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Abstract

Molecular Genetic Markers for Fish Diseases and Their Usage

Molecular techniques developed in recent years relatively faster and more sensitive than traditional methods that are used to
research fish pathogens. Regard to detection and spread of fish pathogens can be obteined quick and reliable information thanks
to techniques such as polymerase chain reaction (PCR), restriction fragment length polymorphism (RFLP), Pulse—field gel
electroforesis (PFGE), and multiplex PCR. Thus can be prevented outbreak diseases, reduced so that creation of antibiotic
resistant bacteria and cost of treatment in aquaculture. In this paper, common molecular techniques are reviewed for detection
and epidemiology of fish pathogens and their application are described.

Keywords: Aquaculture, fish pathogens, molecular methods.

Ozet

Balik patojenleri ile yapilan arastirmalarda, son yillarda gelistirilen molekiiler teknikler, geleneksel metotlara goére nispeten
daha duyarli, giivenilir ve hizlidirlar. Polimerize zincir reaksiyonu (PZR), restriksiyon par¢a uzunlugu polimorfizmi (RFLP),
itilmis alan jel elektroforesizi (PFGE) ve ¢oklu PZR (multiplex PCR) gibi teknikler sayesinde, balik patojenlerinin tespiti ve
yayilimi hakkinda hizli ve giivenilir bilgi alinabilmektedir. Boylelikle akuakiiltiirdeki salgin hastaliklarin 6niine gegerek, hem
antibiyotik direncgli bakteri gelisimi engellenmekte hem de tedavi harcamalar1 azaltilabilmektedir. Bu derlemede, balik
patojenlerinin tespitinde ve epidemiyolojik arasgtirmalarinda yaygin olarak kullanilan molekiiler teknikler irdelenmis ve
kullanim alanlarindan s6z edilmistir

Anahtar Kelimeler: Akuakiiltiir, balik patojenleri ve molekiiler metotlar.

Giris

Ideal bir ¢cevrede herhangi bir klinik belirti
gostermeyen canlilar iizerlerinde tasidiklari
patojenler ile popiilasyonda ciddi hastalik riski
olustururlar. Yogun {iretim ve ¢evresel sartlarin
aniden bozulmasi gibi stres yaratacak
durumlarda hastaliklar ortaya c¢ikabilir. Bu
nedenle tasiyici canlilardan hastalik etkenlerinin
tespiti hastaliklarin kontrol edilmesi agisindan
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olduk¢a Onemlidir (Plumb, 1999). Genis bir
balik popiilasyonunda normal goriinen tasiyici
baliklardan patojen tespiti oldukca zor, yliksek
maliyetli ve spesifik sistem gerektirir(Altinok ve
Kurt, 2003).

Geleneksel olarak bakteriyel balik
patojenlerin tespiti; etkenin agar {izerinde
iiretilmesini takiben fenotipik ve serolojik 6zel—



Tire vd. / Yunus Ars. Biil. 2012 (3): 8-17 9

liklerinin belirlenmesi seklinde gergeklestirilir
(Bernardet vd., 1990). Fakat yapilan ¢alismalar
ayni genus igerisinde olan bazi bakteriyel
patojenlerin bu klasik testler sonucu farklilik
gostermediklerini ortaya koymustur (Eldar vd.,
1996). Ayrica bu klasik metotlar, yeterince hassas
olmamalari, etkenin Once izole edilmis olma
gerekliligi ve diisiik diizeyde patojenle sonug
verememesi gibi dezavantajlara sahiptirler
(Altinok ve Kurt, 2003).

Son yirmi yili askin siirede balik
patojenlerinin tespiti lizerine molekiiler
biyolojinin kullanimi oldukg¢a yaygilasmaistir.
Molekiiler biyoloji alaninda balik patojenlerinin
rutin tespiti ve kontrolii, bakteriyel ve viral
etkenlerin epidemiyolojilerinin arastirilmasi rutin
calismalar haline gelmistir. Bu sayede bir¢ok
etkenin sadece tespiti degil ayni zamanda
yayilimi ve korunma oOnlemleri konusunda
onemli ilerlemeler kaydedilmistir (Vela vd.,
2000; Cagirgan, 2004; Tiire vd., 2012).

