BstEll, polymorfizm, molecular markers
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1. GIRIS

Biiyiime, gelisme, siit verimi ve do6l verimi vb. gibi ekonomik 6zellikler ile iliskili
oldugu bilinen bir¢ok aday gen bulunmaktadir. S6z konusu bu genler bakimindan
polimorfizmlerin varligi ve iizerinde durulan verimler ile bunlarin iligkileri diinyanin
cesitli yerlerinde yetistirilmekte olan populasyonlarda arastirilmakta ve seleksiyonda
kullanilmalari iizerine ¢alismalar devam etmektedir.

Diinyada en c¢ok iiretilen ve yetistiricilikte alabaliktan sonra en genis dagilim
alanina sahip tatl su tiirii olan sazan iliman iklim boélgelerinin ekonomik 6neme sahip
bir balik tiiriidiir. Sazanin yiiksek adaptasyon yetenegi onun yetistiriciliginin kolay
yapilmasini saglamakta ve cogu ililkede hem istihdam hem de hayvansal protein kaynagi
olarak insan yagsaminda dnemli bir yer tutmaktadir. Etcil-otcul beslenen sazanlar bitkisel
proteinleri hayvansal proteinlere c¢evirerek insan beslenmesinde 6nemli bir doniisiim
saglamaktadir. Tiirkiye sahip oldugu cografik konum ve sicak su kaynaklari ile sazan
yetistiriciliginde bircok Avrupa lilkesine gore daha avantajlidir (Genger ve Dogankaya,
2019) .

Tiirkiye’de sazan yetistiriciligi gerek insanlarin sazani kil¢gikli ve damak zevkine
uygun olmamasi nedeniyle tiiketme aligkanliklarinin olmamasi gerekse avcilik yoluyla
olan tiretimin ihtiyact karsilamasi yiiziinden gelisememis ve dolayisiyla yillar itibariyle
sazana gerekli ilgi gosterilmemistir. Bunun sonucu olarak yetistiricilik yoluyla iiretim
miktarimiz glinlimiize kadar diislis egilimine girmis avcilik yoluyla piyasaya sazan arzi
daha ¢ok 6n planda olmustur.

Sazan yetistiriciliginde Onceleri dogadan toplanan yavrularin biiyiitiilmesine
dayanan sistem gliniimiizde tamamen insan kontroliiniin altina girmis olup, kontrolsiiz,
yar1 ve tam kontrollii olmak iizere 3 farkli yontemde yapilmaktadir. Balik beslemede
biiylime gelismenin takibinde viicut dlgiileri 6nemli bir yer tutmakla birlikte populasyon
parametrelerinden kondiisyon faktorii hem canli agirlik hem de total boyu igerdiginden
onemli bir kriter olarak kullanilmaktadir. Dolayisiyla bu o6zellikler insan tiiketimine
uygun pazarlanabilir su iiriinlerinde karar vermede kullanilmaktadir. Geleneksel iiretim
sistemlerinin yaninda son yillarda diger ¢iftlik hayvanlarinda oldugu gibi molekiiler
markdr metotlarinin balik yetistiriciliginde kullanimlart da artmaktadir. Ancak bunlarin
kullanimlar1 diger ¢iftlik hayvanlarina kiyasla nispeten daha azdir. Bu metotlar genetik
materyalde meydana gelen varyasyonlar {izerinde durmakta ve bu varyasyonlarin temel

kaynagi mutasyon olup, DNA’daki yer degistirmeler, ters donmeler, par¢a eksilmeleri



ve yerlesmeleri gibi nedenler ile meydana gelen polimorfizm ayni ¢evre sartlarinda
bulundurulan bireylerde fenotipik varyasyonun kaynagini olusturmaktadir. Mutasyona
ilave olarak sans, seleksiyon ve go¢ gibi nedenler de populasyonun sahip oldugu allel ve
genotip frekanslarim1 degistirerek populasyonu genetik dengeden uzaklastirabilir.
Molekiiler ¢aligmalarda cinsiyet farki gézetmeksizin yasamin erken donemlerinde
ekonomik degere sahip olan 6zelliklerin DNA analizlerinin gergeklestirilebilir olmasi
bu sistemlerin dolayli seleksiyon kriteri olarak kullanimlarini saglamaktadir. Markore
dayali seleksiyonun dolayli seleksiyon kriteri olarak kullanilmasinin diger bir temel
dayanag seleksiyonu diisliniilen 6zellikle markor sistemleri ile elde edilen varyantlar
arasinda yiiksek bir genetik baglantinin (linkage) varligidir. Ciftlik hayvanlarinda
populasyonlarin genetik yapisinin DNA diizeyinde belirlenmesi ve 1slah ¢aligsmalarinda
markore dayali seleksiyon (MAS) ¢alismalari i¢in molekiiler teknikler kullanilmaktadir
(Aytekin, 2011).

Biiyiime, c¢ok ¢esitli noroendokrin yolaklarinin diizenlenmis koordinasyonunu
iceren karmasik bir siirectir. Bu metabolik siiregte araci metabolizmay1 ve hiicre
proliferasyonunu diizenleyerek leptin ve insiilin benzeri biliylime faktorleri (IGF) ve
reseptorleri gibi bazi genler ve reseptorleri temel rol oynarlar.

Biiyime hormonu (GH), insiilin benzeri biiyiime faktorleri (IGF-I ve -II) ve
bunlarin baglanma proteinleri ve reseptorlerini iceren somatotropik aks, ¢iftlik
hayvanlarinda ve baliklarda biiylime ve gelismenin diizenlenmesinde merkezi bir rol
oynadig1 bilinmektedir (Buyse ve Decuypere, 1999). Insiilin benzeri biiyiime faktorii-|
(IGF-I) insiiline benzer molekiiler yap1 gosteren bir polipeptittir. Bu gendeki
polimorfizm dolasimdaki IGF-1 konsantrasyonu, biiyiime 6zellikleri (Ge ve ark., 2001;
Yilmaz ve ark., 2005) ve bir¢ok hormonun diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (He ve
ark., 2012).

Insanlarda IGF-I promoter bolgesinde bir sitozin-adenosin (CA) tekrar dizisi
polimorfizmi, IGF-I iiretimini etkileyerek tip 2 diyabet, kemik mineral yogunlugu, kalp
krizi (miyokard enfarktiisii; kalp kasimin bir boliimiiniin o bdlgeye yetersiz kan
akigindan dolayr kalici hasara ugramasi), diisiik dogum agirligt ve meme kanseri
tizerinde iligkili oldugunu bildirmektedir (Feng ve ark., 2014). IGF-I 6zel hiicrelerde
bliylimeyi uyaran ve lokal olarak etki gosteren, proinsiiline ve amino asit dizilimleri
birbirine benzeyen kiiciik politidlerdir. Yapilar1 ve yaptiklar igler nedeniyle biiyiime
faktorleri grubu igerisinde yer alir. IGF’ler hem biiylimeyi hem de metabolizmay:

kontrol eden c¢ok yonlii sistemlerin bilesenleridir. IGF’ler hiicre metabolizmasi ve



biiyiimesi i¢in gerekli, metabolik etkilere sahip peptitlerdir (Kulkarni ve ark., 2002).
Florini ve ark. (1996)’nin bildirdigi tizere IGF-1 hiicre gelisimini ve farklilasmay1
diizenlemek i¢in omurgalilarda etkilesime giren {i¢c hormon, {i¢ reseptor ve alt1 baglayici
protein igeren karmasik bir ailedir (De-Santis ve Jerry, 2007). Kemikli baliklarda, IGF-I
geni, yaklasik 70 amino asitten olusan bir peptidi kodladig1 ve salmonidler harig, tek bir
kopya halinde oldugu bilinmektedir. IGF-1 cDNA’s1, tilapia, shi tamburu, kara ¢ipura ve
sazan dahil olmak {izere bir¢ok balik ta tamamlanmistir ve kemikli baliklar arasinda
korunmakadir (Wallis ve Devlin, 1993). Sazanlarda IGF-1 geni 5 ekzon ve 6 introndan
olugsmakta ve 14077 bg¢’den meydana gelmektedir (Genbank Accession Number:
AF465830.1). Asagida sazanlardaki IGF geninin sematik gdsterimi verilmistir.
IGF-I

1405 1154 6366 568 2611 1436
I S e —{@

§ =l ll_.l 1 =l

14077 bg

Sekil 1.1 Sazanlarda IGF geninin sematik gosterimi (Feng ve ark., 2014).

Son yillarda kiiresel iklim degisikliginin etkisi, kontrolsiiz kaynak sularinin tarimsal
faaliyette kullanimi, kontrolsiiz / kacak avcilik ve gollere farkli balik tiir ve suslarinin
ilave edilmesi nedeniyle gollerde sazan varlig1 giderek azalmakta ve populasyon tehlike
altina girmektedir. Eger onlem alinmaz ise gelecekte yerli sazan populasyonu kendi
kolojik ortamlarinda yok olma tehlikesi ile karsi karsiya kalacaktir. Bu bakimdan
simdiden mevcut sazan populasyonunun genetik yapisinin belirlenmesi 6nem arz
etmektedir. Bununla birlikte populasyonlarda yapilarin tespit edilmesi durumunda
ileride yapilacak kiiltiir balikgiliginda seleksiyona yardimcr bilgileri ortaya koyacaktir.
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-l (Insulin-Like Growth Factor-1 / IGF-1) geni de
ciftlik hayvanlarinda ve su iiriinlerinde markore dayali seleksiyonda kullanilan aday
genlerden biridir.

Mevcut calismada son yillarda hemen hemen her alanda kullanilmaya baslanan
molekiiler markorlerden RFLP metodu kullanilarak, Tiirkiye i¢ sularinda yetisen su
rtinlerinden yerli sazanlarda (Cyprinus carpio; Linnaeus, 1758) ve Giimiisi havuz
baliklarinda (Carassius gibelio) insiilin benzeri biiytime faktorii-1 geni (Insulin-Like
Growth Factor-1/IGF-1) intron 2 bdlgesindeki BstEIl (Eco91l) polimorfizminin

belirlenmesi amag¢lanmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Baliklar insan beslemesinde ¢ok oneme sahiptir. Saglikli beslenme uzmanlari
haftada 2 defa balik tiiketilmesi gerektigini 6nermektedirler. Omega 3, EPA, DHA yag
asitlerinin yaninda fosfor, demir, kalsiyum, A-D-E-B12 gibi viicudumuz ve sagligimiz
icin gerekli bir ¢ok vitamin ve minerallari barindiran balik tam bir saglik deposudur.
Abdullah (2018) Gida ve Tarim Orgiitiine gore 2010 yilinda insanlarin protein
tiiketiminin (% 23) baliktan geldigini bildirmistir.

Diinyada en ¢ok {iretilen ve yetistiricilikte alabaliktan sonra en genis dagilim
alanina sahip tatli su tiirii olan sazan iliman iklim bolgelerinin ekonomik 6neme sahip
bir balik tiiriidiir. Sazanin yiiksek adaptasyon yetenegi onun yetistiriciliginin kolay
yapilmasini saglamakta ve cogu lilkede hem istthdam hem de hayvansal protein kaynagi
olarak insan yagaminda 6nemli bir yer tutmaktadir.

Iliman iklim boélgelerinin ekonomik Oneme sahip tiirii olan sazan (Cyprinus
carpio; Linnaeus, 1758), taksonomik olarak baliklar siifi (Pisces), kemikli baliklar {ist
takimi (Teleostei), sazangiller familyasindan (Cyprinidae), Cyprinus cinsinin carpio
tiriidiir. Sazan sicakkanli ve genellikle pulla kapli olup, yumurtayla {ireyen bir baliktir
(Sekil 2.1). Diinya’da ticari olarak avlanma ya da kiiltiire alinarak yetistirildigi gibi
ticari amagla melezlenerck de sazan yetistiriciligi (slis baligl) yapilmaktadir (Hulata,
1995). Hulata (1995)’ten bildirdigine gore sazan yetistiriciliginin muhtemelen diinyanin
en eski kiiltiirlii ve en evcil baliklar1 oldugunu ve Cin'de yaklasik 4000 yil, Avrupa'da
ise birkag yiiz yil boyunca yetistirildiklerini bildirmistir.

Sekil 2.1. Sazan (Cyprinus carpio; Linnaeus, 1758)



Sazanin anavatan1 Anadolu'dan baglayarak Giliney Japonya'ya kadar uzanan
genis bir alana yayilmistir. Tiirkiye nin biitiin bolgelerinde bulunan ve i¢su baliklari
tiretimimizin énemli bir kismini olusturan bir tiirdiir. Tiirkiye'de bulunan sazan tiirii de
Cyprinus carpio'dir (Atay, 1990). Yayilis alanina gore sazanin ii¢ alt tiiri Cyprinus
carpio (Adi sazan), Hazar havzasi ve Aral bolgesinde, Cyprinus carpio haematopterus
(Amur sazani), Kuzey Cin ve Amur Havzasinda ve Cyprinus carpio viridiviolaceus =
fossicola (Vietnam sazani), giney Cin ve Vietnam'da bulunmaktadir. Pulluluk
durumuna gore sazanlar dort grupta incelenmekte olup, bunlar pullu, aynali, ¢izgili ve
¢iplak (deri) sazan olarak isimlendirilmektedir (Alpbaz, 1984; Oztiirk, 2015,). Sazan
ekolojik ortamlarinda yetistigi gibi havuz sartlarinda da yem alimi ve degerlendirmesi
iyl oldugu gibi dol alinmasi da sorun olmamaktadir. Diinya’da sazan yetistiriciligi
polikiiltiir, ag kafeslerde, kapali sistemde (endiistriyel) ve celtik tavalarinda olmak iizere
yapilmaktadir (Atay ve Celikkale, 1983). Sekil 2.2°de sazanin cografi yetisme alani

verilmistir.

o / Food and Agriculture
1000 km ;ﬁ Organization of the
500 nm United Nations

Sekil 2.2. Sazanin cografi yetisme alan1 (FAO, 2018)

Cizelge 2.1. Diinyada avlanan ve yetistirilen sazan miktarlar1 (ton) (FAO, 2018).

Yillar
Sazan (ton)
1990 1995 2000 2005 2010 2011 2012 2013 2014
Avlanan 70 687 82 354 71315 69 014 83924 91976 99 060 131619 145 566

Yetistirilen 1134344 1827370 2410392 2666316 3515496 3497832 3753945 3969806 4159117
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Demir (1993)’in bildirdigine gore Tiirkiye’de su {irlinleri yetistiriciliginin son
30 yillik ge¢misine bakildiginda 1985 yilindan 6nce su iirlinleri yetistiriciligine dair
istatistiklere girmis bir veri bulunmamakla birlikte su iirlinleri yetistiriciligi ¢calismalari
1960’11 yillarin sonlarina dogru Sazan ve Gokkusagi alabaligi ile baslamis 1980’li
yillarin ilk yarisindan itibaren Cipura ve Levrek yetistiriciligi ¢aligmalar1 ile devam
ettigini ve  Ozden ve ark. (2005)’in bildirdigine gore ise son yillarda iilkemiz i¢
sularinda Alabalik, Sazan, Yilan Baligi, denizde ise Cipura, Levrek basta olmak iizere
Orkinoz, Kalkan Baligi, Lahoz, Karagoz, Sinagrit, Fangiri, Sivri burun gibi alternatif
tiirlerin yetistiricilik ¢aligmalarin yapildig1 da bildirilmislerdir (Sahindz ve ark., 2017).

