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Bazi Sazan Tiirlerinde Mikrosatellit DNA Markorlerinin Kullanilabilirliginin
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Ozet: Bu calismada; Cyprinidae familyasina ait ii¢ tir (Capoeta trutta (Heckel, 1843), Barbus luteus (Heckel, 1843) ve
Cyprinion macrostomus (Heckel, 1843)) igin farkli mikrosatellit markorlerin ¢alisma durumu arastirilmistir. Firat ve Dicle
nehir sistemlerinden yakalanan balik 6rneklerinden kas dokusu alinarak DNA izolasyonu kit ile yapilmistir. Daha sonra sekiz
mikrosatellit markér (MFW-1, CyPG3, CyPGS8, SarN7G5, Barbus27, Barbus31, Barbus33, Barbus50) kullanilarak Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) sisteminin kullanilabilirligi ¢alisiimistir. Bu markérlerden dort tanesinde (MFW-1, CyPG3, Barbus27,
Barbus31) hibridizasyon (eslesme) saglanarak PZR Grini elde edilmistir. Olusan Uriinler kapiller elektroforez ile fragman
analizi yapilarak bireylerin allelleri tespit edilmistir. Sonug olarak; genetik gesitlilik ¢alismalarinda bu dért mikrosatellit
markdrden yararlanmak mimkindar.

Anahtar Kelimeler: Capoeta, Barbus, Cyprinion, mikrosatellit, polimorfizm, PZR

Investigation of Usefulness of DNA Microsatellite Markers in Some Carp Species

Abstract: In this study; application of different microsatellite markers were investigated for three species (Capoeta trutta
(Heckel, 1843), Barbus luteus (Heckel, 1843) ve Cyprinion macrostomus (Heckel, 1843)) belonging to Cyprinidae family.
Taking muscle tissue from the fishes that are caught from the Euphrates and Tigris rivers system, DNA extraction was
performed by using kits. Then, the usefullness of Polymerase Chain Reaction (PCR) system was searched by using eight
microsatellite markers (MFW-1, CyPG3, CyPG8, SarN7G5, Barbus27, Barbus31, Barbus33, Barbus50). The PCR products were
then obtained in four of them (MFW-1 CyPG3, Barbus27, Barbus3) by amplification. The fragment analysis of the resulting
products were performed by capillary electrophoresis in order to identify te alleles of individuals. As a result, it is possible to
benefit from these four microsatellite markers in genetic diversity studies.
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Giris

gruplarinda yiksek ve distuk canh agirliga sahip
bireyler arasindaki genetik varyasyonu mikrosatellit

Cyprinidae (Sazangiller) tir sayisi bakimindan
olduke¢a genis bir familya olup llkemizde yasayan

tath su baliklarinin biytk bir kismi bu familyaya
aittir (Cicek, 2009). Bu ailenin bircok tlrld besin
olarak tuketildigi icin ekonomik 6neme sahiptir. Bu
nedenle bir bolgede yasayan balik stoklarinin
devaminin saglanmasi ve bu stoklardan yiksek
verim elde edilebilmesi icin balgin genetik
cesitliliginin cok iyi bilinmesi gerekir (Hewitt, 1996;
Saccone ve ark., 2000; Stabile ve ark., 1996).
Genetik cesitliligi tanimlamak icin  kullanilan
DNA’ya dayali bircok genetik markor bulunmakta
olup, su drinlerinde en ¢ok kullanilan metotlardan
birisi  polimorfizm oranlarinin  yiksek olusu
nedeniyle mikrosatellitler veya basit dizilim
tekrarlaridir (Aksakal, 2009). Tirkiye’de yapilan bu
konu ile ilgili bazi calismalardan bahsetmek
gerekirse, Telli (2008) calismasinda  farkli
Pseudophoxinus  tirlerinde  genetik  cesitlilik
hesaplamalarini mikrosatellit markorleri ve allozim
belirteci Uzerinden yapmistir. Aksakal (2009)
calismasinda ayni  yetistirme  kosullarindaki
Gokkusagl alabaligt  (Onchorhynchus mykiss)

markorlerini kullanilarak ortaya ¢ikarmistir. Firat ve
Dicle nehirlerinde yasayan Sazangiller tirlerinde
mikrosatellitlerle  ilgili detayli bir calisma
bulunmamaktadir. Bu galismanin amaci, Capoeta
trutta, Barbus luteus ve Cyprinion macrostomus
turlerinde secilen 8 farkh mikrosatellit markérinin
genetik cesitlilik ¢alismalarinda kullanilabilirliginin
tespit edilmesidir.