Ozellikle etkenlerin epidemiyolojisi
alaninda son yillarda molekiiler tiplendirme
konusunda devrim niteliginde gelismeler
gerceklesmistir. Antimikrobiyal duyarlilik
testleri, serotiplendirme ve geleneksel
biyokimyasal testlerin sonuglarmma gore ayni
goriinen izolatlar molekiiler epidemiyoloji
teknikleri sayesinde farkli olduklar1 ortaya
konulmustur. Yeni teknikler gelistirilirken bir
yandan da eski teknikler modifiye edilerek daha
az zaman ve caba ile yliksek kalitede sonuglar
elde edilmistir. (Mc Ellistrem vd., 2000).

Molekiiler teknikler patojenlerin erkenden
tespit edilmesinde geleneksel teshis tekniklerine
gore daha hizli ve duyarhdirlar. Asemptomatik
baliklardan patojenlerin erken tespiti hastalik
salginlarinin O6nlenmesine ve antibiyotik
kullaniminin azaltilmasina yardimci olur.
Boylece antibiyotik direngli bakterilerin
olusturacagi ¢evre zararinin dniine gecilmis olur.
Hatta, niikleik asitlerin tespiti sayesinde kiiltiir
edilemeyen ya da 6lii mikroorganizmalarin tespiti

gergeklestirilebilmistir (Altinok ve Kurt, 2003).

Gelisen molekiiler teknikler bakteriyel,
viral ve paraziter balik hastaliklariin erken
teshisinde Onemli avantajlar saglarlar. Genel
olarak, genetik materyalin (DNA ya da RNA)
ilgili 6rnekten ekstrakt (elde) edilmesi ile islem
baslatilir. Sonrasinda, ¢ogunlukla DNA spesifik
primerler kullanilarak PZR islemi yardim ile
amplifiye edilir. Balik {iretimindeki degisik
problemleri ¢o6zmek iizere Polimerize Zincir
Reaksiyonu (PZR), Enterobacterial Repatitive
Intragenic Consensus Element (ERIC-PZR),
Restriksiyon Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi
(PZRRFLP), Cogaltilmis Parca Uzunluk
Polimorfizmi (AFLP), Rastgele Cogaltilmis
Polimorfik DNA (RAPD), Multipleks (Coklu)
PZR, gibi PZR bazli molekiiler araclar
kullanilmaktadir (Prichard, 1997). PZR tabanl
olmayan uygulamalar olarak ise Restriksiyon
Parca Uzunlugu Polimorfizmi (RFLP) Pulsed—
Field Jel Elektroforesiz (PFGE), In Siiti
Hibridizasyon gibi teknikleri sayabiliriz (Yagct,
2006).

Bu derlemenin amaci; balik {iretiminde
siklikla kullanilan molekiiler tekniklerin bir
degerlendirmesini yapmak ve bu tekniklerin nasil
kullanildig1, avantaj ve dezavantajlar1 hakkinda
giincel bilgi sunmaktir.

Pulsed-Field Gel Elektroforesiz (PFGE)
Metodu

Pulsed-field gel elektroforesiz ilk kez
Schwartz ve Cantor tarafindan tanimlanmigtir
(Schwartz vd., 1994). Bu metot, genomik
DNA'nin kesici restriksiyon endoniikleaz enzim—
leri kullanarak PFGE tarafindan fragmentlerin
ayrilmas1 ve bant Orneklerinin karsilastirilip
yorumlanmasi esasina dayanir. Geleneksel jel
elektroforesiz 50 kilobaz ¢ift (kb) kadar olan
DNA fragmentlerini ayristirabilirken, PFGE
10 megabaz c¢ifti (Mb) asan biyiikliikteki
bakteri, maya, viriis ve memelilerde dahil birgok
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bir¢ok tiire ait kromozomal DNA'y1 ayrigtirma
kabiliyetine sahiptir (Schwartz ve Cantor, 1984;
Gardiner, 1991).

