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Abstract: Microsatellite polymorphism of natural sea bass (Dicentrarchus labrax) breeders. Determination of genetic
structure of available aquaculture stocks is an important subject for protecting biodiversity and reducing effects of escapes from
farms and also for getting good results for long term from selective breeding. In the study broodstock (Akvatek 149, Egemar 81) of
two hatcheries were compared using microsatelite polymorphism, changes in parameters for loci depending on the population were
observed. Allel numbers of 12 loci that were investigated were between 3 and 17 when populations considered seperately.
DLA0064 was found to be the most polymorphic locus for Akvatek (Ho=0.9697, He=0.8479) and DLAQ070 was found to be the most
polymorphic locus for Egemar (Ho=0.8333, He=0.8433). According to all results, it can be said that microsatellite polymorphism
might show changes depending on the populations.
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Ozet: Su iiriinleri yetistiriciliginde eldeki stoklarin genetik yapisini tanimlamak, biyolojik gesitlligin korunmasi ve iftliklerden dogaya
kagisin etkilerinin en aza indirilmesinin yaninda, uygulanan seleksiyon yoluyla islah programlarinin da uzun vadede yararli sonuglar
ortaya gikarmasi gibi agilardan 6nemlidir. Calismada iki kulugkahanenin anag stoklarinin (Akvatek 149, Egemar 81 adet) genetik
yapisi mikrosatelit polimorfizmi agisindan karsilastiriimis, lokuslara ait parametrelerin populasyonlara gére degistigi gozlenmistir.
incelenen 12 adet lokusun allel sayilari populasyonlar ayri ayri ele alindiginda 3 ile 17 arasinda degismektedir. Akvatek igin en

polimorfik lokus DLA0064 (He=0.9697, Hs=0.8479), Egemar igin DLA0070 (Hs=0.8333, Hg=0.8433) olarak belirlenmistir. Tiim

sonuglara gére mikrosatelit polimorfizminin populasyonlara gére degistigi soylenebilir.
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Girig

Levrek (Dicentrarchus labrax) Akdeniz ve Avrupa’nin Atlantik
kiyllarinda dogal olarak yayiim gosteren ve bu bélgelerde
yetistiriciligi en yaygin yapilan bir tirdir. Tirkiye'de de
alabaliktan sonra Kkiiltlirde ikinci sirada gelmektedir. Bu
baglamda bu tlrin genetik yonetimi ve seleksiyon yoluyla
Uretiminin daha verimli bir hale getirimesi sektére dnemli
katkilar saglayacaktir. Bu amaca yonelik olarak oncelikle
eldeki populasyonlarin genetik ézellikleri hakkinda fikir sahibi
olunmasi énemli bir konudur.

Populasyon genetigi agisindan bakildiinda levreklerde
populasyon farklilasmasi tim deniz baliklari iginde en ¢ok
calisiimis olandir (Haffray ve dig. 2007). Akdeniziin gesitli
bélgelerinden ve Atlantik kiyllarindan 6rnekler alinarak birgok
levrek populasyonu genetik agidan incelenmistir. Bu calismalarda
allozim, mitokondrial DNA ve mRNA ile nikleus DNA's|
Uzerinde bulunan mikrosatelit lokuslari en cok kullanilan
belirteclerden olmustur (Allegrucci ve dig. 1997, Caccone ve
dig. 1997, Sarropoulou ve dig. 2009, Chistiakov ve dig. 2005).

Mikrosatelitler; genom icinde 100 defaya kadar tekrari
bulunan tiire 6zgl lokuslardir. Yiksek derecede polimorfik
olmalar sayesinde aileler ve hatta bireyler arasindaki farkliliklarin
dahi gézlenmesine olanak saglamaktadirlar (Magoulas, 2003,
Karahan, 2004, Xiao-Gu ve dig. 2006). Avrupa levregine ait
genetik baglanti haritasi 174 mikrosatelit belirteciyle (marker)
olusturulmustur (Chistiakov ve dig. 2005). Bu giin dinyada
baliklar {izerinde seleksiyon yoluyla yapilan islah calismalarinda
mikrosatelitler en dnemli belirteclerdir. Akraball yetistiriciligin

izlenmesi, ana baba analizleri ve kantitatif karakter lokuslarinin
tahmini, stoklarin genetik olarak tanimlanmasi, dogal ile
yetistiricilik stoklarinin karsilagtiriimas, ¢iftliklerden dogaya
kagisin dogal populasyonlarin genetik yapisi lzerine etkileri
bu belirtegler sayesinde ortaya konmaktadir (Magoulas, 2003).

