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ONSOZ

Bu tez ¢alismast Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Balik¢ilik
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Karadeniz Alabalig1 (Salmo trutta labrax Pallas, 1811) ve Kaynak Alabalig1 (Salvelinus
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tecriibelerini sunmaktan ka¢inmayan, Trabzon Su {iriinleri Merkez Arastirma Enstitiisti’
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Genetik Boliim Baskani Ziraat Yiiksek Miihendisi Oguzhan EROGLU’ na, ¢alismamin
fikir babasi olan Do¢. Dr. Nadir BASCINAR’ a ve calismada kullanilan baliklarin
tiretiminde Oncii olan yine Nadir hocam ve Dog¢. Dr. Mehmet KOCABAS’ a, laboratuvar
calismalarinda yardimci olan Su Uriinleri Yiik. Miihendisi Hayriye TAN MELEK’ e,
tecriibeleriyle destek olan SUMAE personellerinden, Uzman Biyolog Zehra Duygu
DUZGUNES’ e ve Uzman Biyolog Sirin FIRIDIN e, akademik tecriibeleriyle yol gosterip
yiireklendiren, kiymetli hocam KTU Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji
Anabilim Dali Baskani Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ’ e,

Gosterdikleri emsalsiz sabir ve hosgoriisiinden dolayr bagta annem Remziye
ARSLAN olmak tiizere babam Adnan ARSLAN ve kardeslerime, bu siire boyunca
tecriibeleriyle maddi manevi beni yalniz brrakmayan, yilireklendiren, giiveni ve ilgisiyle
destegini her daim yiirekten hissettigim kiymetli nisanlim Balik¢ilik Teknolojisi Yiiksek
Miihendisi Abdullah YILMAZ’ a ve onun nezdinde YILMAZ ailesine,

Bu basarimda katkis1 olan herkese tesekkiirii bir borg bilirim.

Dilan ARSLAN
Trabzon 2016
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Yiiksek Lisans Tezi

OZET

KARADENIZ ALABALIGI (Salmo trutta labrax Pallas,1811) ve KAYNAK ALABALIGI
(Salvelinus fontinalis Mitchiil, 1814) HIBRIDLERINDE (Kaplan Alabalig)
MIKROSATELLIT DNA ANALiZ YONTEMIYLE EBEVEYNLERINDEN GEN
AKISININ BELIRLENMESI

Dilan ARSLAN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Balikgilik Teknolojisi Miithendisligi Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Sebnem ATASARAL SAHIN
2016, 42 Sayfa

Bu caligmada, mikrosatellit DNA analizi kullanilarak Kaplan Alabaligi” nda
(Karadeniz DisiQ x Kaynak Erkekd) gen akisi ¢alisilmistir. Karadeniz Alabaligi, Kaynak
Alabalig1 ve Kaplan Alabaligi i¢in, 8 ana¢ ve 86 yavru olmak iizere toplam 94 birey, 13 adet
mikrosatellit lokus kullanilmistir. Analiz sonuglarina gore, lokuslarda toplam 71 farkl: allel
tespit edilmistir. Ortalama allel sayis1 5, 462 olup 13 farkli mikrosatellit lokusuna ait allel

sayisiin 3 ile 9 arasinda degistigi en yiiksek ve en diisiik polimorfizm gosteren lokuslarin
srastyla, T3-13 (9), SSSP2201 (9) ve SSSA410 (3), STR60 (3), STR12 (3) oldugu tespit
edilmistir. DD1XDE] i¢in anaglarinin yavru genotiplerinin beklenen ve gozlenen degerleri ile
frekans degerleri 0, 52-1, DD2xDE3 i¢in ve DD3xDE4 i¢in 0-1 araliginda degismektedir.
Hibrit grubu DD1xXKEI1 igin, 0-larasinda degismekte ve en yiiksek deger STR60 lokusuna
aittir. DD2xKE3 grubu i¢in deger, 0-1 arasindadir ve en yiiksek deger BS131, STR58,
SSA410, OMY7, SSA85, STR73, STR12 lokuslarinda gézlenmistir. DD3XKE4 i¢in degerler
ise, 0-1 arasindadir. Degerin en yiiksek goriildiigii lokuslar BS131,SSA85 ve STR12’ dir. DD1
X KE1 i¢in yavrularda DD2XKE3 ve DD3xKE4’ iin yavrularina gore gore gen akisinda
farkliliklar oldugu tespit edilmistir. DDIXKEl i¢in %41,6 babadan ve ayni oranda
anneden,DD2xKE3’ de, % 50 anneden, DD3xKE4 i¢in ise, %66,7 anneden gen akisi oldugu
goriilmistiir. Ancak biitiin lokuslar ve biitiin gruplara baktigimiz zaman gen akisinin %52, 78

oraninda anneden, %16,67 babadan, % 30,56 anne+babadan oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler :Mikrosatellit, Karadeniz Alabaligi, Kaynak Alabaligi, Kaplan Alabaligi,
Hibrid
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Master Thesis

SUMMARY

IDENTIFICATION OF GENE FLOW THROUGH MICROSATELLITE DNA
ANALYSIS for BLACK SEA TROUT (Salmo trutta labraxPALLAS,1811) AND BROOK
TROUT (Salvelinus fontinalisMITCHIIL, 1814) in THEIR HYBRIDS (Tiger Trout)

Dilan ARSLAN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheries Technology Engineering Graduate Program
Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Sebnem ATASARAL SAHIN

2016, 42 Pages

In this study, Tiger trout’ (Black Sea trout Female 9 xBrook troutMaled')gene transfer
was examined through microsatellite DNA analysis. ForBlack Sea trout,Brook troutandTiger
trout, on the point of being 94 individuals in total; 8 spawners and 86 larvae, and 13
microsatellite loci were used. According to the analysis results, 71 different alleles were
identified. In addition to identifying the average number of alleles as 5,462, the number of
alleles pertaining to 13 different microsatellite loci varies between 3 and 9, and respectively
T3-13 (9), SSSP2201 (9) and SSSA410 (3), STR60 (3), STR12 (3) were identified as from
highest to lowest polymorphism indicative loci. Expected and observed values of spawners’
larvae genotypes with frequency values vary between 0, 52-1 for DD1 X DE1, 0-1 for
DD2xDE3, 0-1 for DD3xDE4. For our hybrid group DD1xKEL, highest value belongs to
STR60 locus. For DD2xKE3 group values vary between 0-1 and highest value was observed in
BS131, STR58, SSA410, OMY7, SSA85, STR73, STR12 loci and for DD3XKE4, values vary
between 0-1. The highest values were observed in BS131, SSA85 and STR12 loci.
Distinctness in gene transfer was identified between DD1XKE1 larvae and DD2xKE3 and
DD3xKE4 larvae. 41.6% of gene transfer from father and the same from mother for
DD1xKEL1, 50% from mother for DD2xXKE3, 66.7% from mother for DD3xKE4 were was
observed. However, looking at the all loci and groups, observations indicates that 52.78% of

gene transfer comes from mother, 16.67% from father and 30.56% from mother+father.

Key Words : Microsatellite, Black Sea Trout, Brook Trout, Tiger Trout, Hybrid
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1.GENEL BILGILER

1.1.Giris

Balik¢ilik arastirmalarinda molekiiler genetik teknikleri uygulamalart 1950’li
yillardan beri giderek artis gostermektedir. Bunun nedeni uygun tekniklerin ve genetik
bilgilerin 6nemi iizerine olan ilginin artmasidir. Yapilan ilk calismalar 6zellikle morinalar,
salmonid ve ton baliklarinda kan grubu farkliliklar1 tizerine olmus ve populasyon yapisinin
analizinde kullanilmak tizere genetik olarak kontrol edilen varyasyonlarin mevcudiyeti
basarili bir sekilde ortaya konulmustur. Fakat bu serolojik islemler balik¢ilik caligmalaria
tam olarak uygulanamadigi i¢in kisa siire iginde yerini protein polimorfizminin genetik
olarak belirlendigi elektroforetik islemlere birakmistir. Kolay, hizli ve ucuz bir teknik olan
protein elektroforezi ile ¢ogu bitki ve ticari olarak pahali balik tiirlerini de i¢ine alan
hayvan tiirlerindeki populasyon farkliliklar1 hizli bir sekilde tespit edilmistir (Ciftci, 2003).

Protein veya alloenzim elektroforezi niiklear DNA’daki farkliliklar1 dolayli olarak
tahmin etmektedir. Fakat direkt tahminler ancak kesici enzimlerin izolasyonu ile miimkiin
olmustur. Bu enzimler DNA’y1 6zgiin baz pozisyonlarindan kesmekte ve elektroforez jeli
iizerinde dagilabilen farkli blyiikliikte parcalar olusturmaktadir. Bu teknolojinin
baslangictaki kullanimi1 ¢ogunlukla mitokondriyal DNA’lar (mtDNA) iizerinde olmustur.
Ciinkii mtDNA’lar kiiciik boydadir ve elde edilmeleri kolaydir. Bununla birlikte son
zamanlarda kesici enzimlerin niiklear DNA’lar {lizerine kullanimi giderek artmaktadir.
Yakm zamanda ise PZR teknolojisinin gelisimi diisiik miktardaki DNA’dan hedef bir
bolgenin ¢ogaltilmasina ve analizine imkan vererek molekiiler genetik ¢alismalarma genis
ve farkli bir boyut kazandirmistir (Ciftci, 2003 ).

Genetik belirteglerin galisilmast 6zellikle balikgilikta ii¢ alanda ana etkiye sahiptir.
Bunlar; dogal stok yapilarmin analizi, kiiltiir balik¢iligi, taksonomi veya sistematik
calismalardir. Ayrica yok olmakta olan tiirlerin genetikleri, genetik farklilik iizerine
kirlenmenin ve balik¢iligin etkisi ve bir ortama sonradan sokulan tiirlerin genetikleri
tizerine ¢alismalar yapilmaktadir (Anonim, 2007).