PFGE enfeksiyon etkeni suslarin karsilas—
tirilmalarinda kullanilan bir metot olup bakteri
suslarinin tanimlanmasinda nadiren kullanilir.
Son yillarda izolatlar arasi benzerlik ya da
farkliliklarin tespitinde mevcut en tartigmasiz
ayiricit metottur (Olive ve Bean, 1999). PFGE'nin
temel 6zelligi, jel iizerinde bir homojen elektrik
alaninin ¢oklu elektrot ve farkli voltajlar
kullanarak tiretilmesidir (Chu vd., 1986). Bakteri
yogunlugu ve yasi, DNA nin kalite ve
konsantrasyonu, agaroz konsantrasyonu, yikama
islemi, kesici enzimin miktar1 ve 6zelligi, bafirin
sertligi, voltaj, pulse zamani, ve sicaklik gibi bir
cok faktor PFGE deki goriintii kalitesini etkiler
(Anonim 1). PFGE'de; kat1 veya s1vi1 besi yerinde
uretilen bakteriler yogunluklar1 ayarlandiktan
sonra diisiik erime 1sili agaroza katilip kiiciik
kaliplar igerisine dokiilmektedir. Kaliplardan
bloklar halinde alinan bakteri hiicreleri, deterjan
ve enzim yardimiyla pargcalanarak DNA

izolasyonu yapilmaktadir. Bu asamada bakteri
tirline gore degismekle beraber lizozim,
proteinaz K ve mutonolizin gibi farkl litik
enzimler kullanilir. Liziz islemini takiben agaroz
bloklar1 yikanarak kontaminantlar uzaklagtirilir.
Agaroz icindeki genomik DNA, nispeten az
saylrda ve biiylikk parcalar olusturabilen bir
restriksiyon enzimi ile kesilir. Apal, Spel, Xba,
Smal gibi restriksiyon endontikleazlar siklikla
tercih edilirler (Vela vd., 2000; Kawanishi vd.,
2005; Tiire vd., 2012). Daha sonra kesime
ugratilan DNA bloklar sertifikali PFGE agaroz
igerisine yerlestirilir ve belirli araliklarla yonii
degistirilen elektrik akimina tabi tutulur. Bu
elektrik akimi ortalama 1 ila 800 kilobazlik DNA
segmentlerinin ayirt edilmesini saglar. Elekro—
forez islemi bitince jel etidiyum bromiir ile
boyanarak her bir izolata ait bant profilleri
gorliniir hale gelir (Turabelidze vd., 2000). Bu
profiller, iyi gozlemlenerek, software yada bir
istatistik programi ile yorumlanabilir. Sekil 1'de
PFGE metodunun pratik adimlar1 sematize

edilmeye ¢aligilmistir.

Sekil 1. PFGE'nin pratik adimlar1 (Anonim, 1)
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Blastula evresinin sonuna dogru, gastrulas—
yonun baslamasindan once, blastodiskin tim
cevresinde, hizli hiicre artis1 ile kalinlagsma
olusmaktadir. Bu kalinlasmis blastodisk
cevresinin bir bdlimi, geri kalan cevre
boliimiinden daha fazla kalinlasmistir. Bundan
sonra gastrulasyon ger¢eklesmektedir (Sekil 1).

Genis kullanimi, yiiksek ayirt etme giicii ve
cok 1iyi epidemiyolojik uygulamalarindan dolay1
PFGE son 20 yildir bakteriyel patojenlerin alt
tiplemelerinde altin standart olarak kullanil—
maktadir. Ozellikle PFGE ayni tiire ait
bakterilerin tiplenmesinde PZR ve klasik
elektroforezde yapilan RFLP'ye gore daha yiiksek
ayirt edici giice sahiptir (Olive ve Bean, 1999).
PFGE teknigi kullanilarak akuakiiltiirde ciddi
ekonomik kayiplara yol agan birgok balik
patojeninin epidemiyolojisi arastirilmistir
(Turabelidze vd., 2000; Vela, 2000; Kawanishi
vd., 2005) Tirkiye'nin farkli bolgelerinden
alabaliklardan izole edilen Lactococcus garvieae
suslarinin PFGE metodu kullanilarak
epidemiyolojisi ¢alisilmis ve 6zellikle gokkusagi
alabaliklar1 i¢in ¢ok Onemli olan bu patojenin
genetik cesitliligi ve yayilimi belirlenmistir (Tiire
vd., 2012). Yine, Avustralya'da yapilan bir
calismada balik ve insanlar i¢in patojen olan
Streptococcus iniae suslart PFGE metodu
yardimiyla iligkilendirilmis ve bu zoonoz i¢in
koruyucu onerilerde bulunulmustur (Nawawi vd.,
2008).

