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Oz

Bu ¢alismada, Antalya ili’nde yetistirilen gokkusagi alabalig: kiiltiir popiilasyonundan biiyiime hormonu I geni izole ve Kkarakterize
edilmistir. Bu amagla kiiltiir popiilasyonundan 10 birey drnek olarak alinmistir. Orneklenen baliklarin kas dokularindan toplam DNA
izole edilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilmak iizere primerler dizayn edilmis ve hedef gen bdlgesi cogaltilmistir. izole
edilen genin dizi analizi yapilmis ve 4591 niikleotitten olustugu tespit edilmistir. Referans diziye kiyasla 2 transisyonel, 14
transversiyonel ve 38 insersiyonel baza karsilik gelen 54 niikleotitten olugan varyasyon bulunmustur. Tiim niikleotit farkliliklar1 genin
intron bolgelerinde tespit edilmistir. Genin intron bolgelerinde yer alan putatif hormon yanit elemanlari (HRE) degerlendirildiginde
ise daha once raporlanan dizi ile tamamen uyumlu oldugu goriilmiistiir. Calismada elde edilen veriler filogenetik ve gen aktarim
¢aligmalarinda kullanilabilecek niteliktedir.

Anahtar Kelimeler: Biiylime hormonu geni, rtghl, HRE, Gokkusagi alabaligi, Oncorhynchus mykiss.

Isolation and Characterization of Growth Hormone | Gene from
Antalya Culture Population of Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss,
Walbaum 1792)

Abstract

In this study, the growth hormone | gene was isolated and characterized from the rainbow trout culture population reared in Antalya
Province. For this purpose, 10 individuals from the culture population were sampled. Total DNA was isolated from the muscle tissue
of fish. Primers used in the polymerase chain reaction were designed and the target gene region was amplified. Sequence analysis of
the isolated gene was performed and it was determined that the gene consisted of 4591 nucleotides. Compared to the reference
sequence, 54 nucleotide differences were found corresponding to 2 transitional, 14 transversional and 38 insertional bases. All
nucleotide variations are located in the intron regions of the gene. When the putative hormone response elements (HRE) were
evaluated, they were seen to be completely compatible with the previously reported sequence. The data obtained in this study can be
used in phylogenetic and gene transfer studies.

Keywords: Growth hormone gene, rtghl, HRE, Rainbow trout, Oncorhynchus mykiss.
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1. Giris

Genetik bilgi, genomda niikleik asit dizileri ile saklanir.
Genler deoksiriboniikleik asit (DNA) iizerinde genetik bilgiyi
kodlayan birimlerdir ve genlerde ya bir protein kodlanmistir ya
da islevsel RNAnin bilgisi barindirilir (Gerstein et al., 2007
Hiittenhofer et al., 2005). Okaryotlarda genler ekzon ve intron
denilen alt birimlerden olugmaktadir. Ekzonda eksprese edilecek
proteine ait aminoasit dizisinin bilgisi 3’li baz dizilerinden
olusan kodlar ile temsil edilmektedir (Nelson & Cox, 2017).
Ekzonlar olduk¢a korunmus bolgelerdir. intron bdlgesinde yer
alan baz dizileri ise ekzona gore daha fazla varyasyon
gosterebilirler (Filiz & Kog, 2011). Niikleik asit baz dizilerinde
goriilen bu varyasyonlar ayni tiire ait popiilasyonlar arasinda ve
tiirler arasindaki genetik farkliligin bir gostergesi olabilir ve
filogenetik ¢aligmalarda yogun olarak kullanilirlar (Klug et al.,
2018; Kocher & Carleton, 1997). Mitokondriyal genler (Xia,
2008) ve yapisal genler (Marins et al., 2003) bu amagcla
kullanilabilen genlerdendir.

Genlerden aymi zamanda gen aktarim caligmalarinda da
yararlanilmaktadir. Bu ¢alismalarda ayn1 ya da farkl tiirlerden
alman DNA parcalar1 (diizenleyici dizi ve yapisal gen gibi) bir
araya getirilerek rekombinant gen kaseti olugturulmakta ve hedef
tire aktarilmaktadir. Basarili bir gen aktarimi sonucunda
aktarilan genin kodladig1 protein, hedef tiirde istenilen karaktere
sahip soylarin elde edilmesini saglamaktadir (Y1lmaz, 2012). Bu
yolla hizli biiyliyen, hastaliklara direngli, iiretim kosullarina
toleransli, istenilen renk ve et kalitesine sahip soylar elde
edilebilmistir.

Biiylime hormonu geni (gh) baliklarda hem filogenetik
calismalarda hem de gen aktarim ¢alismalarinda kullanilan
yapisal bir gendir (Marins et al, 2003; Yilmaz, 2012).
Alabaliklarda biiyiime hormonu (GH); hipofiz bezinin anteridr
kisminda somatotrof hiicreleri tarafindan iiretilen ve yaklagik 22
kDa biiyiikliigiinde tek zincirden olugan bir polipeptittir (Mori et
al., 2001). Bu hormon baligin biyime, gelisim ve
metabolizmasini diizenlemektedir (Rothan et al., 2014; Kaplan,
1999; Nicoll et al., 1999; Ozcan-Gokeek & Isik, 2020).