Tiirkiye’de sazan yetistiriciligi gerek insanlarin sazani tiiketme aligkanliklarinin
olmamas1 gerek avcilik yoluyla olan iiretimin ihtiyact karsilamasi yliziinden
gelisememistir. Devlet ve iiniversiteler blinyesinde tam kontrollii olarak basarili sekilde
sazan Uretim olsa da ozel istirakler sazana gerekli ilgiyi gostermemislerdir. Bu yiizden
yetistiricilik yoluyla iiretim miktarimiz yillardir ayni diizeyde kalmis (Genger ve

Dogankaya, 2019) hatta 2010 yillindan itibaren diisiis egilimine girmistir.

Cizelge 2.2.Tiirkiye’de avlanan ve yetistirilen sazan miktarlari (ton) (TUIK, 2018)

Yillar
Sazan (ton) | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016
Avlanan 12286.0 | 116250 | 10964.0 | 12058.0 | 9998.1 | 9973.0 | 82766 | 8036.0 | 7223.0 | 4736.0
Yetistirilen | 6000 | 62900 | 591.0 | 4030 | 207.0 | 2220 | 1455 | 1570 | 2060 | 196.0

Tiirkiye'de ekolojik ortamlarinda yetisen sazan tiirti (Cyprinus carpio) yaninda
halk arasinda Cin sazani (¢apak) olarak bilinen Carassius gibelio yani Giimiisi havuz

balig1 i¢ sularda zamanla yerli sazan populasyonlarini tehdit etme noktasinda




gelmistir. Ekonomik olarak diisiik bir degere sahip olan Giimiisi havuz balhigi kilgikli

yapist ile tiiketici tarafindan da tercih edilmemektedir.

2.1 . Molekiiler Markor Sistemleri ve Balik Yetistiricilig¢inde Kullanimlari

Molekiiler markorler, varyasyonu DNA diizeyinde Olgen ve arastirilan
genotiplerde istenen bir geni yada Ozelligi izlemek i¢in kullanilabilen markorlerdir
(Giileg ve ark., 2010). Baska bir ifade ile genomda herhangi bir gen bolgesi ya da gen
bolgesi ile iliskili DNA pargasidir (Devran, 2016). Molekiiler markorler tarimsal
tiretimde genotip tanimlama, 1tk yada gesit tescili, tip yada hatlarinin tanimlanmasi veya
saflik testleri, genetik c¢esitliligin belirlenmesi, gen kaynaklarinin genetik kokeni,
tarimsal performansin ve adaptasyon yeteneginin tahmini (Giileg ve ark., 2010), kalitsal
hastaliklar direnis gibi bir ¢ok alanlarda kullanilmaktadir. Molekiiler markorler
morfolojik markérler, protein markorleri ve DNA markorleri olmak iizere li¢ ana baslik
altinda toplanabilir (Saragoglu, 2007).

Dogal habitatlarinda bulunan su iirlinlerinde avlanma neticesinde veya kiiltiire
alman su iriinlerinde de zamanla populasyonlarin kiiciilmeleri ve yetistirme
programlarindaki damizlik se¢imine bagli olarak genetik cesitlilik azalabilir. Bu gibi
durumlarda molekiiler markdrler gerek populasyon ici yada popiilasyonlar arasi1 genetik
cesitliligin tespiti gerekse arzulanan biiylime ve gelismenin saglanmasinda oldukca
yararli olmaktadirlar.

DNA markdrleri; gen veya genin bir parcast ya da genler arasindaki bir DNA
dizilimi olarak tanimlanmakla birlikte kromozom iizerinde yer gdsteren bir DNA
pargast (markor, belirteg) olarak bilinir ve polimorfik bir yapiya sahiptirler (Aytekin,
2007).

Son yilarda hizli bir gelisim siirecine giren molekiiler markor teknolojisi tip ve
tarim basta olmak iizere, su irlinlerinde de kullanimlari artmaktadir. Balikgilikta
molekiiler genetik teknikleri 1950'li yilarda baglamistir. Yapilan ilk calismalar salomon
ve ton baliklarinda kan grubu farkliliklar iizerine olmus ve populasyon yapisini
analizinde kullanilmak iizere genetik olarak kontrol edilen varyasyonlarin mevcudiyeti
basarili bir sekilde ortaya konulmustur (Aksakal ve ark., 2008).

Molekiiler markoérlerin hayvan yetistiriciligi ve genetiginde oldukc¢a genis
uygulama alani olup, bunlar pratik kisa donem ve uzun donem olmak iizere ikiye

ayrilabilirler (Mitra ve ark., 1999).



Pratik veya kisa donemin uygulama alanlari

1- Ebeveyn tayini.

2- Yavru cinsiyetinin belirlemesi.

3- Ikizlik ve olgunlarin tespiti.

4- Genetik uzakligin tahmini.

5- Hastalik tasiyicilarinin belirlenmesi ve genetik hastaliklarin kontrolii.

Uzun donem uygulama alanlari ise;

1-Genom haritalamanin olusturulmasi.

2-Kanitatif karakterler lokuslarinin belirlenmesidir.

Balikgilik ve su iirlinleri yetistiriciliginde giiniimiize kadar ¢esitli molekiiler
markdler ((protein veya DNA (mt-DNA veya niikleer DNA gibi mikrosatellitler, SNP
veya RAPD gibi)) kullanilmaktadir. Bu markorler son zamanlarda kiiltiir balik¢iligi
uygulamasinda 6nemi olan ¢esitli bilimsel avantajlar saglamaktadirlar (Chauhan ve

Rajiv, 2010) Bunlar;

1-Tiirlerin tanimlanmas.

2-Dogal populasyonlarda genetik varyasyon ve populasyon yapilarinin belirlenmesi,
3-Yabani ve kulugka populasyonlar: arasindaki karsilastirma,

4-Dogal populasyonda demografik darbogazin degerlendirilmesi,

5-Yaygin yardimli rehabilitasyon programlarinin olusturulmasi gibi katkilardir.

Gilinlimiize kadar su trtinleri ve kiiltiir balik¢iliginda allozymes, mikrosatellitler,
RAPD'ler, mt-DNA ve SNP'ler de dahil olmak fizere ¢esitli tipte DNA markdrleri
gelistirilmistir. Baliklarda bu markérler, balik genomu boyunca dagilmis ytiksek genetik
varyasyon seviyesi ortaya ¢ikarmistir. DNA markor gelistirme cabalarini hizlandirmak
icin son zamanlarda genom haritalama ve tiir tanimlamasi gibi yeni bir girisimde
bulunulmustur. Cesitli su iirlinleri tiirlerinde ifade edilmis Dizi Etiketleri (EST) ve DNA
barkod gelistirmeye yonelik onemli ilerlemeler kaydedilmistir (Chauhan ve Rajiv,
2010). Cizelge 2.3’te baz1 balik ve kabuklu deniz canlilarinda bazi molekiiler markorler
ile son yillarda yaymnlanmis baglanti haritalar1 verilmis olup, bunlar genel olarak

mikrosatellit ve AFLP ile yapilan ¢alismalardir (Martinez, 2007).



Cizelge 2.3. Balik ve kabuklu deniz canlilarinda son yillarda yayinlanmis baglanti haritalar1”

.. Harita Erkek Disi
Tiirler M:r:(fr Markorler uzunlugu cM cM Kaynaklar
Sayls E/D (Kosambi) | (Kosambi)
Atlantic 473 AFLP 8.26:1 103 901 Moz%gi:rk-'
Salmon 54 M!krosatell!t Gilbey ve ark.,
65 Mikrosatellit 3.92 np Np 2004
226 Mikrosatellit
973 AFLP
4 Allozim
Gokkusagi 72 VNTR i 4590 Nichols ve ark.,
alabaligi 29 Bilinen genler 2003
12 Minisatellit
5 RAPDs
38 SINE*
. Mikrosatellit . Houbert ve
istiridye 115 1.31:1 776 1020 | pedgooodk 2004
.. Mikrosatellit Chistiak
Japon levregi 174 1.6:1 567.4 905.9 ark. 2005
Japon Karidesi 195 AFLP 1780 1026 Li ve ark., 2003
Tilapia g 'C\;"e'ﬁg‘s’sate"'t 11 1300 Lee ve ark., 2005
Deniz Tarag1 503 | AFLP 1.27:1 2 468 3130 | ‘Wemgreark.
110 Mikrosatellit S Li
Sazan 105 Bilinen genler - 4111 un \2/804|ang,
57 RAPDs
Pisi Balig1 111 Mikrosatellit ) Coimbra ve ark.,
352 AFELP 7.4:1 741.1 670.4 2003
Kanal Kedi Mikrosatellit . B Waldbieser ve
Bali 313 3.18:1 1958 e o

B: cinsiyet — ortalama; *kisa serpistirilmis elemanlar; np: yaymnlanmamis *Martinez (2007)

2.1.1. DNA Temelli Markorler

Farkli genotiplere ait DNA dizilis farkliligmi cesitli sekillerde ortaya koyan
belirtegclere DNA markorleri (DNA belirleyicileri) adi verilmektedir. Giiniimiize kadar
yogun olarak DNA parmakizi analizinde kullanilan ve DNA’y1 temel alan en onemli
molekiiler markorler; Restriksiyon  Fragman Uzunluk Polimorfizmi  (RFLP),
Mikrosatellitler (Basit Tekrar Dizileri — SSR, ISSR, VNTR), Cogaltilmig Fragman
Uzunluk Polimorfizmi (AFLP) ve Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)
metotlaridir. Bu markérlerden; restriksiyon enzimleri ile kesim esasina dayali ¢alisan
RFLP belirleyicileri hibridizasyon tabanli ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase
Chain Reaction — PCR) tabanli, digerleri ise PCR yontemine dayali metodlardir. Devam
eden boliimlerde bu yontemler hakkinda her bilgi verilmeye yapilmis ¢alismalarda

aciklanmustir.




10

2.1.1.1. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism - Restriksiyon

Fragman Uzunluk Polimorfizmi)

Hibridizasyon tabanli RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms)
analizinde, dokulardan izole edilen genomik DNA’nin niikleik asit dizilislerini taniyan
restriksiyon enzimlerince (EcoRI, Hindlll, Clal gibi) kesilmesi ile sonda olarak
kullanilan DNA’nin melezledigi (hibridizasyon) DNA etrafindaki farkli kesim
yerlerinin tespit edilmesi esasina dayanir. Genomik DNAnin restriksiyon enzimlerince
kesimi sonucunda olusan DNA fragmentlerinin jel elektroforezinde molekiil
biiyiikliiklerine gore ayrismasi saglanir. Daha sonra DNA jel ortamindan daha kullanigh
olan naylon filtrelere/membranlara tek iplik¢ik halinde Southern transfer metoduyla
transfer edilir. Filtreler bundan sonra ¢ogunlukla radyoaktif 32P ile isaretlenmis bir
DNA sondasi ile hibridize edilmekte ve gorintiilenmektedir. Ancak; southern blot
hibridizasyonu ve radyoaktiviteye ihtiya¢g duyuldugundan bu yontem pahali olmakta,
zaman ve iggiicli gerektirmektedir (Yildirim ve Kandemir, 2002).

PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu;Polimerase Chain Reaction) tabanli RFLP
yonteminde genel olarak, ozglin primer c¢iftleri ile hedeflenen DNA bolgeleri
cogaltilmakta, bu DNA bdlgeleri arzu edilen restriksiyon enzimleri ile niikleotid tanima
siralarindan kesilerek DNA pargaciklari elde edilmekte ve bu DNA parcaciklari uygun
konsantrasyondaki agaroz ya da poliakrilamid jellerinde molekiiler biiyiikliiklerine gore
ayrilmakta ve UV altinda goriintiilenmektedir. Boylece genetik farkliliga sebep olan her
bir bireye 0zgii RFLP bant profilleri elde edilmektedir. RFLP metodunun farkli
laboratuvar sartlarina gére otomasyona uygun olmasi, ¢esitli caligmalara transferlerinin
yapilabilmesi ve kodominant 6zellikte olmasi avantajlari arasindadir (Aytekin, 2011).

Sekil 2.5°de RFLP analiz tekniginin agamalar1 gosterilmistir.
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Sekil 2.5. RFLP analiz teknigi asamalar1 (Aytekin, 2011)

Chauhan ve Rajiv (2010), Tayvan'daki sazangillere (Cyprinidae) giren farkli
sazan tiirlerinin FINS (Forensically informative nucleotide sequencing; adli biligsel
niikleotid sekanslama) ve PCR-RFLP analizi ile tiir tantmlanmasin1 arastirmak amaciyla
16 ticari sazangil 6rnegini geleneksel pazarlardan elde etmisler ve yaptiklar1 ¢aligmada
orneklerin 9'unun Carassius auratus auratus, Cyprinus carpio carpio veya
Ctenopharyngodon idella oldugunu, diger 6 Ornegin ise sazangillerden olmadigini
bildirmislerdir. Arastiricilar islenen 6 Ornegin, monofilik bir balik grubu olan
Oreochromis spp. (Tilapia; tath su ¢ipurasi) oldugunu ve sahte olarak sazan menseili
olarak etiketlenmis islenmis iirtinleri tanimlamak i¢in bu metotlarin kullanilabilecegini

ifade etmislerdir.

2.1.1.2. RAPD (Randomly Amplified Polymorfic DNA- Rasgele cogaltilmis DNA

polimorfizmi)

Iki ayr1 arastirmaci grubu 1990 yilinda 6zgiil niikleotid dizisi bilgisine
gereksinim olmadan polimorfizmin PCR yontemi ile tek bir primer (markor, belirtec,
isaretleyici) kullanilarak ortaya konabilecegini gostermislerdir. Bu yontem ile DNA
diizeyindeki ¢esitlilik diger yontemlere gore daha cabuk ve kolay bir sekilde ve yine
daha ucuza saptanabilmektedir. PCR islemine dayali olan bu teknikle (Mullis, 1990),
sentetik olarak olusturulan rastgele niikleotid dizisine sahip primerler (9-10 bg
uzunlugunda), genomik DNA’nin c¢esitli bolgelerinin ¢ogaltiminda kullanilmaktadir.

Ayni PCR reaksiyonu esnasinda her bir RAPD primeri farkli lokuslardan bir dizi DNA
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bolgesini (1 ile 10 arasi veya daha fazla) ¢ogaltma kapasitesine sahiptir. RAPD
analizlerinde, yaygin olarak 10 bazlik uzunluga sahip primerler kullanilmaktadir. Daha
kisa veya uzun baz dizisine sahip primerleri diizenleyip kullanmak da olasidir. Ancak
primerin boyutunun uzun veya kisa olmasi genomda karsilik gelen bolge sayisini
dogrudan etkilemektedir. Diger yontemlere gore ucuz olmasi, cabuk sonug¢ vermesi ve
DNA baz dizisine yonelik 6n bilgi gerektirmemesi gibi nedenlerden dolay1 tiirlerin
belirlenmesi, populasyon i¢i veya populasyonlar arasi genetik benzerlik ve farkliliklarin
belirlenmesi i¢cin RAPD teknigi siklikla kullanilmistir. Bunun yaninda, ebeveyn testleri
ve genetik kaynaklarin korunmasina yonelik strateji belirleme gibi amaglar i¢in de
kullanilmaktadir. Yontemin en biiylik dezavantajlari ise dominant kalitim yolu izlemesi
ve tekrarlanabilirliginin diisiik olmasidir. RAPD yontemi baslangicta bitki ve
mikroorganizmalara yonelik calismalarda yaygin olarak kullanilmasina karsin daha
sonraki donemlerde ¢iftlik hayvani tiirlerine yonelik ¢aligmalarda da etkin bir sekilde
kullanilmaya baslanmig (Binbas, 2006), ancak giinlimiizde RAPD metodunun kullanimi
ciftlik hayvanlarinda pek tercih edilmemektedir.

