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OZET

Gelisen gen teknolojisine bagl olarak Restriksiyon Par¢asi Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), Rastgele
Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD), Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmleri (AFLP), Mikrosatellitler
ve Tek niikleotid Polimorfizmleri (SNP) gibi molekiiler tekniklerin su iiriinlerinde kullanimi her gecen giin
artmaktadir. Bu gen teknolojileri ile yiiriitilen 1slah ¢alismalar1 dikkate degerdir.  Su friinleri
yetistiriciliginde 1slah ve yetistirme programlar1 igin gerekli olan bilgilerin tespiti biiyiikk Onem arz
etmektedir. Bu c¢aligmalarda molekiiler tekniklerin kullanimi elde edilen bilgilerin giivenilirligini
arttirmaktadir. Bu makalede mikrosatellit markirlarin su {rlinleri yetistiriciliginde seleksiyon amach
kullanimu ile ilgili caligmalar bir araya getirilmistir.

Anahtar Kelimeler: su iiriinleri yetistiriciligi, mikrosatellit, seleksiyon

The Use of Microsatellite Markers for Selection in Aquaculture

ABSTRACT

Depending on developing gene technology, usage of molecular techniques in aquaculture such as
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD),
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Microsatellite or Simple Sequence Repeats (SSRs) and
Single Nucleotide Polymorphism (SNP) has been increased day by day. This reclamation work carried out
with gene technology is considerable. Determination of data is very important for reclamation and breeding
program in aquaculture. In these studies usage of molecular techniques has increased reliability of obtained
data. In this paper, studies related with usage of microsatellite markers for selection in aquaculture has been
reviewed.

Key Words: aquaculture, microsatellite, selection
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GIRIS

Tiim yetistiricilik alanlarinda oldugu gibi
su triinleri yetistiriciliginde de temel amag en
az masrafla birim alandan maksimum iiriin elde
etmektir.  Klasik 1slah  ve  seleksiyon
metotlartyla uzun zaman alan bu uygulama,
yetistiricilik programlarinin olusturulmasinda
tam anlamiyla istenilen sonucu vermemektedir.
Bu sorunun ¢Oziimiine alternatif sunan
molekiiler tabanli ¢aligmalarin son yillarda su
driinleri ~ sahasinda  seleksiyon  amaglh
kullanimina siklikla rastlanmaktadir. Ancak
iilkemizde su Triinleriyle ilgili sistematik,
morfoloji, anatomi, hastalik, besleme ve
yetistiricilik ¢aligmalarinda su ana kadar
molekiiler tabanl metotlarin etkin
kullanilmadig asikardir. Ulkemizin mevcut gen
kaynaklar1 ve biyogesitliligi g6z Oniine
alimdiginda, bu durumun iizerinde durulmasi
gerekliligi kaginilmazdir.

Son yillarda molekiiler tabanlt
caligmalardan  mikrosatellitler veya  basit
dizilim tekrarlar1 (SSR—Simple Sequence
Repeat) (O'Connell ve Wright, 1997) su
iriinlerinde en ¢ok kullanilan metotlardan
birisidir. Bununla birlikte; RFLP (Bernatchez
ve Danzmann, 1993), SNP (Tao ve Boulding,
2003), AFLP (Kocher ve ark., 1998), RAPD
(Bardakci ve Skibinski, 1994; Johnson ve ark.,
1994) ve EST (Naruse ve ark., 2000) gibi diger
molekiiler teknikler su iiriinleri sahasinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Su iiriinlerinde
yaygin olarak kullanilan bazi molekiiler
teknikler ve ozellikleri Cizelge 1°de verilmistir
(Liu ve Cordes, 2004).

Su tiriinlerinde genetik kaynaklarin kontrol
altinda tutulmasi ve korunmasi ig¢in uygun
genetik markirlarin kullanim biiyiik bir 6neme
sahiptir ~ (Nelson  ve Soule, 1987).
Mikrosatellitler ileri derecede polimorfik DNA
markirlart  olup  popiilasyon  yapilarinin
arastirllmasinda en c¢ok kullanilan genetik
markirlardan birisidir ve giin gectikce Onemi
artmaktadir (Beuzen ve ark., 2000). Genom

icerisinde kodlayict ve diizenleyici
fonksiyonlarinin ~ oldugu  disiiniilmektedir
(Goldstein ve Schlotter, 1998). Hayvan

yetistiriciliginde ekonomik ozellikleri kontrol
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eden genlerin haritalanmasinda kullanilabilecek
etkili bir markirdir (Beuzen ve ark., 2000).