Salmonidlerde biiyiime hormonunun molekiiler yapist ilk
olarak chum salmon (O. keta) biiyiime hormonunun izolasyonu,
karakterizasyonu ve kismi aminoasit dizisinin analiziyle
aydinlatilmigtir (Sekine et al., 1985; Wagner et al., 1985).
Ardindan Agellon ve Chen (1986) gokkusagi alabaligt GH
aminoasit dizisini ortaya koymuslardir. Bunu takiben gokkusagi
alabaligindan ghl geni izole edilerek tanimlanmistir (Agellon et
al., 1988; Bjornsson 1997).

Glukokortikoid, tiroid ve retinoik asit gibi hormonlar,
niikleer reseptorler aracilifiyla fizyolojik yanitlar ortaya
¢ikarmaktadirlar. Biiylime hormonu geninin ekspresyonunun
diizenlenmesinde rol alan sinyal reseptér kompleksi, DNA
sekansinin belirli bir boélgesine (hormone response element,
HRE) baglanmak ve segilen genlerin ekspresyonunu diizenlemek
iizere bir transkripsiyon faktorii olarak gorev alir (Barlow et al.,
1986; Slater et al., 1985).

Yapilan bu g¢alismada, Antalya ilinde bulunan bir ¢iftlikte
iretilen gokkusag1 alabaligi popiilasyonundan ghl geni izole ve
karakterize edilerek literatiirde rapor edilen (Yang et al., 1997)
referans dizi ile benzerlik/farkliliklart arastirilmistir.  Tespit
edilen varyasyonlarin putatif HRE bolgelerinde degisiklige
neden olup olmadigi degerlendirilmistir. Boylece filogenetik ve
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gen aktarim ¢aligmalarinda kullanilabilecek kiymetli bir veri seti
olusturulmustur.

2. Materyal ve Metot

2.1. Baliklarin Temini

Gokkusag1 alabaligi ornekleri (10 adet) Antalya ili’nde
yetigtiricilik faaliyeti siirdiiren bir g¢iftlikten temin edilmistir.
Orneklenen bireyler ayr1 ayr1 PE torbalara yerlestirilip
etiketlenmistir. Buzla sogutulmus kutuda Akdeniz Universitesi
Su Uriinleri Fakiiltesi Yetistiricilik Laboratuvarma tasinmistir.
Laboratuvarda dorsal yiizgeglerinin hemen gerisinden laterale
yakin bolgeden alinan kas doku pargalari molekiiler iglemler
uygulanincaya kadar -40°C derin dondurucuda steril tiipler
icinde muhafaza edilmistir.

2.2. DNA izolasyonu

Toplam genomik DNA izolasyonu i¢in yaklasik 5 mg doku
ornegi ve CTAB DNA izolasyon protokolii (Freeland, 2008)
kullanilmistir. Kalip DNA miktarlar1 ve kalitesi nanodrop
spektrofotometre (Thermo) ile belirlenmistir (Kennedy &
Oswald, 2011). izole edilen kalip DNA kullanilana kadar -20 °C
derin dondurucuda saklanmustir.

2.3. Primer Dizaym

Yang et al. (1997) tarafindan bildirilen gékkusagi alabaligi
GHI geni (rtghl) niikleotit dizisi izolasyon ¢aligmalarinda
referans dizi olarak kullanilmistir. rtghl genine ait dizisinin 5’ ve
3’ ucunda yer alan bolgelerin Temel Bolgesel Hizalama Arama
Araci1 (Basic Local Alignment Search Tool, BLAST) yardimu ile
GenBank veritabaninda bulunan diziler ile uyumlarina
bakilmistir. Yapilan taramada yakin akraba tiirlere ait dizilerin
korunmus bolgeleri primer dizayni i¢in kullanilmusgtir.

rtghl geni DNA boélgesinin PCR yontemi ile ¢ogaltilmasi
icin gerekli olan primerler hedef DNA bdlgelerinin
komplementer dizilerine karsilik gelen F 5
GCACTTTCAAGCTAAGTAACCATCCTTGGC 3* ve R &
GCAGCAGACCCATGTTTGGAAAGTCTG 3°  dizilerden
olusturulmustur. PCR reaksiyonunda kullanilacak primerlerin
primer uzunlugu, GC yiizdesi, baglanma ve ¢ozlinme
sicakliklart, 5* ug kararliligi, 3 ug spesifikligi gibi kriterleri
karsilayacak sekilde (Dieffenbach et al., 1995) dizayn edilmistir.
Primerler hizmet alim1 yolu ile sentezletilmistir (GenScript).