Dong ve Zhou (1998), Xingguo kirmizi sazan, Alman aynali sazan ve Rusya
aynali sazan popiilasyonlarinda populasyon i¢i ve populasyonlar arasindaki
polimorfizmleri incelemek amaciyla PCR-RAPD yontemini kullanarak ii¢
populasyonda 199 DNA bandi elde etmis ve bunlarin 155 tanesini polimorfik tespit
etmislerdir. Populasyonlar i¢indeki en yiiksek genetik benzerlik degerini Alman aynali
sazanlarinda bulurlarken, Xingguo kirmizi sazan ve Rusya aynali sazan
populasyonlarinin ise genetik uzaklik bakimindan en uzak oldugu tespit etmislerdir.
Arastiricilar  genetik varyasyonun Xingguo kirmizi sazan ve Rusya aynali sazan
populasyonlarinda daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

Yoon (2001), PCR-RAPD yéntemini kullanarak, Israil sazani ile yerli sazan
arasindaki genetik akrabalik derecesi arastirilmistir. Normal sazanlarda toplam 294
polimorfik iiriin bulunurken Israil sazanlarinda ise 336 polimorfik {iriin gézlenmistir.
Yerli sazanlarda ortalama genetik benzerlik 0,44 + 0,05 iken Israilli sazanlarinda 0.32 +
0.04 tespit edilmistir.

Akhan ve Canyurt (2005), RAPD-PCR yontemi kullanarak {i¢ farkli
kulugkahanedeki (Mugla-Fethiye, Burdur-Goélhisar, Denizli-Cameli) gokkusagi
alabaliklart (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1972) arasinda genetik c¢esitliligi
belirlemek i¢in 10 adet primer ile calismislardir. Ancak populasyonlara gore degismekle

birlikte, kullanilan 10 primerden 2-3 primer degerlendirilebilir nitelikte bulunmustur.
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Calismada ii¢ populasyonda hesaplanan populasyon ici genetik benzerlik degerleri
Fethiye, Cameli ve Golhisar i¢in sirasiyla 0.429, 0.311, 0.348 gibi diisiik seviyelerde
tespit ettiklerini bildirmisler ve dendogogramda populasyonlar arasindaki iligkiyi

gostermislerdir.

2.1.1.3 AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism-Cogaltilmis parca

uzunlugu polimorfizmi)

AFLP teknigi, Vos ve ark. (1995) tarafindan gelistirilen multilokus bir hibrit
markér (RFLP+PCR) teknigidir. Genomik DNA’nin restriksiyon enzimi (Msel ve
EcoRI gibi) yardimi ile kesimi sonucu meydana gelen DNA parcalarinin bir kisminin
PCR ile selektif ¢cogaltimma dayanan bir tekniktir. Diger bir ifade ile AFLP teknigi
RAPD tekniginin dezavantajlarin1 gidermek iizere gelistirilmistir.

Ebeveynler ve 1slah sonucu elde edilen bireylerin DNA’lar1 iki restriksiyon
enzimi ile (4 baz ve 6 baz) kesilir ve DNA’nin kesilmesi sonucu olusan DNA
parcgaciklar1 adaptorlerle birlestirme (ligasyon) yapilir. Ligasyon {iriinleri birer baz ilave
edilir, primerlerle PCR yapilir ve elde edilen PCR fiiriinleri 3 baz ilave edilmis
primerlerle secici PCR tabi tutulur. PCR {iriinleri poliakrilamid jelde yiiriitiilerek olusan
polimorfizme gore sonuglar degerlendirilir (Saragoglu, 2007)

Wang ve ark. (2000), Endonezya'daki ii¢ farkli sazan stoklarinda (Majalaya,
Sinyonya ve Gynogens) genetik varyasyonu PCR-AFLP yontemini kullanarak
incelenmislerdir. Primer kombinasyonlari, E-AAC / M-CAA, E-AGG / M-CAC ve E-
ACC / M-CTT kullanarak % 66.2'sinin polimorfik oldugu tespit edilmistir. Arastiricilar
majalaya 1rkinda maksimum polimorfizm bulunurken, Gynogens 1rkinda ise

polmorfimin en az oldugunu bildirmislerdir.
2.1.1.4 Mikrosatelit (Simple Sequence Repeats; SSR-Basit tekrar dizileri)

Mikrosatelitler (SSR), oOkaryotik genomlar boyunca ardisik olarak
tekrarlanmakta olan 2-6 sayidaki niikleotid veya niikleotid gruplarnin tekrarlarindan
(CA)N, (GC)n, (GCC)n, (ATT)n, (ACAG)n, (GCTAC)n olusmaktadir.

Bu yontemde; okaryotik genomlarin poliploidi diizeyine gore artig gosteren ve
yiiksek diizeyde polimorfizme yol acan, DNA tekrar dizinlerinin iirettigi bantlar esas
alinmaktadir. Dolayisiyla di-,tri-,tetra-, penta-niikleotid gruplarina mikrosatelit adi
verilmekte ya da Basit Tekrar Dizileri (Simple Sequence Repeat; SSR) olarak
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bilinmektedirler. Mikrosatelitler kodominant markdrler olup temelde lokus-spesifiktirler
(Beuzen ve ark., 2000).

Populasyonu olusturan bireyler arasinda DNA dizilisindeki farkliliklar
cogunlukla genlerden degil, genlerin arasinda bulunan ve kodlanamayan DNA
dizilislerindeki farkliliklardan kaynaklanir. Okaryotik genomlarinda yaygin olarak
bulunan bu bolgelerdeki dizi tekrari sayilarmin farkliligi  genotipler arasindaki
varyasyonun da ortaya konulmasini saglar. Mikrosatelitlerin géstermis olduklar1 yiiksek
diizeydeki polimorfizmin nedeni, ¢cogu mikrosatelit lokusunun, her bir lokus basina, her
bir gamet igin, bir generasyonda goriilen 10%’den 10®ya kadar (ortalama 5x107)
degisen oranlarindaki mutasyon sikligidir. Mikrosatelit lokuslarindaki mutasyonun
DNA replikasyonu siirecinde meydana gelen tekrar iinitelerinin eklenip ¢ikarilmasiyla
“iplik kaymast hatali eslenmesi (slip-strand mispairing)” seklinde gerceklestigi
disiiniilmektedir. “Basit dizi  tekrarlart  (SSR-Simple Sequence Repeats)”,
“Mikrosatelitler”, “Basit ardasik tekrarlar (STR-Simple Tandem Repeats)” ya da
“Degisken sayida ardisik tekrarlar (VNTR-Variable Number of Tandem Repeats)”
seklinde ifade edilebilmektedirler. Mikrosatelitler, polimorfik DNA yapisinin en 6nemli
belirteglerinden biridir (Mercan, 2010).

Estoup ve ark. (1998), 8 mikrosatellit makori kullanarak kalkan ve gékkusagi
alabaliklarinda % 95 dogrulukta ebeveyn tayinini yapmiglardir.

Desvignes ve ark. (2001), kiiltiire alinan damizlik sazanlarda (Cyprinus carpio
L.) genetik cesitliligi belirlemek amaciyla allozyim ve mikrosatellit olmak iizere iki tip
markor kullanarak iki Fransiz bolgesi (Dombes ve Forez) ve Cek Cumbhuriyeti'nden
yapay seleksiyondan kaynaklanan ve Vodnany Arastirma Merkezi'nde siirdiiriilen bes
tiirdeki yaygin su kiiltiiriinden elde edilen alt1 susun karsilagtirmali analizini yapmiglar

ve suslar arasinda 6dnemli farklilar oldugunu bildirmisler.
2.1.1.5 Minisatellit

Genom boyunca mikrosatelitlere gére daha uzun bir ¢ekirdek sekansin daha
fazla sayida tekrar ettigi dizileri olusturan minisatelit ad1 da verilen Degisken Sayili
Ardarda Tekrarlar (Variable Number of Tandem Repeats; VNTR) da bulunmaktadir
(Aytekin, 2006).

Minisatellitler genomda 4-20 kb biiyiikliigii arasinda degisen ve ¢oklu lokus

problariyla hibridize olan markorlerdir. Tekrar {initelerinin sayilarindaki varyasyon
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nedenleri arasinda esit olmayan kKrossing-over veya gen doniisleri (gene conversion) ana
nedenler arasinda goriinmektedir. Minisatellit bolgelerindeki yiiksek mutasyon oranlari
polimorfizm oranlarin1 artirmakta ve populasyonlardaki bireylerin ¢oklu lokus
profillerini farklilagtirmaktadir. Minisatellitlerin temel avantajlar1 yiiksek polimorfizm
ve tekrarlanabilirliktir. Benzer biiyiiklikte elde edilen DNA parcaciklart homolog
olmama ihtimali ve band profillerinin lokuslar veya alleller agisindan yorumlanamamasi

dezavantajlar arasinda sayilabilir (Filiz ve Kog, 2011).
2.1.1.6 ISSR (Basit Tekrarh Diziler Arasi Polimorfizm)

ISSR-PCR yontemi, dkoryatik genomlarda tekrar eden 2 (AT),, 3 (GTA),, 4
(GACA), gibi niikleotid birimlerinin lokustan bagimsiz olarak genom igerisinde rasgele
dagilimlarini esas alan bir yontemdir. Basit tekrar dizileri igeren (15-24 bg) primerlerdir.
Bu primerler ile elde edilen PCR iiriinleri SSR’lar arasinda kalan bolgeleri amplifiye
ederler. En Onemli avantaj RAPD-PCR’da oldugu gibi herhangi bir 6n bilgi
gerektirmemesidir (Aytekin, 2007). Primerlerdeki GC oraninin fazla olmasi baglanma
sicakliginin yiiksek olmasina yol acarken buna karsilik kararli baglanmay1 saglar ve bu
nedenle her bir primerin DNA’ya baglanma sicaklig1 igerigindeki baz kompozisyonuna
gore belirlenir. Cogaltilmig tiriinler genelde 2002000 bg arasi uzunluktadir (Filiz ve
Kog, 2011).

ISSR dominant bir markordiir (heterozigotlar1 belirleyemez) ve dizi bilgisi
gerekmeden primer dizayni yapilabilmesi avantajlarindan biridir. Yiiksek polimorfizm
ve TUretkenlik gostermesi ISSR analizlerini genetik benzerlik, gen haritalama ve
taksonomi c¢aligmalarinda uygulanabilir kilmaktadir. Bu markor sisteminde de RAPD
markdr sisteminde oldugu gibi tekrarlanabilirliginin diigik olmast ve benzer
biiyiikliikteki parcaciklarin homolog olmamasi dezavantajlari arasinda sayilabilir (Kol

ve Lazebny, 2006).

2.1.1.7 SSCP (Single-strand conformational polymorphism; Tek zincir

konformasyon polimorfizmi)

Tek zincir konformasyon polimorfizmi (SSCP), bir DNA dizisindeki (1000 baz
ciftinden daha kisa) dizi varyantlarin1 ve mutasyonlar1 (6zellikle nokta mutasyonlari)
tespit etmede kullanilan molekiiler bir markor sistemidir (Orita ve ark., 1989). SSCP

analizi, genis bir organizmada Ve ¢ok sayida genomik varyant farkliliklarini belirlemede
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yaygin olarak kullanilan bir tarama yontemi olarak kabul edilir. Bu yontemde PCR
tiriinleri denatiire edilir ve denatiire edici olmayan poliakrilamid jel elektroforezie
uygulanir. Bu durumda DNA’nin tek zinciri niikleotid igerigine bagli olarak sulu
ortamda yeni bir konformasyona sahip olmakta ve bu yeni konformasyon, esas olarak
zincir i¢i baz ¢iftleslmelerine bagl olarak olusan ikincil yapidir. Teorik olarak, dizideki
herhangi bir baz degislikligi bu konformasyonda degisiklige neden olabilecektir
(Ozkara, 2003). Kisaca ifade etmek gerekirse; PCR ile ¢ogaltilan bir genom bolgesi,
uygun 1sida denatiirasyona tabi tutularak mutasyon bdlgesinde II. ve III. DNA
konformasyonlarinin olusturulmasi esasina dayanmaktadir. Varyasyona bagli olarak
olusan II. ve III. konformasyondaki DNA molekiilleri jel elektroforezinde farkli bant
profilleri olusturarak varyantlarin tespitine olanak saglamaktadir. Teknoloji olarak basit
olmasina ragmen, her bir mutasyon i¢in farkli ortamlarin olusturulmasi gerekliligi, bu
teknigin uygulamasimi kisitlayan en énemli etkendir (Ozsensoy ve Kurar, 2012).

Ward ve ark. (2005), diger balik ve hayvan tiirlerinden orkinos ve bonito
tiirlerini ayirt etmek amaciyla SSCP yontemini kullanmis ve gesitli balik tiirleri (Mavi
ling, sazan) i¢in iki ile dort adet gii¢lii tek iplik¢ikli DNA (single stranded — SSDNA)
bandi elde ederken, morina, serpistirilmis kopek baligi tiirleri i¢in zayif ssDNA bantlari,
pisi balig1, ringa balig1 i¢in ise hi¢ bant elde etmediklerini bildirmislerdir.

Roit ve Delves (2001), Biiyik Doku Uyum Kompleksi (Major
Histocompatibility Complex — MHC)’ni bagisiklik sisteminin canlinin yapisinda olani
ve olmayani tanimasi i¢in gerekli olan “doku antijenlerini” kodlayan gen bolgesi olarak
adlandirmistir (IThan, 2015.). MHC immiinolojik ve immiinolojik olmayan fonksiyonlar
olan genlerin bulundugu biitiin omurgalilarda bulunan bir bolgedir (Tizard, 2004).

Rakus ve ark. (2008), 5 iilkedeki (Polanya, Macaristan, Israil, Ukrayna ve
Almanya) sazan hatlarinda CycA-DAB1 ve CycA-DAB2 MHC genleri polimorfizminin
belirlemek icin basit, yiiksek hassasiyet ve diisiik maliyetli olan SSCP yontemini
kullanmis ve Cyca-DABI geni i¢in dort allel, Cyca-DAB2 i¢in ise sadece bir allel
bulduklarini  bildirmniglerdir. Arastiricilar  Aeromonas hydrophila (Vibrionaceae
familyasina ait, fakiiltatif anaerobik gram bir bakteri) ile muamele edilen sazanlarda (79
adet) Cyca-DAB2 geni tagimayan bireylerin deney sirasinda daha yiiksek kiimiilatif
mortalite ve daha diisiik bakteriyel agliitinasyon titreleri gosterdigini, ayrica SSCP
yonteminin sazanlarda spesifik patojenlere kars1 direngli farklit MH sinif IT B genotipleri

/ alellerinin korelasyonlarini incelemek i¢in kullanilabilecegini 6nermislerdir.
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2.1.1.8. SNP (Single Nucleotide Polymorphism-Tek Niikleotit Polimorfizmi)

DNA sekansinda bir niikleotidin diger bir niikleotidin yerine ge¢mesinden veya
bir veya birka¢ niikleotidin silinmesi ya da eklenmesinden dolayt DNA zincirindeki
niikleotid (A, T, G veya C) farkliligindan kaynaklanabilir. Kisaca genomun herhangi bir
bolgesindeki tek niikleotid dizilim farkliliklar1 SNP olarak adlandirilmaktadir.