Bir isletmedeki ana¢ populasyonunun genetik yapisinin
bilinmesi, o isletmede uygulanacak herhangi bir selektif 1slah
calismasi igin gerekli bir konudur. Yapilan pek ¢ok calismada
en basta salmon olmak (izere, alabalik, halibut, morina, levrek
ve gipura gibi yaygin olarak dretimi yapilan balik tirleri igin
molekuler belirtegler yardimiyla 1slah programlari olusturulmus
ve sektorel diizeyde devam ettirilmistir (Garcia de Leon ve dig.
1988, Norris ve di§. 2000, Innocentiis ve di§. 2005 Xiao-Gu ve
dig. 2006).

Bu galismada iki ayri kulugkahanenin dogadan elde ettigi
levrek anaglari 12 adet mikrosatelit belirteci yardimiyla
incelenmistir. Burada elde edilen sonuglar seleksiyon yoluyla
yapillacak 1slah galismalarinda  kullanilabilecek  yararli
kaynaklar olacaktir. Ayni zamanda ekonomik degeri ylksek
olan 6zelliklerin degerlendiriimesi bu sayede kolaylasacaktir.
Cografik olarak farkli iki bdlgeye ait genetik farklilasmanin
incelenmesi de daha sonraki seleksiyon yoluyla islah galismalarinin
planlanmasinda yardimci olacaktir.

Materyal ve Yontem

Galismada kullanilan levrekler (Dicentrarchus labrax) EgeMar
ve Akvatek su Urtinleri isletmelerinin dogal anag populasyonlarindan
elde edilmistir. EgeMar’in sahip oldugu 81, Akvatek'in ise 149
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adet anaci analiz edilerek, polimorfik yapilari ortaya konmustur.
Baliklar anaztezik madde (2 phenoxyethanol) kullanilarak
bayiltiimig ve kuyruk kismindan kan alinarak 2 ml'lik EDTA’ll
tiplerde DNA izolasyonu yapilmak (izere saklanmistir.

Kandan genomik DNA izolasyonu Fenol-Kloroform
kullanilarak yapilmistir (Lopera-Barrero ve di§. 2008). Bu
yonteme gore 100 pl kana 300 ul TNE solusyonu, 100 pl
%20'lik SDS ve 50 pl proteinaz-k (10 mg/ml) eklendi, biitiin
gece boyunca 50°C’de bekletilmis, ertesi giin ilk olarak bunun
uzerine 445 pl fenol eklenerek 10dk hafif sallanmistir. Daha
sonra 3000 rpm'de 10 dk santriftij edilerek Ust kismi
ayrilmigtir. 445 pl fenol-kloroform eklenmis ve tekrar 10 dk
hafif sallanmistir. Tekrar santrifiijiin ardindan Ust kisma 445 pl
kloroform:izoamilalkol eklenerek yine hafif sallanmistir.
Santrifijden sonra Ust kisma -20'de bekletilmis olan %99,6'lik
analitik etanol eklenmis, karistirilmis ve bu sekilde DNA gdzle
gérindr hale getirilmigtir. Elde edilen DNA peleti etanolden
uzaklastirilarak kurutulmus, TE bufferda ¢6ziilmis ve +4°C'de
ve saklanmistir.

Elde edilen DNA'lardan 12 adet mikrosatelit lokusu PCR
yontemiyle yikseltgenerek ¢ogaltiimistir (Tablo 1). PCR
urtinlerinin DNA dizi analizi ABI 3100 cihazi yardimiyla
gerceklestirilmistir. Her lokusa ait allel sayi ve blytklikleri jel
imaji  Uzerinden STRand v.2.4.19 programi kullanilarak
belirlenmigtir.

Her 6rnede ve her lokusa ait alleller belirlendikten sonra
uygun yazilimlar ile istatistiksel degerlendirmeler yapilmigtir.
Bu analizler igin GENETIX ve POPULATIONS programlari
kullaniimigtir (Belkir ve dig. 1996, Langella, 1999). Allel
frekanslari ve genetik cesitlilik GENETIX 4.0 yazilimi
kullanilarak hesaplanmistir  (Nei, 1978). Fis (Wier ve
Cockerham, 1984) ve genetik uzakliklar POPULATIONS
yazilimi ile hesaplanmigtir (Nei ve dig. 1983).

Tablo 1. Calismada kullanilan mikrosatelit lokuslari.