2. Enterobacterial Repatitive Intragenic
Consensus Element (ERIC-PZR)

Tarih boyunca tiirlerin (6karyot, prokaryot)
genetik yakinlhiklarmin aragtirilmasi amaci ile
birgok metot denenmistir. Bunlardan PZR bazli
olanlar1 genis yayilim gostermistir. PZR
reaksiyonlar1 digerlerine oranla kolay, giiveni—
lirlikleri yiliksek ve nispeten ekonomiktir (Duan

vd.,2009).

Mikroorganizmalarin ayrimimin yapilma—
sinda PFGE son yillarda en giivenilir metot olarak
bilinmesine ragmen RFLP en sik kullanilan
metotlardan biridir. Her iki teknikte genis kalitede
DNA, fazla zaman ve ugras gerektirmektedir.
ERICPZR son yillarda elde edilen sonuglara
bakildiginda bircok molekiiler karakterizasyon
tekniginin yerini almistir. Bu metot ile daha az
zaman ve masrafla dogru sonuglara ulasila—
bilmektedir (Silveriavd., 2002).

ERICPZR dizi tekrarina dayali DNA
amplifikasyonudur. Tiim organizmalar genom-—
larinda tekrarlayan (repetitive) sekanslar
bulundurur. Okaryotik genomlarda DNA sekans
organizasyonu tek kopya sekanslardan olugmus
cok sayida tekrarin aralikli olarak dagilmasiyla
gerceklesir. Prokaryotik genomlarda ise c¢esitli
distik kopya sayili tekrar sekansi bulunur.
Baslangicta sadece Enterobacteriaceae ve
Vibrinoceae tiirlerinde olduklar1 diistiniilen ERIC
ve REP sekanslarinin bir¢cok tiirde oldugu
belirlenmistir. Bu sekanslara yonelik primerler
kullanilarak bakteri genomlarinin parmak izleri
ilk olarak 1991'de belirlenmistir (Versalovic vd.,
1991).

ERIC bir ornekteki niikleik asidin
amplifikasyonu yapilarak kisa zamanda ve
yiiksek giivenilirlikte gerceklesebilen genotip—
lendirmede kullanilan PCR bazli metottur. PCR
irtini DNA'nin agaroz jel elektroforezine tabi
tutulmasi ve sonra etidiyum bromiir ile boyanan
jelde olusan DNA bantlarin yeri ve sayist
kiyaslanarak elde edilen cesitliliktir. Bu metot
bakteriyel kromozomal ve ekstra kromozomal
DNA'min veya viral genomun (RNA ve DNA)
restriksiyon profillerinin belirlenmesinde kulla—
nilmaktadir. Dort temel adimda gergeklestirilir:
DNA nin izolasyonu (RNA viruslar i¢in 6nce
RNA izole edilip RT-PZR ile cDNA elde edilir),
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tek bir primer ile PZR yapilmasi, amplifiye olan
DNA nin jelde elektroforezi ve en son asama ise
jeldeki DNA'min goriintiillenmesidir (Yagct,
2006).

ERICPCR Enterobakterilerin genotip—
lendirilmesinde basariyla kullanilmistir. Son
yillarda bu metot Vibrio parahaemolyticus,
Campylobacter, Escherichia coli, Salmonella
enterica ve Aeromonas sp. gibi balik
patojenlerinin epidemiyolojik arastirmalarinda
kullanilmigtir (Yingwang vd., 2008).

