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Balikgilik  arastirmalarinda  molekdler
genetik teknikleri uygulamalari 1950’li yillardan
beri giderek artis géstermektedir. Bunun nedeni
uygun tekniklerin ve genetik bilgilerin 6nemi
Uzerine olan ilginin artmasidir. Yapilan ilk
galismalar 6zellikle morinalarda, salmonidler ve
ton baliklarinda kan grubu farkhliklar Uzerine
olmus ve populasyon yapisinin analizinde
kullanilmak Gzere genetik olarak kontrol edilen
varyasyonlarin mevcudiyeti bagarili bir sekilde
ortaya konulmustur. Fakat bu serolojik islemler
balik¢ilik galismalarina tam olarak adapte ola-
madigi icin kisa slre iginde vyerini protein
polimorfizminin  genetik olarak belirlendigi
elektroforetik islemlere birakmistir. Kolay, hizl
ve ucuz bulunan protein elektroforezi ile ¢gogu
bitki ve ticari olarak pahali balik tirlerini de igine
alan hayvan turlerindeki populasyon farkliliklari
hizli bir sekilde tespit edilmistir.

Protein veya alloenzim elektroforezi
nikleer DNA’daki farklihklari dolayli olarak
tahmin etmektedir. Fakat direk tahminler ancak
kesici enzimlerin izolasyonu ile mumkin
olmustur. Bu enzimler DNA'y1 spesifik baz
dizilimlerinden kesmekte ve elektroforez jeli
Uzerinde dagilabilen farkh blyUklikte parcalar
olusturmaktadir. Bu teknolojinin baglangictaki
kullanimi ¢ogunlukla mitokondriyal DNA’lar
(mtDNA) Uzerinde olmustur. Clinki mtDNA’lar
kiclik boydadir ve elde edilmeleri kolaydir.
Fakat son zamanlarda kesici enzimlerin nikleer
DNA’lar tzerine kullanimi giderek artmaktadir.
Yakin zamanda ise PCR teknolojisinin geligimi
¢ok az miktardaki DNA'nin ¢ogaltiimasina ve
analizine imkan vererek molekller genetik
calismalarina genis ve farkh bir boyut
kazandirmigtir.

Genetik markirlarin ¢alisiimasi 6zellikle
balikgilkta (¢ alanda ana etkiye sahiptir.
Bunlar; dogal stok yapilarinin analizi, kultar
balik¢ihgi, taksonomi veya sistematik calisma-
lardir. Ayrica yok olmakta olan tirlerin
genetikleri, genetik farklilik Gzerine kirlenmenin
ve balik¢ihdin etkisi ve bir ortama sonradan
sokulan tirlerin genetikleri tzerine calismalar
yapilmaktadir.

Bu sunusun birincil amaci 6zellikle balik-
cihkta yaygin olarak kullanilan molekuler
genetik tekniklerinin tanitiimasi, avantaj ve
dezavantajlarinin ortaya konulmasidir.

Protein Elektroforezi

isoenzim bir veya birden fazla loki tara-
findan kodlanan enzimlerin fonksiyonel olarak
benzer fakat ayrilabilen formlaridir. Ayni lokusta
farkl allellerin Grind ise alloenzim olarak isim-
lendirilir. Yaklasik yirmi yildir balik genetikgileri
farkli balk turlerinde populasyon dizeyinde
genetik farkliliklar karakterize edebilmek igin
protein elektroforezlerini ana ara¢ olarak kul-
lanmaktadirlar. Bu teknik ilk baglarda insanlarda
kan gruplarinin tetkikinde kullaniimistir. Fakat
daha sonra diger turlerde kullanimi i¢in uyar-
lanmistir. Nispeten ucuz olmasi, ¢ok az dzel
geligtirilmis aletlere ihtiyag duymasi, genis
capta ve hizh bir igleme sahip olmasi ve genom
icersinde yayillmig ve birbirinden ayri lokileri
eszamanl olarak izlenmesine imkan tanimasi
bu teknigi genetik calismalarda avantajli kil-
maktadir. Bir cok calismada stoklar arasindaki
protein allel frekanslari arasindaki farkliliklarin
belirlenmesi, 6zellikle anadrom baliklarda
stokun teshis edilmesinde protein
elektroforezlerini yararli bir markir haline getirir.