Molekiiler tekniklerin kullanimi, populasyon ig¢inde bireyler arasinda, ayni tiiriin

populasyonlar1 arasinda ve taksonomik seviyede farkl tiirler arasinda genetik varyasyonun



tahminini miimkiin kilmistir. Molekiiler belirtegler kullanilarak yapilan c¢aligmalar
sonucunda lokal populasyonlarin ve sucul tiirlerin tireme farkliliklar1 gosteren, izole halde
kiigiik gruplara boliinmiis oldugu gdézlenmistir. Boylece bir veya birden fazla ayri iireme
davranis1 gosteren izole gruplarin kaybolmasi tiir i¢indeki genetik varyasyon seviyesinin
diismesine neden olmaktave tamamiyla nadir bulunan genetik karakterlerin kaybolmasiyla
sonug¢lanabilmektedir (Ciftci ve Okumus, 2002). Sonug¢ olarak, iiretimin uzun siireli
devamliligint saglamak icin; gen havuzunu belirli bir diizen dahilinde paylasan ve alt
gruplara ayrilmig balik populasyonlar1 arasindaki ve i¢indeki genetik farkliligin, gelisen
molekiiler genetik yontemlerinin kullanimiyla belirlenmesi, ve genetik varyasyonun
korunmas1 gerekmektedir. Balikcilik yOnetiminin temel amaci stoktaki tiim genetik
varyasyonu koruyabilecek sekilde hasat etmek ve yalniz kaybolan varyasyonun
restorasyonu icin baliklandirma yapmak olmalhdir (Okumus ve Cift¢i, 2003; Ciftci vd.,
2007).

Gilinlimiizde molekiiler genetik yontemler, hayvanlarin genetik enformasyon yapisini
belirlemeyi ve hangi genetik kokenli hastaligin ya da ekonomik Oneme sahip verim
Ozelligin hangi genler tarafindan kontrol edildiginin anlasilmasini olas1 kilmaktadir
(Schwerin, 1997). Molekiiler genetik alanindaki iki temel gelisim bu durumu miimkiin
kilmustir. Ik olarak 1985 yilinda Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) araciligiyla DNA’nin
kii¢iik bir parcasinin 1s1 dongiisiinde in vitro olarak cogaltilabileceginin bulunmasi ve
ikinci olarak, 1989 yilinda yine PZR araciligiyla genomigerisinde ardisik olarak
tekrarlanan (tandem repeated) DNA dizilerinin bulundugu ve bunlarmn polimorf oldugunun
yada yiiksek diizeyde allelik varyasyon gosterdiginin bulunmasi hayvan islahinda ve tip
alaninda kalitim hastaliklarma neden olan genlerin bulunmasi alaninda yeni ¢igirlar
acmustir (Neitzel, 1989).

Populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik benzerlik ve farkliliklarin
belirlenmesinde kullanilan 6nemli araglardan bir tanesi genetik belirteglerdir. Salmonid
populasyonlarinin genetik karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilan iki genetik
belirteclerinden biri olan allozimler, kodominant kalitim gdstermeleri, lokusa 6zgii direkt
gen {riinleri olmalar1 gibi avantajlara sahiptirler (Thelen ve Allendorf, 2001). Fakat
allozimlerin spesifik dokularda ve belli gelisim evrelerinde gdzlenmeleri, sayilarmin az
olmas1 ve tiim genomu tarama O&zelliklerinin bulunmamasi, populasyonlarin genetik

cesitliligini belirlemede DNA belirteglerinin tercih edilmesine sebep olmaktadir (Tautz,



1989). Birgok tiirde oldugu gibi salmonidlerde de, genetik benzerlik ve farkliliklarin
belirlenmesinde, genetik baglanti1 caligmalarinda sikca tercih edilen DNA belirteci
mikrosatellitlerdir (Tautz, 1989; Zane vd., 2002). Mikrosatellitler genom igerisinde mono,
di, tri ya da tetra niikleotid permutasyonlarin herhangi biri seklinde ardisik olarak
tekrarlanan kisa DNA sekanslaridir (Ellegren, 1993) .Mikrosatellitler allozimler gibi
kodominant kalitim gosterirler. Bunun yaninda, genom boyunca yaygin dagilim
gostermeleri, lokusa 6zgili olmalari, heterozigotluk oranlarinin ve polimorfizm diizeylerinin
yiiksek olmasi nedeniyle populasyonlarin genetik ¢esitliligi hakkinda daha detayl bilgiler
saglayabilmektedirler (Wolfus vd., 1997; Liu ve Cordes, 2004). Ayrica, popiilasyon i¢inde
dahi 2-6 bazlik kiigiik farkliliklar gostermeleri mikrosatellitleri 1slah ¢aligmalarinda
ebeveyn tayini igin ideal belirtegler konumuna koymaktadir (Ellegren vd., 1997, Fishback
vd., 2000).

Su f{iriinlerinde genetik kaynaklarin kontrol altinda tutulmasi ve korunmasi ig¢in
uygun genetik belirteglerin kullanimi biiyiikk bir 6neme sahiptir (Nelson ve Soule, 1987).
Mikrosatellitler, ileri derecede polimorfik DNA belirtegler olup popiilasyon yapilarinin
arastirilmasinda en ¢ok kullanilan genetik belirteglerden birisidir ve giin gegtikge dnemi
artmaktadir (Beuzen vd., 2000). Genom igerisinde kodlayic1 ve diizenleyici
fonksiyonlarmmn oldugu disiiniilmektedir (Goldstein ve Schlotter, 1998). Hayvan
yetistiriciliginde, ekonomik 0&zellikleri kontrol eden genlerin haritalanmasida
kullanilabilecek etkili bir belirtegtir (Beuzen vd., 2000). Ayrica hayvanin genetik yapisi
daha yasaminin basinda analize hazir oldugundan bu yontemin ¢ok erken yasta (yasa bagl
olmaksizin) uygulanabilmesini olas1 kilmaktadir (Un vd., 2000).

Modern biyoteknoloji ¢alismalar1 1973 yilinda Cohen vd.’leri tarafindan (Diaz ve
Neira, 2005), su triinleri yetistiriciliginde ise, 1980’1i yillarin ortasinda, sentetik biiyiime
hormonlar1 kullanilmasi ile baglamistir (Sahin, 2003). Biyoteknolojik kullaniminin yaygin
sekli, hibridizasyon, tekcins ve steril (triploid) balik {iretmede kullanilan genetik

manipulasyonlardir (Ozden vd., 2003).

1.2. Kaynak Alabahg (Salvelinus fontinalis Mitchill, 1814)

Aci ve tuzlu sularda yasayabilen, demersal, anadrom bir tiir olan Kaynak alabalig1
Kuzey Amerika kokenli tipik bir Salmonidae tiirii olup 1814 yilinda Mitchill tarafindan

Salvelinus fontinalis ismi verilmistir. Mitchill ve diger arastirmacilarin verdikleri farkli



diger sinonim isimler ise ragbet gormemislerdir (Froese ve Pauly, 2013 ). Giiniimiizde

bilimsel siniflandirmasi asagida verildigi gibidir.

Regnum : Animalia

Phylum : Chordata
Subphylum : Vertebrata
Superclass : Osteichthyes

Class : Actinopterygii
Subclass : Neopterygii
Infraclass : Teleostei
Superorder : Protacanthopterygii
Order : Salmoniformes
Family : Salmonidae

Genus : Salvelinus

Species : Salvelinus fontinalis Mitchill, 1814

Bu tiiriin, sirt1; koyu zeytin rengi lizerinde agik renkli hareler, yanlari; daha agik
renkte ve sari-kirmizi karini; beyaz, sari-kirmizi, kuyruk yiizgecinde birka¢ enine koyu
serit, gogus, karin ve anal yiizgeglerin 6n kenarlar1 siyah ve beyaz bantlarla cevrilidir

(Sekil 1). Agiz ¢cok genis ve ceneleri diger alabalik tiirlerine ragmen daha uzundur

(Okumus vd., 1999).

Sekil 1.Kaynak alabaligi (Salvelinus fontinalis)(Fishbase)



Dogal olarak Kuzey Amerika (Kanada, Giiney Atlantik, Biiylik Goller, Mississipi
Nehri Havzasi) ve Giiney Amerika (Arjantin)’nin soguk ve hizli akan sularin kaynak
kisimlar1 anavatani kabul edilir (Sekil 2) (Froese ve Pauly,1999). 19. Yiizyilin sonlarinda,
bu tiir Avrupa’ya getirilmis ve bugiin hemen hemen her iilkede kiiltiir stoklar1 ve yiiksek

kesimlerdeki gol ve akarsularda dogal stoklar1 mevcuttur (Celikkale,1994).

Sekil 2. Salvelinus fontinalis’ in dogal yayilimi. (Fishbase)

Salvelinus fontinalis 1970’li yillarda yurdumuza getirtilmistir(Tekelioglu, 2005).
Dogu Karadeniz bolgesinde gokkusagi alabahigi ciftliklerinde ikinci tir olarak
yetistirilmeye baslanmistir (Bas¢mar vd., 2003). Kaynak alabaligi, su kalitesindeki
degisimlere (kirlilik gibi), hastaliklara ve yiiksek su sicakligma karsi daha hassas olmalar1
ve karnivorlugunun yiiksekliginden dolay1 gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) gibi
yaygmlasmamistir (Okumus vd., 1999; Tekelioglu, 2005).

Kaynak alabaliklari, gokkusagi alabaliklar1 ile hemen hemen ayni yaslarda (erkekleri
2, disileri 3 yasinda) cinsi olgunluga ulasirlar; fakat gokkusagi alabaligindan biraz daha
erken yumurtlarlar. Disileri 1kg canli agirhifa yaklasik 2000 yumurta verirler. Kulucka
periyodu 440 giin-derece civarinda olup tercih edilen kulugka suyu sicakhig1 ise 4-12°C’dir
(Shepherd ve Bromage, 1988). Rapor edilen maksimum boy 86 cm (standart boy) (Skelton,
1993) ve agirlik 9.4 kg (IGFA, 1991)’dir. Avrupa iilkelerinde ise 30-50cm. boya ve 1-3Kg.
agirhiga ulastiklar: bilinmektedir (Okumus vd., 1998).



Salvelinus fontinalis hem dogal baliklart hem de g6l ve akarsularin ekolojisini tehdit
ettigi i¢in iggalci bir tiirdiir. Rekabet, predasyon ve hibridizasyon (Salmo trutta, Salvelinus
malma, Salvelinus namaycush ile) etkisi, populasyonlarm tehlike sinirina kadar azalmasina
sebep olabilmektedir. Salvelinus fontinalis, endemik tiirlerin tekrar kendini toparlamasi

icin asilandig1 birgok habitattan uzaklastirilmistir (GISD, 2010).

1.3. Karadeniz Alabahg (Salmo trutta labrax Pallas, 1811)

Modern isimlendirme sisteminin baglangici sayilan 18. yiizyilin ortalarindan beri,
kahverengi alabaligin farkl formlar1 i¢in, 57 ayr1 tiir ismi ileri stiriilmiistiir. Bu bigimde
adlandirilmasma ragmen bu baligin biiyiik miktarda morfolojik ve ekolojik farkliliklardan
kaynaklanan yasam sekillerine sahip olmasi, gilinlimiize kadar bircok bilim adami
tarafindan, ¢ok degisik isim altinda karakterize edilmesine neden olmustur (Ferguson,
2004; Bernatchez, 2001). Kahverengi alabalik yasam bigimlerine gére; baz1 arastirmacilar
tarafindan alt tiirler bildirilmistir(Bagliniere ve Maisse, 1991; Giuffra vd., 1996; Geldiay
ve Balik, 1996). Bu alt tiirlerden deniz formu olan Karadeniz alabaliginin (Salmo trutta

labrax Pallas, 1811) sistematikteki yeri asagida verilmistir.