Mikrosatellitler Hakkinda Genel Bilgiler

Mikrosatellitler basit olarak niikleotid dizi
tekrarlarinin rastgele diizenlenmis ¢ok sayida
kopyalarindan meydana gelir. Bu dizilerdeki
niikleotit sayis1 2—6 arasinda degismektedir
(CA, ACA, GATA gibi) (Tautz, 1989; Litt ve
Luty, 1989). Yiiksek derecede polimorfiktirler
ve Onemli bir genetik isaretleme sistemini
olustururlar. Baliklarda c¢ogunlukla bu baz
tekrarlar1 her 10 kilobazda bir meydana
gelmektedir. Mikrosatellitler kromozomlarin
biitiin  bolgelerinde dagilmiglardir. Bunlar
genleri kodlayan  bolgeler, DNA’nin
kodlanmayan intron bolgeleri ve gen olmayan
niikleotid diziler igerisinde bulunur. Bir¢ok
mikrosatellit bolgesi bir ka¢ bazdan birkag yiiz
baza kadar degisen kiiciik niikleotid dizi
tekrarlaridir. Nispeten kisa tekrarl
mikrosatellitlerin bolgeleri PCR ile ¢ogaltmak
icin kullanighdir. Genellikle uzun bolgelerin
daha  polimorfik oldugu soOylense de,
mikrosatellit polimorfizmi bes baz kadar az

tekrarda gozlenir (Karsi ve ark., 2002;
DeWoody ve Avise, 2000).

Mikrosatellit polimorfizmi bir lokusta
degisik sayida tekrarlar igeren allellerin

bulunmasima baghdir. Mikrosatellit mutasyon
oraninin her nesil i¢in 10> den 10 e kadar

degisen oranlarda yiiksek oldugu
bildirilmektedir (Weber ve Wong, 1993).
Baliklarda  birkag tirde  mikrosatellit
bolgelerinin ~ tekrar  sayilarinda  biyiik
farkliliklar ~ oldugu  bildirilmektedir.  Bir
popiilasyon igerisinde niikleotid dizi
tekrarlarinin ~ sayisindaki  degisiklik  her

mikrosatellit allellerinin sayisindaki farkliliga
sebep olur. Mikrosatellitler genetik cesitliligi
belirlemedeki kolaylig1 yiiziinden son yillarda
en ¢ok kullanilan genetiksel yontemlerden biri
olmustur. Bu 6zellikleriyle popiilasyon genetigi
calismalarinda kullanilan ideal markirlardan
biridir (Goldstein ve Schlotterer, 1998; Liu ve
Cordes, 2004).
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Cizelge 1. Su iiriinlerinde yaygin olarak kullanilan molekiiler teknikler (Liu ve Cordes, 2004)

Markir tipi Kalitim bi¢imi Lokus Allel sayisi Polimorfizm Uygulam
. . . i Gen bagl:
Allozim Mendel, kodominant Tekli 2-6 Diisiik ..
Popiilasyc
Mitokondriyal DNA Maternal kalitim Tekli Coklu haplotip — Maternal
Regtr1k51yon'Parga51 Uzunluk Mendel, kodominant Coklu 2 Diistik Gen bagl:
Polimorfizmi
Rastgele Cogaltilmig . Popiilasyc
Polimorfik DNA Mendel, dominant Coklu 2 Orta parmak iz
Cogaltllmls Par.t;a Uzunluk Mendel, dominant Tekli 2 Yiiksek Gen"baglz
Polimorfizmleri Popiilasy
Mikrosatellitler Mendel, kodominant Tekli Coklu Yiiksek Gen bagl:
caligsmala
DNA dizilerinin belirlenmesi ~ Mendel, kodominant Tekli 2 Diisiik Geg bagl
haritalam
Tek. Niikleotid . Mendel, kodominant Tekli 2-4 Yiiksek Gen"baglz
Polimorfizmleri Popiilasyz
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Calisma amacma gore kullanilacak
mikrosatellit bolgelerin se¢iminde dikkate
alinan baz1 kriterler vardir. Calisilan
mikrosatellit bolgelerin farkli kromozom
bolgeleri iizerinde ve polimorfizm diizeyinin
yiksek olmasi, heterozigotluk diizeylerinin
yiiksekligi, allel sayisi ve uzunluklarinin
birbirine olan uzakliklar1 géz 6niine alinarak
secilmelidir  (Ozkan, 2005). Eger gen
bankalarinda veya literatiirlerde mikrosatellit
bilgisi bulunmayan bir tiir ile ¢aligilacaksa bu
tir ile yakin akraba olan tiirlere ait
mikrosatellit bolgeleri kullanilabilir.
Ozellikle tiir bazindaki mikrosatellit bolgeler
cok benzerlik gostermektedir (Moore ve ark.,
1991; Wright ve Bentzen, 1994; Oliveira ve
ark., 2006).