Okaryotik genomlardaki genetik varyasyon olarak en bol miktarda bulunan
SNP'ler sadece bitkilerde degil hayvanlarda da bazi fenotipler ile iliskili oldugu
kanitlanmistir (Wan ve ark., 2013). Ozellikle bazi SNP’ler kodlama bdlgelerinde
meydana geldigi proteinin fonksiyonunu dogrudan etkilerler. Bu SNP’ler 6nemli
Ozelliklerde bireyler arasindaki varyasyonun bazilarindan dogrudan sorumlu
olabilmektedirler. Ayrica SNP’ler DNA siralarina iligkin 6n bilgiye gereksinim
duymakta ve kodominant 6zellikte bir marker teknigi olup, SNP bilgilerine GenBank,
PubMed, Genome Sequence NCBI ve Ensembl gibi veri tabanlarindan
ulagilabilmektedir. Gelistirilen yeni molekiiler biyoloji teknikleri (mikrodizi, gergek
zamanli PCR) ile c¢ok sayida SNP’nin analizi daha hizli ve ekonomik olarak
yapilabilmektedir. SNP’ler genetik cesitlilik, populasyon yapisi, kantitatif ozellik
lokuslar1 (QTL), markore dayali seleksiyon (MAS) calismalarinda ve ailesel iligkilerin

arastirilmasinda yaygin kullanmlmaktadir (Ozsensoy ve Kurar, 2012).

2.1.1.9. ARMS-PCR Yontemi (Tetra-primer amplification refractory mutation
system-polymerase chain reaction; ARMS-PCR)

Tek niikleotid polimorfizmlerinin belirlenmesi icin basit, ekonomik ve etkili
olan bu yontemde geleneksel PCR isleminden farkli olarak iki yerine dort farkli primer
ayni anda kullanilarak PCR islemi ve takibinde jel elektroforezi yapilmaktadir. Sonugta
hedef bantlarin jel lizerindeki varligi ve yokluguna gdre kesim enzimi kullanmadan

genotiplendirme yapilabilmeyi saglamaktadir.

ARMS-PCR yontemindeki sekansa 6zgii primerler es zamanl olarak tek tiip
icerisinde iki i¢ ile iki dis primerin kullanilmakta olup, dis primerler ile SNP’in de
bulundugu tiim bdlge cogaltilir. Her i¢ primer ve bir adet dis primer ile normal ve
mutasyona ugramis allel bolgeleri ¢ogaltilir. Bu yontem dolayisiyla kodominant bir

marker yontemi olup, hem PCR-RFLP yontemindeki gibi enzim gereksinimi hem de
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kesim iglemi icin ilave bir siireye ihtiya¢g duyulmamaktadir. Ancak ARMS-PCR

isleminde PCR optimizasyonu zor ve zaman alicidir (Little, 1995).
2.1.1.10. AS-PCR (Allele-specific PCR - Allel Spesifik PCR; AS-PCR)

Tek niikleotid polimorfizmlerinin belirlenmesi igin kullanilan diger bir yontem
olan AS-PCR yonteminde de ARMS-PCR yonteminde oldugu gibi dort primer
kullanimakta ancak bu yontemde hem mutant alleli hem de normal alleli taniyan
primerler ayni revers primer ile ayr1 ayr1 ¢ogaltilmaktadir. Diger bir ifadeyle ayni1 revers
primer ile ayr tiiplerde normal primer ve mutant primer kullanilarak PCR islemi
yapilmaktadir. Kisaca ifade etmek gerekirse AS-PCR yonteminde iki primer ile iki PCR
islemi uygulanmakta ve bu ARMS-PCR yontemine gore hem is giici hem de zaman
kaybina neden olmaktadir (Ugozzoli ve Wallace, 1991; Ghanem ve ark., 2008).

Ot sazanlarinda (Ctenopharyngodon idella) ot sazan reoviriisiine (Grass carp
reovirus; GCRV) direng / duyarlilik ile 6nemli 6lgiide iliskili olan TLR3 (Heng ve ark.,
2011), MX2 (Wang ve ark., 2011), MDA5 (Wang ve ark., 2012), TLR22 (Su ve ark.,
2012) ve RIG-I (Wan ve ark., 2013) gibi baz1 SNP'ler literatiirde bildirilmektedir.

2.1.1.11. Mitokondriyal DNA (Cekirdek Dis1 Kalitim)

Okaryotik canlilarm sahip olduklari toplam genetik materyal, ¢ekirdek icinde yer
alan ve genomik DNA ya da ¢ekirdek DNA (nDNA) olarak ifade edilen kromozomlara
ilave olarak mitokondri (MtDNA) ve kloroplast (cpDNA) organellerinde yer alan DNA
molekiillerinin tamamindan meydana gelmektedir. Hayvan hiicrelerinde sadece
mitokondriyel DNA, bitki hiicrelerinde ise hem mitokondriyel DNA ve hem de
kloroplast DNA molekiilleri ekstra kromozomal yapilar olarak bulunmaktadir.
Sitoplazmik kalitim materyalleri olarak da tanimlanan mtDNA ve cpDNA molekiilleri
anaya ait kalittm modeline sahip olup, yumurtanin sitoplazmasi vasitasiyla
generasyonlar boyunca aktarilmaktadir. Mitokondri bulundugu hiicre béliindiigiinde
buna bagli olarak kendi kendine ¢ogalabilen bir organeldir (Ozdil, 2007).

Maternal kalitim gosteren mitokondrial DNA (mtDNA), hayvanlarda kiictik,
genellikle cift zincirli ve aerobik solunumu destekleyen genleri iceren halkasal yapida
bir DNA molekiiliidiir. mtDNA’nin markor olarak tercih edilmesinin nedenleri
generasyonlar boyunca anaya ait kalitim modelinin yumurtanin sitoplazmasi vasitasiyla

aktarilmasi ve yiiksek mutasyon oranina (DNA ile karsilastirildiginda) sahip olmasi gibi
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temel ozelliklerdir. Bir diger 6nemli ve yaygin olarak kabul edilen 6zellikleri ise hayvan
mtDNA 6zelligi klonal kalitim gostermesi ve yeni kombinasyonlarin olusmamasidir.
mtDNA, canlilarin orjinleri, go¢ haritalarinin ¢ikarilmasi, adli tip, dejeneratif
hastaliklarin temelinin belirlenmesi ve kanser ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Rokas
ve ark., 2003).

Basaran (2004)’in bildirdigine goére mtDNA’da goézlenen mutasyon orani
NDNA’ya gore daha hizlidir. Bu durumun sebebi olarak, mtDNA’da meydana gelen
mutasyonlarin nDNA’da meydana gelen mutasyonlardan yaklasik 10-20 kat daha fazla
olmast ve mtDNA’nin tamir mekanizmasinin bulunmamasi oldugu gdsterilmektedir.
Sonucta olugan mutasyon orani, mtDNA’nin baz diziliminde ¢ok farkli varyasyonlarin
olusmasina yol agmaktadir (Ozsensoy ve Kurar, 2012).

Froufe ve ark. (2002), Avrupa ve Asya sazan suslart mtDNA D-loop bolge
dizilerine dayanarak, Avrupa sazan suslarinin haplotipleri bakimmdan Amur Nehri'nden
oldukca farkli haplotiplerden olusan sazan suslarindan dizi varyasyonlarindan yoksun
olduklarini bildirmislerdir.

Thai ve ark. (2005)’in birlestirilmis ATPase6/8 genleri ve D-loop bolge
dizilerine dayanarak yaptiklar1 ¢alismada, Avrupa sazanlarinin Dogu ve Giiney Dogu
Asya sazanlarindan genetik olarak farkli olduklarini bildirseler de, birka¢ Dogu ve
Giiney Dogu Asya susunu igeren bir kiz kardes soyundan geldiklerine ait bir pozisyonda
olduklarini belirtmislerdir.

Ward ve ark. (2005), Avustralya’dan toplamda 207 balik tiiriiniin mitokondriyal
COlI geninin DNA dizisi analizi ile yaptiklar filogenetik analizde ortalama tiir ici K2P
(Kimura iki parametre) uzakligint % 0.39 olarak hesaplamiglar ve COI geninin
barkodlanmasinin baliklarda tiirlerin ve tiir i¢i farkli populasyonlarin tanimlanmasinda
kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Mabuchi ve ark. (2006), Japonya Biwa GOlii yabani sazanlarin tam
mitokondriyal DNA (mtDNA) sekansinin 6nceden yayinlanmis Giiney-Dogu Asya'dan
(Vietnam ve Endonezya) ek suslar dahil olmak {izere cografi olarak daha kapsaml1 bir
analiz saglayan ¢esitli suslardan alinan ¢oklu gen bolgeleri dikkate alarak bir dizi
mtDNA dizisi kullanilarak filogenetik durumlarini yeniden incelemislerdir. Arastiricilar
ti¢ veri seti (D-loop bolge dizileri, ATPaz6 ve 8 gen dizisi ve COII gen dizileri) ile bir
japon balig1 kullanilarak yapilan filogenetik analizlerden temel bir filogenetik dikotomi
oldugunu, Avrasya (Japon siis koi dahil) suslari arasindaki filogenetik iligkilerin

giivenilir bir sekilde yeniden yapilandirilamadigini ve Japonya Biwa GoOlii yabani
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sazanlart ile Tayvan susu arasindaki tim mtDNA karsilagtirmasi ile ortaya g¢ikan
mitokondriyal genom boyunca diisiik seviyeli niikleotid ayrigmasinin tek bir kodlama /
kodlama bolgesinin yakin iligkili “Avrasya arasinda filogeniyi ¢c6zmek i¢in yeterli bilgi

saglayamayacagini ifade etmislerdir.

2.1.2. Aday Gen Yaklasimi

Hayvan yetistiriciliginde mevcut yapinin iyilestirilmesi veya en azindan
muhafazasi damizlik se¢imine bagli oldugundan en {istiin hayvanlarin secilmesi ve
bunlarin siiriideki nispi miktarlarinin artirilmas1 gerekmektedir. Ozellikle hayvancilikta
ekonomik Oneme sahip, Ol¢iilmesi pahali ve giic olan kantitatif karakterlerde
hayvanlarin fenotipine bakarak en iyi allelleri tasiyan genotiplerin belirlenmesi oldukca
giictiir. Diger bir ifadeyle hayvanlarin fenotipik degerleri her zaman genotipik
degerlerini yansitmamaktadir. Bu gibi durumlarda ilgili allelleri tasiyan bireyleri DNA
markorleri ile belirlemek i¢in son zamanlarda yogun ¢alismalar yapilmaktadir (Aytekin,
2011).

Aday gen yaklasimlari, kantitatif 6zellikleri etkileyen genlerin belirlenmesi ve
haritalanmasini1 saglayan bir yontemdir. Aday bir gen, ilgili 6zelligin fizyolojisini
etkileyen biyolojik bir gen veya fonksiyonel bir gen ile baglantili gen olarak
tanimlanabilir (Sahin, 2010) Aday gen yaklasiminda tek bir karakterin olugumunda
biiyiik etkiye sahip major genlerdeki varyasyonlarin, karakterlerdeki varyasyonlardan
sorumlu olabilecegi diigtiniilmiistiir. Bircok gen ve gen bolimii ¢ok sayida ciftlik
hayvaninda incelenerek karakterlerdeki varyasyonlarla iliskilendirilmistir (Ozkan ve
Yakan, 2017). Aday gen yaklasiminda ¢ogu durumda tiim genomun taranmasi yerine
kantitatif dzellik lokuslar1 (Quantitative Trait Locus; QTL) arama yolu izlenir. Ozellik
tizerinde etkili olan genler tespit edildikten sonra, iliski analizleri ya da baglanti
analizleri ile aday genlerin QTL olup olmadiklart belirlenir (Giirses ve Bayraktar,
2014). Gliniimiizde baliklarla ilgili bir¢ok aday gen belirlenmeye ¢alisilmaktadir. Ancak
diger ¢iftlik hayvanlarina kiyasla daha az sayida olup bunlardan bazilarina devam eden

sayfalarda deginilecektir.
2.1.2.1 TLR, MyD88 ve TRAF6 genleri

Memelilerde dogustan gelen bagisiklik sisteminin hiicreleri patojenlerde mevcut
olan belirli molekiiler yapilar tespit etmek i¢in bir dizi tanima reseptorleri (PRR'ler)

kullanarak patojenik molekiiler yapilar tespit eder. Bagisiklik hiicrelerini aktive eden
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sinyal yollarimi tetikleyen PRR'ler olarak islev géren TLR, MyD88 ve TRAF6 genleri
sazanlarda Olimciil bir hastaliga neden olan sirozinid herpesviriis-3'e (CyHV-3)
dayanikli ortak sazan hatlarinin 1slah1 i¢in molekiiler araglar gelistirmesinde
kullanilmustir.

Kongchum ve ark. (2011), yaptiklari ¢alismada, sazanlarda (Cyprinus carpio)
TLR9, MyD88 ve TRAF6 genlerinin molekiiler klonlamasi, karakterizasyonu ve
ekspresyon analizini agiklamislardir. Arastiricilar, MyD88 ve TRAF6 proteinlerini
kodlayan iki paralog lokus bulunmustur. ccMyD88a 288-aa ve 284-aa peptidi
kodlarken, ccTRAF6a ise 543-aa peptidi kodladigi Ongoriilmiistiir. ccMyD88a ve
ccMyD88b bes eksonu icerirken, TRAF6b alt1 ekson igerdigi goriilmiistiir. ccTLRO,
ccMyD88 ve ccTRAF6'nin protein domenleri diger omurgalilardakine benzedigi tespit
edilmistir. ccTLR9, MyD88a ve TRAF6a transkriptlerinin mRNA ekspresyonunun
dokular arasinda degistigi bildirilmistir.

2.1.2.2. Biiyiime hormonu geni (GH)

Biiyiime hormonu (GH), hipofiz 6n lobundaki eozinofilik hiicrelerden
salgilanan, protein yapisinda bir hormondur. Hipofiz bezi ¢ikartilmis olan hayvanlarda
biiyiimenin durdugunun ve digardan GH verilmesi ile biiylimenin devam ettiginin tespit
edilmesi ile bliylime hormonunun biiyliime {izerinde esas gorevi oldugu belirlenmistir.
Postnatal biiylime disinda hipofiz bezinden saliman biiylime hormonunun, viicutta
kemik, kas, yag dokusu tizerinde etki ederek; glikoz, protein, lipit metabolizmalari, azot
ve mineral dengesi iizerinde de gorevlere sahip oldugu belirlenmistir. Biiyiime hormonu
sentez ve salimimi yas, cinsiyet, fizyolojik kondisyona gore degistigi bilinmektedir.
Postnatal biiylime disinda hipofiz bezinden salinan biiylime hormonu, viicutta kemik,
kas, yag dokusu iizerinde etki gostererek glikoz, protein, lipit metabolizmalari, azot ve
mineral dengesinin saglanmasinda da gorev alir. Biiyiime hormonunun laktasyon, meme
gelisimi, iireme, et ve siit verim oOzellikleri iizerine etkisi oldugu goriilmiistiir. Bu
yiizden basta sigir olmak iizere birgok ekonomik oneme sahip hayvanda biiyiime
hormonunun et ve siit verim 0&zellikleri ile iliskisi konusunda pek cok calisma
yapilmistir. Biiylime hormonu seviyesinin hayvanin yasina, cinsiyetine, fizyolojik
durumuna bagli olmakta ve bazen giin igerisinde bile degisiklik gosterebilmektedir. Bu
nedenle hormon seviyelerinin 6l¢iimiine gore yapilacak bir seleksiyon yaniltict olacagi

icin genellikle ¢aligmalar hormon 6zelliklerini belirleyen biiylime hormon geni {izerinde
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yogunlagmistir. Bu nedenle biiylime hormonu gen polimorfizmleri verim ozellikleri
acisindan yapilacak olan seleksiyonlar i¢in 6nemli bir 6lgiit olabilecektir (Mete, 2016).
Baliklarda biiyiime hormonu biiyiimeyle iligkili oldugu bir aday gen olarak kabul
edilmistir. Gh gen yapis1 kemikli baliklar arasinda korunmamuistir. Sazanlarda GH geni
(bes ekzon ve dort introndan) olugmaktadir. Baliklarin GH geninin ekzon bolgelerinde
biiyiime ile iligkili polimorfizmler ¢ok az olup, polimorfizmler daha cok intron
bolgelerinde rastlanmaktadir (Mete, 2016). Cizelge 2.4’te De-Santis ve Jerry (2007)’nin
farkli literatiirlerden bildirdigi kemikli baliklarda biiyiimeyi diizenleyen bazi aday

genler ile ilgili bilgiler verilmistir.