Tiirkiye'de Gokkusagr Alabaliklari'ndan
izole edilen kirk adet Lactococcus garvieae
susunun fenotipik ve genetik ¢esitliligi ERIC—
PZR metodu kullanilarak belirlenmeye
calisilmigtir (Tire, 2011). Sekil 2'de gram(+) bir
bakteriden elde edilen ERIC-PZR modeli (profili)
goriinmektedir.
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Sekil 2. ERICPZR modeli. M: markir (100bp), 1-9:
bakteri suslari.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu DNA'nin
spesifik bir bolgesinin bir ¢ift primer ve 1siya
dayanikli Taq polimeraz (thermostable DNA
polymerase) enzimi yardimi ile laboratuar

kosullarinda en az bir milyon kez ¢ogaltilmasi ve
tiriiniin jel elekroforez araciligi ile tespit edilmesi
esasina dayanir. Cogaltilan bdlge 1503000 baz
¢ifti uzunlugundadir (McPhearson vd., 1991).
PZR bir baska deyisle in-vivo DNA replikas—
yonunun in-vitro gerceklestirilmesidir. Reak—
siyon i¢in denatiire edilmis DNA, oligoniik—
leotitler (primer), desoksiniikleotid trifosfat
(INTP) ve DNA polimeraz enzimi gibi
komponentler gereklidir. Ug basamakli siklusun
tekrar1 seklinde olur.
o [lk asamada DNA denatiire olur.
¢ Daha sonra oligoniikleotitlerin DNAin
belirli bir bolgesini taniyip o bolge ile
reaksiyona girerler.
e Polimeraz enzimi araciligiyla ile yeni DNA
zincirlerinin liretimi.

S6z konusu PCR basamaklar1 ortalama
olarak 25-35 kez tekrarlanmak suretiyle islem
tamamlanmis olur (Un vd., 2000). Sekil 3'de PZR
islemi sematize edilmistir.

Tersine PZR denen RTPZR; RNA
viruslart ile c¢alisildigi durumlarda, spesifik
mRNA'nin tespiti ve gen expresyon diizeylerinin
belirlenmesinde kullanilir (Koo ve Jaykus, 2000).
Hiicreden RNA'min kantititesinin tespitinde
duyarli bir tekniktir. Son yillarda real-time
PZR'nin yayginlagmasi ile beraber gen expresyon
diizeyindeki degisimlerin tespiti bu metotla
yapilmaya baslamis ve bir¢ok alanda klasik
PZR'nin yerini almistir (Altinok ve Kurt, 2003).

Okaryot ve prokaryotlarda rRNA gen
bolgeleri korunmus sekanslar igerir. Bu korunmus
bolgelerin amplifiye edilmesi ile canlida bulunan
hatta kiiltiir edilemeyen bakteri ve viruslarin
isimlendirimesi gergeklestirilir (Barry vd., 1990).
rRNA gen bolgelerinin ¢ogaltilmast ile
gerceklestirilen PZR metodu, bircok balik
patojeninin isimlendirilmesi ve epidemiyolojisi
alaninda ¢ok sik basvurulan temel metot halini
almistir.
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Sekil 3. PZR islemi (Anonim, 2)

Cogaltilmis Parca Uzunluk Polimorfizmi
(AFLP)

Hizli bir PZR tabanli teknik olan AFLP, hem
prokaryot hem de dkaryotlarin tiplendi-rilmesinde
kullanilabilir. RFLP ve RAPD gibi metotlarin
giiclii yanlarimi toplayan, daha kullanigli, multi—
lokuslu bir DNA parmak izi teknigidir. Ana hedef,
tiirler aras1 genetik varyasyonun belirlenmesidir.
Bu metot tiim genomun restriksiyon enzimi ile
parcalara ayrilmis DNA parcalarinin secici
cogaltilmasi esasina dayanir (Vos vd., 1995).
Markirlarin PZR'de ¢ogaltilip selekte edilmesi
yontemini kolay ve hizli yapar. Bu metot; tarim,
botanik, mikrobiyoloji ve hayvan arastirmalarinda
tiir ve alt tlirlerin isimlendirilmelerinde hizli, kolay
ve giivenilir bir aragtir (Valsangiacomo vd., 1995).

