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Abstract: Transgenic organisms and its application in aquaculture. The gene transfer technique, shortly, has permitted the
transfer of genes from one organism to another. This technique is of great importance to many aspects of biomedical science
including gene regulation, the immune system, cancer research, developmental biology. The production of transgenic animals is
one of a number new and developing technologies that will have a profound impact on the genetic improvement of livestock. In
aquaculture, the first microinjection method studies reported in 1985. Aim of this technology; elevated growth enhancement,
resistance to some known diseases, tolerance to low oxygen concentrations and tolerance to subzero temperatures.
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Ozet: Transgen teknolojisi kisaca, bir tiire ait genin ayni veya bagka bir tiire aktarimasina olanak saglanmasi seklinde ifade
edebiliriz. Glnlimizde bu teknoloji gen diizenlenmesi, bagisikiik sistemi, kanser arastirmalari ve gelisim biyolgjisini de igeren
biyomedikal alanlarda uygulanmaktadir. Ancak, hala tizerinde yogun galismalar yapilan teknolojilerden biri olan transgenik hayvan
uretiminde ciftlik hayvanlarinin genetik alt yapilarinin gelistirimesi hedeflenmektedir.

Sogukkanli canlilarda ilk kez 1985'li yillarda uygulanan transgen teknolojisinde temel hedef; sogugda, diisik oksijene, hastaliga karsi

baliklarda toleransin arttiriimasi ve hizli biyiime elde edilmesi seklindedir.

Anahtar Kelimeler: Biyoteknoloji, transgenik balik, akuakiiltiir, transgen teknolojisi.
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Girig

1950'li yillarin basinda DNA molekiliiniin tanimlanmasi, gen
teknolojisini  baglatan ilk adim olmustur. Organizmalarin
yapisal dzelliklerinin ve islevlerinin temelinde yeralan DNA’nin
tim canlilarda ayni veya birbirine gok yakin olmasi, tiir ici ve
tirler arasi gen aktarimini olasi hale getirmistir (Cirakoglu,
2005).

Gen teknolojisi, yaklagik 40 yil icerisinde basta tip ve
tarim olmak Uzere ormanciliktan ¢evre mihendisligine, ener;ji
sektorinden kozmetik endustrisine kadar yasamin hemen her
alaninda etkisini etkili bir sekilde gostermektedir (Cirakoglu,
2005). Ozellikle giftlik hayvanlarina DNA'nin aktarimi ve germ
hatti icerisine iletimi teknik avantaj saglamaktadir. Transgen
teknolojisi, ¢iftlik hayvanlarinin (retiminde 0zellikle kegi,
koyun, domuz, sigir igerisine gaprazlama diginda yeni genlerin
hizli bir sekilde aktarimini saglayan yeni bir metodtur.
Uygulama ve metadoloji ydniinden gok degisik bir teknoloji
olmasina karsin genetik seleksiyon veya ¢aprazlama ile elde
edilen sonuglardan ¢ok da farklilik gdstermemektedir.

Gen transfer teknolojisi ile hayvan veya bitki genomu
icerisine  herhangi  bir  yabanci  genin  aktarimi
saglanabilmektedir. Gen, genom igerisine entegre oldugunda,
anlatim yapti§inda, transgenik organizmalar promotdrlerin
uzunluguna, 6zelligine ve aktarilan genin yapisina bagl olarak
yeni genotipik ve fenotipik dzelliklere sahip olmaktadirlar. iste
bu temel olgudan yola cikarak akuakiiltirde de transgenik

balik Gretiminin oldukga yararli olacadi ve yeni nesillerin elde
edilmesinde geleneksel yetistiricilik tekniklerinden daha etkili
sonuclar  alinacagi  yapilan  calismalarla  ortaya
konulmaktadir.Bu baglamda, baliklarda ik transgenik
calismalar Zhu ve arkadaslari (1985) tarafindan, insan
biyime hormonu geni kullanilarak japon bali§i (Carassius
auratus) yumurtalarina aktarilarak yapiimistir  (Sarmasik,
2001). Ayrica, biyime hormonu geni kullanilarak gokkusag!
alabaligi (O. mykiss), medaka (Oryzias latipes), Atlantik
salmon (Salmo salar), koho salmon (O. kisutch), filapya
(Oreochromis niloticus), yayin (Ictalurus punctatus), turna
(Esox lucius), topminnow (Poeciliopsis lucida), sazan
(Cyprinus carpio) baliklarinda da transgenik galismalar
yapilmaktadir (Sarmasik, 2001) .