2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kosullar

Hedeflenen rtghl DNA bolgelerinin polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltimi igin DNA polimeraz (ExTag,
Takara Inc.) dretici firmanin  Onerileri  dogrultusunda
kullanilmigtir. Reaksiyon farkli denatiirasyon, primer baglanma
ve sentez sicakliklar1 denenerek optimize edilmistir (Kennedy &
Oswald, 2011). PCR reaksiyonu i¢in kullanilan termal dongii
kosullar1 baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 3 dak, denatiirasyon
98°C’de 10 sn, primerlerin baglanmas1 55°C’de 10 sn., DNA
sentezi 72°C’de 5,5 dak ve son uzatma 72°C’de 5 dak olarak
uygulanmigtir. Denatiirasyon, baglanma ve sentez basamaklari
30 dongii olacak sekilde reaksiyon siirdiiriilmiistiir.

2.5. PZR Uriinlerinin Kalitesinin Belirlenmesi,
Saflastirilmasi ve Dizi Analizi

Total DNA izolatlariin kalitesini belirlemek i¢in Ornekler
%0,8’lik, PZR iiriinleri gormek i¢in drnekler %2’lik agaroz jelde
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yiriitillerek goriintiilenmistir. Her iki jelin elektroforezi igin 8
volt/cm?’lik bir elektrik alan kullanilmistir (Brody & Kern,
2004). Orneklerin molekiiler biiyiikliiklerini tespit etmek icin
jellerin bir kuyucuguna 1kb Ladder (Bioron) yiiklenmistir.

Hedef diziye ait PZR iiriinii jel ekstraksiyon yontemi ile
saflagtirilmistir. Bu amagcla ticari bir kit (Nanohelix), iretici
firmanm 6nerdigi protokol dogrultusunda kullamlmistir. izole
edilen genin dizi analizi hizmet alimi yoluyla (Genscript)
yaptiridlmigtir. Dizi analizinde 1,3-7 kb uzunlugundaki diziler
icin uygun olan “primer yiiriitme” teknigi kullanilmistir (Bhatia
& Dahiya, 2015; Clark & Pazdernik, 2013).

2.6. Kullanilan Yazilimlar

Bu caligmalar sirasinda referans dizinin baz uyumlan ile
dizayn edilen primer dizilerinin uygunlugunun Kontrolii i¢in
BLAST, BioEdit (Hall, 1999), CLUSTAL W (Thompson et al.,

1994) ve FastPCR Professional (Kalendar et al.,, 2009)
yazilimlarindan yararlanilmistir.

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

Biiylime hormonu I genine ait 6zgiin niikleotit dizisi tiirler
arasinda farklilik gosterebilmektedir. Gokkusagr baliklarinda
yaklagik 4500 baz ciftine sahip olan bu gen (Sekil 1) Labeo
tirlerinde yaklasik 2500 baz cifti biiyiikliiktedir (Rajesh &
Majumdar, 2007).

Daha onceki ¢aligmalarda (Yang et al., 1997; Agellon et al.,
1988) rapor edildigi gibi rtghl geni 6 ekzon ve 5 introndan
olugsmaktadir. Bu yap1 baramundi (Yowe & Epping, 1995),
atlantik salmon (Johansen et al., 1989; Male et al., 1992), tilapia
(Ber & Daniel, 1993) ile benzerlik gosterirken, 5 ekzon ve 4
introna sahip olan Labeo tiirlerinden (Rajesh & Majumdar,
2007) farklidir. Genin kodladigi amino asit sayisi1 da tiirler
arasinda farkliliklar gostermektedir. Calismamizda izole edilen
genin referans dizi ile yapilan kiyaslamasinda, daha dnce rapor
edildigi gibi, 6 ekzonda 630 baz ¢iftinden olusan agik okuma
gergevesinde 210 amino asit kodladigi goriilmiistiir. Ancak,

biiyiime hormonu geni Labeo roita ‘da 4. ekzonda goriilen 9 baz
ciftlik delesyonla 207 amino asit kodlamaktadir (Rajesh &
Majumdar, 2007).

5000 baz ¢ifti
4000 baz ¢ifti

Sekil 1. rtghl geni PCR iiriiniiniin agaroz jel
goriintiisii (M: Markir)

Calismamizda izole edilen Antalya kiiltiir popiilasyonuna ait
rtghl geninin dizi analizi sonuglar1 genin 4591 baz ciftine sahip
oldugunu goéstermektedir. Yang et al. (1997) ise rtghl geninin
4552 baz giftlik bir niikleotit dizisinden olustugunu
bildirmiglerdir. Genin baslangic (ATG) ve dur (TAG) kodlari
arasinda yer alan niikleotit dizisi degerlendirildiginde, bu iki
dizinin %98,78 oranda birbiriyle uyumlu oldugu belirlenmistir.
Tespit edilen %1,22 oranindaki uyumsuzluk genin intron
bolgelerinde yer almaktadir ve 2 transisyonel, 14 transversiyonel
ve 38 insersiyonel baza karsilik gelen 54 niikleotit varyasyonu
icermektedir. Genin sadece ekzon bolgeleri karsilastirildiginda,
bu iki dizinin %100 uyumlu oldugu goriilmiistiir (Tablo 1).