Bulgular

Calismada ele alinan iki isletme anag populasyonunun genetik
durumlarini ortaya koymak amaciyla levrek baliklarina ait 12
adet mikrosatelit lokusu incelenmistir (Chistiakov ve dig.
2005). Analiz  sonuglarina  gbre  populasyonlardaki
heterozigotluk ve allel frekanslari ile populasyonlar arasindaki
genetik uzakliklar belirlenerek her iki kulugkahaneye ait
genetik gesitlilik ortaya konmustur.

Her lokusa ait allel sayilari iki populasyon igin de
belirlenmis ve Sekil 1'de sunulmustur. Allel sayilar 3 ile 17
arasinda degismistir. Bu sonuglara gére DLAO078 (Akvatek:
16, Egemar: 17), DLA0066 (Akvatek: 15, Egemar: 16),
DLAQO73 (Akvatek: 16, Egemar: 15) en fazla sayida allele
sahipken, DLA00686 (Akvatek: 5, Egemar: 3)'nin ise her iki
populasyonda da en az sayida alleli bulunan lokus oldugu
gozlenmigtir.

Allel sayilarinin  belirlenmesiyle her lokusa ait allel
frekanslari ile heterozigotluk seviyeleri hesaplanmistir.
Gozlenen ve beklenen heterozigotluklarla iki populasyona ait
genetik parametreler, her lokus icin Tablo 2'de verilmektedir.
Gozlenen heterozigotluklar karsilastirildiginda, iki isletmede
farkli lokuslarin polimorfik oldugu gdériimektedir. Buna gére
Akvatek icin en polimorfik lokus DLA0064 (Hs=0.9697) iken,
Egemar igin DLA0070 (Hs=0.8333) en polimorfik lokus olarak
belirlenmistir. Her iki populasyonda da en az polimorfik lokus
DLAQ089 (sirasiyla Hz=0.2180 ve 0.3623)'dur.

Her lokus igin hesaplanan Fis degerlerinin her iki
populasyonda oOnem sinirlar iginde oldugu gozlenmistir
(P<0.005).

iki populasyon arasindaki genetik uzaklik 0.0725 olarak
hesaplanmigtir.

Boyut
Lokus Tekrar araligi reverse 5-3' sekans forward 5'-3' sekans
DLA (CA)12(TA)
0060 3aa(CA)2 119131 TGTAGTAATAATGCGCTCTGCAA GAGAGTTCATCCTGTTCGCTC
DLA
0070 (AC)30 126-155  GCCATCTGGCTAGCTTCACT TCTGCTTGCATCTGTGGAAT
DLA
0089 (GT)15 127-135  GTCAAAACAGCCCACCTA ACGAGTAATGAGGACCCA
DLA
0066 (AG)22 135-161 GGCCATATGTGTCTTGCTT GTTGACCGGAGTCCTAGC
DLA
0061 (TG)14 153-167  CTCCCTGTCCATCTGTCCTC AAAGGCCAGTGAAACTCATGT
DLA
0073 (CT)36 157-181 AGTTCAGAGCGGCAACTGT CATGACTTCATGTGCTAATGTCC
DLA
0075 (CA)15 180-186  GGCAGAGATGGGAAATAGACA CACATACACAAGCTTAACCC
DLA
0086 (AC)26 191-205  ACCTGGTGATTGGCAATTCT GCTAGAGGATTCATGTCGCTT
DLA
0081 (CA)16 202-222  ATACCGAGCGACCATGTTG GACGAAGACTTCAGACGAGCTAT
DLA
0064 (GA)23 222-250  TTCTATGCTCCTGCGGTTTT GTCAGTCACATTCCTGGCTG
DLA
0078 (AG)29 223-243  CACAAGGAACCGAGACAAGA AAGACTGGACCTCTGGAGACC
DLA (CA)7cge
0068 acg(CA)3 247-266  GCATTAGCATTGATTGTCCTG CAACACCTGTTCCTCTGAACC
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Sekil 1. Iki populasyonda her lokusa ait allel miktarlari.

Tablo 2. iki ticari kulugkahaneye ait anaclarin 12 mikrosatelit lokusu agisindan genetik gesitliliginin 6zeti.