Transgenik hayvanlarin dretiminde kullanilan transgen
yapilarin iki temel 6zelligi vardir. Bunlar; fonksiyon kazandiran
veya fonksiyon kaybina neden olan transgen yapilaridir (Tablo
1). Fonksiyon kazandirici 6zellie sahip olan yapilarda amag;
bir hiicre veya doku tipinde daha énce varolmayan gen
ariniine yeni anlatim kazandiriimasidir (Chen ve ark., 1995,
Wheeler ve ark., 2003). Fonksiyon kaybina neden olan
transgen yapilarinda ise amag, bir hiicre veya doku tipinde
mevcut olan bir gen vyapisinin 6zelliginin - baskilanmasi
seklinde ifade edilebilmektedir (Wheeler ve ark., 2003).
Transgenik Hayvanlarin Kullanimi
Transgenik organizmalarin dretimi, biyolojik calismalarda bazi
teknik avantajlar saglamaktadir. Bu tir canlilar, gelisim
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biyolojisi ve gen diizenlenme mekanizmalarinin ¢alisimasi
icin yeni firsatlar sunmaktadir. Ayrica; onkogenik viriisler ve
kanser gelisiminde rol alan genlerin  hareketinin
anlasiimasinda; bagisiklik sisteminde hiicreler arasi etkilesim
mekanizmalarinin anlasiimasinda; insan genetik
hastaliklarinin  anlagiimasi igin model organizma olarak
kullanilabilmektedirler (Wheeler ve ark., 2003). Transgenik
teknolojinin egsiz bir kullanim alani da, ksenotransplantasyon
(Wheeler ve ark., 2003) ve diger biyomedikal kullanimlar igin
insan antijenleri veya proteinlerini iceren organ, doku veya
hiicrelerin Uretimidir (Bagis, 2002, Wheeler ve ark., 2003,
Morita ve ark.,2004).

Tablo 1. Fonksiyon kazandiran ve kaybettiren transgenler (Wheeler ve ark.,
2003).

Fonksiyon Kazandiran Transgenler | Fonksiyon Kaybettiren Transgenler

Yeni gen girisi (Knock-in) Mevcut genin ¢ikisi (Knock-out)

Yeni anlatim Eski anlatimin kaybi

Anlatimin arttiriimasi Anlatimin arttirilmasi

Antisense (ters, zit) RNA Antisense (ters, zit) RNA

insersiyonal mutasyonlar insersiyonal mutasyonlar

Transgenik Organizmalarin Uretimi Sonucu Olugabilecek
Olumsuzluklar:

(1) Genlerin dizenli olmayan anlatimi sonucunda gen
driinlerinin Uretiminde artis veya azalis.

(2) Kopya sayinin asir derecede artmasi sonucunda
urdinlerin anlatiminda da artis.

(3) Yan etkileri olasidir. Ornegin,biiyiime hormonu
verilmis  transgenik domuzda eklem iltihabi, iskelet
biyumesinde degisim, kardiyomegali, dermatitis, gastrik
Ulserler ve renal hastaliklarin gérilmesi.

(4) insertional mutasyonlar sonucunda bazi biyolojik
stireclerin degisime ugramasi.

(5) Gen aktarilan transgenik balikta gorilen mozaik
yap! sonucunda yavrularin

sadece bir kisminda transgen iletiminin gézlemlenmesi.

(6) “Y” kromozomuna transgenin iletimi ile sadece erkek
bireyin transgen yapiy! tasimasi (Wheeler ve ark., 2003).

Transgen Teknolojisinin Akuakiiltirdeki Onemi ve Bu
Konudaki Galismalar

Dlnya balik stoklarindaki azalmaya karsin artan nifusa
paralel olarak su drinleri tliketiminin giderek artmasi, su
urdinleri yetistiriciligini daha da énemli hale getirmektedir.
Genel olarak akuakiltirdeki basari, iyi bir genetik altyapi,
hastaliklarin tespiti ve etkili bir sekilde engellenmesi, lireme
déngusinin kontrolli, blylime ve gelisme igin gevresel,
fizyolojik ve beslenme kosullarinin  optimum  seviyeye
getirilmesi ile ilgilidir. Bu gabalar daha gok seleksiyon, triploidi
calismalari, hormon enjeksiyonlari gibi yontemlerle yapilmakta
ise de, gen transferi ydnteminin, su Urinleri yetistiriciliginde
verimliligi artirmada kullanilabilecek etkili 1slah ydntemleri
arasinda oldugu yapilan galismalarla ortaya konulmaktadir.
Gunimizde bu ileri teknolojiyi su Urlnleri sektdriinde
uygulayan ulkeler, baliklarda gen aktarimi yaparak daha hizli

biyiyen, hastaliklara dayanikli, iremesi kontrol edilebilen ve
cevre kosullarina daha iyi adapte olabilen baliklar
uretebilmektedir (Sarmasik, 2003).