Regnum : Animalia

Phylum : Chordata
Subphylum : Vertebrata
Superclass : Osteichthyes

Class . Actinopterygii
Subclass : Neopterygii
Infraclass : Teleostei
Superorder : Protacanthopterygii
Order : Salmoniformes
Family : Salmonidae

Genus : Salmo

Species : Salmo trutta Linnaeus, 1758

Subspecies

: Salmo trutta labrax Pallas, 1811



Karadeniz alabaliginin anatomik viicut yapilar1 mekik seklinde olup yanlardan
hafifce yassilagmistir. Solunga¢ kapagi iizerinde belirgin bir siyah lekenin bulunmasi,
viicutlar1 tizerinde diizensiz siyah beneklerin bulunusu ve kirmizi beneklerin etrafinda
belirgin beyaz halkalarin olmasiyla diger alt tiirlerden ayirt edilebilir (Sekil 3) (Demirsoy,
1988).
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Sekil 3. Karadeniz Alabaliginin (Salmo trutta labrax Pallas, 1811). (Kocabas,
2009)

Kahverengi alabaliklar (Salmo trutta), Avrupa kitasmin tamaminda bir¢ok farkli
formda yaygin olarak mevcutturlar. Dogal olarak ¢ok farkli ve benzer olamayan formlari
Avrupa, Orta Asya, Bat1 Asya ve Kuzey Afrika’nin bir kisminda gdzlenir. Batidan doguya
Izlanda’dan Afganistan’daki Aral Denizi’ne dokiilen sulara kadar cok genis bir alana
yayilir (Skaala ve Jorstad, 1987; Pakkasmaa vd., 1998). Britanya adalarinin giineyinde ve
Fransa’nin merkezinde go¢men olmayan ve karada izoleolmus populasyonlar
bulunmaktadir. Anadrom olan deniz alabaliklarmm dagilimi yerlesik olan formlara gore
daha sinirlidir. Anadrom deniz alabaligi stoklar1 en kuzey ve batida izlanda, Beyaz Deniz
ve Atlantik sahili boyunca, Baltik ve kuzey sularinda, dogu ve giineyde ise; Hazar Denizi

ve Karadeniz civarinda da bulunmaktadir (Sekil 4) (Bagliniere, 1999).
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Sekil 4. Diinya’da kahverengi alabaligmin dagilimi (kesik ¢izgili alanlar dogal yayilim
alanlar1; siyah tarali alanlar sonradan asilanan alanlardir). (Bagliniére, 1999)

Hayatlarmin biiyiik bir kismini (6zellikle beslenme periyodunu) denizlerde gecirirler.
Burada biiyiir ve gelisirler. Ureme donemlerinde tath sulara goc ederler. Karadeniz’de
boylar1 100 cm’e ve agirlhiklar1 26 kg’a kadar ulasabilir. Karakteristik 6zellikleri
ebeveynlerinin yumurta biraktiklar1 sulara donmeleridir. Ureme 6zelliklerinden dolay1 bu
ekotipler deniz ve tath su arasinda go¢ ederler. Bundan dolay1 bunlara deniz ekotipi (natio
marina) denilmistir (Geldiay ve Balik, 1996). Bu o6zellikleri ile stoklar birbirinden
ayrilabilir ve sezonsal tireme farkliliklar1 gosterebilirler. Kis aylarinda Karadeniz’e akan
tath sulara girerek akarsuyun yukari kisimlarinda yumurtalarini kumlara ya da cakillar
arasinda actiklar1 yuvalara brrakirlar. Yumurtadan ¢ikan yavrulari bir yil kadar tatl suda
kalirlar daha sonra denizlere gocerler. Yasam bicimleri ile Pasifik salmonlarina benzeseler
de tireme Ozellikleri ile onlardan farklilik gdsterirler. Pasifik somonlari ebeveynleri
yumurtalarmi  doktiikten sonra Olmekteyken Kahverengi alabaliklar1 yumurtalarmi
doktiikten sonra tekrar denizlere donmektedirler. Erkekleri 2-3, disileri 3—4 yaslarinda
cinsi olgunluga ulagirlar. Eyliil sonlarinda akarsulara girerler ve buralarda Ocak aymin

bagina kadar yumurtalarini dokerler (Tabak vd., 2001).



1.4. Bahklarda Hibridizasyon

Hibridizasyon, farkli cins ve tiirlerin eslestirilmesi ile yeni bireyler elde
edilmesidir(Bartley vd., 2001). Hibridizasyon yaygimn sekilde baliklarda meydana gelir
(Hubbs, 1955; Schwartz, 1972; Schwartz, 1981) ve baliklarda diger omurgali gruplardan
daha yaygin sekilde gozlemlenir (Campton, 1987; Allendorf ve Waples, 1996).
Hibridizasyon, dogal veya antropojenik kaynakli olabilir. Hibridizasyon olaylarmin
yarisinda dogrudan veya dolayli antropojenik etkilerden bahsedilebilir (Scribner vd.,2001).

Hibridizasyon, biiylime oranm artirmak, cinsiyet oranini degistirmek, steril (kisir)
bireyler iiretmek, et kalitesini gelistirmek, hastaliklara direnci artirmak, ¢evresel toleransi
gelistirmek ve baliklarin karliligimi daha da artrmak ig¢in ¢ok sayida balik tiirlinde
kullanilmistir veyaygin olarak yavrular, ebeveynlerine gore daha iyi karakterler
gostermektedir (Bartley vd., 2001).

Diinya’da bir¢cok tathh su baligi ve deniz baliginda ebeveynlerine gore daha iyi
ozellikler sergilemesi iginhibridizasyongalismalar1 yapilmigtir. Hibridizasyon iizerine ilk
yapilan ¢aligmalar gogunlukla Salmonidler iizerinedir (Bartley vd., 2001). Alabaliklarda

uygulanan hibridizasyonlar asagidaki tabloda verilmistir (Tablo1 ).
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Tablo 1. Hibrid salmonidler (Bartley vd., 2001).

Tiirler Aciklama

Yaygin olarak Kaplan alabaligi olarak

bilinir ve kisirdirlar. Dogal ortamda da
: - gerceklesebilmektedir. Kulugkada yasama

Salmo trutta x Salvelinus fontinalis o

orani diistiktiir fakat biiylime oram iyidir.

Et verimi yiiksektir. Baliklandirma amagli

kullanilmaktadir.

Triploid yumurtanin yagama orani

Salmo salar x Salmo trutta _
yiiksektir. Kisirdir

Salvelinus namaychus Yaygin ad1 Splake. Hizli
X bliytiyebilmektedir. Asidik sulara
Salvelinus fontinalis toleranslidir.

Oncorhynchus mykiss x Salvelinu ssp  Hastaliklara kars1 direnglidir.

Oncorhynchus mykiss x Salmo trutta

Basgmar vd., (2010b) Salmo trutta x Salvelinus fontinalis hibridizasyonu ile elde
ettigi Kaplan alabalig1 caligmalar1 sonucunda hibrid yumurtalarin yasama oraninin diisiik
oldugu, yumurtadan ¢ikis siiresinin kaynak alabalig1 ile benzer oldugu tespit etmiglerdir.
Yine, Bas¢mar vd., (2010a) hibrid Kaplan alabaliginin net et veriminin kaynak alabaligina
oranla yiiksek oldugu belirlemislerdir.

Hibritler morfolojik, sitolojik, biyokimyasal yontemler vasitasiyla ve DNA analizi ile
teyit edilebilir. Fakat morfolojik karakterler ile hibritlerin ebeveynlerinden ayrmmi zor
olabilir (Saber vd., 2011). Atlantik somonu (Salmo salar) ve kahverengi alabaligin (Salmo
trutta) hibritlerinin teshisi 6zellikle jiivenil asamada problemlidir (L’ Abee-Lund, 1988).
Ayrica diger salmonid tiirlerinde de bu durum gegerlidir (Youngstonvd., 1992; Beallvd.,
1997). Bu durumlarda sadece biyokimyasal genetik belirtegler (Vuorinen ve Piironen,
1984) ya da DNA analizleri (Grossetvd., 1996; Elovd., 1997) hibrid teshisi i¢cin uygundur
(Saber vd., 2011). Sonug olarak, Allozimler, RAPD ve RFLP gibi molekiiler belirtegler ile

karsilastirildiginda mikrosatellit belirtegleri kodominanttir; populasyon i¢i ve arasi
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farkliliklarin tanimlanmasi ve popiilasyon analizi i¢in daha fazla bilgi icerir (Yan vd.,

2005) ve bu yiizden daha kullanighdir.

1.5. Onceki Cahsmalar

Herbinger vd., (1995), bir isletmedeki Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
popiilasyonunda DNA parmak izi analizi ve mikrosatellitmetodlari ile seleksiyon ¢aligmasi
yapmuslardir. Mikrosatellit belirteclerden elde edilen genetik profil verilerine dayanarak
baliklarin  ebeveynlerinin  akrabalik derecelerinin  verim iizerine olan etkisini
incelemislerdir. 10 erkek ve disi balik ile ¢aprazlama yapmislardir. Akrabalik derecesi en
yiiksek ve diisiik olan baliklara ait yavrularin bir y1l boyunca yetistiriciligi yapilarak takip
edilmistir. Calisma sonunda akrabalik derecesi az olan baliklarin ¢aprazlanmasindan elde
edilen bireylere gore yakin akraba gaprazlamalarindan gelen bireylerin verim dereceleri,
hayatta kalma ve biiylime oranlar1 yoniinden daha diisiik 6zelliklere sahip oldugu tespit
edilmistir.