Materyal ve Metot

Her g tir igin 5’er birey Dicle Nehri'nden, 5’er
birey de Firat Nehri’nden avlama yapmak suretiyle
toplamda 30 birey vyakalanmistir. Yakalanan
orneklerden dorsal veya pektoral vyilzgeclerin
kaidesindeki kas dokusu alinarak %95’lik etanol
iceren 1.5 ml mikrosantrifiij tliplerine konulup
laboratuvara getirilmistir. Total DNA izolasyonu
GenelET Genomic DNA Purification Kit (Thermo
Scientific) ile yapilmistir. izole edilen DNA
orneklerinden 2 pl alinarak %0.8'lik agaroz jelde
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SYBR Green eklendikten sonra 120 Volt, 30 dakika
elektroforezde yiritilerek gorintilenmistir (Sekil
1). Balik orneklerinden elde edilen total DNA’lar
+4°C'de saklanmistir.

1000 b <
500 be

Cyprinion macrostomus

Sekil 1. Tiirlere ait bazi bireylerin total DNA 6rnekleri (M:
100 bg DNA Ladder).

Hedef DNA Bodlgelerinin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ile Cogaltilmasi:
PZR, belli bir DNA bolgesi kopyalarinin

primerler tarafindan secilerek, enzim yardimiyla
sentezlenmesi seklinde tanimlanan in vitro bir
yontemdir (Ari, 2008). Bu calismada bu yontem

BIO-RAD T100™ Thermal Cycler cihazi kullanilarak
gergeklestirilmistir. PZR optimizasyonlar yapilmis
ve sadece 4 primerde (MFW-1, CyPG3, Barbus27,
Barbus31) Uriin elde edilmistir. Diger primerlerde
ise uriin elde edilmemistir. Uriin olusturan
lokuslarin  PZR  kosullar; 94°C'de 3 dakika
denatiirasyon, 94°C'de 35 saniye denatiirasyon,
MFW-1 icin 60°C'de, CyPG3 ve Barbus27 icin
62.5°C, Barbus31 icin 60.5°C'de 45 saniye
baglanma ve 72°C’de 60 saniye uzama olmak (izere
toplam 35 dongi gerceklestiriimis, son olarak
ornekler 72°C'de 10 dakika tutularak
sonlandinimistir. PZR ile ¢cogaltma (amplifikasyon)
reaksiyonlarinda kullanilan DNA miktari,
kimyasallarin konsantrasyonlari ve mikrosatellit
lokuslarinin her birine 6zgl primerlerin baglanma
sicakhklari gradient PZR cihazinda optimize
edilmistir.  Calismada  kullanilan  mikrosatellit
markoérlerine ait bilgiler Tablo 1’de, Uriin olusturan
mikrosatellit bolgelerinin cogaltiimasinda kullanilan
PZR karisimi ise Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 1. GCalismada kullanilan mikrosatellit markorlerine ait 6zellikler.