Cizelge 2.4. Kemikli balik irklarinda biiylimeyi diizenleyen aday genler (De-Santis ve
Jerry, 2007)

Irklar Gen erisim no Fragmt uzunlugu  Polimorfizm tiirii Polimorfik bolge  Biiyiime iliskisi
Paralichthys Olivaces GH D29737 2114 RFLP-Sau3Al Intron +

Sparus aurata GH AF195646 NA Microsatellite Intron NA

Salmo salar GH1 X61938 4712 RFLPs Various NA

Sparus aurata GH AY138985 1712 Microsatellite 5'UTR +

Lates calcarifer GH U16816 NA Microsatellite Intron, 5'UTRNA
Lates calcarifer IGF-II AF007943 NA Microsatellite Intron NA
Oreochromis Mossambicus ~ IGF-1I AF033802/4 NA Microsatellite 5"and 3'UTR NA
Oreochromis Niloticus GH M97765 NA Microsatellite Intron NA

Abramis brama GH U21920 262 Heteroduplex Hinfl  Intron NA

Salmo salar Oncorhynchus ~ GH-I X61938 1825 RFLP-Tagql Intron +

Kisutch Salvelinus GH2 u04931 NA RFLP-Hinfl Intron + (sex-linked)
Alpinus Alburn GHRH AY219414 792 RFLP-Tsp5091 Intron 9.4%

(erken biiylime orant)
Alburnus GH NA NA RFLP-Alul Intron NA

Lates calcarifer PVALB-1 AY688374 263 Microsatellite 3'UTR 82%

2.1.2.3. Biiyiime hormonu reseptor geni (GHR)

Biiyime hormonu, GHR yoluyla hedef hiicreleri etkiler. GHR sitokin
hematopoietin siiper ailesinin iiyesidir ve 24 amino asitten olusan bir transmembran
bolgesi igermektedir (Zhu ve ark., 2001) . GHR geni memelilerde dokuz ekzon igerirken
baliklarda ise bir ekzon icermektedir. Baliklarda GHR ile ilgili az sayida ¢alisma
olmasina ragmen, Atlantik somonunda GHR, insanlarda oldugu gibi benzer bir role

sahip oldugu bildirilmektedir (Tao ve Boulding, 2003)
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PCR-RFLP yontemi kullanarak 253 sazan baliginda GHR ile biiylime 6zelligi
onemli iligki bulunmustur (De-Santis ve Jerry, 2007)

2.1.2.4. Myostatin geni

MSTN geni, iskelet kasinin negatif bir diizenleyicisi olup, kas biiylimesini
diizenleyen ve cesitli memeli tilirlerinde saptanan bir aday gendir. Kas gelisimi ve
biiylimesinin diizenlenmesindeki rolii nedeniyle MSTN, domuz, koyun, tavuk, tavsan
gibil evcil hayvanlarda verim, biiyiime ve performans i¢in énemli bir aday gen olarak
kabul edilmistir (Sun ve ark., 2012).

MSTN geni ¢ok sayida balik tiirlinde klonlanmis ve karakterize edilmistir.
MSTN gen sekansi, baliklar arasinda olduk¢a korunmaktadir. Baliklarda MSTN geni {i¢
ekzon (300-400 niikliotid) ve iki intron bolgesinden olusmaktadir. Baliklarda MSTN
geni % 85 oranla C- terminal bolgesi bakimidan memelilerdeki ile aynidir. MSTN geni
memeli ve memeli olmayan omurgalilarda da ayni islevi yapmaktadir. (McPherron ve
ark., 1997; Yu ve ark., 2010), sazanlarda (Cyprinus carpio var. jian) MSTN geni ekzon
1 ve intron 2°de 2 SNP bulduklarint ve bu varyasyonlarin viicut 6zellikleri ile ortalama
giinliik canl1 agirlik kazaglar ile iliskili olduklarini bildirmislerdir.

Sun ve ark. (2012), 15 erkek ve 15 disi sazanin ¢iftlesmesi ile ticari sazan
populasyonunda (Cyprinus carpio) yaptiklari ¢alismada ekson 3'teki iki SNP'nin, canli
agirlik ve kondiisyon faktorii (K) ile onemli olgiide iliskili oldugunu (P<0.05) ve
haplotip analizleri spnucunda H53H haplotipinin daha iyi bir biiyiime performansi
gosterdigini bildirmislerdir.Aytrica arastiricilar MSTN'deki bazi SNP'lerin biiyiime
ozellikleri tizerinde olumlu etkileri olabilecegini ve MSTN'nin sazanlarda biiylime i¢in
bir aday gen olabilecegini ve marker destekli seleksiyonda kullanilabilecegini ifade
etmislerdir.

Elkatatny ve ark. (2016), Nil nehrinde 200 monoseks erkek Tilapia baliklarinda
bliylime ile Myostatin geni Bsml-ekzon 2 polimorfizmi arasindaki iliskileri belirlemek
amaciyla yaptiklar1 calismada, yiiksek canli agirliktaki baliklarda (311+5.85 g) ve kiigiik
canhl agirliktaki baliklarda (187.6+2.33 g) allel (A, B) ve genotip frekanslarini (AA, AB
ve BB) sirasiyla 0.4/0.6 ve 0.0/0.8/0.2 ile 0.05/0.95 ve 0.0/0.1/0.9 olarak tespit
etmislerdir (P<0.05). Arastiricilar Tilapia baliklarinda yiiksek canli agirlik icin
Myostatin  geninin markore dayali seleksiyon amaciyla kullanilabilecegini

bildirmislerdir.
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2.1.2.5. IGF-I (insiilin benzeri biiyiime faktorii - | )

Biiytime hormonu (GH), insiilin benzeri biliyiime faktorleri (IGF-1 ve -II) ve
bunlarin baglanma proteinleri ve reseptorlerini igeren somatotropik aks, ciftlik
hayvanlarinda ve baliklarda biiyiime ve gelismenin diizenlenmesinde merkezi bir rol
oynadig1 bilinmektedir (Buyse ve Decuypere, 1999). insiilin benzeri biiyiime faktorii-|
(IGF-I) insiiline benzer molekiiler yap1 gosteren bir polipeptittir. Bu gendeki
polimorfizm dolasimdaki IGF-1 konsantrasyonu, biiyiime 6zellikleri (Ge ve ark., 2001;
Yilmaz ve ark., 2005) ve bir ¢gok hormonun diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (He ve
ark., 2012).

Insanlarda IGF-I promoter bdlgesinde bir sitozin-adenosin (CA) tekrar dizisi
polimorfizmi, IGF-I iiretimini etkileyerek tip 2 diyabet, kemik mineral yogunlugu, kalp
krizi (miyokard enfarktiisii; kalp kasinin bir boliimiiniin o bdlgeye yetersiz kan
akisindan dolay1 kalici hasara ugramasi), diisiik dogum agirhigi ve meme kanseri
tizerinde iliskili oldugunu bildirmektedir (Feng ve ark., 2014).

IGF-1 06zel hiicrelerde biiyiimeyi uyaran ve lokal olarak etki gdsteren,
proinsiiline ve amino asit dizilimleri birbirine benzeyen kiiciik politidlerdir. Yapilar1 ve
yaptiklar1 isler nedeniyle biiylime faktorleri grubu igerisinde yer alir. IGF’ler hem
bliylimeyi hem de metabolizmay1 kontrol eden ¢ok yonlii sistemlerin bilesenleridir.
IGF’ler hiicre metabolizmas1 ve biliylimesi ic¢in gerekli, metabolik etkilere sahip
peptitlerdir (Kulkarni ve ark., 2002). Florini ve ark. (1996)’nin bildirdigi tizere IGF-I
hiicre gelisimini ve farklilasmay1 diizenlemek i¢in omurgalilarda etkilesime giren tig
hormon, {i¢ reseptor ve alti baglayici protein igeren karmasik bir ailedir (De-Santis ve
Jerry, 2007).

Kemikli baliklarda, IGF-I geni, yaklagitk 70 amino asitten olusan bir peptidi
kodladig1 ve salmonidler harig, tek bir kopya halinde oldugu bilinmektedir. IGF-I
cDNA’s1, tilapia, shi tamburu, kara cipura ve sazan dahil olmak iizere bir¢ok balik
irkinda karakterize edilmistir ve kemikli baliklar arasinda korunmakadir (Wallis ve
Devlin, 1993).

Chen ve ark. (1998), Siyah gozlii capak baliklarinda IGF geni ¢cDNA'nin
klonlanmasi ve karakterizasyonu {izerine yaptiklari c¢alismada geninin (IGF-I)’nin
beslenme kosullarina, g¢evresel adaptasyona, embriyonik gelismeye ve teleostlerin

biiylime diizenine bagl gibi gériindiigiinii ifade etmislerdir.
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Margaret ve ark. (2002), Teleostlarda, GH-IGF ekseninin temel mekanizmasinin
aktif oldugu ancak farkli sekilde oldugu ve IGF-I-GH bagimliligi sergilerken, IGF-1I
icin bunun olmadigmi ve GH bagmliligmin farkli balik tiirlerinde degisiklik
gosterdigini ifade etmislerdir.

Omurgalilardaki biliylime sicaklik, fotoperiyot ve besleme gibi ¢evresel faktorler
ile genetik faktorlerin etkisi altindadir. Dis uyaricilar ve i¢ fizyolojik kosullar beyinde
islenerek hipotalamus, hipofiz bezi ve periferik veya hedef organlar gibi endokrin
organlara iletilir. Hipotalamus, antagonistik polipeptitler, biiyiime hormonu serbest
birakma hormonu ve biiyiime hormonu inhibe edici hormon veya somatostatin iiretir.
Hipofiz bezi, hipotalamik hormonlar tarafindan diizenlenen bir biiyiime hormonu (GH)
tiretir. GH, esas olarak karacigerdeki hedef organlardaki reseptorlerine baglanir ve 1GF-
I'in sentezini ve salimimi diizenler. Sonu¢ olarak IGF-I, hiicrelerde protein, lipid,
karbonhidrat, mineral metabolizmasinin diizenlenmesinde, hiicrelerin farklilagmasinda
ve ¢cogalmasinda ve sonugta viicut biiyiimesinde rol oynar. Diger bir ifadeyle baliklarda
biiyiime baglica GH, IGF-1 ve IGF-II genleri, bu genlerin reseptorleri ve IGFBPs’lerin
(Insulin-like growth factor-binding protein; insiilin benzeri biiylime faktorii baglayici
proteinleri) mevcudiyeti tarafindan kontrol edilir. IGF-I'in etkilerine IGF reseptorii
aracilik etmekte olup, Sekil 2.6.’da biiyiimenin endokrin sistemde diizenlenmesi

hakkinda bilgi verilmistir (Moriyama ve ark., 2000).
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Sekil 2.6. Bilyiimenin endokrin sistemde diizenlenmesinin genel semasi (Moriyama ve ark., 2000)
[Transmembran reseptorii hipotalamik hormon, biiyiime hormonu ve insiilin benzeri biiylime faktorii-I
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(IGF-I) etkisine aracilik eder. Biiylime hormonu ve IGF-I, spesifik baglanma proteinlerine bagh olarak
kanda dolasgir.]

Mehrabi ve ark. (2015) , SSCP yontemini kullanarak, sazanlarda kondisyon
faktorti, viicut agirligi ve viicut uzunlugu ile IGFBP-3 geni polimorfizmi arasindaki
iliskileri arastirmislardir. Calismada IGFBP-3'iin 5'-UTR bolgesine ait 330 bg'lik bir
DNA fragmenti elde edilmistir. SSCP genotiplemesi sonucu, A, B, C, D, E, F ve G
frekanslarint 14.16, 12.5, 21.67, 9.17, 11.67, 10.0 ve 20.84 sirasiyla olmak iizere yedi
farkl1 genotip saptanmistir. Elde edilen sonuglarda, incelenen lokusun 5'-UTR
diizenleyici bolgesinin nispeten yiiksek polimorfik oldugu gosterilmistir. Bu nedenle
sazanlardaki IGFBP-3 genin transkripsiyonunun diizenlenmesinde Onemli oldugu
bildirilmigtir. Calismada kondisyon faktorii ile IGFBP-3 geni arasinda onemli iligki
bulunmustur (P<0.05).

Feng ve ark. (2014), sazanlarda IGF-I polimorfizmlerini incelemek i¢in dort
ekzon ve kismi intron bolgesinde toplam 4555 bp genomik sekansi incelemislerdir.
Aragtircilar intron 2'de tic SNP (g.3759T> G, g.7627T> A ve g.7722T> C) ve ekzon
3'de nonsynonymous (amino asit ve genellikle proteini degistiren mutasyonlar) SNP
(g.7892C> T) tespit etmislerdir. Calismada g.7627T>A polimorfimi sonucunda AA
genotipli baliklarin canli agirlik ve viicut uzunlugu bakimindan TT genotiplilere
nazaran % 5.9 oraninda daha yiliksek bir ortalamaya sahip olduklar1 bildirilmistir

(P<0.01).
2.1.2.6. Leptin geni

Leptin memelilerde canli agirlik, enerji tiikketimi, yag metabolizmasi, gida alimi
ve istahin diizenlenmesi ile bagisiklik sistemini etkileyen pleiotropik etkili bir gen olup,
ozellikle adipoz dokudan sentezlenmektedir (Aytekin, 2011). Leptin geni adipoz
dokudan baska plesanta, meme bezleri, iskelet kaslari, gastrik mukoza, beyin ve hipofiz
bezinden de sentezlenmektedir (Houseknecht ve ark., 1998). Baliklarda, leptin genleri
tizerinde ¢ok sayida ¢alisma yapilmasina ragmen, leptinin islevi belirsizligini korumakta
ve ilk olarak syntenic gen analizi kullanilarak kirpi baligi (Takifugu rubripes) igin leptin
tanimlanmistir. Sonrasinda leptin geni diger teleost tiirlerinde klonlanmistir (Tang ve
ark., 2016). Leptin geni sazanlarda 36. kromozomda 5 ekzondan (LOC109110334)
olusan bir gendir.