Estoup vd., (1998), 8 Kalkan Baligi (Scophthalmus maxim) ve Gokkusagi Alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) balik ¢iftligi populasyonlarindan ebeveyn tayini igin se¢ilmislerdir.
Allellerin sayisi, gen ¢esitliligi, polimorfizm bilgi icerigi ve bu bolgelerin eksizyonlarmin
olasiliklar1 sirasiyla; Kalkan Baliginda 8, 0.76, 0.73 ve 0.55 Gokkusag1 Alabaliginda 4,
0.65, 0.59 ve 0.39 olarak bulunmustur. Ebeveyn tayininde mikrosateellit belirteclerin giicii,
onun allel frekanslar1 tarafindan ve {li¢ farkl ¢iftlesme programlar1 varsayarak belirlenen
babalarin bir popiilasyondakiiyi ve essiz kararlarmin (fgu) sikligin1 hesaplayarak
degerlendirilmiglerdir. 8 Kalkan Balig1 mikrosatalit bdlgesi, 8 Gokkusagr Alabaligi
bolgesinden daha fazla eslesme semalar1 vermistir (bir fgu ile en biiyiik ciftlesme yapisi;
0.95). 520 erkek (E) 1 disi (D) ile ¢iftlestirilmislerdir. Bélgenin sayis1 ile fgu degerlerinin
varyasyonu Kalkan balig1 mikrosalit seti ebeveyn tayini i¢gin Gokkusagi Alabaliklarindan
daha etkili oldugunu dogrulamislardir.

Norris vd., (2000), hem ebeveyn hem de akrabalik iliskisinin fiziksel etiketler
ve/veya soyagaci bilgi yoklugunda karigik Atlantik salmonu kiiltiir stogunun nasil
belirlenebilecegini gosteren bir calisma yapmislardir. Dogru ebeveyn ¢iftini belirlenmesi
hassasiyeti sadece mikrosatellit belirteglerin degiskenligi ve sayisiyla degil, ayn1 zamanda

secilmek i¢in hangi potansiyel ¢iftlesmelerin sayisi yani, ireme programinda ne kadar ¢ok
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aile varsa onlar1 aralarinda ayirmak i¢in o kadar fazla mikrosatellit markilar gerekmektedir.
8 son derece degisken belirte¢ kullanimi, olas1 ebeveyn cift sayist 12,000°den fazla oldugu
zaman bile, bir bireyin degerlendirilmesinde % 95’ den daha fazla dogru ebeveynlerin
tayini ile sonu¢lanmistir. Bu, ayn1 mikrosatellit lokus hi¢bir soyagact bilgisi bilinmeyen bir
durumda ilgili ve ilgisiz bireyler arasinda ayrim yapilabilmesini gostermektedir. Bu
sonuglara dayanarak mikrosatellit belirteglerin birgogunun kullanimi bir aile seg¢im
programinda fiziksel etiketleme i¢in gergeke¢i ve uygun maliyetli bir alternatifi temsil ettigi
sonucuna varilmistir.

Atabeyoglu (2007), Dogu Anadolu Bélgesi sinirlari igerisinde bulunan Aras, Karasu
ve Coruh havzalarindaki 5 istasyondan yakaladigi Anadolu Alast veya Dag Alasi (Salmo
trutta magrostigma), Anadolu Alasi veya Dag Alasi1 (Salmo trutta magrostigma), Kafkas
Alas1 veya Aras Alabaligi (Salmo trutta caspius), Karadeniz Alabaligi (Salmo trutta
labrax), Gol alabaligi (Salmo trutta lacustris) tiirlerinin mtDNA D-loop F1 ile 12S1-H
bolgesi arasindaki genetik farkliligin PCR-RFLP ve mikrosatellit yOntemleriyle
belirlenmesi amaciyla bir ¢alisma yapilmistir. Mitokondriyal DNA’daki genetik
farkliliklar1 bulmak amaciyla mtDNA’nin D-Loop F1 ile 12S1-H bolgesinde 500-750
bp’lik kismu artirilarak edilerek Hsp9211, Rsal, Ddel, Mbol ve Hinflretriksiyon enzimleri
ile kesilmistir. Niikleer DNA’daki genetik farkliliklar1 bulmak amaciyla da, DNA’nin
yaklasik 400-500 bp’lik kismu artirilmistir. Ardindan, Salmo trutta magrostigma (Karasu
ve Hnis), Salmo trutta caspius (Aras), Salmo trutta labrax (Coruh) ve Salmo trutta
lacustris (Aras)’in mtDNA D-Loop F1 ile 12S1-H bélgesinin ayni baz dizilisine sahip
olduklar1, nikDNA’larinda ise temelde ayni baz dizilislerine sahip olsalar da birbirlerinden
farkli bazi1 tekrarlama bolgelerine sahip olduklar1 belirlenmistir. Salmo trutta magrostigma,
Salmo trutta caspius, Salmo trutta labrax ve Salmo trutta lacustris alt tiirlerine ait 5
ornekte niikDNA’larinda ana bandin ayn1 oldugu farkl tekrarlama bolgeleri bulunmustur.

Kayhan (2007),Atakdy Baraj Goli’nde yasayan alabalik populasyonunun genetik
acidan degerlendirebilmek amaciylaTokat ili Almus il¢esinde bulunan Almus barajina
aitAtakoy Baraj Goli'nden 20 adet balik 6rnegi kullanilmistir. Caliymada kullanilan
mikrosatellitlokuslar Str15INRA, Str60INRA, Str73INRA, Ssa85, Ssal97, SsoSL417,
Str79INRA veOmyFgt] TUF dir. Her bir lokusta bulunan bantlarin jel {izerinde gozlendigi
yerler ve mesafeler dikkate alimmistir. Ssal97 primerinde alt1 allel ve alt1 heterozigot birey

bulunmustur. Bant biiyiikliigii ornekler arasinda 116-165 baz arasinda degismektedir.
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OmyFglTUF primerinde dort allel ve 12 heterozigot birey, (140-190 bp). Ssa85
primerinde {i¢ allel ve dort heterozigot tespit edilmis (190-325 bp), Strl5 primerinde ii¢
allel ve {li¢ heterozigot birey bulunmustur (159-177 bp). Diger primerlerde tek allel
bulunmustur. Bu analizler ile dogal kahverengi alabalik populasyonu i¢inde polimorfizm
saptanmistir. Bu veriler dogrultusunda, alabalik populasyonunda genetik benzerlik ve
farkliligin belirlenmesinde SSR lokuslarinin kullanilmasinin oldukga yararli ve kullanish
oldugu tespit edilmistir.

Ileride baslatilacak bdlgesel ve/veya ulusal 1slah ¢alismalar igin iilkemiz kosullarma
adapte olmus gokkusagi alabalig1 populasyonlarinin mevcut genetik ¢esitliligini belirlemek
amaciyla, az sayida lokus igermekle birlikte, lilkemizde iiretilen bu tiire ait populasyonlarin
genis bir kapsamda degerlendirilmesine olanak saglayan ilk ¢alismay1 yapan Agdamar
(2010), bu galismada; iilkemizin gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum,
(1792) vyetistiriciliginde O6nemli bir ge¢cmise sahip 20 farkli isletmeden Orneklenen
baliklarin genetik 6zellikleri 3 mikrosatellitlokusunda incelemistir. Her 3 lokusun da 20
populasyonun tiimiinde polimorfik oldugu goriilmiistiir. Genetik mesafe degerleri 20
populasyondan 16’smin iki biiylik grupta toplandigini géstermistir. Bu ¢alisma ile tilkemiz
gokkusagi alabaligi kiiltiir populasyonlarinda gozlenen allel gesitliliginin diger ¢alismalara
oranla yliksek oldugu, fakat gozlenen heterozigotluk oraninin diisiik ve homozigot birey
sayisinin ve kendilesmenin fazla oldugu vurgulanmistir. Bu durum, Tiirkiye’de iiretilen
gokkusagi alabaligi  populasyonlarinin  baslatilacak olas1 1slah  calismalarinda
kullanilabilecek genetik alt yapiya sahip oldugunu belirlemistir.

Dubut vd., (2010), Sazanlar Avrupa tath su ve kemikli baliklar arasinda en bol ve
yaygm goriilen tirlerdir ve olduk¢a yaygmn olarak hibridlestirildikleri bilinmektedir.
Bununla birlikte, farkliliklarin1 karsilastirmak, evrimsel ve hibridizasyon dinamigi
calismalar1 yiirlitmek icin bugiine kadar smirli sayida belirteglere ulasilabilmistir.5
multipleks PCR seti 15 Avrupa sazan tiirlerinden 503 birey (440 safkan 6rnek ve 63 melez)
icin 4lsazana 6zel polimorfik mikrosatellit lokus (Chondrostoma nasus nasus,
Chondrostoma toxostoma toxostoma ve Leuciscus leuciscus’den izole edilmis 10 yeni
lokus dahil) testi i¢in optimize edilmistir. Genetik gesitliligin seviyesi Alburnus alburnus,
Alburnoides bipunctatus, C. genei, C. n. nasus, C. soetta, C. t. toxostoma, L. idus, L.
leuciscus, Pachychilon pictum, Rutilu srutilus, Squalius cephalus ve Telestessouffia’de

degerlendirilmistir. Belirteglerin uygulanabilirligi Abramis brama, Blicca bjoerknav e
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Scardinius erythrophtalmu stiirlerinde de test edilmistir. Genel olarak, bu belirteglerin 24
ve 37 arasinda incelenen tiirler ve 15 Avrupa sazan tiirlinlin tiimii ve giiclendirilmis 23
belirte¢ ig¢in polimorfizm saptanmugtir. Gelistirilen belirteg seti ayri Avrupa sazan
tirlerinde performansini gostermistir. Ayrica, hibrid bireylerin tespit edilmesi ve
ozelliklerinin belirlenmesine olanak vermistir.

Saber vd., (2011), erkek ot sazani1 (Ctenopharyngodon idella) ve disi Hazar Kutum
(Rutilusfrisii kutum)’u c¢aprazlayarak hibridleri iretmislerdir. 8 larva ve ebeveynlerinin
genomlari, genetik degerlendirme ve dogrulama icin mikrosatellit bolgeler kullanarak
caligmislardir. Ebeveyn ve yavrulardan DNA eldesinden sonra, iki lokusun hibrid
kalitimint 2 mikrosatellitprimer cifti kullanilarak degerlendirmislerdir. Hibridize yavrular
baba genomunun kalitimi olmadan, annelerine benzer bantlasma sekli gdsterdigi
gorilmiistiir.

Palermo vd., (2012), 6 mikrosatellit DNA lokusu kullanarak Kaynak Alabaligi
(Salvelinus fontinalis) ve Kahverengi Alabalik (Salmo trutta) populasyonlarini
degerlendirmek ve DNA Kahverengi Alabalik x Kaynak Alabalig1 arasinda hibridizasyon
sonucu kaplan alabalig1 (Salmo trutta x Salvelinus fontinalis) meydana gelip gelmedigini
belirlemek amaciyla Champlain Golii Havzasi’nda ve de ¢esitli bolgelerde yakaladiklari
baliklarm kuyruk ve adipoz ylizgeglerinden doku ornekleri almiglardir. Calismanin
sonunda farkli bolgelerdeki alabalik populasyonlarinda genetik farkliliklarin oldugunu
tespit etmislerdir.