Mikrosatellit dizileri incelenirken iki yol
izlenebilir. Bunlardan birisi yalnizca baz ¢ifti
uzunlugunun tespitine yonelik olup, PCR ile
cogaltma  ve  elektroforez  teknigiyle
goriintiilemeden ibarettir. Bu amagla baliktan
izole edilen DNA  iizerindeki ilgili
mikrosatellit bolgeler PCR ile ¢ogaltilir. Bu
bolgeler  Tek  Zincir  Konformasyon
Polimorfizmi (SSCP) gibi bir metotla
denatiire edildikten sonra, denatiire edici
poliakrilamit jel elektroforezinde ytiriitiilerek
ya da denatiire edici yogun (genellikle %3)
metaphor jel elektroforezi uygulamasi ile

allellerine  ayrilir.  Yiritilen  6rnekler
gorilintiileme  sisteminde fotograflandiktan
sonra GeneSnap, UltraQuant gibi

programlarda mikrosatellitlere ait allellerin
baz uzunluklar tespit edilir. Burada siklikla
rastlanilan sorun PCR ile c¢ogaltilmis bir
mikrosatellit allelinin tek bir bant degil de bir
bantlar merdiveni seklinde goriintii veriyor
olmasidir. Cogaltilan mikrosatellit bolgesine
ait allel bu bantlar icerisinde en yogun
olamidir. Diger bantlar, genellikle orijinal
allelden kiiciiktir. Bunun nedeni PCR
uygulamasiyla DNA zincirinde olusan
kaymalardir (in vitro DNA slippage). Eger
mikrosatellit  bolgedeki baz  tekrarlan
dintikleotit ise triniikleotitlere gore daha ¢ok
sayida bant olusmaktadir. Buda istenmeyen
bir durum oldugu i¢in mikrosatellit bolgeler
icin primer seciminde diniikleotid tekrarlari
degil, triniikleotit tekrarlar tercih edilebilir.
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Yine, Taq DNA polimeraz enziminin
terminal transferaz aktivitesi sonucu PCR
iiriinlerinde beklenenden bir baz daha fazla
uzun {rlinlerin olugsmast ve buna bagh
olarakda beklenen allel sayisindan fazla bant
gortilebilir (Hoelzel, 1998; Devrim ve Kaya,
2004).

Diger bir yol ise, DNA izolasyonu
sonrasinda genomik DNA’nin Alul, Haelll ve
Rsal restriksiyon enzimleriyle kesilme iglemi
ve sonrasinda 300-500 bp’lik DNA
fragmentlerinin  vektoriine klonlanlanarak
Rekombinant DNA’nin elde edilmesidir.
Rekombinant DNA, Escherichia coli bakteri
hiicresine 1s1 soku ile sokulur ve bu bakteri
hiicreleri  kat1  besiyerlerinde  ¢ogaltilir.
Bakteri hiicresi igine girmis olan rekombinant
DNA’l1 hiicrelerin besiyerinde olusturduklari
koloniler beyaz renkte, digerleri ise mavi
renktedir. Bu beyaz renkli kolonilerden
alman oOrneklere direkt PCR yapilir. Sonug
veren bakteri kolonilerine ait iiriinlerden
vektor izolasyon kitiyle Rekombinant
DNA’lar izole edilir ve DNA Sequencer’da