Transgenik caligmalarda suda yasayan hayvanlara
yonelmedeki nedenler su sekilde dzetlenehilir.

1. Gok sayida yumurta vermeleri ve yumurtalarin kolaylikla
maniplle edilebilmesi  nedeniyle ciftik hayvanlarinin
yumurtalarindan daha kolay bir sekilde DNA aktarimina
olanak saglamakta.

2. Akuakdltiir en hizli blyliyen gida sektorlerinden biridir.
1984 yilindan beri her yil yaklasik %10 oraninda bir artis
gOstermektedir (Levy ve ark., 2000).

Transgenik baligin dretiminde temel prosedir ana bagliklarla
su sekilde dzetlenebilir.

Transgenik DNA nin yapisi ve dizayni

Balik germ hicrelerinin igerisine transgenin transferi
Transgenik baligin takibi

Transgen anlatimi ve fenotipinin belirlenmesi

Kalitim calismalari

Transgenik stabil hatlarinin segimi'dir (Levy ve ark.
2000).

Transgen, son ug dizisi (polyA kuyrugu), istenen 6zelligi
sifreleyen yapisal gen ile heryerde anlatim yapan bir
promotorin birlikte ifadesidir. Transgenik baligin Uretiminde
temel problemlerden biri de geni aktif hale getiren
promotdr/enhancer'n  secimidir.  Bu  konuda  yapilan
calismalarda ilk olarak Rous Sarcoma Virus, SV40 ve fare
metallothionein-1 promotérleri kullanilmigtir. Daha sonraki
yillarda ise balik kdkenli promotorler, anti-freeze protein (AFP)
ve sazan beta aktin gen yapilar, kullanidiginda memeli
kokenli promotdrlerden daha etkili anlatim yaptigi yapilan
calismalarla ortaya konulmustur (Levy ve ark. 2000).
Biiyiimenin hizlandiriimasi
Biyumenin hizlandiriimasi ile ilgili ilk calismalar Palmiter
(1982), tarafindan farelerde ylritilmistir (Badis ve
Pabugguoglu., 1997). Basari ile sonuglanan bu galisma, daha
sonralari diger hayvanlarda da tekrarlanmistir. Bu gelismeden
iki, G¢ yil sonra rekombinant insan biyime hormonu geni
(hGH) déllenmis japon baligi yumurtalarina bagarili bir sekilde
aktarimlari yapilarak hizli blylime gdsteren transgenik baliklar
elde edilmistir. Daha sonraki yillarda, sazan baligina “yalniz
balik kdkenli” ekspresyon vektorleri ile rekombinant biylime
hormonunun dizayni ve aktarimi saglanmistir. Yani; insan
biyime hormonu gen yapisi yerine balik kdkenli biyime
hormonu geni kullanildiyinda daha etkili bir biyime
goézlemlenmistir. Daha sonraki ¢alismalarda “yalniz balik
kokenli” ekspresyon vektorleri ile GH geni taslyan transgenik
sazanin modern akuakiltir icin bagarili bir 6rnek oldugu
kanitlanmigtir.

Salmonid baliklar kullanilarak yapilan calismalarda da
etkili sonuglarin  alindigi  yapilan calismalarla ortaya
konulmustur (Hackett ve Alvarez, 2000; Yoshizaki, 2001). Bu
calismalarda gen¢ salmonlarda blyime orani ortalama 3-5
kat artig gosterirken, bu oran, ilk bir ka¢ aylik stregte kontrol
gruplarina gore 10-30 kati kadar artis oldugu sonucunu ortaya
koymustur (Hackett ve Alvarez, 2000).