Firidin vd., (2013), Kahverengi Alabaliklar da bulunan 5 soy grubundan Tiirkiye'de
bulunan 2 soy grubu coklu PZR yontemi ile belirlemislerdir. Yapmis olduklar1 bu
calismada, Firat Nehri, Uzun Go6l, Seyhan Nehri, Ceyhan Nehri, Aras Nehri kollarindan ve
bir yetistiricilik tesisinden (Trabzon) 6rneklemeler yapmislardir. Mitokondriyal DNA'nin
tRNAP°-Dloop bolgesiniKahverengi Alabaliklarm 5 soy grubuna ait olan spesifikprimer
setleri yardimiyla ¢ogaltmislardir. Elde edilen jel goriintiilerinden Tuna soy grubu i¢in 410
bp ve Adriyatik soy grubu i¢in ise 150 bplik {iriin boyu belirlemislerdir.

Ross vd., (2004), Hibrit Cizgili Levrek’ te (Morone saxatilis &< Morone chrysops?)
mikrosatellit belirte¢ ile ebeveyn tayini igcin Hibrit Cizgili Levrek DNA’ sinin gen
kiitiiphanesinden 9 polimorfikmikrosatellitin gelistirilmesini ¢alismustir. Mikrosatellit gibi
molekiiler belirtecler, ana¢ Ozelliklerinin gelistirilmesi, liretim Ozelliklerinde kalitim

tahmini ve belirteg destekli seleksiyon yoluyla se¢ici tiretim igin kullanish araglar olacagini
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tespit etmistir. Sonug olarak, 9 polimorfikmikrosatellitin, 6 dintikleotit ve 3 kompleks
tekrarli motifler igcerdigini gormiistiir. Her bir tiirlin 10 bireyinden olusan Ornekleri
arasindan segilen allelerinin sayismin oldukca diisiik oldugunu saptamistir. Ayrica biitiin
PZR primer ¢iftlerinde deniz levregindeki (Dicentrarchus labrax) tiriinleri ¢ogalttig1 tespit

edilmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal

Calisma, Trabzon Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisii Molekiiler Genetik
Laboratuart’ nda yiirtitilmiistir.

Aragtirmada kullanilan balik materyalleri Karadeniz Teknik Universitesi Siirmene
Deniz Bilimleri Fakiiltesi Balikgilik Teknolojisi Miihendisligi Boliimii, Prof. Dr. Ibrahim
Okumus Arastrma ve Uygulama Birimi’ nden temin edilmistir. Arastirmada, Kaynak
Alabalig1 (Salvelinus fontinalis), Karadeniz Alabaligi (Salmo trutta labrax)ve bu iki tiiriin
hibriti olan (S.trutta labrax @ x S. fontinalis &') Kaplan Alabalig’ nin larvasi kullanilmistir
(Tablo 2).

Anag¢ Kaynak ve Karadeniz Alabaliklarinin kuyruk yiizgeclerinden yaklasik 1-1,5 cm
doku 6rnegi alinarak alkol igcinde muhafaza edilmistir. Ardindan Kasim 2012’de bu 2 tiir
arasinda yapilan sagim sonucu olusan larvalar 6rneklenerek ayni sekilde %98 etanol iceren

ependorf tiiplere konularak DNA eldesi yapilana kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 2. Kullanilan anag gruplar1 ve yavru sayilari

Sira No Anaclar Yavru Sayilan

1 DD1xDE1 21

2 DD1xKE1 17

3 DD2xDE3 6

4 DD2xKE3 9

5 DD3xDE4 13

6 DD3xKE4 20
Toplam 86

DD: Karadeniz Alabaligi (Salmo trutta labrax) Disi
DE: Karadeniz Alabalig1 (Salmo trutta labrax) Erkek
KE: Kaynak Alabalig: (Salvelinus fontinalis) Erkek

Salmo trutta labrax @ x Salvelinus fontinalis &': Hibrit Alabalik
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KE3 bireyinde doku olmadigi i¢in yerine, KE4 bireyinin verileri kullanildi.

2.2. Metod

Karadeniz Alabaligi, Kaynak Alabalig1 ve Kaplan Alabalig1 i¢in 13 adet mikrosatellit

lokus PZR yardimi ile ¢ogaltilarak fragment analizleri yapilmistir.

2.2.1. Toplam DNA’nin Elde Edilmesi

DNA eldesi i¢in yaklasik olarak 2 mm biiyiikligiinde ki 15-20 mg doku O6rnegi,
kiigiik pargalara bolinmiis ve 1,2 ml’lik DNA ekstraksiyon tiipe aktarmadan once 1-2
dakika bekletilerek dokulardan etanolun ug¢masi saglanmistir. Daha sonra QIAGEN
firmasinin QIAcube DNA izolasyon cihazinin protokolii uygulanmistir. 180 ml ATL, 20
ml Proteinaz K, 4 ml RNAse’ den olusan bir soliisyon hazirlanmistir. Ardindan hazirlanan
soliisyon orneklere aktarilmis ve sarsakli inkiibatérde 55 °C’ de 16 saat inkiibe edilmistir.
Tiipler inkiibatorden g¢ikarilarak DNA izolasyon cihazma konulmustur. Cihaza Buffer AL,
96- 100% ethanol, Buffer AWI1, Buffer AW2, Buffer AE konulmustur. Yaklasik 45 dk
sonra izole DNA alinarak ve %1’ lik agaroz jelde kontrol edilmistir. Bazi DNA
orneklerinin konsantrasyonu ve safliginin tahmini UV/visible spektrofotometre (BIO-
RAD, The SmartSpec Plus) kullanilarak, 260 ve 280 nm dalga boyunda optik
yogunlugunun okunmasiyla yapilmistir. Toplam 94  Ornekten DNA  eldesi

gergeklestirilmistir.

2.2.2.Mikrosatellite Lokuslar

Mikrosatellit bolgelerin ylikseltgenmesi icin daha Onceden belirlenen 13 primer
denenmigtir. Mikrosatellit lokuslarm PZR optimizasyonunda sicaklik ve basarili
yiikseltgenen lokuslar tek tek 3 primer grup i¢in dnceden belirlenmistir. (52-60-56 °C)

Kullanilan primer ile ilgili bilgiler Tablo 3 ‘te verilmistir.
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Tablo 3. Kullanilan primer ile ilgili bilgiler

No | Lokus Adlar1 | Primer sekanslan ('5-3') | Gruplar Fl(érgjgnt (1-8 Allel Boyu
1 | BS131-F g_IA_\g CATC ATGTTACTG FAM 5 140 | 180
SR e N G I P
3 | Ssa85-F AGG TGG GTC CTC CAA

GCT AC 55 | 172 | 320

4 | SugsINRA-F | SOAACC AAG GGA GAA NED | & | 200 | 300
5 | SsoSL438-F iég éﬁg ACACAACCA FAM 60 170 | 240
o |sspa20iF | aeradensee | | M | e | e | 1m0
7 | omyr-F g¢¢ ((;_‘aGA ATG GCA CAG VIC 60 g0 | 120
8 | Struttal2-F ﬁé‘; i-gc AAATCG ATC PET 60 100 | 170
9 | Ssa410Uos-F g.(r;é é.l'.a‘(? (;I'_Q_A TCAATG FAM 55 140 | 200
10 | Str543INRA-F é:lr-.l-l: g'(I;T ceecrrTeT FAM 55 100 | 120
11 | Str73INRA-F g(C:TA%%AAGAT ceTeea 3 R
12 | Strutta58-F ¢é§ éAT GACTITCTC 56 120 | 220
13 | Str60INRA-F g$$ '-I!—(C:; TGCTTGT CAG PET 60 140 | 170

2.2.3.Coklu PZR Gruplarinin Olusturulmasi

Onceden belirlenmis uygun kosullardan yola cikilarak gruplar olusturulmasi igin;
ayni sicaklikta calisan fakat farkli uzunlukta ki iirtinler ilk etapta belirlenerek ayni floresan
boya ile isaretlenmis, ayn1 boydaki iirlinler ise farkli boyalar ile isaretlenerek ayni anda
maksimum miktarda lokusun ¢alisilmasi tasarlanmistir. Bu asamada “Multiplex Manager
v1.2” programimdan faydalanilmistir. Calismada kullanilacak primerler ve elde edilen
gruplara ait 6zellikler Tablo 3° te verilmistir. Olusturulan anag ve bazi yavru gruplarin PZR

optimizasyonuna ait jel goriintiileri Argus X 1 V.2 programinda goriintiilenmis ve kayit

altina alinmustir.
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2.2.4. DNA Amplifikasyonu

Balik orneklerinden elde edilen niiklear DNA’larin spesifik tekrar bolgeleri igin
baska arastiricilar tarafindan gelistirilen primer setleri kullanilarak Thermal Cycler (Bio-
Rad DNA-ENGINE, PTC 200) yardimiyla ¢ogaltilmistir. PZR karigimi, forward ve reverse
primerler, 2X PZR Master Mix, (QIAGEN) ve ddH,O karigimindan olusan kokteyl
solisyon hazirlanmig ve 0,5-1,5 ml’lik PZR tiiplerine dagitilmistir (Tablo 4). Daha sonra
her bir tiipe DNA eklenerek drneklerin iyi karismasi i¢in kisa siireli santrifiij edildikten

sonra drnekler 1s1l dengi cihazina konularak amplifikasyon yapilmistir (Tablo 5).