Ayrica Antalya ilinde iiretilen kiiltiir popiilasyonundan izole
edilen rtghl geninde yer alan tiim intronlarin baslangi¢ ve bitis
dintikleotidleri klasik korunmus GT/AG ugbirlesme bolgeleri
(Mount, 1982) ile uyum igerisindedir.

Tablo 1. Antalya ilinde tiretilen kiiltiir popiilasyonundan izole edilen rtghl geni niikleotid dizisinin referans dizi (Yang et al., 1997) ile

karstlastirmasi

Yang et al., 1997 1 ACATACTCAACCGACCACCGCACTTTCAAGCTAAGTAACCATCCTTGGCA 50
FEErrr et et e et e et et

Mevcut calisma 1 ACATACTCAACCGACCACCGCACTTTCAAGCTAAGTAACCATCCTTGGCA 50

Yang et al., 1997 51 ATTAAGAGTAAAAATGGGACAAGgtaagcctgctttttctgtctatttat 100
FEEErrr et ettt e ettt rrrrrrnl

Mevcut calisma 51 ATTAAGAGTAAARATGGGACAAGgtaagcctgctttttctgtctatttat 100

BSL

Yang et al., 1997 101 tttttcagtgggaagtcagtgraccatttagtacaatttaactactgcta 150
FEEEErr et e et bttt el

Mevcut c¢alisma 101 tttttcagtgggaagtcagtgtaccatttagtacaatttaactactgcta 150

Yang et al., 1997 151 tgaggttataatctattgacacagaaccacctgctttaacaacctaacta 200
FEEErrr et ettt e ettt rrrrrrnl

Mevcut c¢alisma 151 tgaggttataatctattgacacagaaccacctgctttaacaacctaacta 200

Yang et al., 1997 201 tgtgatccataacatttacatttgagtcatttagcagacactcttatcca 250
FErrrrrerreerr et et et ettt el

Mevcut calisma 201 tgtgatccataacatttacatttgagtcatttagcagacactcttatcca 250
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ga-cgacttacatgagcaattggggttacgtgccttgctcaagggcacat
e rrrrerrrrrrerrrerr et ettt rrrrrrl
gagcgacttacatgagcaattggggttacgtgccttgctcaagggcacat

cagatttctcacctagtcagctctggggttgaaaccagtaacgacccagc
FErrrrrrrreerrerrrrrr et ettt et rrrr el
cagatttctcacctagtcagctctggggttgaaaccagtaacgacccagc

gctcttaacccgcta—-gctattggtgtacgatggctgagaaaatcttacce
Frrrrrrrrreerrt rrrrrrrrr ettt errr et rrrrrrnl
gctcttaacccgctaggctattggtgtacgatggctgagaaaatcttacce

aatgtatctcaccataattcgacttactcgttttctacatttcttatttyg
FErrrrrrrreerrerrrerr et e ettt et
aatgtatctcaccataattcgacttactcgttttctacatttcttatttyg

aatctctcttttagTGTTTCTGCTGATGCCAGTCTTACTGGTCAGTTGTT

FEErrrerrrrrrrerrrrrrerrrrrr et et rrrrrnl
aatctctcttttagTGTTTCTGCTGATGCCAGTCTTACTGGTCAGTTGTT

TCCTGAGTCAAGGGGCAGCGATAGAAAACCAACGGCTCTTCAACATCGCG

FEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrere
TCCTGAGTCAAGGGGCAGCGATAGAAAACCAACGGCTCTTCAACATCGCG

GTCAGCCGGGTGCAACATCTCCACCTATTGGCTCAGAAAATGTTCAATGA

FEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrere
GTCAGCCGGGTGCAACATCTCCACCTATTGGCTCAGAAAATGTTCAATGA

GRE, PRE, ARE, MRE
CTTTgtaagacagcttttgaatcttctttggacatatcaaatagtgtatc

FEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrere
CTTTgtaagacagcttttgaatcttctttggacatatcaaatagtgtatc

aatgattgttcttcttcttgtagacagtgtcctcagcacacaaccctcegt

PEErrrrerrrrrrreer e et e et r et
aatgattgttcttcttcttgtagacagtgtcctcagcacacaaccctcegt

GRE, PRE, ARE, MRE
ggctaaaaaaatctctctctcecctttgtgattttgtgcagGACGGTACCC

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
ggctaaaaaaatctctctctcecectttgtgattttgtgcagGACGGTACCC

TGTTGCCTGATGAACGCAGACAGCTGAACAAGATATTCCTGCTGGACTTC

PEEEEErrrrrrer e e e e e e e e e e e et
TGTTGCCTGATGAACGCAGACAGCTGAACAAGATATTCCTGCTGGACTTC

TGTAACTCTGACTCCATCGTGAGCCCAGTCGACAAGCACGAGACTCAGAA

FEEErrrrrrrrrr e et e et e et r et r el
TGTAACTCTGACTCCATCGTGAGCCCAGTCGACAAGCACGAGACTCAGAA