m;t:(%ﬁ::"it mfrrrisai:';g Primer sekanslari (5'-3') ::::ILklan (be) Kaynak
MFW-1 AY703055 ;?ELZC(?T%I?F?(?JST’?:Q‘?SA%%C 175-212 Crooijmans ve ark., 1997
CyPG3 AY439122 ;gi?ggzgcf (?TAC(';I'(/E\/;\Z:II-'EI:?Z;$Z 170-330 Baerwald ve May, 2004
CyPG8 AY439126 ;giﬁigﬁigﬁliiiﬁi%ii ACA 135-250 Baerwald ve May, 2004
SarN7G5 AJ566136 ESTI;%%T;:SATSSS'?;EQEGTAA 111-127 Mesquita ve ark., 2003
Barbus27 HF975635 ;:: ﬁgﬁ?ﬁggggggﬁ:ng 109-125 Gettova ve ark., 2013
Barbus31 HF975637 :: ﬁgi;ﬁgiigi%ig?ﬁgﬁg 180-204 Gettova ve ark., 2013
Barbus33 HF975639 ;:: Eig’;gi%’iff (;I' AGAG AGCS-\TI'/-\GGG/-,\'-\ 101-154 Gettova ve ark., 2013
Barbus50 HF975649 :: 22’:21?;2::??; gé\ngG 100-125 Gettova ve ark., 2013
PZR sonucunda c¢ogaltilmis  mikrosatellit veriler ticari firmadan tarafimiza gonderilmistir.

bolgelerinin uzunluklarinin belirlenmesinde kapiller
elektroforezi (ABlI 3100 Genetic Analyzer)
kullanilmis olup, genotipleme igin gerekli ham

Her bir mikrosatellit bolgesi (FAM) isaretlenmis ve
uzunluklari Tamra (Tagman®TAMRATM Probe)
isimli standart isaretleyici yardimi ile belirlenmistir.

Tablo 2. Uriin olusturan mikrosatellit bélgelerinin cogaltiimasinda kullanilan PZR karisimi.

PZR Kimyasallar Konsantrasyon MFW-1 CyPG3 Barbus27 Barbus31
dH,0 - 9.5 ul 9.54 pl 9.4 ul 9.3 ul
Taq Buffer 1x 1.5ul 1.5l 1.5l 1.5l
dNTP mix 0.2 mM 0.3ul 0.3ul 0.3ul 0.3ul
MgCl, 2.5mM 1.2u 1.2u 1.2u 1.2u
Primer mix 10 pmol/pl 0.4 pl 0.36 ul 0.5 pl 0.6 pl
Taq DNA Polimeraz U/l 0.1 pl 0.1 pl 0.1 pl 0.1p
DNA 30 ng/ul 2 ul 2 ul 2 ul 2 ul
TOPLAM - 15pl 15pl 15pl 15pl
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Bulgular

Calismamizda her bir nehir sisteminden her
tlir icin 5’er birey olmak Gzere toplam 3 tire ait 30
bireyden DNA izolasyonu gergeklestirilmis olup 8
farkhh  mikrosatellit markort  kullanilmistir.  PZR
sonucunda c¢ogaltilan bolgeler Sekil 2° de
gorilmekte olup bu bantlarin goézlenmesi icin
%2’lik agaroz jel kullanilmigtir. SYBR Green eklenen
agaroz jel 0.5x TBE (Tris/Borik asit/EDTA Tamponu)
solisyonunun bulundugu tank icerisinde PZR
Urinleri kuyulara yuklendikten sonra 100 V elektrik
akiminda 30 dakika boyunca yurutilerek
ultraviyole (UV) 1sik veren goriintileme cihazinda
gorintilenmistir.  Mikrosatellit ~ markorlerinin
allellerini tespit etmek amaciyla, PZR sonucunda
olusan Urinler ticari bir firmaya gonderilerek,

1000 be
500 be

100 bg

MFW-1 CyPG3
Sekil 2. Mikrosatellit bolgelerinin PZR sonrasi agaroz jel goriintiisii (M: 100 b¢ DNA Ladder).

analizlerde kapiller elektroforezi (ABI 3100 Genetic
Analyzer) kullanilmistir.  Elektroferogramlardan
data analizi icin Applied Biosystems Peak Scanner™
Software v1.0 (www.appliedbiosystems.com)
programi  kullanilip  bireylerin allelleri  tespit
edilmistir. Uriin elde edilen 4 markére ait baz
bireylerin pikleri Sekil 3’te verilmistir. Calismada
mikrosatellit bolgelerine ait piklerin
elektrofenogram gorintdlerinin - analizi  sonucu
genotiplendirilen mikrosatellit boélgelerine ait allel
sayllari  Tablo 3’te verilmistir. Mikrosatellit
bolgelerinin allel sayilari bakimindan en c¢ok
polimorfizmi gosteren lokusun 8 allel sayisiyla
MFW-1 ve CyPG3, en az polimorfizm gosteren
lokusun ise 2 allel sayisiyla Barbus31 oldugu tespit
edilmistir.