baz dizisi ve uzunlugu belirlenir (Hoelzel,
1998).
Elde edilen verilerin

degerlendirilmesinde en ¢ok kullanilan
istatistiki programlardan biri olan AMOVA
(Molekiiler Varyans Analizi), Arlequin
(http://Igb.unige.ch/arlequin/) isimli paket
programinda yapilabilmektedir (Excoffier ve
ark., 1992). Ayrica, GENETIX (Belkhir ve
ark., 2001), GENEPOP, GENECLASS
(Cornuet ve ark.,, 1999a) gibi istatistik
programlar da kullanilmaktadir. Genetik
mesafe degerlerinin dendogram ¢iziminde ise
Phylip (Felsentein, 1993) ve Treeview (Page,
1993) gibi programlar kullanilmaktadir. Bu
analizlerle popiilasyonlara ait; Faktoriyel
Benzerlik Analizi (FCA), allel frekanslari,
Ozgilin alleller ve frekanslari, beklenen (He)
ve gozlenen (Ho) heterozigotluk degerleri,
Fsr, Fis ve Fir degerleri, Hardy—Weinberg
dengesi ve genetik mesafeler belirlenebilir
(Raymond ve Rousset, 1995; Cornuet ve ark.,
1999Db).
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Su Uriinleri Yetistiriciliginde
Mikrosatellitlerin Kullanimi

Molekiiler markira dayali seleksiyon
(Marker Assisted Selection) programlarinin
olusturulmasinda mikrosatellitler ¢ok iyi bir
potansiyele sahip olup, etkili kullanildigi
takdirde klasik 1slah metotlarinda kullanilan
tekniklere nazaran kisa silirede ¢ok iyi
sonuglar vermektedirler (Fjalestad ve ark.,

2003). Ozellikle balik yetistiriciliginde,
sonraki jenerasyonlarin performans
Ozelliklerinin tyilestirilmesi ve

gelistirilmesinde son derece kullanighidirlar
(Spies ve ark., 2005). Bir 1slah programi
olusturulurken  popiilasyonlarin ~ genetik
cesitliligi hakkinda bilgi edinilebilecek en
ideal markirlardan biri mikrosatellitlerdir
(Wolfus ve ark., 1997).

Mikrosatellitlere 6zgii allellerin tespiti,
yetistiriciligi ~ yapilan  bir  popiilasyon
icerisindeki bireylerde yliksek verim (canl
agirlik, hastaliklara karsi dayaniklilik vb.
yonlerden) ozellikleriyle iligkili allellerin
bulunup bulunmadig1 bilgisine ulagtirabilir.
Ozellikle ana¢ olarak secilecek baliklarda,
fenotipik olarak istiin 6zelliklere sahip
bireylerden hangilerinde yiiksek ve diislik
verim Ozellikleriyle iliskili allellerin oldugu
tespit edilebilir. Boylece popiilasyonda anag
olarak segilecek ve elenecek bireylerin tespiti
yapilarak kisa zaman igerisinde {retim
kapasitesi arttirilabilir (Wilson ve ark., 2003).

Su iiriinlerinde yetistiricilik
programlarinin olusturulmasinda
mikrosatellitlerin kullanimma literatiirlerde
siklikla rastlanilabilir. Wolfus ve ark. (1997)
Karideslerde (Penueus vannamei), Garcia de
Leon ve ark. (1998) Deniz levreginde
(Dicentrarchus labrax), Hulata (1995) ve
Vandeputte (2003) Sazanda (Cyprinus
carpio), Jackson ve ark. (2003) Atlantik pisi
baliginda  (Hippoglossus  hippoglossus),
Waldbieser ve Wolters (1999) Kanal kedi
baliginda, Hara ve Sekino (2003) ve Sekino
ve ark. (2003) Japon dere pisi baliginda,
Herbinger ve ark. (1995) ve Spies ve ark.
(2005)  Alabaliklarda  yapmis olduklar
calismalarda mikrosatellit markirlar
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seleksiyon amagli kullanmiglardir (Chistiakov
ve ark., 2006).

Rexroad III ve ark. (2001); Palti ve ark.
(2002); Rexroad III ve ark. (2002) ve
Rodriguez ve ark. (2003) ise yapmis olduklari
calismalarda Gokkusagi alabalig1
(Oncorhynchus mykiss)’na ait ¢ok sayida
mikrosatellit  bolge tespit etmislerdir.
Mikrosatellit bolgelere ait primer dizilimi,
DNA’daki bulundugu yer ve bazen de PCR

protokoliine ait bilgilere online olarak
kullanilabilen Gen bankasindan
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ulasilabilir

(Anonim, 2008).