GAGTTCAgtaagtaacctggccgaaacacttacgcatgttatgcccttta

FErrrrr et rrr e et e ettt el
GAGTTCAgtaagtaacctggccgaaacacttacgcatgttatgcccttta

gaaccatataaagtgtcaaatcgctattcaccttaaatatgaactcctcce

gaaccatataaagtgtcaaatcgctattcaccttaaatatgaactcctcce

atgatgcaagattccaaaaataaataata--taataataatttgaacaat

atgatgcaagattccaaaaataaataatagggcatctcaatttgaacaat

cgatagaacttacggtagtcattagttattgggcaagcagaccaccaatt

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e
cgatagaacttacggtagtcattagttattgggcaagcagaccaccaatt

atgtaaactccaatttctaattttacattttaatttgatttgaaccttta

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e
atgtaaactccaatttctaattttacattttaatttgatttgaaccttta

tttaactaggcaagtcagttaagaacaaattctcatttataatgacaagc
FEErrrerrrrrrrerrrrrrerrrr et r et rrrrrnd
tttaactaggcaagtcagttaagaacaaattctcatttataatgacaagc
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A N
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acatctcagtg-cagaggtgtcactgcagaccctggtatgattccagact

PErrrrrerrr rrrrrrr e e e e e et e et
acatctcagtgccagaggtgtcactgcagaccctggtatgattccagact

gtatttcaaacggctgtgattgtgagt-ccatagggcggcacacaattct

PErrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerrr terrrr e e et
gtatttcaaacggctgtgattgtgagtcccatagggcggcacacaattct

cccagcgtcgttagggtttggccggggttgcaatacctcagtgtcttcaa

PEErrrrrrrrrrrrrrrr e et e et e et
cccagcgtcgttagggtttggccggggttgcaatacctcagtgtcttcaa

ctaaaggtagataaaacaaccacatttcacaatcattgcaagtaaaacca
FEErrrerrrrrrrerrrrrrerrrr e et et r el

ctaaaggtagataaaacaaccacatttcacaatcattgcaagtaaaacca

tcactgtctaatcggtggtttctctacgtctacattctcecgttttgtget
FErrrrrrrreerrerrr et et ettt et el
tcactgtctaatcggtggtttctctacgtctacattctcecgttttgtget

tttctgtacaggaaacccgccccaaaagtattttcactcaatcatgtaaa
FErrrrrrrreerrrrrr e et et ettt el

tttctgtacaggaaacccgccccaaaagtattttcactcaatcatgtaaa

tagggcatctcaagctgtacaatacaactcaacttcattttccaataatc
FErrrrrrrreerrerrr e et et e et et rrrrrrnl

tagggcatctcaagctgtacaatacaactcaacttcattttccaataatc

tgtggtttctctacatcttcacacacagGTCCTGAAGCTGCTCCATATCT

FEErrrr et et et ettt e ettt e e
tgtggtttctctacatcttcacacacagGTCCTGAAGCTGCTCCATATCT

CTTTCCGTCTGATTGAATCCTGGGAGTACCCTAGCCAGACCCTGATCATC

FEEErrerrrrrrr e et e et e el
CTTTCCGTCTGATTGAATCCTGGGAGTACCCTAGCCAGACCCTGATCATC

TCCAACAGCCTAATGGTCAGAAATGCCAACCAGATCTCTGAGAAGCTCAG

PErrrrrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e e e
TCCAACAGCCTAATGGTCAGAAATGCCAACCAGATCTCTGAGAAGCTCAG

CGACCTCAAAGTGGGCATCAACCTGCTCATCACGgtaaagaaaggaggga

FEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrere
CGACCTCAAAGTGGGCATCAACCTGCTCATCACGgtaaagaaaggaggga

gaacaatgaccatttgtggtgtcacactttgtgcactgtaaactccaagg

PEErrrrrrrr e e e e ettt
gaacaatgaccatttgtggtgtcacactttgtgcactgtaaactccaagg

GRE, PRE, ARE, MRE
catttttaactcaaatacttctagtaagttgaactcaaagtcaatgaaaa
FEEEErrrrrrrrrrrrrrr e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrre

catttttaactcaaatacttctagtaagttgaactcaaagtcaatgaaaa

atccttattgcttaaaatgtttatgtggtactggctcaaaaccaaatgag
FEEErrr et ettt ettt e rrrrrrnl
atccttattgcttaaaatgtttatgtggtactggctcaaaaccaaatgag

aagtcacatcaatgcaattttttaaagttataacaaattcacttttacca
FEEEErrrrrrrr e e
aagtcacatcaatgcaattttttaaagttataacaaattcacttttacca

agcatgctctactgcaggtaga-tttttttaaatgtacagaacattgagt
FEEEEr e et et ettt el
agcatgctcaactgcaggtagattttttttaaatgtacagaacattgagt
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gattgattcattttatgctacacaaagatatataacatacatgtttcaac
FEETTTEEEr ettt e et el
gattgattcattttatgctacacaaagatatataacatacatgtttcaac

attttcacaaagatgaacaagttaccagaattttgcaaactcaacttg-a
FErrrrrrrreerrerrrrrrrrrrerr et e et e e