Tang ve ark. (2016), Jian sazanlarinda (Cyprinus carpio var. Jian) leptin geni
ekzon bolgesindeki 3 polimorfizm (ILEP-Al (A1-T113C) ve JILEP-A2 (A2-G415A
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and A2-G427A) biiyiime oOzellikleri arasindaki iligkileri arastirmak amaciyla RFLP
metodu kullanarak 363 disi ve 294 erkek sazanda yaptiklar1 ¢alismalarinda geneotip ve
allel frekanslar1 belirlenmis (Cizelge 2.5) ve yaptiklar iligki analizinde disilerde sadece
A1-T113C SNP bolgesinin ergenlik ve ergin yastaki canli agirlik kazanclari ile 6nemli
ol¢iide iliskili oldugunu bildirirlerken (P<0.05), erkeklerde A1-T113C polimorfizminin
ergenlik canli agirlik artist ile Onemli bulunmadigini bildirmislerdir (P>0.05).
Aragtiricilar ayrica sadece jILEP-A2 SNP’leri dikkate alarak yaptiklar1 diplotip

analizinde ise erkeklerde 6nemli iligkinin tespit edildigini bildirmislerdir (P<0.05).

Cizelge 2.5. Erkek ve disi Jian sazanlarinda leptin geni tic SNP’nin genotip ve allel
frekanslar1 (Tang ve ark., 2016)

- . - . Allel frekansi P
Lokus Disi / Erkek (N) Genotip frekansi (disi/erkek; %) (disi/erkek; %) (disi / erkek)
TT TC CcC T C
Al1-T113C 263/294 0.007*/42E-07*
53.6/46.6 43.3/51.7 3.1/1.7 75.3/72.4 24.7/27.6
AA AG GG A G
A2-G415A 0.216/0.252
263/294 61.6/60.9 35.4/35.7 3.0/34 79.3/78.7 20.7/21.3
GG GA AA G A
A2-G427A 0.566/0.698
263/294 93.2/95.6 6.8/4.4 0/0 96.6/97.8 3.4/2.2

Leptinin biiyiime tizerindeki etkileri tizerine yapilan ¢alismalarin sadece
memelilere odaklanmis ve teleostlarda leptin varlig1 baslangigcta oldugunu kisa siire
once Kirpi balig1 (Tagifugu rubripes) ve sazan (C. carpio) da belirlenigimi ve kiiltiir
balik¢iligr tiirlerinde leptinin karakterizasyonunun ve baliklarda biiylime ile iligkilerinin

aragtirilmasi gerektigini bildilmislerdir.
2.1.2.7. ApoA-I

Apolipoproteinler A-1 (ApoA-1), 9 major apolipo-proteinlerden biri olan,
lipidlerin tasinmasinda ve metabolizmasinda O6nemli rol oynar. ApoA-l geni lipit
tasimasinin yaninda inflamasyon ve antioksidani inhibe etme 6zelligine sahiptir. Insan
ve hayvanlarda ApoA-I geni son zamanlarda calisilmaya baglanmistir. ApoA-I'in
antibakteriyel oOzellikleri birka¢ balik tiirlinde tespit edilmistir. Bununla birlikte,
baliklarda ApoA-I'in biliylime ile iligkili fonksiyonlar1 hakkinda az sayida calisma
bulunmaktadir. Bazi sazan tiirlerinde apoA-I'in izoformlari tanimlanmistir (Wang ve
ark., 2016). Sazana ait iki apoA-Ibs'in genomik sekanslar1 ¢ikarilmistir, Ancak
karakterizasyon bilgileri mevcut degildir (Bostock ve ark., 2010; Dietrich ve ark.,
2014).
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Ozellikle ekonomik énemi olan kantitatif karakterlerde poligenlerin etki ettigi
ve bu genlerden bazilarinin major etki yaptigi son yillarda bazi g¢iftlik hayvanlarinda
belirlenmistir. Major gen olarak adlandirilan biiyiik etkili kantitatif karakter lokuslari
genelde bir ¢ift allel tarafindan kontrol edilmekte ve kalitimlar1 basit Mendel kalitimina
dayali olmaktadir. Ancak bu major genlerin tespiti kolay olmamaktadir (Cemal ve
Karaca, 2006). Major genler tarafindan saglanan verim artisindan en st diizeyde
yararlanabilmek ic¢in Oncelikle bu genlerin varhiginin ve etki diizeylerinin ortaya
konmas1 ve her bir bireyin s6z konusu lokustaki genotipinin bilinmesi ve ¢iftlesme
planlariin buna gore yapilmasi gerekir (Cemal, 1996). Ancak bu molekiiler ¢caligmalar
icin planli melezlemelerle olusturulan biiyiikk deneme populasyonlarina ve DNA
analizleri i¢in gelismis laboratuar altyapisi ile oldukca yliksek masraflara gereksinim
duyulmasi, bu tiir caligmalarin yayginlasabilmesi bakimindan kisitlayict olmaktadir.

Ciftlik hayvanlart yetistiriciliginde ekonomik iiretim yapmanin ilk kosulu
damizlik degeri yiiksek ve saglikli hayvanlarla calismaktir. Molekiiler markerlerin
ciftik hayvanlarinin performanslarini  6nceden tahmini i¢in kullanim1 hayvan
yetistiriciligi ve genetigine onemli katkilar saglamaktadir. Bu yontemlerin geleneksel
1slah yontemlerinin bazi sinirlamalarini ortadan kaldirarak ve yeni Ozelliklerin
seleksiyonu i¢in de daha hizli ve kolay olanaklar saglamasi yetistiriciler tarafindan ilgi
cekmekte ve zamanla bu alana olan talep artmaktadir. Ornegin MAS uygulamalari ile
birlikte hayvanlarin gelecekte ifade edecekleri verim ozellikleri yoniinden heniiz bu
ozellikleri sergilemedikleri erken yaslarda, kesim sonrasi1 degerlendirilebilen 6zellikler
yoniinden heniiz hayattayken, sadece tek cinsiyette ifade edilen 6zellikler yoniinden her
iki cinsiyette birden seleksiyon uygulanmasi bu yontemlerin sunduklar1 avantajlardan
olup, hayvan yetistiriciliginde bu yontemlerin kullanimlart yetistirici tercihlerine gore
yiiksek verimli ik ya da tiplerin gelistirilmesine, saglikli hayvanlardan olusan

populasyonlara sahip olmaya olanak saglamaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Hayvan Materyali

Bu calisma Konya ili Seydisehir ilgesindeki Sugla goéliinden 12 adet, Ilgin
ilesindeki Cavuscu goliinden 4 adet, Asagicigil goliinden 3 adet, Beysehir il¢esindeKi
Beysehir goliinden 2 adet, Karaman ili Gokge baraj goliinden de 11 adet yerli sazan ve
Cumra ilgesindeki Apa baraj géliinden de 23 adet giimiisi havuz baligindan (Carassius
gibelio) 6rnek alinmistir. Kisaca ¢alismada toplam 32 adet yerli sazan (Cyprinus carpio)

ve 23 adet giimiisi havuz balig1 (Carassius gibelio) olmak {izere toplam 55 balik 6rnegi

kullanilmistir.

Sekil 3.1. Yerli sazan Sekil 3.2. Giimiisi havuz balig1

Genetik c¢aligmalar i¢in gerekli kan ornekleri heparinli enjektor kullanilarak
balik¢1 kooperatiflerine balik satan avcilardan sazanlar canli iken hayvanlarin kuyruk
yiizgeci bolgesindeki toplardamardan alinmis ve EDTA (Etilen Diamin Tetra Aset
Asidi)’li vakumlu kan alma tiiplerine aktarilmistir (Sekil 3.3). Sazanlardan alinan tam
kanlar soguk zincirde korunarak (+4 °C) Selguk Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni
Boliimii Hayvan Biyoteknolojisi Laboratuarma getirilmis ve -20 °C'de muhafaza

edilmistir .

Sekil 3.3. Baligin kuyruk bolgesinden kan alma
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3.1.1. DNA izolasyonu

EDTA’l tiiplere alinan kan 6rneklerinden genomik DNA'lar QuickGene Mini
80 - Tam Kandan DNA izolasyonu kiti (Fujifilm, Tokyo, Japan) talimatlarina uygun
olarak kandan genomik DNA’lar izole edilmistir. DNA izolasyonu protokolii asagida

verilmistir.

Protokol (QuickGene Mini 80 - Tam Kandan DNA izolasyonu)

s 1.5 ml mikrotiplere asagidaki asamalan sirasiyla uygulayiniz
- EDB —————————30 ul [EDR &nce bdHzO ile cBzdirdlmeli, 3.3 ml bdHz0 ilave edilmeli)
—— Kandrnegi 200 wl [Kanlar derin dendurucuda ise ¢oedurdlmeli, tOp alt Gst edilmeli}
- LDB ————250 pl
Karsim icin hemen 5-10 kez pipetleme yap yada mikrotlpi alt Gst veyahut dip kismina parmaginda vurusyap
j S—
—
s

15 =nvorteksle
Kisa bir sure santrifdj yap

=3 56*C'de 2 ds inkilbasyona birak @

1

- =300 etil alkol ilave et

250 pl
=d= H

15 =nvorteksle
Ki=a bir s0re santriflj yap

izatlar cihaza yerlesti

Fitreler @

1.5ml mlkrotupler

Atik tupleri I

e Yukaridaki gibi fitreler, mikrotiipler ve atik tiipleri holder’e yerlestirilir.
e 1.5 yada 2 ml tiiplerde bulunan lisatlar holderdeki fitrelere pipetle (yaklasik 800
ul ) aktarilir.
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e Holder cihaz kapaliyken (off) cihaza yerlestirilir ve galistirilir (on). Islem bitince
cihaz kapatilir (off) ve holder cekilir.

o Filtrelere 750 ul WBD soliisyonundan (alkol) ilave et.
e Holder cihaz kapaliyken (off) cihaza yerlestirilir ve ¢alistirilir (on). Islem bitince
cihaz off konumuna getirilir ve holder ¢ekilir (bu islem 3 kez tekrarlanmistir).

e Filtreler holder’in arka kismina alinir ve herbir filtreye 100 pl CDB
sollisyonundan ilave edilmistir.

e 5 da oda sicakliginda bekletilmistir.

e Holder cihaz kapaliyken (off) cihaza yerlestirilir ve ¢alistirilir (on). Islem bitince
cihazi off konumuna getirilir ve holder cekilir ve genomik DNA’lar elde
edilmistir.

3.1.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) islemleri

Elde edilen genomik DNA’lardan yararlanilarak PCR isleminde IGF-1 geni
intron 2 bolgesi 1061 bg¢’lik gen bolgesi sekansi olup (AF465830.1), Feng ve ark.
(2014)’nin bildirdigi Cizelge 3.1°deki primer ¢ifti ¢alismada kullanilmis ve Sekil
3.1°deki gibi genotipler skorlanmistir. Asagida mevcut calismada cogaltilacak 1GF-1
geni kismi sekanst (AF465830.1) verilmis olup, sekans iizerinde primerler ve kesim

bolgesi (BstEll [Eco911]- 5' GJGTNACC 3') isaretlenmistir.
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5°/4251-
GCACAATGGCTCAAGGAAGTATGAGTAGTCTCGGGCCACTGATGTGACATATGAA
GTGATTATTTTGACAGTGGACAGAACCACTGATTCTGTGGAGACCATTTTATTCACT
TACTTTAAAAGCGAAGCGAGATTGAACTTGAAGTTAGAGTTGACATTTTAGTTTCC
AGTCAACAACATTTGAGCTTTTAGTGGTCACAAAGGAGCTGGCTGGATCGCTCATG
GCTGTCAATGGCCATGTGTTTGTTTGTCAGTACAAGAGACAAAATAATACGTTTATG
CTAATCTGAACTTTCATGAAATTATTGCATCAGTGTGACAGATTCAGTGAAGAACA
AATAGACGATTTTATACAGATCATTTGACTTTGACCTAGTAAGTAGTATAAAACTTA
AAGGAATTCTAACAGTATGTACCCCAACAACCCTGTTTGCTGTTGTTATTCTAAACC
TGTGTTTTTGCTTGTTTTGTTGTATAAAAACCTGTGTGGACTGGCCTCAAACACATG
TATCCAAATAAACTGAATTCATATATGCGGCAATTAGCATTGTGTTCAGTGCCCATA
GCAGTGAAGCCCATCTCGCCAGTGCCCTTACTGCCAGTGGAACTCCACTCAGATTTC
ATTATCTTGATAGAAAGGCCTACTACTCGGAAAATACTACTCGGTGGAACTTTTTTT
TTTATTGAAACAAAATGTTGCTTTTTGAACACAGAGAAGAGGAAGACACAGAAGA
AAAAGAAACTGATGGTGCAGTCTTTTTTTTTCAATTGTTAGCCTGACTTAGAAATCC
TCAGTTGTCTCATGTCAGTCTCATCCCACACTGTCTTCAGTTCTTAAGGGTTACTGG
ACAGGAGAGAGGCTCTAAAACAAGTGATGCAGAGCTAGAGCACATCTTTCTGTTTA
TTACAAAG|GTNACCTCGTGTTCAGGGCTTGTTTGTGTTGACACAAAGCTGCCCTTT
CCCTCCATGGTTGTGTAGTCTTTTCCAGCAAAGCATCTCTGATGTCTGCCAACAAGC
TGAGCATGCACCTCATGATGCATTCCCATTCCCCAGATACAAAC

-5301/3’

Cizelge 3.1. IGF-1 geninde PCR ile gogaltilmis gen bolgesi, kullanildigi primerler, elde
edilen PCR iiriinii ile BStEIl (Ec091l) enzimi ile elde edildigi genotipler

) PCR .
Kaynak / Gen ' Kesim Genotipler
) Primer sekansi N triini
Bolgesi enzimi (bg)
(be)
GG: 1061
Feng ve  ark. | Forward 5’ -GCACAATGGCTCAAGGAAGT-3’ BStEII
] 1061 b¢ | TG:1061+912+149
(2014) / intron 2 Reverse 5° - GTTTGTATCTGGGGAATGGG -3’ (Eco91l)
TT:912+149
IGF-I
1405 1154 63606 S08 2611 1436
5 991 760 ——{ 182 1—{56} 60}
PCR Uriinii
5 3"

14 077 beg

Y § PCR GG TG TT

3000 bp
2500 bp
2000 bp
1500 bp

1200 bp
IO00 e — —_— — 1061 be

800 bp — — 912 be
BO0 bp
700 bp
600 bp
500 bp

400 bp
300 bp

200 bp
— J— 149 be
100 bp

Sekil 3.4. IGF-1 geni sekansinin sematik goésterimi, PCR firlinii ve BstEIl (Eco91l)

kesim enzimi ile meydana geldigi genotipleri.
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PCR DNA’nm kalip olarak kullanildigi ve DNA polimeraz enzimi vasitasiyla

istenilen bir genin ya da 6zgiin bir DNA dizisinin primerler tarafindan yonlendirilerek

ayrilma (denaturation), baglanma/yapisma (annealing) ve sentez/uzama (extension)

olarak 3 asamada belirli siire ve farkl sicakliklarda ¢ok sayida kopyasinin elde edildi bir

islemdir. IGF-I geninin hedeflenen gen bolgesi PCR ile ¢ogatilmistir. Calismada uygun

amplifikasyon kosullarinin saptanmasi i¢in PCR reaksiyonundaki genomik DNA’larin,

primerlerin ve master miksin farkli konsantrasyonlar1 yaninda TC-512 Master Gradient

Thermal Cycler PCR cihazinda (Sekil 3.2) kullanilan primerlere bagh olarak sicaklik,

zaman dilimleri ve dongli sayilarinda bazi optimizasyonlara gidilmistir. En iyi

amplifikasyonun gergeklestigi kosullar PCR igin kabul edilmis olup, amplifikasyon
kosullar1 Cizelge 3.2°deki gibi gerceklestirilmistir. Sekil 3.3’de TC-512 Master

Gradient Thermal Cycler PCR cihazinin resmi verilmistir.