Lokuslar s b a He Hs Fis
DLA0064 14 217-249 221 0.9697 0.8479 -0.136
DLA0081 9 201-217 207 0.7748 0.7160 -0.078
DLA0066 15 125-159 137 0.8931 0.8303 -0.072
DLA0073 16 150-184 164 0.9104 0.8767 -0.035
« DLA0070 13 119-149 135 0.6579 0.7341 0.108
"'EJ DLA0061 8 154-172 158 0.6241 0.5749 -0.082
< DLA0075 6 180-190 184 0.8182 0.6459 -0.263
< DLA0060 4 122-126 122 0.3378 0.4109 0.181
DLA0078 16 216-254 230 0.7402 0.7638 0.035
DLA0068 5 244-276 246 0.6667 0.5323 -0.246
DLA0086 14 172-214 202 0.4956 0.7255 0.321
DLA0089 7 122-132 124 0.2180 0.2578 0.158
DLA0064 11 217-239 219 0.3636 0.7172 0.505
DLA0081 9 201-219 207 0.7424 0.7222 -0.020
DLA0066 16 123-157 137 0.6615 0.8754 0.252
DLA0073 15 152-180 162 0.6575 0.8741 0.254
o DLA0070 15 113-153 137 0.8333 0.8433 0.019
‘E‘ DLA0061 10 150-172 158 0.7342 0.7426 0.018
] DLA0075 8 178-192 184 0.7887 0.7285 -0.076
- DLA0060 4 116-126 124 0.5570 0.5240 -0.057
DLA0078 17 198-254 230 0.6269 0.8656 0.283
DLA0068 3 246-264 246 0.4419 0.4897 0.109
DLA0086 13 184-206 198 0.6667 0.8164 0.192
DLA0089 6 124-132 124 0.3623 0.3887 0.075

s=Her lokusa ait allel sayilari, b=allel blyuklik aralid (baz cifti), a=en yliksek frekansl allelin blyikligu, He=gdzlenen
heterozigotluk, He=beklenen heterozigotluk. (P<0.05), Fis (F istatistikleri).

Her iki populasyon da Fis degerlerine gbre Hardy-Weinberg
dengesi iginde bulunmaktadir.

Tartigma ve Sonug

Calismada baz biyiklikleri 119 ile 266 arasinda degisen,
oldukga polimorfik 12 adet levrek mikrosatelit lokusu belirteg
olarak kullanilmigtir. Bu gline kadar yapilan bir ok ¢alismada
Akdeniz'in gesitli bolgelerinde bulunan levrek populasyonlari
mikrosatelit DNA polimorfizmi agisindan incelenmistir. Bahri-
Sfar ve arkadaslarinin (2000) yapti§i genis bir galismada 19

bdlgeden drnekler alinmis, 6 mikrosatelit lokusu kullanilarak
bu populasyonlarin genetik yapisi arastirimistir. Diger bir
calismada Fransa ve ispanya kiyilarindan alinan érnekler yine
6 mikrosatelit belirteci yardimiyla incelenmistir (Garcia de
Leon ve dig. 1995). Yapilan calismada iki kuluckahanede
kullanilan fakat Ege Denizi’nin farkli bdlgelerinden toplanmig
olan ana¢ populasyonlarinin 12 mikrosatelit belirteci
tarafindan incelenmesi daha detayl sonuglar ortaya koyarak
bu konudaki literatiire 6nemli bir katki saglamaktadir.

Her lokusa ait alleller ve allel frekanslari incelendiginde
populasyonlar i¢inde mikrosatelit polimorfizminin lokusa bagli
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oldugu goérilmistir. Ele alinan populasyonlar igin bazi
lokuslarin allel sayilari 17'ye kadar ¢ikarken (DLAOQ78-
Egemar), allel sayilari 3 ile sinirli kalan lokuslar (DLAO0GS-
Egemar) da ortaya c¢ikmistir. Boylece her lokusun
karakteristigi acikca izlenebilmektedir.

iki populasyon ayni lokuslar agisindan incelendiginde,
allel sayllarinda ve buna bagl olarak allel frekansi ve
heterozigotiuklarda cesitli farkliliklar gdzlenmistir. Bu sonug
mikrosatelit polimorfizminin  populasyondan populasyona
degistigini acikga gdstermektedir. VYetistiricilik agisindan
genellikle etkin populasyon buylkliginin az olmasi ve
kontrolsiiz 1slah programlari kiltirt yapilan tirlerde genetik
dagilimin azalmasinda en etkili nedenlerdendir (Hansen ve
dig. 2001). Ayni zamanda, 1slah programlari uygulamak (izere
olusturulan stoklarin genetik gesitliliginin ne sekilde dagilim
gdsterdigini anlamak da oldukga énemlidir (Zhu ve dig. 2006).
Bu calismanin sonuglarina gbre daha sonra yapilmasi
planlanan 1slah ¢alismalarinda kullanilacak olan lokuslar ve
ayni zamanda anag olarak segilecek olan bireyler de daha net
bigcimde belirlenebilecektir.

Genel olarak her iki populasyonda tahmin edilen
heterozigotluk degerleri ayni tiirtin farkli bolgelerdeki dogal
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