attttcacaaagatgaacaagttaccagaattttgcaaactcaacttgca

cgcctgatgtggcctgtataccatgagttgcaggccactgtattagggta
Strrrrrrrerrrrrrerrrrrr e et et e e e
ggcctgatgtggcctgtataccatgagtttcaggccactgtattagggta

aagctacacctcaaaatatggtattatgagataagtcatgtattgttgta
FErrrrrrrreerrerrrrrr et ettt et et
aagctacacctcaaaatatggtattatgagataagtcatgtattgttgta

aagacttgaatt--------"-"----——-————————- acttgaaggcc

FEETTTTEEETd FEETTTEEET
aagacttgaattctaatgataatatttgcctaggaattcacttgaaggcc

acaggactgaaaatgaatgacaacagccatgtctctgtcactaacatata

acaggactgaaaatgaatgacaacagccatgtctctgtcactaacatata

cagtcatgggtgataactacacttcactcaaaaaggccaggcacactggg

PEErrrrerrrr e e e et et et r ettt
cagtcatgggtgataactacacttcactcaaaaaggccaggcacactggg

aaattatatttgagacgtggcttagtgggggcattactaaaaaatgtcaa

PEErrrrerrrr e e e et et et r ettt
aaattatatttgagacgtggcttagtgggggcattactaaaaaatgtcaa

gctgatacaactcaaatctggacacatcacagggtgactctataggtttg

PEErrrrerrrrrrreer e et e et r et
gctgatacaactcaaatctggacacatcacagggtgactctataggtttyg

agtaatgactgactataacatcactttaagtaactgcagtcagattctgt

PEErrrrrrrrr e e e e e e ettt
agtaatgactgactataacatcactttaagtaactgcagtcagattctgt

atattaagtgcaacaggtttcctaaaaagtgttgagtaatggcagcacat

FEErrrrerrrrrrrrrr e e et et e e e ettt
atattaagtgcaacaggtttcctaaaaagtgttgagtaatggcagcacat

tggggtttacagtgacatgaaagggaaatacctttatgctttcctagtta

FEEErrerrrrrrre et er et r et r et r el
tggggtttacagtgacatgaaagggaaatacctttatgctttcctagtta

gaaagcatagtgtaggaccacgtatgcctcttctcagcagatctttcagg

FEEErrerrrrrrr e et e et e el
gaaagcatagtgtaggaccacgtatgcctcttctcagcagatctttcagg

gctttacattgtgatgtggtaactgaccttatccatcatcgtgattatat

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e
gctttacattgtgatgtggtaactgaccttatccatcatcgtgattatat

cagtgacaccccattcaatgactgaatatcgccccattcaaggacattta

cagtgacaccccattcaatgactgaatatcgccccattcaaggacattta

tgcatgtgtcttttgctacgtgtgctttcagaaaggcccaataaacaaat

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e
tgcatgtgtcttttgctacgtgtgctttcagaaaggcccaataaacaaat

attgatatgcacacatccaccccaccatgcatctctctctgtctcecccaca

attgatatgcacacatccaccccaccatgcatctctctctgtctcecccaca

gGGGAGCCAGGATGGCGTACTGAGCCTGGATGACAATGACTCTCAGCAGC

PEEEEEEEEr ettt e e e e e e e et
gGGGAGCCAGGATGGCGTACTGAGCCTGGATGACAATGACTCTCAGCAGC
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TGCCCCCCTACGGGAACTACTACCAGAACCTGGGGGGCGACGGAAACGTC

FEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e
TGCCCCCCTACGGGAACTACTACCAGAACCTGGGGGGCGACGGAAACGTC

AGGAGGAACTACGAGTTGTTGGCTTGCTTCAAGAAGGACATGCACAAGYL
PEErrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e

RXR-RAR
cggcaaccatgttgccttcaatatcatgtgccttcecctgtattttctacag

el
gcgcaaccatgttgccttcaatatcatgtgecttcectgtattttetacag

tgcgttgtttttttgtgttctctattgcaaagtattgttagtaaataact

PEErrrrerrrrrrrrrrr e et e et r et
tgcgttgtttttttgtgttctctattgcaaagtattgttagtaaataact

cacggacactagagaagc-ttaaccaagtttaattcttcccaaaggttct
FEErrrerrrrrrrerrr rrerrrr e et e et e e
cacggacactagagaagctttaaccaagtttaattcttcccaaaggttct

gtaccgctgtaatcagacagcaaaacatttctcaatccacagtcatatac
FErrrrrrrreerrerrr e et et e et et rrrrrrnl

gtaccgctgtaatcagacagcaaaacatttctcaatccacagtcatatac

atcttacttaaaacactcctccttcttcaatccttacagtttatggctce
FErrrrrrrreerrerrr e et et e et et rrrrrrnl
atcttacttaaaacactcctccttcttcaatccttacagtttatggetcecce

acaggaagctaataaagaggataacaggacaacaaacatttattgctgcc
FErrrrrrrreerrerrr e et et e et et rrrrrrnl