Cizelge 3.2. IGF-1 geni intron 2 bdlgesi ile ilgili PCR amplifikasyon kosullari

Baglangi¢ ayrilmasi 94 °C 5 dakika
Ayrilma 94 °C 30 saniye
Baglanma 58 °C 35 saniye 37 dongii
Uzama 72 °C 40 saniye

Son uzama 72 °C 15 dakika

Sekil 3.5. TC-512 Gradient Thermal Cycler PCR cihazi




34

PCR firiinlerini elde edildikten sonra 0.2 ml’lik PCR tiiplerine DNA izolasyonu
sonucunda elde edilen genomik DNA o6rneklerinden Cizelge 3.3’de belirtilen miktarlar
kadar ilave edilmistir. Ayrica Cizelge 3. 3’de diger kimyasallar ve konsantrasyonlar1 da

verilmistir.

Cizelge 3.3. PCR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari

PCR Reaksiyonu Miktar (ul)
Genomik DNA 4
2X Master Mix 10
F-Primer (10 pM) 0.6
R-Primer (10 uM) 0.6
Steril ddH,0 4.8
Toplam (ul) 20

3.1.3 PCR iiriinlerinin restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ve agaroz jel
elektroforezi

Elde edilen PCR iiriinleri daha sonra BstEIl (Eco91l) kesim enzimi ile

protokoliine gore kesime tabi tutulacaktir (Cizelge3.4).

Cizelge 3.4. PCR iiriinlerini taniyan restriksiyon enzimi ve kesim reaksiyonu bilesenleri

Alman Miktar (ul) ve Son Konsantrasyonu
PCR firiinii (pul) 20
Buffer (10X/ul) 4 (1X)
Bstell enzimi (10 U/ul) 2 (10U)
ddH,0 (ul) 14
Toplam (ul) 40

Kesim iirlinleri yatay agaroz jelde yiiriitiildii, UV Transilluminatoér (Vilber
Lourmat) goriintiileme sisteminde sdz konusu gen bdlgesi bakimindan genotipleri

belirlenmistir.

3.3 istatistik analizler

IGF-I geninin intron 2 bdlgesinde BStEIl (Eco91l) polimorfizmi bakimindan
yerli sazan ve giimiisi havuz baliklart monomorfik oldugundan herhangi bir istatistik

analiz yapilamamustir.




35
4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Genomik DNA orneklerinin spektrofotometre sonugclari

Calismada sazanlarin kuyruk bolgesinden alinan tam kanlardan DNA izolasyonu
sonrasindaki genomik DNA ornekleri ikiser kez NanoDrop Spektrofotometre (ND
1000)’de okunmus, miktar ve saflik kontrolleri belirlenmistir (Sekil 4.1). Cizelge 4.1°de
sazanlardan izolasyon sonucunda elde edilen genomik DNA miktar ve safliklik

degerleri verilmistir.

Sekil 4.1. NanoDrop Spektrofotometre (ND 1000)

Cizelge 4.1. Genomik DNAmiktar ve safliklik degerlerine ait sonuglar

Kriter N X+5s, Minumum Maksimum
DNA 55 50.71 £ 5.85 18.47 163.58
A260 55 1.01 £0.12 0.37 3.27
A280 55 0.54 £0.06 0.18 1.69
OD60/OD g0 55 1.86£0.16 150 2.09
OD 0/ ODaso 55 1.93+0.24 0.45 7.76

Cizelge 4.1’den de goriilecegi gibi ¢alismada genomik DNA miktarlar 18.47
ng/ul ile 163.58 ng/pul degerleri arasinda olmak iizere ortalama 50.71+5.85 ng/ul olarak
tespit edilmistir.

NanoDrop Spektrofotometre absorbans degerlerinden niikleik asit (260 nm) ve
protein (280 nm) miktarlar1 sirasiyla 1.01+£0.12 ve 0.54+0.006 olarak, ikincil derecede
niikleik asit saflik kriterlerinden OD20/OD2gp V& OD2g0/OD23 Oranlart ise sirasiyla
1.86+0.16 ve 1.93+0.24 olarak belirlenmistir. Izole edilen iiriinlerin 6zellikle
DNA’lariin saf olup olmadiginin belirteci olan OD260/OD2gp oran ortalamasinin 1.8 ile

2.0 araliginda olmasi genomik DNA’larda protein ya da fenol artiklarinin olmadigi
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Sambrook (1989) ve basarili bir sekilde PCR g¢alismalariin yapilabilecegini
gostermektedir.

Cizelge 4.1°deki genomik DNA’larin miktar ve saflik degerleri degerlendirginde
PCR calismasi i¢in kabul edilebilir oldugunu sonucuna varilmistir. Ayni zamanda

genomik DNA’lar PCR 6ncesi %1°lik agaroz jelde de kontrol edilmistir.
4.2. IGF-I geni intron 2 bolgesi BStEIl (Eco91l) polimorfizmi (1061 bg)

Genomik DNA izolasyonundan sonra PCR ile IGF-I geni intron 2 bdlgesi (1061
b¢) ¢ogaltilmis ve BstEIl (Eco91l) restriksiyon enzimi kullanilarak genotiplendirme
%1.5’1ik agaroz jelde Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’deki gibi gerceklestirilmistir.

PCR iiriinleri BstEIL (Eco9IX) kesim iiriinleri

TT Tr TT T

M: 100bp DNA Ladder (Solis BioDyne), 1-4: PCR iiriinleri (1061 bg), GG: 1061 bg, TT:912 ve 149 bg

Sekil 4. 2. IGF-I geninin yerli sazanlarda PCR ve kesim {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi
(%1.5)

Sekil 4.2°de kendi ekolojik ortamlarinda biiyiiyen sazan drnekleri i¢ Anadolu
bolgesi i¢ sularindan Konya ilinden Seydisehir ilgesindeki Sugla gdliinden 12 adet, Ilgin
ilgesindeki Cavuscu goliinde 4 adet ve Asagicigil gbliinden 3 adet, Beysehir ilgesindeki
Beysehir goliinden 2 adet ve Karaman ilinden Gok¢e Baraj goliinden de 11 adet olmak
lizere toplam 32 adet sazandan elde edilmistir. Bu sazanlardan izole edilen genomik
DNA’lardan yapilan PCR ve BstEIl (Eco91l) restriksiyon enzimi ile kesim {irtinleri elde
edilmis ve genotiplendirme yapilmustr.

Kesim fiirlinlerinin genotiplendirilmesi Feng ve ark. (2014)’e gore yapilmistir.
BstEIl (Eco91l) restriksiyon enziminin herhangi bir kesim bolgesi olmadiginda ayni
PCR firiiniinde oldugu gibi GG genotipliler yalniz 1061 bg¢ bolgede tek bant, GT
genotipliler 1061 bg, 912 bg ve 149 bg bolgede ii¢ bant ve TT genotipliler de hem 912
b¢ hem de 149 b¢’nde iki bant vereceklerdir. Yerli sazanlarda IGF-I geninin PCR ve
kesim iirlinlerinin % 1.5’luk agaroz jel elektroforezi sonucunda, kesim triinlerinin TT

genotipli oldugunua olasilmistir.



37

PCR iiriinlei BstEII (Eco911) kesim iiriinleri
[
2 3 4 5 GG GG GG GG GG M

.// \‘

1061bg 1061 ¢

M: 100bp DNA Ladder (Solis BioDyne), 1-5: PCR iirlinleri (1061 bg), GG: 1061 bg

Sekil 4. 3. IGF-I geninin Giimiisi havuz baliklarinda PCR ve kesim iiriinlerinin agaroz jel
elektroforezi (%1.5)

Sekil 4.3’deki sazan &rneklerini ise i¢ Anadolu bdlgesi i¢ sularindan Konya ili
Cumra ilgesindeki Apa Baraj goletinden 23 adet Giimiisi havuz balig1 olusturmustur.
Giimiisi havuz baliklarindan elde edilen genomik DNA’lardan yapilan PCR ve BstEll
(Ec091I) restriksiyon enzimi ile kesim sonucunda elde edilen tiriinlerin %1.5°lik agaroz
jeldeki skorlamasindan hepsinin GG genotipli oluklar1 ortaya ¢ikmistir. Diger bir ifade
ile Glimiisi havuz baliklarinin IGF-I geni intron 2 bolgesinde (1061 bg) BstEIl (Eco91l)
restriksiyon enziminin taniyacagi kesim bolgesi olmadigindan ayni PCR iiriinii gibi bant
vermistir. Kesim olmadigi icin de ayni molekiiler agirlikta oldugundan PCR ile
cogaltilan bolge gibi agaroz jelde benzer bant vermislerdir.

Molekiiler genetik analizlerden sonra, IGF-I geni intron 2 bdlgesinde BstEII
(Eco91l) polimorfizmi bakimindan hem yerli hem de Giimiisi havuz baliklarinda
genotiplendirme yapilmasi sonucu monomorfik olmasindan dolayr allel ve genotip
frekanslar1 sazan populasyonlart i¢in hesaplanamamastir.

Moriyama ve ark. (2000), insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-I)’niin esas
olarak biiylime hormonu eylemlerine aracilik ederek, omurgalilarin gelisiminin ve
somatik biiylimesinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan mitojenik bir polipeptit
oldugunu ve IGF-I'in yapisinin ve biyolojik fonksiyonunun omurgalilar arasinda ytiksek
oranda korundugu acik¢a belirlendigini ifade etmislerdir. Diger bir ifade ile
populasyonun yada populasyonlarin sahip olduklar1 herhangi bir lokustaki alleller ile
belirlenen varyasyonun seviyesi bir tiir i¢indeki irklarin farklilig: {izerine dogrudan
etkiye sahip olabilecegi (Arora ve Bhatia, 2004) gibi fenotipleri bakimindan da bir
takim varyasyonlar meydana getirebilir (Aytekin, 2011). Bu durum bir populasyonda
tespit edilen varyasyonun diger populasyonlarda da kesin tespit edilecegi anlamina da
gelmemelidir. Ozellikle tiirlerin ya da tiir igindeki irk/hatlarm tespitinde ayirict bir

ozellik olarak da faydali olabilir. Ozellikle insan tiiketimine sunulan iiriinlerde, koruma
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programlarinin olusturulmasinda yada hastaliklara diren¢ gibi konularda s6z konusu
varyasyonun varligi yada yoklugu son derece 6nemli olmaktadir.

Feng ve ark. (2014), birbirleri ile akraba olmayan ve akrabalik iligkilerini 11
mikrosatellit markore gore ortalama % 4.35 olarak belirledikleri sazan familyalarindan
en az 12 ebeveyn ve 5 dollerinde olusan populasyondan olusan ve 5 farkli primer cifti
bakimindan sazanlarda IGF-I polimorfizmlerini incelemek i¢in dort ekzon ve kismi
intron bolgesinde toplam 4555 bg¢’lik sazanlarin (Cyprinus carpio L.) genomik sekansini
incelemislerdir. Arastircilar 9 polimorfik bdlge tespit etmislerdir. Bunlar 6 SNP
(9.3759T>G, ¢g.7619A>T, 9.7620C>T, g.7627T>A, 0.7634C>T ve ¢.7722T>C) ve 1
silinme (g.7624delG), ekzon 3'de nonsynonymous (amino asit ve genellikle proteini
degistiren mutasyonlar) SNP (g.7892C> T) ile intron 3’de 1 SNP (g.7973C>T)
tanimlamislardir. Ancak biiyltime 6zellikleri ile sadece intron 2'de ti¢ SNP (g.3759T> G,
2.7627T> A ve g.7722T> C) ile ekzon 3'deki 1 SNP’yi (g.7892C> T) arasinda iligki
analizini arastirmislardir.