AFLP analizi i¢in kii¢lik bir miktar piirifiye
edilmis genomik DNA gereklidir. Teknik herhangi
bir organizmadan elde edilen DNA'nin 6nce bir
cift restriksiyon enzimi (6 baz EcoRI, 4 baz Msel)
ile kesimiyle baglar. Parcalarin birer uglari
yapiskan Ozelliktedir. Daha sonra 4 baz ve 6 baz

KALIP DNA

DENATURASYON

PRiIMER
BAGLANMASI

UZAMA

yapiskan uclarina baglanmak {izere tasarlanmis 2
adaptér (EcoRI ve Msel) iiretilen parcalara
baglanir. Bu ligasyon islemi PZR c¢ogaltimina
olanak saglar. Her iki restriksiyon enzimi 500 000
EcoRI-Msel parga iiretimi gerceklestirir. Primer—
lerdeki spesifik bazlarin sayist degistirilerek
¢ogaltilan parga sayist kontrol edilebilir. Bu
amagla PZR primerlerinin 3' ucuna rastgele bir
veya iki ekstra baz ilavesi yapilarak restriksiyon
parcalarinin alt dizilerinin selektif olarak
cogaltilmasi saglanir. Son olarak PZR iirtinleri jel
elektroforezde goriintiilenip yorumlanir (Ajmone—
Marsan vd., 1997). Bir adaptor ve bir enzim ilavesi
ile alternatif AFLP tipleri iretilmis ve jel
elektroforez ile analiz edilmistir (Gibson vd.,
1998).

(Congiu vd., 2002), mersin baliklarinin tiir
ici ayrimlarinda AFLP'den yararlanmiglardir. Bir
baska c¢alismada morfolojik olarak {i¢ farkli
renkteki kayabaliklar1 arasindaki genetik farklilik
bu teknikten yararlanilarak ¢alisilmistir (Kai vd.,
2002).
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Restriksiyon Parca Uzunlugu Polimorfizmi
(RFLP)

Organizmadan alman doku orneklerinin
toplam DNA'larinin izole edilip bu iiriiniin
niikleik asit siralanisini tanityan restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi ve olusan DNA
parcaciklarinin elektroforezde ayrildiktan sonra
yorumlanmasi esasina dayanir (Sekil 4). PZR
metoduna gore daha fazla 6rnegin kisa zamanda
analiz edildigi bir metottur (Altinok vd., 2003).
PZR bazli olup olmamasma gore iki sekilde
yapilir. Kromozomal DNA'nin direkt restriksiyon
enzimi ile kesimi ancak temiz ve fazla miktarda
DNA varliginda iyi sonug¢ verir. YOntemin
giivenilirligini artirmak amaciyla eklenen yeni
metotlarda zaman1 ve maliyeti arttirmaktadir. Bu
nedenle PZR bazli RFLP cogunlukla tercih
edilmektedir (Yagci, 2006). RE enzimi olarak,
EcoRI, HindIII, Hinfl siklikla tercih edilirler.

PZRRFLP molekiiler biyolojide en ¢ok
kullanilan metotlardan birisidir. DNA sekansina
gerek kalmadan populasyon ve tiirler arasindaki
bircok genetik ¢alisma gergeklestirilebilir.
Mevcut gen kaynaklarin tespiti, soyagaci
olusturmak sureti ile genetiksel acidan benzer—
liklerin hesaplanmasi, her yas ve boydaki ayirimi
yapilamayan su canlilarinin ayirimini yaparak
taksonomik agidan yasanan sikintilarin agilmasi,
mutasyon ve seleksiyon taramalar1 ve et
satisindaki sahteciliklerin Oniine gec¢ilmesi
bunlardan bazilaridir (Aksakal ve Erdogan,
2007).