acaggaagctaataaagaggataacaggacaacaaacatttattgctgcc

ttcagagaatctgtcctcacctcctgacctcaacccctcatctaatccac
FErrrrrrrreerrerrr e et et e et et rrrrrrnl

ttcagagaatctgtcctcacctcctgacctcaacccecctcatctaatccac

agatgtccattgttttttttcggagaaccattaagttctgacatgaccca

FEEErrerrrrrrr e et e et e el
agatgtccattgttttttttcggagaaccattaagttctgacatgaccca

gtttctttcatttactatctcaatgatcaacgtttagccgattccaacag

FEEErrerrrrrrr e et e et e el
gtttctttcatttactatctcaatgatcaacgtttagccgattccaacag

tatctttgggtctttaacctatatattattactattattgttcattgatc

PEErrrrrrrr e e e et e e et
tatctttgggtctttaacctatatattattactattattgttcattgatc

aagactgttctcgag-aaggtctggtgacctagaacacacacattaaaat

PEErrrrerrr et rr e e e e et et
aagactgttctcgagaaaggtctggtgacctagaacacacacattaaaat

gtgtcaactataacccattcttctttttttgaacccccgagGTCGAGACC
FEEEErr et errr ettt bt el

RXR-RAR, RXR-TR, RXR-RXR, TR-TR, TR-RAR
TACCTGACCGTCGCCAAGTGCAGGAAGTCACTGGAGGCCAACTGCACTCT
FEETTTEEEr ettt et et r el

"7 TR-RAR, RXR-TR

GTAGACGTGGGCTGGAGAGGCAGCCAGCAAGAGCCTGTCTCCAGGGTTCG
FEETTTEEEr ettt et e el
GTAGACGTGGGCTGGAGAGGCAGCCAGCAAGAGCCTGTCTCCAGGGTTCG
DUR
GTTTCCCAGATACAGATTAGGCCTTGCCCTGCACTGAGGTGCATTTTCAA
FEETTTEEEr ettt et e el
GTTTCCCAGATACAGATTAGGCCTTGCCCTGCACTGAGGTGCATTTTCAA
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Yang et al., 1997 3714 TTGAGATTCTCCATTAAACATGCTTTTCAGTCTAGAGTAATTTTATTTTG 3763
FEETTTEEEr ettt e et el
Mevcut c¢alisma 3751 TTGAGATTCTCCATTAAACATGCTTTTCAGTCTAGAGTAATTTTATTTTG 3800
Yang et al., 1997 3764 GATCTAGTAGAGCCTGACTCCAGGGGTTTTCAGGCATTTGCCTTTTTTTC 3813
FEErrrr et err e et et err et rrrrnd
Mevcut c¢alisma 3801 GATCTAGTAGAGCCTGACTCCAGGGGTTTTCAGGCATTTGCCTTTTTTTC 3850
Yang et al., 1997 3814 TCTGAAATCAACAACAACACTTTCTATATTGACTCTATCACTCTGAGCTA 3863
FEErrrr et err e et et err et rrrrnd
Mevcut c¢alisma 3851 TCTGAAATCAACAACAACACTTTCTATATTGACTCTATCACTCTGAGCTA 3900
Yang et al., 1997 3864 CCATTGATTAGTACATTTACAGAAAAGGTTATTAAATGTCTTATTTAGAT 3913
FEErrrr et err e et et err et rrrrnd
Mevcut c¢alisma 3901 CCATTGATTAGTACATTTACAGAAAAGGTTATTAAATGTCTTATTTAGAT 3950
Yang et al., 1997 3914 ATATGGTTCATGGCGGTGCTACTGTTTATGCATACGTTAATATTTAGGGG 3963
FEErrrr et err e et et err et rrrrnd
Mevcut c¢alisma 3951 ATATGGTTCATGGCGGTGCTACTGTTTATGCATACGTTAATATTTAGGGG 4000
Yang et al., 1997 3964 TGAAATGAGAACTTGTAGAGCTCCAAGCTTTTGGATAATATATTTTAGAG 4013
FEEETTErrrrr e ettt et el
Mevcut c¢alisma 4001 TGAAATGAGAACTTGTAGAGCTCCAAGCTTTTGGATAATATATTTTAGAG 4050
Yang et al., 1997 4014 TAATTTCCTTTACGTATTTTCATTCCTTAATCTTATTGTTTGAAACTAAT 4063
FEEETTErrrrr e ettt et el
Mevcut c¢alisma 4051 TAATTTCCTTTACGTATTTTCATTCCTTAATCTTATTGTTTGAAACTAAT 4100
Yang et al., 1997 4064 AGTGATTCATGTTTCAATAAAGATGTTCTTCTCTGCAgcacataatctct 4113
FEEETTErrrrr ettt e et e et et el
Mevcut c¢alisma 4101 AGTGATTCATGTTTCAATAAAGATGTTCTTCTCTGCAgcacatgatctct 4150
Poly A
Yang et al., 1997 4114 tggcttctatttaatatctttcaaatcaacattttttacaagttcctage 4163
FEEEETErrrrr ettt e et e et et el
Mevcut calisma 4151 tggcttctatttaatatctttcaaatcaacattttttacaagttcctage 4200
Yang et al., 1997 4164 cccaacattcctatggtgtctctcggacaacttagggctggattcaatcce 4213
FEEETTErrr e ettt ettt
Mevcut calisma 4201 cccaacattcctatggtgtctctcggacaacttagggctggattcaatcce 4250
Yang et al., 1997 4214 gtatcgcagatgctccatttgaaatgtaaaggcaatgttcctgegttege 4263
FEEETTErrrrrrr ettt et et el
Mevcut calisma 4251 gtatcgcagatgctccatttgaaatgtaaaggcaatgttcctgegttcge 4300
Yang et al., 1997 4264 -gagactgcattcacttcaaacgctgcatatgtcggctcaatcggaaatt 4312
CEEErrrrrrerrrerr et et et et
Mevcut calisma 4301 ggagactgcattcacttcaaacgctgcatatgtcggctcaatcggaaatt 4350
Yang et al., 1997 4313 acctgaaaaatgttatacggttcttcagcgatacggattgaatccagccc 4362
FEEErrerrrrrrr e et e et e el
Mevcut calisma 4351 acctgaaaaatgttatacggttcttcagcgatacggattgaatccagccce 4400
Yang et al., 1997 4363 atagttacgtacatttgtattggcaaaaacatgaatgtccaccgtctgtt 4412
FEEEErrrrrrrrr e et e et et r el
Mevcut calisma 4401 atagttacgtacatttgtattggcaaaaacatgaatgtccaccgtctgtt 4450
Yang et al., 1997 4413 gcgaatgttgaataaaactccatttcaactttgtctgccaattgtccata 4462
FEErrrr et ettt ettt et et el
Mevcut calisma 4451 gcgaatgttgaataaaactcaatttcaactttgtctgccaattgtccata 4500
Yang et al., 1997 4463 gggttggttgttatatacctcggaatttgagaaaagatatccgatggcac 4512
FEEEErrrrrrrrr e et e ettt et r et
Mevcut calisma 4501 gggttggttgttatatacctcggaatttgagaaaagatatccgatggcac 4550
Yang et al., 1997 4513 atattaataaacagactttccaaacatgggtctgctgcag 4552
FEEETTEErrrr ettt e r ettt rrrrd
Mevcut calisma 4551 atattaataaacagactttccaaacatgggtctgctgcag 4591