Feng ve ark. (2014)’nin yaptig1 caligmalarinda sirasiyla g.3759T>G SNP’si i¢in
T ve G allel frekanslarini 0.957 ve 0.043 ile TT, TG ve GG genotip frekanslarini1 0.927,
0.059 ve 0.014 olarak polimorfik bilgi igerigi, gdzlenen heterozigotluk (H,) ve beklenen
heterozigotluk (H¢) degerlerini ise yine sirasiyla 0.079, 0.059 ve 0.083 olarak
belirlemislerdir (P=0.071). g.7627T>A SNP’si i¢in T ve A allel frekanslarini 0.763 ve
0.237 ile TT, TA ve AA genotip frekanslarin1 0.637, 0.252 ve 0.111 olarak polimorfik
bilgi igerigi, gézlenen heterozigotluk (H,) ve beklenen heterozigotluk (He) degerlerini
ise yine sirastyla 0.296, 0.253 ve 0.301 olarak belirlemislerdir (P=0.105). g.7722T>C
SNP’si i¢in T ve C allel frekanslarin1 0.486 ve 0.514 ile TT, TC ve CC genotip
frekanslarin1  0.332, 0.308 ve 0.360 olarak polimorfik bilgi igerigi, gozlenen
heterozigotluk (H,) ve beklenen heterozigotluk (He) degerlerini ise yine sirasiyla 0.375,
0.308 ve 0.501 olarak belirlemislerdir (P=0.000). g.7892C>T SNP’si i¢in C ve T allel
frekanslarint 0.799 ve 0.201 ile CC, CT ve TT genotip frekanslarimi 0.685, 0.228 ve
0.087 olarak polimorfik bilgi igerigi, gozlenen heterozigotluk (H,) ve beklenen
heterozigotluk (H¢) degerlerini ise yine sirasiyla 0.269, 0.228 ve 0.362 olarak
belirlemislerdir (P=0.002). Ayrica, g.7627T>A polimorfimini 289 sazanda belirledikleri
calismalarinda, toplam TT, TA ve AA genotiplilerin sirasiyla viicut uzunluklarinm
18.4+0.9, 18.5£1.0 ve 19.0+£0.8 cm, canli agirliklarint 138414, 140+15 ve 146+17 g ve
kondiisyon faktorlerini 2.21£0.16, 2.19+0.17 ve 2.15+0.13 olarak bildirmislerdir
(P<0.01). Arastiricilar g.7627T>A polimorfimi sonucunda AA genotipli baliklarin canlt
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agirhik ve viicut uzunlugu bakimmdan TT genotiplilere nazaran % 5.9 oraninda daha
yiiksek bir ortalamaya sahip olduklar1 bildirilmistir (P<0.01). Calismalarinda 3 SNP
bolgesini dikkate alarak yaptiklari genotip kombinasyonlari bakimindan H1 (TTC), H2
(TTT), H3 (TCC), H4 (TCT), H5 (ATC), H6 (ATT) ve H7 (ACC) olmak iizere 7
haplotipin oldugunu ve frekanslarinin sirasiyla sirasiyla 0.284, 0.194, 0.284, 0.002,
0.004, 0.007 ve 0.227 olarak belirlendigi ifade etmislerdir. Bu haplotipler dikkate
alinarak meydana gelen 10 major haplotip kombinasyonlarin da ise H2H7'ye sahip
sazanlarin H1H3, HIH7 ve H3H3'dekinden istatistik olarak daha kii¢iik kondiisyon
faktorli degerlerine sahip olduklarini (P<0.05) ve viicut uzunlugu ve viicut agirlig: i¢in
haplotip kombinasyonlar1 arasinda istatistik olarak 6nemli bir iliskinin olmadigini
(P>0.05) belirlemislerdir. Bunlara ilaveten arastiricilar g.7627T>A, g.7722T>C ve
2.7892C>T SNP’lerin bakimindan genotip kombinasyonlar: ile viicut uzunlugu, viicut
agirhgr ve kondiisyon faktorii oOzellikleri arasinda yaptiklari iliski analizlerinde;
2.7627T>A ve g.7722T>C i¢in TT/TT'li bireylerin viicut uzunlugu ve viicut agirliginin
ortalama degerlerinin diger kombine genotiplerden daha diisiik, kondiisyon faktorii
ortalama degerinin ise yliksek degerlere sahip olduklarini bildirmislerdir (P<0.01).
g2.7627T>A ve g.7892C>T i¢cin AA/CC'li bireylerin viicut uzunlugu ve viicut agirhig
bakimindan TT/CC'li bireylerden daha yiiksek, kondiisyon faktorii bakimindan ise daha
diisiik ortalama degerlere sahip olduklarini ifade etmislerdir (P<0.05). Ancak g.7722T>
C ve 2.7892T> C igin soz konusu oOzellikler ile genotip kombinasyonlar1 arasinda
herhangi bir iliskinin olmadigini bildirmislerdir. Sonug¢ olarak sazan populasyonunda
IGF-TI'deki polimorfizmleri arastirdiklari c¢alismalarinda, hem g.7627T> A hem de
2.7627T> A ve g.7722T> C kombinasyonlar1 ile biiyiime 6zellikleri arasinda énemli bir
iliski oldugunu ifade etmislerdir. Arastiricilar biiylime performans: ile iligkisi
tanimlanan SNP'lerin, sazanlarda biiyiime 6zelliklerini gelistirmek i¢in marker destekli
seleksiyon programlarinda aday molekiiler markorler olabilecegini 6ne stirmiislerdir.
Aljuboory ve Al-Khshali (2018a), Irak’in Bagdat ili Al-Radhwaniyah Cyprinus
carpio rezervuarinda sazanlarda insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-1) ve bunun
genotiplerini tanimlamak ve de bazi fizyolojik ozellikler (glukoz, AST ve ALT) ile
iligkisini ortaya koymak i¢in yaptiklart calismalarinda, g.3759T>G polimorfizmini
belirlemek amaciyla RFLP yontemi kullanmiglardir. Calismalarinda 95 adet sazanda
calismislar ve 1 adet GG, 28 adet TG ve 66 adet TT genotipi belirlemislerdir. G ve T
allel frekanslari sirastyla 0.158 ve 0.842, GG, TG ve TT genotip frekanslar ise sirastyla
0.011, 0.295 ve 0.695 olarak belirlenmistir. IGF-I geni bakimindan populasyonun
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Hardy-Weinberg dengesinde oldugu sonucu c¢ikmistir (P>0.05). Fizyolojik o6zellik
sonuglar1 dikkate alindiginda, kan glukoz oraninda TT genotiplilerin glukoz
konsantrasyonu 87.87 mg / 100 iken, TG genotiplilerde de yaklasik 67.21 mg / 100
olarak belirlenmistir (P<0.05) ve farkli genotipler tarafindan Onemli derecede
etkilendigini ifade etmislerdir. Ancak, transaminaz enzimlerinin (AST ve ALT)
degerleri bakimindan ise herhangi bir iligkinin olmadigini ifade etmislerdir. Sonug
olarak insiilin benzeri biiyiime faktorii polimorfizminin giivenilirliliginin oldugu ve
sazanlarda fizyolojik performans tahmini ve bu bakimdan seleksiyonda
kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

Aljuboory ve Al-Khshali (2018b), Irak’in Bagdat ili Al-Radhwaniyah Cyprinus
carpio rezervuarinda sazanlarda insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF-1) ve bunun
genotiplerini tanimlamak ve de sazanlarin bazi kimyasal 6zellikleri (nem, protein, yag
ve kiil) ile iliskisini ortaya koymak igin yaptiklar1 calismalarinda, kimyasal analiz
sonuglart ile genotipler arasindaki analizde nem ve protein degerleri arasinda 6nemli bir
iliskinin oldugunu bildirmislerdir (P>0.05). Iliski analizinde nem oram bakimindan
mutant allelden (G) kaynaklanan heterozigot genotipliler (GT) en yiiksek nem oranina
(82.50 + 0.17) sahip olduklarini, homozigot genotiplilerin (TT) nem oraninin (79.55 +
0.17) daha diisiik oldugunu, protein orani bakimindan ise TT genotiplilerin en yiiksek
protein oranina (% 15.95 + 0.80) sahip olduklarini, GT genotiplilerin protein oraninin
(9.65 £ 0.60) daha diisiik oldugunu bulmuslsrdir (P<0.05). Sonug olarak insiilin benzeri
bliylime faktorii polimorfizminin gilivenilirliliginin oldugu, sazanlarda kimyasal
kompozisyon i¢in seleksiyonda kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

Literatiirde Feng ve ark. (2014)’nin yaptig1 ¢calismada ilk olarak bildirilen, daha
sonra Aljuboory ve Al-Khshali (2018a) ve Aljuboory ve Al-Khshali (2018b) tarafindan
calisilan ve bu calismada da RFLP yontemi ile polimorfizmi incelenen SNP bolgesi
(9.3759T>G) haricinde IGF-I geninin diger bolgelerinde ve diger tiirlerde ¢alisilan SNP
bolgeleri hakkinda bilgi verilecek olunursa; Sanchez-Ramos ve ark. (2012) MSTN-1
gen polimorfizmi ile biiyiime 6zellikleri arasinda iliskiler ile ilgili olarak deniz ticareti
tiirlerinde markdre dayali seleksiyon i¢in biiylime hormonu (GH), insiilin benzeri
biiyiime faktorii 1 (IGF-1), miyostatin (MSTN-1), prolaktin (PRL) ve somatolaktin
(SL)gibi 5 aday gende yaptiklar1 degerlendirmede, balik 6rneklerini 131 yetistiriciden
olusan ticari bir ana hattan (36 erkek ve 44 disinin ebeveynden gelen ddllerinde)
alimmustir. Arastiricilar PCR-RFLP yontemini kullanarak 13000 b¢'den daha fazlasini

kapsayan 11 gen bolgesini incelemisler ve bunlar ile biiyiime Ozellikleri arasinda
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iligkileri arastirmiglardir. IGF-I i¢in IGF-I A’nin promotor-ekzon 1 bolgesinin Taql
kesim enzimi ile muamelesi sonucu polimorfik oldugu ve T — G/C baz degisimine
neden oldugunu ve IGF-I B’nin ekzonl-ekzon 2 bdlgesinin Haelll, EcoRl, Dral, Hapll
& BspLU11ll kesim enzimleri ile muamelesi sonucu polimorfik olmadigini
bildirmislerdir. Arastirmada geng¢ ve yetiskin anaglarda agirlik, catal boy ve kondiisyon
faktorii gibi 6zelliklerde yapilan iligki analizinde IGF-I geninde sadece A819 yetiskin
grubunda (kuluckadan ¢ikis sonrasi 819 giinliikk yastaki baliklar) istatistik olarak
onemlilik bulduklarini ifade edilmislerdir (P = 0.019).

Wang ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, Cin levreginde IGF-I geninin SNP
varyantlar1 ile viicut agirligi, viicut uzunlugu, viicut derinli§i ve viicut genisligi
arasindaki iliskiler arastirilmistir. Calismada iki farkli SNP bolgesi (g.A321G ve
2.A537G) kullanilmistir. g.A321G polimorfizmi bakimindan A ve G allel frekanslarini
strastyla 0.694 ve 0.306, AA, AG ve GG genotip frekanslarini ise 0.456, 0.476 ve 0.068
olarak, g.A537G polimorfizmi bakimindan ise yine aym sirayla 0.692 ve 0.308 ile
0.460, 0.44 ve 0.076 olarak bulumuslardir. Iliski analizi sonucu, SNP1'in viicut agirlig
(P<0.05), viicut uzunlugu (P<0.05) ve viicut genisligi (P<0.05) ile 6nemli iligkisi oldugu
belirlenmistir. SNP2'nin ise, viicut agirligi (P<0.05), viicut derinligi (P<0.05) ve viicut
genisligi (P<0.05) ile iligkili oldugu bildirilmistir. Genel olarak her iki SNP bolgesinde
tizerinde durulan Ozelliklerin ortalama degerleri dikkate alindiginda A allelinin G
alleline kiyasla bir istlinliigliniin oldugu ortaya ¢ikmustir.

Tsai ve ark. (2014), su iriinleri endistrisi igin Atlantik somon baligi
yetistiriciliginde biiyiime ve fileto kalitesi ile ilgili 6zelliklerde varyasyonun genetik
temelini anlamanin 6nemli oldugu i¢in IGF-I geninin SNP varyantlar1 ile viiciit agirlig
ve fileto Ozellikleri arasindaki iliski incelenmislerdir. Calismalarinda genetik
belirteclerin uygulanmasiyla biiylimeyle ilgili birkag QTL tanimlanmistir. IGF-I
geninin, salmonid tiirlerinde yliksek oranda korunmus ve c¢ok Onemli bir biiyiime
diizenleyici gen olarak kabul edildigini ve IGF-I genindeki polimorfizmler ile Atlantik
somonusundaki biiylimeyle ilgili 6zellikler arasindaki iliskinin bilinmedigini ifade
etmislerdir. Arastiricilar, IGF-I geninin promoter bolgesinde ii¢ farkli SNP belirlenmis
olup, bunlar intron 1 (SNP1, 9.5763G>T; GenBank no. AGKD01012745), intron 2
(SNP2, 9.7292C>T; GenBank no. AGKDO01012745) ve intron 3 (SNP3, g.4671A>C;
GenBank no. AGKDO01133398) bolgelerindedir. Calismalarinda allel frekanslarini
9.5763G>T polimorfizminde 0.61 ile 0.39, g.7292C>T polimorfizminde 0.80 ile 0.20 ve
9.4671A>C polimorfizminde ise 0.88 ile 0.12 olarak bulmuslardir. iliski analiz sonucu,
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SNP1’de somon baliklarinda agiliklar1 bakimindan T/T genotiplilerin (2.57+0.03) G/T
(2.51+£0.03) ve G/G (2.50+0.03) genotiplilerden daha yiiksek ortalamaya sahip
olduklarini (P<0.01), temizlenmis agirliklar1 bakimindan T/T genotiplilerin (2.37+0.03)
G/T (2.30+0.02) ve G/G (2.28+0.03) genotiplilerden daha yiiksek ortalamaya sahip
olduklarin1 (P<0.05), bagsiz agirlari bakimindan T/T genotiplilerin (2.07+0.03) G/T
(2.01£0.02) ve G/G (1.99£0.02) genotiplilerden daha yiliksek ortalamaya sahip
olduklarii (P<0.05) ve fileto agirliklar1 bakimindan ise T/T genotiplilerin (1.75+0.02)
G/T (1.67+0.02) ve G/G (1.66+0.02) genotiplilerden daha yiiksek ortalamaya sahip
olduklarin1  (P<0.05) bulmusladir. SNP3’de ise somon baliklarinda agiliklart
bakimindan A/A genotiplilerin (2.72+0.08) C/A (2.55+0.03) ve C/C (2.50+0.03)
genotiplilerden daha yiiksek ortalamaya sahip olduklarin1 (P<0.05), temizlenmis
agirliklar1 bakimindan A/A genotiplilerin (2.46+£0.07) C/A (2.33£0.03) ve C/C
(2.29+0.02) genotiplilerden daha yiiksek ortalamaya sahip olduklarini (P<0.05), bassiz
agirlart bakimindan A/A genotiplilerin (2.16+0.06) C/A (2.03+0.03) ve C/C (2.01%0.02)
genotiplilerden daha yiiksek ortalamaya sahip olduklarini (P<0.05) ve fileto agirliklari
bakimindan ise A/A genotiplilerin (1.83+0.06) C/A (1.69+0.02) ve C/C (1.67+0.02)
genotiplilerden daha yiiksek ortalamaya sahip olduklarii (P<0.05) bulmusladir. Sonug
olarak, SNP1 ve SNP3 ile viicut agirhg ve fileto 6zelligi arasinda 6nemli iligkiler

bildirilmislerdir (P<0.05).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Diinyada artan niifus, iklim degisiklikleri, girdi maliyetlerindeki artiglar ve gida
problemlerinin yasanmasi, bazi kesimlerde ise yasam standartlarinin yiikselmesi gibi
sebepler hayvansal iiretim kaynaklarinin daha etkin kullanilmasini ve bir alandan daha
fazla tiretimin yapilmasini zorlamaktadir. Bu nedenle hayvansal iiretime konu olan her
alan kendi i¢inde 6zel bir bilgi ve iiretim semasini olusturur. Su iriinleri yetistiriciligi
yetistirme programlarinda biiyiime Ozellikleri hedeflenen miktarda iiretimin yapilip
yapilamayacagi hakkinda bilgi verdigi gibi bakim-besleme hakkinda yetistiriciye bilgi
saglar. Bunun yam sira dogal balik¢ilikta ise bazi ¢evre sartlarindaki degisikliklere
adaptasyonu ile ilgili bilgi saglar. Son yillarda gerek deniz balik¢iligi, gerek ticari ve
hatta ekolojik ortamlarinda yetisen ve insan tiiketimine avcilik yoluyla sunulan su
tiriinlerinde molekiiler diizeyde arastirmalarin arttigi, s6z konusu aday genlerin gerek
tek baslarina gerekse interaksiyonlart bakimindan fonksiyonlarinin anlagilmasi {izerine
calismalara yogunlasilmistir.

Insiilin benzeri biiyiime faktdrii 1 geni (IGF-I), beslenme durumu, gevresel
adaptasyon, embriyonik gelisim ve biiyiime diizenlemesi ile iligkili bir gen oldugundan
su {lriinlerinde aday gen olarak ele alinmaktadir. Mevcut c¢alismada gerek yerli
sazanlarda gerekse giimiisi havuz baliklarinda g.3759T>G polimorfizminin belirlenmesi
amaciyla yapilan bu ¢aligmada her iki populasyon da monomorfik olarak belirlenmistir.
Daha sonraki ¢aligmalarda 6rnek sayilarinin artirilmasi ile populasyonlar hakkinda IGF-
I/ BStEIl (Eco91l) gen polimorfizmi ile ilgili daha kapsamli bilgiye ulasilabilir. Sonug
olarak, bu calismada incelenen populasyonlar morfolojik olarak ayirt edilebilmesine
ragmen, gelecekte gerek insan yada hayvan tliketimine sunulacak {irlinlerde
populasyonlarin birbirinden ayirt edilmesinde gerekse gelecekte gen kaynagi koruma
programlarinin olusturulmasinda yararli bilgiler elde edilmistir.

Sonu¢ olarak ifade etmek gerekirse; molekiiler biyolojide yasanan gelismeler
hayvan 1slahinda yeni bir yapilanmanin gerekliligini ortaya ¢ikartmistir. Bu yeni yapida
fenotipik performansa dayali geleneksel seleksiyon ve 1slah programlarina genetik bilgi
de dahil edilmeli ve fenotipik veriler daha dogru degerlendirilerek damizlik se¢iminde

kullanilmalidir.
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