Tablo 2. 1., 2. ve 3. Grup primer ¢oklu PZR i¢in karisimin bilesen miktarlari

1. Grup 2. Grup 3. Grup
1x 1x 1x
2xMastermix 10ul  2xMastermix  10ul 2xMastermix 10ul
Primer Forward 1~ 0.5pl Primer F5 0.9ul Primer F13 0.5ul
Reversel 0.5ul R5 0.9ul R13 0.5ul
F2 0.9ul F6 0.5ul F14 0.5ul
R2 0.9ul R6 0.5ul R14t 0.5ul
F3 0.9ul F7 0.5ul F15 0.5ul
R3 0.9ul R7 0.5ul R15 0.5ul
F4 0.5ul F8 0.7ul F16 0.7ul
R4 0.5ul R8 0.7ul R16 0.7ul
F11 0.5ul F9 0.9ul F17 0.5ul
R11 0.5ul R9 0.9ul R17 0.5ul
DNA 1l F10 0.5ul DNA 1pl
Nuclease free 2.4pl R10 0.5ul  Nuklease free 3.6l
water water
Toplam 20ul F12 0.5ul Toplam 20ul
R12 0.5ul
DNA 1

Toplam 20ul
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Tablo 3. 1., 2. ve 3. Grup i¢in ayarlanan PZR dongii kosullar1

PCR Kondiisyonu 1. 2.ve 3. grup primerler icin déngii kosullar
Sicaklik (°C) Siire Tekrar Miktan (Dongii)
Birinci denaturasyon 95 5dk 1
Denaturasyon 95 30 sn 28
Annealing * 90 sn 28
Extension 70 30 sn 28
Final extension 60 30 dk 1

* Annealing sicakligi 1. 2. ve 3. grup igin sirayla 52°C, 60°C ve 56°C’dir

2.2.5. Jel Elektroforezi Goriintiileri

PZR yiikseltgemesinin sonucu Sul iiriin 1XTBE buffer sistemi ve %1,5’lik agaroz
jelde kosturulmus, ethidium bromitle
goriintiilenmis ve kontrol edilmistir. Molekiiler agirliga gére boy dagilimi DNA 100 bp
belirteg (Bio Basic Inc.) kullanilarak belirlenmistir. Kontrol sonrasi basarili bulunan PZR
tiriinleri kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustir. Olusturulan anag ve bazi yavru gruplarin

DNA Kkalibrasyonuna ait jel gorintiileri Sekil 5. ve Sekil 6. ‘da goriilmektedir. Jel

boyanarak UV  goriintiileme

goriintiileri Argus x 1 V.2 programinda goriintiilenmis ve kayit altina alimmastir.

Sekil 5. Ana¢ Karadeniz ve Kaynak Alabaligi DNA’smnimn agaroz

jeldeki goriintiisii.

sisteminde
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Sekil 6. Bazi yavru alabalik DNA larinin agaroz jeldeki goriintiisi.

2.2.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Floresans isaretli primerler ile kullanilarak Thermal Cycler (Bio-Rad DNA-
ENGINE, PTC 200) kullanilarak ¢ogaltilan lokuslar, hizmet alim1 (Macrogen Inc., Giiney
Kore) yolu ile sekans cihazi ABI3370 DNA sekans cihazi (Applied Biosystems)
araciligiyla otomatik ayristirildi. Ayristirilan mikrosatellit allellerinin fragment analizi

GeneMarker programmin V1.95 versiyonu kullanilarak belirlenmistir.



4. BULGULAR

Calismada toplam 8 anag ile bu anaglarin ¢aprazlanmasi sonucu elde edilen 86 yavru

birey ve toplamda 13 mikrosatellit lokus kullanilmistir. Calisilan lokuslarda toplam 71

farkli allel tespit edilmistir (Tablo 6).

Tablo 6. Anaglardaki allel sayilar1

M”T_rgliitse”'t DD1 |DEl |KEl |DD2 |DE3 |KE4 |DD3 |DE4 ';"'yel'm
BS131 142/160 | 152/156 | 152/156 | 160/160 | 156/160 | 160/160 | 160/160 | 156/156 | 4
STR58 125/125 | 125/125 | 219/271 | 125/125 | 125/125 | 215/215 | 125/125 | 125/147| 5
SSA410 239/241 | 239/241 | 2331241 | 239/241 | 241/241 | 233/241 | 239/241 | 239/241| 3
STR543 128/178 | 152/178 | 128/146 | 128/134 | 152/152 | 1268/128 | 128/134 | 142/142| 6
OMY7 2341238 | 2341238 | 2421242 | 238/238 | 238/254 | —-nmnmnn- 238/238| 222/278| 6
SSA85 116/116 | 108/108 | 108/110 | 108/114 | 108/114| 110/110 | 114/116 | 108/108| 4
T3-13 177/241 | 200/215 | 200/239 | 177/177 | 185/200 | 238/238 | 198/226 | 185/200| 9
STR60 95/97 |95/95 |95/95 |95/97 |95/97 |95/95 |91/95 |97/97 | 3
SSOSL438 | 96/100 | 98/100 |88/96 |88/106 |88/94 |88/97 |96/100 |88/100 | 7
SSSP2201 | 242/276| 2501270 | 2221222 | 2301242 | 325/325 | 238/238 | 2301242 | 246/276| 9
STR73 116/138 | 124/134 | 124/134 | 116/138| 190/190 | 124/134 | 116/138 | 138/157| 6
STR12 144/148 | 144/148 | 1441144 | 144/148 | 148/150 | 144/144 | 1441148 | 144/150 | 3
STR85 147/163| 147/167 | 160/160 | 160/160 | 185/185| 160/160 | 158/158 | 160/160| 6
Toplam 71

Ortalama allel sayis1 5,462 olup13 farkli mikrosatellit lokusuna ait allel sayisinin 3

ile 9 arasinda degistigi en yliksek ve en diisiik polimorfizm gdsteren lokuslarin sirasiyla,

T3-13 (9), SSSP2201 (9) ve SSSA410 (3), STR60 (3), STR12 (3) oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda ise, DD1xDE]1 i¢in Anacglarinin yavru genotiplerinin beklenen ve gozlenen
degerleri ile frekans degerleri 0,52-1 (Tablo 7), DD2XDE3 i¢in deger, 0-1 (Tablo 8),
DD3xDE4 igin deger, 0-1 arasinda degismektedir(Tablo 9). Hibrit grubumuz DD1xKE1
icin, 0-1 arasinda degismekte (Tablo 10) ve en yiiksek deger STR60 lokusuna aittir.
DD2xKE3 grubu i¢in deger, 0-1 arasindadir (Tablo 11) ve en yiiksek deger BS131, STR58,
SSA410, OMY7, SSA85, STR73, STRI12 lokuslarinda gozlenmistir. DD3XKE4 icin

degerler ise, 0-1 arasindadir (Tablo 13). Degerin en yiiksek goriildiigii lokuslar
BS131,SSA85 ve STR12’ dir.
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Tablo 7. DD1xDE1 Anaglarinin yavru genotiplerinin beklenen ve gozlenen degerleri ile
frekans degerleri

Ebeveyn Genotip Yavru Genotip

Mikrosatellit Frekans

Lokus DD1 DE1 Beklenen Gozlenen Degeri
BS131 AB(142/160) | CD(152/156) |AC:AD:BC:BD |2:2:10:7 1
STR58 AA(125/125) | AA(125/125) | AA 21 1
SSA410 AB(239/241) | AB(239/241) | AA:AB:BB 1:9:11 1
STR543 AB(128/178) | CB(152/178) | AC:AB:BC:BB |5:9:1:1(A0:1) 0,95
OMY7 AB(234/238) | AB(234/238) | AA:AB:BB 0:5:9(CD:6, DD: 1) 0, 67
SSA85 AA(116/116) | BB(108/108) |AB 11 (A0:10) 0,52
T3-13 AB(177/241) | CD(200/215) |AC:AD:BC:BD |8:1:5:6 1
STR60 AB(95/97) AA(95/95) AA:AB 10:11 1
SSOSL438 AB(96/100) | CB(98/100) AC:AB:BC:BB | 7:4:4:6 1
STR85 AB(147/163) | AC147/167) AA:AC:AB:BC |5:3:6:7 1
SSSP2201 AB(242/276) | CD(250/270) |AC:AD:BC:BD |7:5:4:3 1
STR73 AB(116/138) |CD(124/134) |AC:AD:BC:BD |4:8:4:5 1
STR12 AB(144/148) | AB(144/148) | AA:AB:BB 2:15:4 1

Tablo 8. DD2XDE3 Anaglarinin yavru genotiplerinin beklenen ve gézlenen degerleri ile

frekans degerleri

Ebeveyn Genotip Yavru Genotip
Mikrosatellit Frekans
Lokus DD2 DE3 Beklenen Gozlenen Degeri
BS131 AB(156/160) | AB(156/160) AA:AB:BB 1:3:2 1
STR58 AA(125/125) | AA(125/125) AA 5 1
SSA410 AB(239/241) | BB(241/241) AB:BB 0:6 1
STR543 AB(128/134) | CC(152/152) AC:BC 0:4(BB:1,DE:1) 0,67
OMY7 AA(238/238) | AB(238/254) AA:AB 2:4 1
SSA85 AB(108/114) | AB(108/114) AA:AB:BB 2:4:0 1
T3-13 AA(177/177) | BC(185/200) AB:AC 1:5 1
STR60 AB(95/97) AB(95/97) AA:AB:BB 2:3:1 1
SSOSL438 AB(88/94) AC(88/106) AA:AC:AB:BC |0:0:0:6 1
STR85 AA(160/160) | BB(185/185) AB 0 (BB:3) 0
SSSP2201 AB(230/242) | CC(325/325) AC:BC 0:0(AA:1, AB:5) 0
STR73 AB(116/138) | CC(190/190) AC:BC 0:0(BB:2, AA:4) 0
STR12 AB(144/148) | BC(148/150) AB:AC:BB:BC |1:2:1:2 1
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Tablo 9. DD3XDE4 Anaglarinin yavru genotiplerinin beklenen ve gozlenen degerleri ile
frekans degerleri

Ebeveyn Genotip Yavru Genotip

Mikrosatellit Frekans

Lokus DD3 DE4 Beklenen Gozlenen Degeri
BS131 AB(156/160) | AA(156/156) |AA:AB 1:12 1
STR58 AA(125/125) | AB(125/147) |AA:AB 6:7 1
SSA410 AB(239/241) | AB(239/241) |AA:AB:BB 1:7:5 1
STR543 AB(128/134) | CC(142/142) |AC:BC 5:7:1(A0:1) 0,92
OMY7 AA(238/238) | BC(222/278) |AB:AC 5:6 1
SSA85 AB(114/116) |CC(108/108) |AC:BC 8:0(AA:1, AB:3) 0,67
T3-13 AB(198/226) | CD(185/200) |AC:AD:BC:BD |3:3:5:1 1
STR60 AB(91/95) CC(97/97) AC:BC 8:5 1
SSOSL438 | AB(96/100) CB(88/100) AC:AB:BC:BB |0:6:0:6 1
STR85 AA(158/158) | BB(160/160) |AB - 0
SSSP2201 AB(230/242) | CD(246/276) |AC:AD:BC:BD |1:4:3:3(AB:1, AA:1) 0, 85
STR73 AB(116/138) |BC(138/157) |AB:AC:BB:BC |4:2:4:2(DD:1) 0,92
STR12 AB(144/148) | AC(144/150) |AA:AC:AB:BC |3:4:5:1 1




Tablo 10. DD1XKE1 Anaglarinin yavru genotiplerinin beklenen ve gozlenen degerleri ile frekans degerleri ve gen akis yiizdeleri