Metod temelde elektrik akimi verildigi
zaman protein molekulinin kendisinin tersi
yuke dogru yonelmesi esasina dayanir. Nigsas-

tadan yapilimis jel icersindeki yer
degisikliklerinin mesafesi molekilin elektrik
yukine ve buydkligine baghdir. Proteinin

elektrik yuka ise igerdigi aminoasit kompozisyo-
nuna baglidir. DNA yapisindaki herhangi bir
degisiklik aminoasitlerin diziliminde farkhliklara
sebep olur ve bdylece molekilin net yikinl
etkiler.

Ozel boyama maddelerinin kullanimi ve
olusan bant yapilarinin ¢ok dikkatli yorumlan-
masiyla proteini kodlayan lokusun veya lokilerin
genetik yapisinin belirlenmesi boylece mimkiin
olabilir. Alloenzim yapilarinin dogru yorumlan-
masi birkag faktore baghdir:

a. Tum bantlarin agik bir sekilde gorinur
olmasi gerekir yani enzim yeteri derecede aktif
olmaldir. Bu genellikle o6rneklerin saklama
kalitesi ile alakali bir durumdur (canli éldikten
sonra Orneklerin ne kadar hizli donduruldugu,
orneklerin soduk muhafazayla veya -20°C
saklandigi gibi). Fakat bazi enzimler digerlerine
gére daha ¢ok hassas olabilirler. Orneklerin
uygun olmayan sartlarda stoklanmasi bant
yapisinda bozukluklari artinr  bu da
subunitelerin parcalanmasindan meydana gelir.
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b. Kullanilan buffer sisteminin bantlari
yeteri derecede c¢bzebilecek etkide olmasi
gerekir. Farkh buffer sistemlerinde ¢6zunurlik,
farkliliklar gésterir, bu da enzimin optimal pH’si
ile birlikte moleklilin buyukligine ve elektrik
yukine baghdir.

c. Bazi lokilerin drunleri yalniz bazi
organlarda ortaya ¢ikar. Tdm lokilerin
Urtinlerinin elektroforetik hareketliliginin  belir-
lenmesi onemlidir. Boylece orneklerin
kontaminasyonu sonucunda farkli dokudan olan
lokus drlnleri ile gergek 6rnegin allallerinin
karsilastiriimasinin éniine gegilebilir.

Yukarida anlatilan bu tir faktorler dikkate
alinarak yapilan calismadan sonra gdzlenen
bant yapilari yalnizca allelik degisiklikler olarak
yorumlanir. Yani, 6rnegin parcalanmasindan
dolayi gereksiz bantlarin olugsumu gibi acikla-
malarin sansi yoktur.

Genel olarak alloenzim calismalari DNA
markirlari ile kargilastirildiginda;

a. Kimyasal kullanim ve iscilik bakimin-
dan dusik Ucret gerektirir.

b. Kisa sire igerisinde cesitli alloenzim
lokileri igin ¢ok fazla sayida érnek calisilabilir.

c. Kodominantlik; diploit organizmalarda
her iki allel genellikle agik bir sekilde belirlene-
bilir ve heterozigotlar homozigotlardan ayirt
edilebilir.

Batln bunlarla birlikte alloenzim c¢alisg-
malarinin bazi dezavantajlari da bulunmaktadir.
Yeni bir allel yalnizca nukleotid dizilimde
meydana  gelecek  degisikliklerle  birlikte
olusacak aminoasit degisiklikleri ile molekulin
elektroforetik hareketliligindeki degisim yoluyla
tespit edilebilir ve polimorfik olarak nitelendirilir.
Yalnizca 64 kodonun 20 tane aminoasidi
kodlamasi ve her aminoasit degisiminin elektrik
yukinde degisiklik meydana getirmemesi ve
yalnizca nukleotidlerin  %30’unun degisiminin
ancak elektroforetik olarak tespit edilmesi
sinirlayici etkenlerdendir. Teorik olarak DNA ile
yapillan c¢aligmalar proteine gbére daha
polimorfiktirler.  Alloenzim elektroforezlerinin
kullanimi genomun yalniz belirli bir kismindaki
degisiklikleri belirlemekle sinirhdir. Kullanilan
doku tipleri (kas, ciger, g6z, kalp gibi) genellikle
ornek toplarken canlinin 6lmesini gerektirmek-
tedir. Ayrica O&rneklerin saklanmasi bir aya
kadar —20°C’de, bundan uzun sdreler igin -
70°C’de olmalidir.