I
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Ureme aktivitesinin kontrolii

Gen transferi calismalarinda transgenik bireylerin  dogal
yasam ortamina karisma riskine karsi bu bireyler birarada
tutulmakta ve bu bireylerin dogaya karigmasi riskine karsi da
kisir olmalari saglanmaktadir. Bilindigi (zere geleneksel
metotlarla elde edilebilen kisir bireylerin yanisira transgenik

bireylerin ~ kisir  hale  getirilmelerinde  gelistirilmis
promotérlerden  yararlanimaktadir.  Bu  promotorler
gonadotropin  hormonunun etkisini baski altina alarak

bireylerin kisir olmalarini saglamaktadir. Boylece kisirlagtirma
calismalari ile transgenik canlilarin dogal ortamdaki normal
bireylerle birlikte Uremeleri engellenmektedir (Maclean ve
Laight, 2000).

Soguga karsi toleransin arttiriimasi

Soguk sular birgok balik tiirii igin stres olusturan bir faktordr.
Ancak bilinen birkag tir 0 °C ve 1°C su sicakliginda
yasamlarini surdlrebilmektedir. Bu baglamda gen transferi
galismalari ile baliklarin  optimum sartlarin  altindaki
sicakliklarda bile hizli biyime gostermesi (Hackett ve
Alvarez, 2000; Yoshizaki, 2001) ve yem aliminin saglanmasi
yoniinde galismalar yapilmaktadir (Hackett ve Alvarez, 2000).
Hastaliklara karg! toleransin arttirlmasinda

Transgenik balik uyulamalarinin kullanildi§i alanlardan biri de
hastaliga karsl toleransin arttirimasi caligmalaridir. Bu
konuda bakteriyel hastaliklara karsi direncin arttiriimasi ve
spesifik viral patojenlere karsi toleransin arttiriimasi igin
calismalar yapiimaktadir (Maclean ve Laight, 2000). Bu
bajlamda, DNA agisi olarak gokkusadr alabaligi
yumurtalarina  infeksiydz hematopoietik nekroz  virisi
sifreleyen dizi aktarimi (Anderson ve ark., 1996) calismalari
basari ile yiritiimstir. Ayni ¢alismalar kapsaminda insan
laktoferrin geninin (hLF) ot sazani hemoraji virlisiine (GCHV)
kargl toleransinin arttinimasi icin ot sazaninda yuratilen
denemeler devam etmektedir (Zhong ve ark, 2002).

Akuakiltir alaninda yapilan bu galismalar icerisinde en
etkili sonuglar, biylimenin hizlandirimasi yoniinde yapilan
calismalarla elde edilmistir. Bu nedenle diger calismalar,
ozellikle hastaliklara toleransin  arttirimasi  ¢alismalari,
Uzerinde halen etkili sonuglar alabilmek igin arastirmalar
devam etmektedir.

Gen Aktariminda Kullanilan Teknikler

Transgenik birey elde edilmesinde cok cesitli metodlar
gelistiriimistir. Bunlar kisaca, mikroenjeksiyon,
elektroporasyon, gen tabancasi ve sperm elektroporasyon
metodlaridir (Powers ve ark., 1992).

Mikroenjeksiyon

Koyun ve fare gibi ylksek vertebratallarda en etkili gen
transferi metodlarindan biri de mikroenjeksiyon yontemidir
(Sarmasik, 2003). Bu teknikte transgen, déllenmis yumurtanin
blastodiskine dogrudan enjekte edilmektedir (Yoshizaki, 2001,
Sarmasik, 2003) .

Baliklarda kullanilan gen transferi yontemleri, bitkilerde
ve farelerde kullanilan yontemlerin baliga adaptasyonu
oldugundan, baliklarda déllenmis yumurtaya yabanci DNA
aktariminda ilk uygulanan teknigin mikroenjeksiyon yontemi
oldugu sdylenebilir (Chen, 1995). Bu teknik yukarida sozii

edilen diger tekniklerle kiyaslandiginda, transgenik balik
uretiminde en cok tercih edilen bir yontem oldugu séylenebilir
(Hew CL ve ark. 1995). Yontem, ilk olarak dollenmis
gokkusagr alabalidi (Oncorhynchus mykiss) ve kirmizi japon
bali§i (Carassius auratus) yumurtalarinda uygulanmistir
(Yoshizaki, 2001). Daha sonraki yillarda medaka (Oryzias
latipes), zebra bali§ (Danio rerio) ve diger birgok tiirde bagari
ile tekrarlanmistir (Chen, 1995).