1 0,
Ebeveyn Genotip Yavru Genotip Gen Akis1 (%)
Mikrosatellit
Lokus Anne Okunmayan
. Frekans
DD1 KE1 Beklenen Gozlenen Deeri Anne Baba + /Farkh
egent Baba Allel
BS131 AB(142/160) | CD(152/156) | AC:AD:BC:BD |0:0:0:4(BB:5, DD:5,AA:0) 0,29 35,21 29,41 23,53 17,65
1:0(AA:4, BB:5, CC:1,
STR58 AA(125/125) | BC(219/271) | AB:AC BC:2) 0,08 23,53 47,06 5,88 23,53
SSA410 AB(239/241) | CB(233/241) |AC:AB:BC:BB |0:7:0:3(AA:6, CC:1) 0,59 23,53 35,29 41,18 0
STR543 AB(128/178) | AC(128/146) |AA:AC:AB:BC |9:3:0:0(CC:4) 0,75 52,94 23,53 17,65 5,88
OMY7 AB(232/238) | CC(242/242) | AC:BC 3:1(BB:2, AA5) 0, 36 41,18 0 23,53 35,29
SSA85 AA(116/116) | BC(108/110) |AB:AC 3:0(CC:14) 0,18 0 86,67 13,33 0
1:0(BB:1, CC:9,

T3-13 AA(177/177) | BC(200/239) | AB:AC BC:5,AA:1) 0, 06 5,88 82,55 11,77 0
STR60 AB(95/97) AA(95/95) AA:AB 12:5 1 76,47 0 23,53 0
SSOSL438 | AB(96/100) | CA(88/96) AA:AB:BC:AC |0:0:0:0(BB:1) 0 70,59 11,77 17,65 0
SSSP2201 AB(242/276) | CC(222/222) |AC:BC 0:0(AA:3, BB:1, CC:13) 0 23,53 76,47 0 0
STR73 AB(116/138) | CD(124/134) |AC:AD:BC:BD |1:2:0:1(CD:9, DD:4) 0,23 17,65 76,47 5,88 0
STR12 AB(144/148) | AA(144/144) | AA:AB 14:2(BB:1) 0,94 5,88 0 94,12 0

T4



Tablo 11. DD2xXKE3 Anaglarinin yavru genotiplerinin beklenen ve gozlenen degerleri ile frekans degerleri ve gen akis yiizdeleri

Ebeveyn Genotip Yavru Genotip Gen Akasi (%)

Mikrosatellit
Lokus
DD2 KE3 Beklenen Gozlenen Frelfan.s Anne Baba Arlne Ok/lIJ:r;Tl?l)llan
Degeri Baba Allel

BS131 AA(160/160) | AA(160/160) |AA 9 1 0 0 100 0
STR58 AA(125/125) |BB(215/215) |AB 9 1 100 0 0 0
SSA410 AB(239/241) |CB(233/241) |AC:AB:BC:BB |6:0:0:3 1 66,67 0 33,33 0
STR543 AB(128/134) | AA(128/128) |AA:AB 4:0(BB:5) 0,44 55,56 44,44 0 0
oMY7 AA(238/238) |------ AA 9 1 100 0 0 0
SSA85 AB(108/114) |CC(110/110) |AC:BC 06:03 1 0 0 100 0
T3-13 AA(177/177) |BB(238/238) |AB 1(AA:8) 0,11 100 0 0 0
STR60 AB(95/97) AA(95/95) AA:AB 2:3(BB:4) 0, 55 22,22 77,78 0 0
SSOSL438 | AB(88/106) | AC(88/96) AA:AB:AC:BC |0:0:0:7 (BB:1,CC:1) 0,78 11,11 0 88,89 0
SSSP2201 AB(229/242) |CC(238/238) |AC:BC 0:0(AB:8, AA:1) 0 100 0 0 0
STR73 AB(116/138) |CD(124/134) |AC:AD:BC:BD |0:4:0:5 1 0 0 100 0
STR12 AB(144/148) | AA(144/144) |AA:AB 4:5 1 0 0 100 0

9¢



Tablo 12. DD3XKE4 Anaglarinin yavru genotiplerinin beklenen ve gozlenen degerleri ile frekans degerleri ve gen akis yiizdeleri

Ebeveyn Genotip Yavru Genotip Gen Akisi(%)

Mikrosatellit Anne Okunmayan

Lokus DD3 KE4 Beklenen Gézlenen Frekans | Anne | Baba + [Farkh

Degeri Baba Allel

BS131 AA(160)160) | AA(160/160) | AA 19 1 60 0 25 15
STR58 AA(125/125) | BB(215/215) | AB 6(AA:14) 0,3 75 0 25 0
SSA410 AB(239/241) | CB(233/241) | AC:AB:BB:BC |0:1:9:0(AA:10) 0,05 55 0 45 0
STR543 AB(134/178) | CC(128/128) | AC:BC 1:6(AB:4, CC:5, AA:4) 0,35 40 25 35 0
OMY7 AA(238/238) | ------- AA 13 0,77 68,42 0 0 31,58
SSA85 AB(114/116) | CC(110/110) |AC:BC 9:9 1 0 0 90 10
T3-13 AB(198/226) | CC(238/238) | AC:BC 0:0(BB:9, AB:2, AA:9) 0 100 0 0 0
STR60 AB(91/95) | BB(95/95) |AB:BB 0:11(AA:9) 0,55 45 0 55 0
SSOSL438 AB(96/100) |CD(88/97) |AC:AD:BC:BD |0:0:0:0 (AA:7, BB:9, AB:2) 0 90 0 10
SSSP2201 AB(230/242) | CC(238/238) | AC:BC 0:0(AA:10, BB:7, AB:1) 0 100 0 0
STR73 AB(116/138) | CD(124/134) | AC:AD:BC:BD |5:4:4:3 (AA:1, CC:3) 0,80 5 10 85 0
STRI12 AB(144/148) | AA(144/144) | AA:AB 8:12 1 0 0 100

LZ
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Hibrit olusturan 3 grupta gen akisina bakildiginda (DD1XKE1 (1. Grup), DD2xKE3
(2. grup), DD3xKE4 (3. Grup) ) BS131 lokusunda aktarimmin 1. ve 3. grupta anne; 2.
grupta ise anne + babadan oldugu gézlemlenmistir. Str58” de ise 1. grup babadan, 2 ve 3.
grupta anneden oldugu goriilmistiir. Ssa410” da 1 grupta gen akiginin anne + babadan, 2.
ve 3. grupta ise anneden oldugu tespit edilmistir. Str543 ve Omy7’ de 3 grubun tiimiinde
aktarimin anneden oldugu belirlenmistir. Ssa85 ve Str73 lokuslarinda gen akismin 1.
grupta babadan (Sekil 7; Sekil 8), 2. ve 3. Grupta ise anne + babadan oldugu tespit
edilmistir. T3-13 ve SSSP2201° de 1. Grupta babadan; 2. ve 3.de ise anneden, SSOSL438’
de aktarim 1. ve 3. Grupta anneden 2. Grupta babadan olmustur. Str60° da 1. grupta
anneden, 2. grupta babadan 3. grupta ise anne+ babadan oldugu gozlemlenmistir. Str12

lokusunda 3 grupta da aktarimin anne + babadan olmustur.
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Sekil 7. Str73 lokusuna ait baz1 yavru ve anaglarin allel boylar
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Genel olarak 1. Gruptaki bireylerde 2. ve 3. Gruptaki bireylere gore gen akisinda
farkliliklar oldugu tespit edilmistir. 1. Grupta % 41,6 babadan ve ayni1 oranda anneden, 2.
Grupta % 50 anneden, 3. Grupta da % 66,7 anneden gen akisi oldugu goriilmiistiir. Sonug
olarak bir grupta gen akisi babadan, diger 2 grupta ise anneden oldugu belirlenmistir
Ancak biitiin lokuslar ve biitiin gruplar incelendiginde gen akisinin % 52, 78 oraninda

anneden, % 16,67 babadan, % 30,56 anne+babadan oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 8. Str73 lokusuna ait baz1 hibrit ebeveyn ve yavrularin fragment analizi




4. TARTISMA

Baliklarda hibrit tanimlanmasi c¢esitli metodlarla yapilabilmektedir. Sitolojik ve
biyokimyasal hibrit tanimlamada, baligin ldiiriilmiis olmasi gereklidir. DNA teknigi ile
bir bireyin tanimlanmasida az miktarda gerekli olan doku baliga fiziksel zarar vermeden
alinabilmesi i¢in avantajlidir (Perez vd., 1999).

Mikrosatellit belirte¢ ile baliklarda birgok alanda, g¢esitli ¢aligmalar yapilmaktadir.
Mikrosatellit belirteg, ebeveyn tayini ¢aligmalari (Estoup vd.,1998; Norris vd., 2000),
seleksiyon calismas1 (Herbinger vd., 1995; Agdamar, 2010), baliklarin ebeveynlerinin
akrabalik derecelerinin verim iizerine olan etkisinin incelenmesi (Herbinger vd., 1995),
populasyonlar arast ve i¢inde, genetik benzerlik ve farkliligin belirlenmesi (Atabeyoglu
2007; Kayhan 2007; Agdamar 2010; Dubut vd. 2010; Palermo vd. 2012; Firidin vd. 2013)
ebeveyn-yavru arasinda gen akisinin tespiti (Saber vd., 2011) gibi ¢alismalarda yogun
olarak kullanilmaktadir. Fakat Tiirkiye’ de Karadeniz Alabaligi ve Kaynak Alabaligi ve
hibritleri Kaplan Alabalig1 iizerinde yapilmis gen akisi, ebeveyn tayini vb. molekiiler
calismalara rastlanmamistir. Bu calismada KTU SDBF. Dr. ibrahim Okumus Arastirma ve
Uygulama Birimi’ nden alinarak mikrosatellit belirte¢ araciligiyla arastirmalar yapilmis
elde edilen sonuglar neticesinde hem kendi igerisinde, hem de diger ¢alismalar ile
karsilagtirmalar yapilmistir. Karadeniz Alabaligi, Kaynak Alabaligi ve Kaplan Alabaligi
icin 13 adet mikrosatellit lokus, PZR yardimi ile cogaltilarak fragment analizleri
yapilmistir. Toplam 94 adet 6rnekten 8 adet anag ile bu anaglarin ¢aprazlanmasi sonucu

elde edilen 86 adet yavru birey ve 13 mikrosatellit lokus kullanilarak analizler yapilmistir.