RFLP metodu ayrica dkaryot ve prokaryot
hiicre genomik DNA analizinde, bakteriyel ve
viral suslardaki mutasyonlar1 tanimlamada,
epidemiyolojik ¢alismalarda, su liriinlerinde tiir
ve orijin tespitinde, genetik kaynaklarin kontrol
altinda tutulmasi ve korunmasi ve daha pek ¢ok
genetik hastaliklarin tanisinda kullanilmistir.
RFLP yontemi uygulamasi kolay fazla zaman
gerektirmeyen bir yontemdir. Dezavantaji ¢ok
sayidaki sik bantlarin se¢imi bazen miimkiin
olmayabilir. Bu nedenle enzim se¢imine dikkat

etmek gerekir (Yagci, 2006; Erogluvd.,2011).

DNA'nin izolasyonu

PZR (Spesifik bolgelerin cogaltilmasi)

Uriiniin RE ile kesimi

Elektroforez

Goruntuleme

Sekil 4. PZR-RFLP analizi

Ulkemizde, alabaliklarda PZR-RFLP
analizi ile tiir ve orijin belirlenmesi iizerine
yapilan bir arastirmada, iilkemiz gen kaynak—
larindan olan dogal alabaliga ait detayli bir doku
ve DNA bankasinin olusturulmasi ve farkl
metotlarla elde edilecek genetik wverileri de
kapsayan ulagsilabilir bir veri tabani olusturul—

masinin dnemi iizerinde durulmustur (Eroglu vd.,
2011).

Multipleks (Coklu) PZR

Bu metot daha az zaman ve diisiik maliyetle
bir ka¢ patojenin ayni anda tespitine olanak
saglayan bir tekniktir (Williams vd., 1999).
Klasik PZR'ye benzer ancak birden fazla PZR
amplifikasyonu, birden fazla primer ¢ifti
tarafindan ayni reaksiyon igerisinde birden fazla
hedefin sekansi seklinde gerceklesir. Teknik
isglici, maliyet ve efor bakimindan 6nemli
avantajlar saglar.

Ayni1 reaksiyon igerisinde birden fazla
hedefin amplifikasyonu saglanacagi icin;
primerlerin se¢imine dikkat edilmesi, baglanma
sicakliklarmin birbirine uygun olmasi, farkh
primer ¢iftlerinin bir arada ¢alismalari i¢in en uy—
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gun konsantrasyonlarinin belirlenmesi gibi
konulara 6nem gosterilmelidir (Chamberlain vd.,
1988; Altinok, 2011). infeksiydz balik hastaliklar
alaninda, bakteri, virus, mantar ve parazit gibi
hastalik etkenlerinin teshisine kisa siirede olanak
saglayan ¢ok kullaniglh metotlardan biridir
(Altinok ve Kurt, 2003).

Bes farkli balik patojeninin (Aeromonas
hydrophila, Aeromonas salmonicida,
Flavobacterium columnare, Renibacterium
salmoninarum ve Yersinia ruckeri) tespiti
amactyla dizayn edilen ¢oklu PZR isleminde
basarili goriintiiler elde edilmis ve bu metodun
baliklarda hastaliklara sebep olan farkl
bakterilerin es zamanli olarak tespitinde duyarlt
ve kullanigli bir metot oldugu ispatlanmistir
(Altmok vd., 2008).

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

RAPD ilk kez 1990'lii yillarda tarimsal bitki
varyetelerinin belirlenmesi amaci ile kullanil—
migtir. Nokta mutasyonlar1 ile ekleme veya
cikarmalarin (delasyon, insersiyon) neden oldugu
polimorfizmleri belirler. Bu metot balik
ciftliklerinde problemlere sebep olan farkli bazi
bakteri ve mantar izolatlarinin incelenmesinde ve
epidemiyolojik olarak incelemeler de kullanil—
mistir. Kisa oligoniikleotit primerlerin genom
iizerlerinde baglanti noktalariin farkliliklarina
ve birbirlerine olan uzakliklarma bagl olarak
tiirler aras1 genetik ¢esitlilik ortaya konur (Lilley
vd., 1997).