Sekil 1. Déllenmis Yumurtaya Mikroenjeksiyon Yontemi ile Gen Aktarimi

Elektroporasyon

Elektroporasyon, maya, bakteri, bitki ve hayvan hiicrelerine
yabanci DNA’ nin transferinde kullanilan ve basarili oldugu
bildirilen bir metoddur (Chen, 1995). Bu  metod, 1990
yilindan itibaren balik embriyolari igerisine yabanci genin
aktarilmasi i¢in de kullanilmaktadir. S6zu edilen bu yéntemde
hiicre membranin  gegirgen 06zelliinden yararlanilarak
ddllenmis yumurtaya elektrik akimi verilerek DNA’ nin aktarimi
saglanmaktadir (Levy ve ark., 2000). Bu metodla canli
embriyolarin %20 veya daha ylksek bir oraninda DNA iletimi
saglandi bildirilmektedir (Chen, 1995).

Elektroporasyon yontemi daha gok sayida yumurtaya
DNA iletimi saglayabildiginden mikroenjeksiyondan farkli
olarak yumurta blyGkligu sinirlandiriimadan ve el becerisine
gerek duyulmaksizin kullanilabilen etkili bir yéntem oldugu
sOylenebilir (Chen, 1995).

Spermatozoa hiicreleriyle gen transferi

Spermatozoa aracilijiyla gen transferi, yontemin dogalligi
nedeniyle en olumlu gen ftransfer tekniklerinden biridir
denilebilir. Bu teknik ilk olarak farelerde uygulanmistir.
Hareketli olan spermatozoa hiicresi DNA'yi baglayabilme ve
yumurta icerisine taglyabilme ézelligine sahiptir. Ancak, treme
alani disinda bu hcrelerin varligini strdirebilme stresinin
cok kisith olmasi, spermatozoa hiicreleri ile gen transfer
uygulamasini tartisma konusu yapmaktadir. Diger taraftan,
balik spermatozoa hiicreleri az bir kayipla glinlerce seminal
plazmada depolanabilmekte ve bu ylizden bu teknik
sogukkanli  bir canli olan baliklarda ¢ok Umit verici
gortiimektedir (Sarmasik, 2003).
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Elektroporasyon
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Rekombinant gen yapisi

1

Yumurtlama

% Elektrik akimi [ereSe?
Elektroporasyon
Sekil 2. Elektroporasyon Metodu ile Gen Aktarimi
Lipofeksiyon
Lipofeksiyon, liposomlar araciligi ile yapilan gen transferi
yontemidir.  GlnlimUlzde liposomlar, memeli hiicre

kiltirlerinde gen daditim sistemleri olarak basariyla
kullaniimaktadir. Buglne kadar baliga gen aktariminda
lipofeksiyon metodu kullaniimamasina karsin, bu teknigin
balija adaptasyonunun miimkin olabilecegi dustnulmektedir
(Sarmasik, 2003).

Retroviral enfeksiyon

Retroviruslar, konak genomu igerisinde genetik materyalin tek
kopyasinin ilavesi ve etkili bir sekilde entegrasyonu nedeniyle
ideal bir gen aktarim aracidir. Yiksek vertebrali canlilarda ve
baliklarda gen aktarimi icin  basariyla  kullanildigi
bildirilmektedir. Ancak, ilgili transgeni igeren retroviral
partiklllerin hazirlanmasi ¢ok fazla laboratuvar calismasi,
maliyet ve teknoloji gerektiren bir yontemdir. Bu ylzden bu
metodun kullanimi sinirlidir. Yine de bu teknik kabuklu su
canlilarindan tatlisu istakozu (Astacus leptodactylus) ve canli
yavru veren balik tirlerindeki gen transferini olanakii kilacag!
bildirilmektedir (Sarmasik,, 2003).

Sonug

Klasik genetik calismalari, rekombinant DNA teknolojisinin
kesfine kadar organizmalarin genetik Ozellikleri hakkinda

onemli  bilgiler saglamigtir.  Ancak, rekombinant DNA
teknolojisinin ~ kesfiyle  spesifik  genetik  dzelliklerden
yararlanilmasinda hiz kazanilmigtir. Bu teknolojinin suda
yasayan canlilarda kullanimi ile, vyararli rekombinant
proteinlerin  {retimi  ve akuakdltirde ¢evre kosullarina
toleransli bireylerin elde edilmesi mimkin olabilmektedir.
Ancak s6zl edilen teknolojinin etkili olabilmesi, mevcut bazi
teknik problemlerin en aza indirimesine veya tamamen
ortadan kaldiriimasina baglidir.
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