4.1. Allel Sayilar, Polimorfizm ve Uriin Fragment Analizi

Hibrit Kaplan Alabahigi ve ebeveynleri lizerinde g¢alisma yiiriiten Palermo vd.,
(2012), Champlain Golii Havzas1 (ABD)’ ndan toplam 26 adet olmak ftizere, 12 adet
Kahverengi Alabalik, 11 adet Kaynak Alabaligi ve 3 adet Kaplan Alabalig1 toplayarak 6
mikrosatellit lokus kullanmiglardir. Toplam 79 allel gozlenmistir. Ortalama allel sayis1 13,
16 olarak hesaplamiglardir. Allel sayilar1 2 ile 15 arasinda degismis, en yiiksek ve en diistik
polimorfizm gosteren lokuslar sirasiyla Sfo-292 (31); Sfo-C79 (6) olarak belirlenmistir.

Kullanilan MST-85 lokusunun ise kullanigh olmadigi goériilmiistiir. Ancak bu galisma,
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hibritlerin degerlendirilmesi i¢in yeterli degildir. Daha fazla 6rnekleme ile birlikte Kaplan
Alabaligi ve ebeveynlerinin detaylandirilmasigerekmektedir. Bu baglamda, yiiriitiilen
aragtirmada ornekleri kiiltiir kokenli olmas1 ve bunun neticesinde genetik ¢esitliligin dogal
ortama gore daha az olmasi beklenirken Palermo vd., (2012)’ nin Champlain G6lii Havzast
(ABD)’ ndan elde edilen sonuglara paralel olarak yiiksek diizeyde polimorfizm
gozlenmistir. Beklenenin aksine her iki ¢alismanin benzer sonuglar sergilemesi kiiltiir
ortaminda yiiriitilen bu c¢alismada daha fazla sayida lokusun denenmis olmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Kayhan (2007), Atakdy Baraj Golii’nde (Tokat-Almus) 20 adet balik yakalanmustir.
8 tane mikrosatellit lokus kullanilmistir. Ssal97 primerinde alt1 allel ve alt1 heterozigot
birey bulunmustur. OmyFglTUF primerinde dort allel ve 12 heterozigot birey
bulunmugstur. Ssa85 primerinde ii¢ allel ve dort heterozigot birey bulunmustur.Strl5
primerindeii¢ allel ve {i¢ heterozigot birey bulunmustur. Diger primerlerde tek allel
bulunmustur. Ssal97 primerinde bant biyilikligi Ornekler arasinda 116-165 baz,.
OmyFg1TUF primerinde 140-190 baz, Ssa85 primerinde 190-325 baz, Str15 primerinde
159-177 baz arasinda degismektedir. Mikrosatellit lokus ve balik materyali sayisi
bakimindan karsilastirildiginda yaptigimiz calismaya gore daha az sayida olmasina ragmen
benzer sekilde polimorfizm saptanmistir. Bu da, bu sekildeki ¢alismalarda lokus sayis1 ve
balik materyali sayist i¢in bir standardizasyonun gereklili§inin Onemini ortaya
¢cikarmaktadir.

Dubut vd., (2010) Avrupa sazan tiirlerinden 63’ i hibrit olmak tizere 503 birey igin
41 sazana 6zel polimorfik mikrosatellit lokus testi i¢in optimize etmistir. 15 Avrupa sazan
tiirliniin tiimii ve giiglendirilmis 23 belirte¢ i¢cin polimorfizm saptamislardir. Bu calisma
mikrosatelit lokuslarinin hibrit bireylerin tespitine olanak vermesi agisindan yiiriitiilen
calismada kullanilan metodu destekler niteliktedir.

Firidin vd., (2013), Kahverengi Alabaliklarda bulunan 5 soy grubundan Tiirkiye'de
bulunan 2 soy grubu c¢oklu PZR ydntemi ile belirlemislerdir. Mitokondriyal DNA'nin
tRNAP°-Dloop bdlgesini Kahverengi Alabaliklarm 5 soy grubuna ait olan spesifik primer
setleri yardimiyla ¢ogaltmislar ve elde edilen jel goriintiilerinden Tuna soy grubu icin 410
b¢ ve Adriyatik soy grubu i¢in ise 150 bg¢’lik iiriin boyu belirlemislerdir. Yaptigimiz
calismada, Karadeniz Alabaligi, Kaynak Alabaligi ve bunlarmn hibriti olan Kaplan
Alabalig1 i¢in 88-325 bg arasinda degisen iiriin boyu tespit edilmistir.
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4.2. Gen Akis1

Farkli bir tiir icin, 2 mikrosatellit primer ¢ifti kullanarak Erkek ot sazani
(Ctenopharyngodo nidella) ve (Rutilusfrisii kutum) ve hibritleri arasindaki gen akisini, Cab
mikrosatellite lokusunda disi Hazar sazani (112/132 bg), Erkek ot sazani (144/164 bg) ve
Hibrit Sazan (112/132 bg) igin seklinde tespit edilmistir. 2. lokus olan Ca3 mikrosatellite
lokusunda ise disi Hazar sazan1 (212/260 bg), Erkek ot sazani (172/196 bg) ve Hibrit Sazan
(212/260 bg) igin olarak belirlenmistir. Boylece hibridize yavrular baba genomunun
kalitim1 olmadan, annelerine benzer bantlasma sekli gosterdigini Saber vd., (2011)
tarafindan rapor edilmistir. Yaptigimiz calismada, hibrit olusturan 3 grupta gen akisina
baktigimizda, genel olarak DD1xKE1 (1. Grup)’deki bireylerde DD2xKE3 (2. Grup) ve
DD3xKE4 (3. Grup)’ deki bireylere gore gen akisinda farkliliklar oldugu tespit edilmistir.
1. Grupta % 41,6 babadan ve ayni oranda da anneden; 2. Grupta % 50 anneden, 3. Grupta
da % 66,7 anneden gen akis1 oldugu goriilmiistiir. Ancak biitiin lokuslar ve biitiin gruplar
bazinda baktigimiz zaman gen akismin % 52, 78 oraninda anneden, % 16,67 babadan, %
30,56 anne+babadan oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak bu ¢alismadaki gen akis1 Saber
vd., (2011)’nin ¢alismasiyla yiiksek oranda benzerlik gostermektedir. Fakat yiiriitiilen bu
caligmalarda gen akismin hangi ebeveynden oldugunu kesin olarak belirleyecek lokus
sayisinin degiskenlik gostermesi saglikli kiyaslamalara engel olusturmaktadir. Boylece

daha saglikli sonuca ulasilabilir.



5.SONUCLAR

Arastirmada, Kaynak Alabaligi (Salvelinus fontinalis), Karadeniz Alabaligi (Salmo
trutta labrax)ve bu iki tiirtin hibriti olan (Karadeniz Digi? x Kaynak Erkekd) Kaplan
Alabalig1 arasindaki gen akisinin tespiti i¢in mikrosatellit belirte¢ analizi yapilmistir.

Karadeniz Alabaligi, Kaynak Alabaligi ve Kaplan Alabalig1 icin toplam 94 adet
ornekten; 8 adet anag ile bu anaglarin ¢aprazlanmasi sonucu elde edilen 86 adet yavru birey
ve 13 mikrosatellit lokus kullanilarak 6rnekler genetik agidan incelenmistir.

Toplamda 71 farkli allel tespit edilmistir. Ortalama allel sayist 5, 462 olarak
hesaplanmistir. 13 farkli mikrosatellit lokusuna ait allel sayisinin 3 ile 9 arasinda degistigi;
en yiiksek ve en diisiik polimorfizm gdsteren lokuslarin sirasiyla, T3-13 (9), SSSP2201 (9)
ve SSSA410 (3), STR60 (3), STR12 (3) oldugu tespit edilmistir. Caligmamizda lokuslarda
yiiksek diizeyde polimorfizm gdzlenmistir.

Fragment boylar1 lokuslar arasinda farkliliklar gostermis; BS131° de 142-160,
STR60 lokusunda, 125-271, SSA410 i¢in, 233-241, STR543” de, 128-178, SSA85 lokusu
icin, 108-116, Omy7 lokusunda, 222-278, T313 lokusu igin, 177-241, STR60’ da 91-97,
SSOSL438’ de 88-106, STR12’ de 144-150, SSSP2201”° de 222-325, STR73 i¢in 116-190,
STR 85 i¢in ise 147-185 arasinda degistigi tespit edilmistir.

DDI1xDEI i¢in anaglarmin yavru genotiplerinin beklenen ve gozlenen degerleri ile
frekans degerleri 0, 52-1, DD2xXDE3 igin deger, 0-1, DD3XDE4 i¢in deger, 0-1 arasinda
degismektedir. Hibrit grubumuz i¢in DD1xKET1 i¢in, 0-1arasinda degismekte ve en yiiksek
deger STR60 lokusunda goriilmiistiir. DD2XKE3 grubu icin deger, 0-1 arasindadir ve en
yiiksek deger BS131, STR58, SSA410, OMY7, SSA85, STR73, STR12 lokuslarinda
gbzlenmistir. DD3XKE4 i¢in degerler ise, 0-1 arasindadir ve degerin en yiiksek gorildigi
lokuslar BS131, SSA85 ve STR12’ dir.

Gen akisi, DD1XKE1’ de % 41,6 babadan ve yine % 41, 6 anneden, DD2XKE3’ te
%50 anneden DD3xKE4’te de % 66,6 anneden gen akisi oldugu goriilmiistiir. Ancak bir
biitiin olarak baktigimiz zaman gen akiginin % 52, 78 oraninda anneden oldugu tespit

edilmistir.



6. ONERILER

Ulkemizde ve diinyada su iiriinleri yetistiriciligine alternatif iiriin olabilecek Hibrit
Kaplan Alabalig: yetistiriciligi, bu sektdre giiclii bir pazar olusturabilecek durumdadir. Bu
yiizden, anneden gen akisinin daha fazla olmasi sebebiyle, mevcut arastirma annenin giiglii
ozeliklerinin ortaya ¢ikarilip zayif yonlerini elimine edebilecek su {irtinleri 1slah ¢aligmalari
ile desteklenmelidir. Boylece gelecekte, Kaplan Alabaligi yetistiriciliginin verimli bir
sekilde yapilabilmesi i¢in imkan saglanmis olacaktir.

Hibrit alabalik ve ebeveynlerinin, daha fazla 6rnekleme yapilarak ve lokus sayisi
artirilarak karsilastirmalarda kullanilmasi1 gerekmektedir. Ayrica bu ¢alismalar en uygun
ornek ve lokus sayilarinda bir standart olusturmay1 hedeflemelidir.

Ayrica gegmiste muhafazasi yapilmis 6rnekler incelenerek ve bu tez ¢aligmasmin
ardindan yapilabilecek takip ¢alismasi ile ebeveyn ve hibritlerinin zaman igerisindeki gen

akis durumlarindaki degisimi sunulmus olacaktir.
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