Barbus31 Barbus27

H- 1465 H: 3720
55326 A 28957
iz S: 13038
H: 4534 oy g.: 25;_2::.7 = é?_
A 2ETS. 436335 o C:
S1TTET 5: 30743 =
g; aorz D 5753
MFW-1 CyPG3 Barbus27 Barbus31
Sekil 3. Mikrosatellit bolgelerine ait piklerin elektrofenogram goériintileri.
Tablo 3. Mikrosatellit bolgelerinde gorilen allel sayilar.
Tiir adh MFW-1 CyPG3 Barbus27 Barbus31
Capoeta trutta 8 6 5 3
Barbus luteus 7 8 4 3
Cyprinion macrostomus 5 4 4 2

Tartisma ve Sonug

Populasyon genetigi arastirmalarinda
mikrosatellit kullanilmasinda en biiyiik engellerden
biri kullanilacak ttire ait mikrosatellit lokuslarin

belirlenmemis olmasidir (Eroglu ve ark., 2014).
Bundan dolayl calismaya baslarken iyi bir tarama
ve mevcut primer setlerinin denendigi bir 6n
calhisma yapilmalidir (Eroglu ve ark., 2014). Bu

Harran Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi Cilt 5, Say1 1, 2016 3


http://www.appliedbiosystems.com/

Harran Univ Vet Fak Derg, 5 (1) 1-4; 2016

Arastirma Makalesi

¢alismada Firat ve Dicle nehirlerinde yasayan
Cyprinidae (Sazangiller) familyasina ait Gg¢ turdn
(Capoeta trutta, Barbus Iuteus ve Cyprinion
macrostomus) populasyon genetigi arastirmalarina
bir 6n calisma yapmak icin sekiz farkh mikrosatellit
markor kullanilmistir. Her bir primere ayri PZR
uygulanmis olup sadece dort primerde (MFW-1,
CyPG3, Barbus27, Barbus31) drin elde edilmistir.
Diger dort primerde (CyPG8, SarN7G5, Barbus33,
Barbus50) drin elde edilmemistir. Crooijmans ve
ark. (1997) vyaptiklari calismada Cyprinus carpio
tirinde MFW-1 lokusu icin 5 allel tespit
etmislerdir. Bu calismada bu lokus icin Capoeta
trutta’da 8, Barbus luteus’da 7, Cyprinion
macrostomus tirinde ise 5 allel tespit edilmistir.
Baerwald ve May (2004) yaptiklari calismada farkli
turlerde CyPG3 lokusu igin allel sayisini 4, 5, 7 ve 10
olarak tespit etmislerdir. Bu calismada ise bu lokus
icin Capoeta trutta’da 6, Barbus luteus’da 8,
Cyprinion macrostomus turinde ise 4 allel tespit
edilmistir. Gettova ve ark. (2013) vyaptiklan
calismada Barbus27 ve Barbus31 lokuslarini da
iceren bir c¢alismada farkli Barbus tirlerini
cahsmislar, Barbus27 lokusu icin allel sayisini 1, 3, 4
ve 8, Barbus31 lokusu igin ise allel sayisini 1, 2, 3, 5
ve 9 olarak tespit etmislerdir. Yapilan bu ¢alismada
da Barbus 27 ve Barbus 31 lokuslari igin sirasiyla
Capoeta trutta’da 5 ve 3, Barbus luteus’da 4 ve 3,
Cyprinion macrostomus tirinde ise 4 ve 2 allel
tespit edilmistir. Sonug olarak popilasyon genetigi
calismasi yapilacak Capoeta trutta, Barbus luteus
ve Cyprinion macrostomus tirlerinde doért cesit
mikrosatellit markér (MFW-1, CyPG3, Barbus27,
Barbus31) kullaniimasinin uygun oldugu
gorilmektedir.
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