Basit, kolay ve hizli bir teknik olarak bilinir.
Kontaminasyon riskinden dolay1 uygun bir metot
olmamakla beraber spesifik primer yada
problarin gelistirilmesi ile beraber bakteriyel
caligmalarda ¢abuk sonug veren uygun bir teknik
haline gelmistir (Altinok ve Kurt, 2003). Bu
teknikte milkemmele yakin baglanma yerleri s6z
konusu oldugunda tek bir rastgele se¢ilmis kisa
primer ile DNA'nin c¢ogaltilmasina imkan
saglanir. Bunun i¢in; baglanma sicakliginin diisiik

olmasi, kisa primerin DNA'nin kars1 iplik¢igine
3'ucu birbirine kars1 gelecek sekilde baglanmasi
ve iki baglanma noktasinin yeterince yakin olmast
gibi kriterler gereklidir. Tim bunlarin sonucunda
DNA'nin rastgele segilen bolgelerinin PZR ile
cogaltilmas1 sonucu DNA'daki polimorf
alanlarinin belirlenmesi gerceklestirilir. Bu teknik
tiir ayrim1 ve taksonomi, filogenetik iliskiler,
hibridizasyon, genom haritalama ve stok ayrimi
gibi konularda kullanilabilir. Bir¢ok caligmada,
ticari olarak onemli balikk ve omurgasizlarin
genomik DNA segmentlerinin amplikasyonu
amaciyla, farklt baliklar arasindaki polimor—
fizmin belirlenmesinde ve farkli cografik alandan
izole edilen bazi 6nemli balik patojenlerinin
genetik olarak iliskilendirilmeleri amaciyla
kullanilmigtir (Ravelo vd., 2003; Okumus, 2006).

Japonya'da yapilan bir calismada, farkli
cografik alanlardan ve c¢ogunlugu Gokkusagi
Alabaliklari'ndan elde edilen 57 L. garvieae
susunun parmak izi tespiti amaciyla RAPD
teknigi kullanilmistir. Bu calismada farkl
alanlardan elde edilen izolatlar, benzerliklerine
gore basarili bir bi¢imde gruplandirilmis ve
teknigin balik patojenleri ile yapilan epidemi—
yolojik ¢alismalarda uygun bir ara¢ oldugu
ispatlanmistir (Ravelo vd., 2003).

Sonuc ve Oneriler

Son yillarda molekiiler biyolojide
kullanilan tekniklerin ilerlemesi, siirekli bunlara
yenilerinin eklenmesiyle birlikte su triinlerinde
bu tekniklerinin kullanimi ¢ok yaygin bir hal
almistir. Ulkemizde, biyolojik cesitlilik ve gen
kaynaklarmin varlig1 agisindan sahip oldugumuz
dogal zenginliklerin varligr fark edilmis ve
bunlarin korunmasina iligkin genetik sahada
yapilan c¢alismalar hiz kazanmistir. Bu alanda
yapilacak ¢alismalara daha da agirlik verilerek
mevcut gen kaynaklarinin koruma altina alinmasi
gereklidir.
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Balik yetistiriciliginin ve ihracatinin her
gecen giin artti1 llkemizde, daha saglikl {iriin
yetistirmek ve iiretim giderlerini azaltmak i¢in
molekiiler biyoloji alanindaki gelismeleri 1yi
takip etmek ve bu metotlardan sonuna kadar
yararlanmak zorunlu hale gelmistir. Molekiiler
araclar balik patojenlerinin teshisi ve kontrol
altina alinmasi ¢alismalarinda 6nemli avantajlar
saglamiglardir. Niikleik asitlerdeki polimorflarin
analizi hizli teshisin yani sira tiirler arasindaki
fenotipik ve genetik iliskiyi de ortaya koymustur.
Bu calismanin amaci, akuakiiltiirde, tilkemizde
yaygin olarak kullanilan genetik markirlarin
calisma prensipleri, kullanim alanlari, avantaj ve
dezavantajlart hakkinda genel bilgi vermektir.

Sonug olarak, akuakiltirde kullanilan
genetik markirlar, infeksiyoz balik hastaliklarinin
teshis ve epidemiyolojisinde, tiir i¢i ya da tiirler
aras1 yapilacak taksanomik c¢aligmalarda, gen
kaynaklarin tespiti ve korunmasi gibi daha bir¢ok
konuda yapilacak arastirmalar i¢in rutin bir arag
olmusglardir.
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