Proteinleri olusturan 20 amino asitin
ancak 5’i elektrik akimina maruz birakildiginda
farkli elektrik ylikiine sahip olurlar ve jel icer-
sinde farklh oranlarda hareket ederler. Bu

aminoasitlerden 3’0 (lysine, arginine ve
histidine) pozitif net ytke, diger 2’si ise (aspartik
asit ve glutamik asit) negatif yike sahiptirler.
Geriye kalan 15 tanesi ise elektrostatiksel ola-
rak nétrdar. Elektrik akiminin jele verilmesi ile
elektrik yUklG proteinlerin hareket etmesine
neden olunur ve daha sonra boyama yodntemi
ile protein gozlenir. Basit olarak eger protein
homojen ise (yani homozigot UrGini) jelde tek
bant gérilir ve bu homozigotlugu goésterir. Eger
protein heterojen ise (yani iki bant belirmis ise)
bu da heterozigotlugun gdstergesidir. Burda iki
allelik protein Urlnleri amino asit bakimindan
farklidir ve farkh elektrik ylkine sahiptir. Boy-
lece farkli oranlarda hareket ederler.
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Sekil 1. Protein Elektroforezinin ¢alisma asamalari
DNA Diizeyi Varyasyon

DNA dlzeyindeki farkhliklar iki katagori
altinda genellenebilir. Baz degisimi veya
ekleme (insertion) ve ¢ikarma (deletion).
Varyasyonun en basit formu, tek bir nukleotidin
bir baska nukleotit yerine ikame etmesidir. Buna
ayrica nokta mutasyonu da denir. Bu kugik
degisiklik Onemsiz gorulebilir fakat insan
hemoglobin geninde tek bir nikleotidin bir
baskasi tarafindan ikamesi hemoglobinde
amino asit degisikligine neden olmakta buda
hiicre anemisine sebep olmaktadir. Bu sebep-
ten 4 milyar nukleotitden birinin degisimi canlida
onemli bir degisiklik meydana getirmektedir.
DNA yapisinda yalnizca 4 nukletidin bulunmasi
nokta mutasyonunda bir nukleotidin ancak diger
U¢ nukleotitden biriyle yer degdisebilir anlamin-
dadir. Fakat burada her bir nukleotit degisimi
ayni etkiyi gdstermez. Nukleotitler arasi yer
degdisimi purinden purine veya primidinden
primidine olursa bu transition olarak adlandirilir.
Bunun yaninda eger yer degdisimi purinden
primidine veya tersi olursa buda transversion
olarak adlandirilir.

DNA diziliminde meydana gelen diger tip
degisiklik bir veya birden fazla nukleotidin
eklenmesi veya cakmasidir. Genelde bu
eklenme ve c¢ikmalar yalniz bir nukleotitde
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olabilecegi gibi yuzlerce ve binlerce uzunluktaki
nukleotit diziliminde de olabilir. Iki iplikgigin
karsilastiriimasinda eklenme ve ¢ikma olan her
iki taraftaki nukleotit dizilimi aynidir.

Mitokondriyal DNA

Bir cok nedenden dolayi, canllarda en
fazla calisilan kisimlarin basinda gelmektedir.
Cogu kez hicrenin glg¢ santrali olarak disini-
len mitokondriler, solunum olarak bilinen
kimyasal tepkimelerin meydana geldigi bolge-
lerdir. Mitokondri hicre solunumu ve diger
fonksiyonlar igin hayati olan genleri iceren kendi
DNA’sina sahiptir. Hicrenin DNA’sindan fiziksel
olarak ayrilmistir, yani nukleusun disinda bulu-
nur. Fiziksel olarak izole ve 16.000-20.000 bp
lik nukleotid dizilimi ile sirkiler halde bulunmasi
MtDNA’y1 milyarlarca nukleotide sahip genomik
DNA’dan kolay bir sekilde ayirmaktadir. MtDNA
kompakt bir yapilya sahip olmasinin yaninda
haploitdir. Sitoplazmik olarak kalitsaldir ve
yumurtanin sitoplazmasi disiden geldigi igin
mtDNA’'da baskin olarak anneden (maternal)
gecmektedir. MiDNA paternal olarak dollere gok
az veya hi¢ gegmemektedir ve mitokondri
genomlari arasinda rekombinasyon yoktur.
Cogu organizmalarda mutasyonlarin  birikimi
mtDNA da tek kopyali nukleer genlere oranla
daha hizli olmaktadir. Bir bagka deyisle mtDNA
genetik kaymaya karsi hassas ve buyuk farkli-
liklar gbsteren bir markir olarak gézukmektedir
ve bdylece tlurler ve populasyonlar arasindaki
farklihklari gérmek kolaylasir ve bu da
miDNA'y1 hem sistematik hem de populasyon
genetigi calismalari igin gekici kilar.