Herbinger ve ark. (1995), bir isletmedeki
Gokkusag1 alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
popiilasyonunda DNA parmak izi analizi ile
birlikte mikrosatellit markirlar kullanarak
seleksiyon caligmasi yapmislardir.
Mikrosatellit markirlarden elde edilen genetik
profil verilerine bagli olarak baliklarin
ebeveynlerinin akrabalik derecelerinin verim
etkisi lizerine olan etkisini incelemislerdir. 10
erkek ve disi balik arasinda ¢aprazlama
yapmuslardir. Akrabalik derecesi en yiiksek
ve diisiik olan baliklara ait yavrular bir yil
boyunca yetistiriciligi  yapilarak  takip
edilmistir.  Calisma sonunda  akrabalik
derecesi az olan baliklarin ¢aprazlanmasindan
elde edilen bireylere gore yakin akraba
caprazlamalarindan gelen bireylerin verim
dereceleri, hayatta kalma ve bilyiime oranlari

yoniinden daha diisiikk 0Ozelliklere sahip
oldugu tespit edilmistir.
Gokkusagi  alabaligt  (Oncorhynchus

mykiss) Uzerinde yapilan bir ¢aligmada 14
diniikleotit, 7 triniikleotid, 11 tetraniikleotid
ve 8 diniikleotit-tetraniikleotid olmak iizere
toplam 40 polimorfik mikrosatellit bolgesi
kullanilmigtir. Bu markirlarin  popiilasyon
genetigi calismalarinda, ebeveyn
analizlerinde, gen baglanti haritalarinin
olusturulmasinda ve molekiiller markira
dayali seleksiyon programlarinin segiminde
etkin bir sekilde kullanilabilecek potansiyele
sahip oldugu bildirilmistir (Spies ve ark.,
2005).

Molekiiler biyoloji alaninda yapilan
calismalarla genetik yapinin belirlenmesine
yonelik farkli bir yol izlenmis olup mevcut
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gen kaynaklarimin ve Ozelliklerinin tespiti,
korunmasi ic¢in gerekli olan verilerin tespiti
daha da kolaylasmistir (Aksakal ve Erdogan,
2007).  Mikrosatellitler yiiksek diizeyde
polimorfik  ozellige sahip oldugu i¢in
kullanim amaglar1 oldukc¢a c¢esitlilik arz
etmektedir;

- Seleksiyon uygulamalarinda, islah ve
yetistirme programlarinin olusturulmasinda
istin  verimli  bireylerin anag¢ olarak
secilebilmesi icin gerekli olan bilgilerin
tespiti caligmalarinda (Oliviera ve ark., 2006)

- Yiksek  derecede  polimorfizm
gostermeleri ve lokuslara oOzgli markirlar
olmasindan dolayr mikrosatellitler baglanti
analizleri ve ebeveyn tayini ¢alismalarinda
(Knight ve ark., 1998)

- Gen  haritalarmin  ¢ikartilmast
caligmalarinda (Gilbey ve ark., 2004)

- Popiilasyonlar i¢i genetik cesitliligin

Olciilmesine iligkin caligmalarda,
popiilasyonlar aras1 genetik farklilik ya da
benzerliklerin belirlenmesine iliskin

caligmalarda (Rutten ve ark., 2004)

- Akrabali yetistiriciligin 6l¢lilmesinde,
kodominant kalittmin belirlenmesinde ve
akrabalik iligkilerinin belirlenmesi
caligmalarinda (Villanueva ve ark., 2002)
kullanilabilirler.

- Ayrica, popiilasyon ve tiirlerdeki
genetik varyasyon degerleri hesaplanarak
mevcut gen kaynaklar tespit edilebilir, soy
agaci olusturularak genetik akrabalik iligkisi
ortaya konabilir (Hansen ve ark., 2001).

Sonu¢ olarak su iiriinleri yetistiriciligi
programlariin olusturulmasinda klasik 1slah
metotlarma nispeten daha kisa zamanda ve
giivenilir sonug almabilecek DNA
diizeyindeki ¢alismalar daha popiiler ve kabul
edilebilir niteliktedir. Islah ve yetistirme
programlarinin  olusturulmasinda,  istiin
verimli bireylerin ana¢ olarak secilebilmesi
icin gerekli olan verilerin dogru olarak
toplanmasina olanak verecek olan
mikrosatellitlerin kullanimi; biiylime,
hastaliklara dayaniklilik vb. yonlerden {istiin
verimli bireylerin olusturacagi
popiilasyonlarin olusumunu miimkiin kilarak,
birim alandan elde edilen {iriin miktarini
artiracaktir.
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