Mitokondriyal genomun farkh bdlgeleri
farkli oranlarda ortaya ¢iktigindan bu bdlgeler
belirli  tip c¢alismalar icin  hedeflenmistir.
Cytochrome b ve ND genleri populasyon dize-
yinde farklilik gosterdidi rapor edildiginden bir
¢ok turde calisiimaktadir. Ayrica D-loop meme-
lilerde yuksek oranda farkhliklar gosterdigi icin
populasyon caligmalari icin tercih edilmektedir
fakat bu durum baliklar igin gecerli degildir.
Mitokondriye ait ribozomal genler tirler igin ve
hatta familya seviyesinde caligmalarda kulla-
nilmaktadir.  Mitokonriyal genom  otuzun
Uzerinde gene sahip olmasina ragmen,
rekombinasyona sahip olmamalarindan dolayi
populasyon genetigi calismalarinda tek lokus
olarak kabul edilmektedirler.

Minisatellite DNA Markir

Cok hducrelilerde sirali tekrar gdsteren
nukleotid dizilimlerinin bulundugu 1968 yilinda
yapilan c¢alismalarla ortaya cikariimigtir. Bu
nukleotit dizilimleri kompleks Okaryotik geno-
munun caesium Kklorit santriflja ile belirlenmis

ve orijinal olarak satellit bantlar diye tanimlan-
mislardir. Bu sekilde yapilan bir santrifijj
isleminden sonra DNA'nin G-C igerigine bagl
olarak genomik DNA bu sekilde bir yapi
gOstermektedir. Satellte DNA’larin  analizi
sonucunda bunlarin ¢ogunlukla sirali tekrar
eden nukleotit dizilimlerinden meydana geldigi
ortaya konulmustur. Minisatellit ve mikrosatellit
olarak ikiye ayrilirlar. Minisatellitlerin olustur-
dugu tekrar dizilimleri genellikle 9-64 bp’lik
motiflerden olugsmakta ve 0.1 ile 7 kb (kilo
baz)a kadar ulasabilmektedir. Mikrosatellitler
ise genellikle 100-200 bp’e ulasan kisa yapilara
sahiptir. Tekrar motifleri ise ikili, G¢la, dortli
veya begli sekilde olabilir, ((CA/GT), veya
(AGC/TCG), gibi).

Nukleer genomda asiri farklihk gdsteren
minisatellit lokilerin ortaya cikarilmasi genetik
markir sistemleri igersinde ¢ok fazla degisiklik-
lere neden olmustur. Kodlama yapmayan
boélgelerin farkliliklarinin  gdézlenmesi yalnizca
populasyon ve filogenetik c¢alismalari degil
ayrica dogal populasyondaki familyalari,
akrabalik derecelerini ve fertlerin pozitif olarak
taninmasini mamkan kilmistir.

Minisatellite DNA’larin  varhdr 1985
yilinda Jeffrey ve arkadaglar tarafindan insan
minisatellit probunun izolasyonu ile tam olarak
ortaya c¢ikmistir. Bu multilokus problar birden
fazla lokusta bulunan sirali tekrar igeren
nukleotit dizilimlerinin merkezinin
hibridizasyonunda kullaniimaktadir. En iyi bili-
nen insan minisatellit problari 33.6 ve 33.15
Okaryotlarin ¢cogunun DNA’sini hibridize ettigi
tespit edilmistir. Bunlar ve bunun gibi multilokus
problar genis bir alana yayilmis sekilde bitki,
kus ve hayvan tirlerinde populasyon ¢alismala-
rinda kullanilmaktadir. Polimorfiklik calisilan
bdlgelerde tekrar gosteren nukleotit diziliminin
sayisinda meydana gelen esit olmayan
krosingover ve DNA replikasyonu sirasinda
DNA kaymasindan dolayi olmaktadir.

Multilokus polimorfik markirlar genetik
calismalarda genis bir yere sahip olmalarina
ragmen cok fazla sayida bant olusmasi nede-
niyle heterozigotlugun veya homozigotiugun
tesbitinin mimkin olmamasi ve ayni lokustan
gelen bantlarin veya farkh lokuslardan benzer
biyuklikteki DNA pargalarinin jel Gzerinde ayni
sekilde yer degistirmesi genetik hesaplama-
larda Dbelirsizlikler yaratmaktadir. Bu prob-
lemlerden kaginmak icin tek lokus minisatellit
kullanimi miUmkinddr. Tek lokus minisatellit,
DNA'nin  kodlama yapmayan kisimlarinin
kullanilarak yiksek derecede genetik farkliliklar
sergilemesi bu analiz teknigini alloenzim
teknigine karsi da alternatif yapmaktadir.
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