Not: Ekzonlar biiyiik harfle, intronlar kiigiik harfle, kodlama bolgesi koyu harflerle belirtilmistir. Putatif HRE’lerin alt1 kesikli ¢izgi, baslama ve dur kodlarinin
altlar ¢ift ¢izgi ve putatif Poly A sinyal dizisi alt1 ¢izili olarak verilmistir. BSL: Baglama kodu, DUR: Dur kodu, Poly A: Poliadenilasyon sinyali, GRE: glukokortikoid
yanit elementi, PRE: progesteron yanit elementi, ARE: androjen yanit elementi, MRE: mineralokortikoid hormon yanit elementi, ERE: Ostrojen yanit elementi, RXR:
retinoid X reseptorii, RAR: retinik asit reseptorii, TR: tiroid hormon reseptorii.
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izole edilen genin baslangi¢ kodu 1-3. bazlar, dur kodu ise
3589-3591.  bazlar  arasinda  bulunmaktadir.  Ayrica,
poliadenilazson sinyali ise 4053-4058. Baz arasinda yer
almaktadir. Yang et al. (1997)’nin bildirdigi dizide ise baslangig
kodu 1-3. bazlar, dur kodu 3552-3554. bazlar, poliadenilazson
sinyali ise 4016-4021. bazlar arasinda bulunmaktadir. Ozellikle
kiiltir soylarma ait gen havuzlari c¢ok farkli kaynak
poptilasyonlardan gelen bireylerin karilmasindan olugsmaktadir.
Bunun yaninda islah caligmalar ile kiiltiir soylari istenilen
karakter yoniinde secilmektedir (Carvalho, 1993). Dolayisiyla

kiiltir =~ popiilasyonlarinin ~ genetik ~ yapist  farkliliklar
gosterebilmektedir. Bu ¢alismada gdzlenen farkliliklarin
bahsedilen populasyonlar arast varyasyondan

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

GH geni tzerindeki ilgili putatif HRE’lere glukokortikoid,
tiroid hormon ve retinoik asit gibi molekiillerin baglanmasiyla
genin  hormonlar tarafindan diizenlenmesi saglanmaktadir
(Barlow et al., 1985; Slater et al., 1985). Tablo 1’de isaretlenmis
olan putatif HRE’ler (GRE, PRE, ARE, MRE, ERE, RXR, RAR,
TR) daha 6nce rapor edilen ¢alisma (Yang et al., 1997) verileri
ile uyum igerisindedir. Bu durum tespit edilen 54 niikletotit
varyasyonun genin HRE’ler yoluyla diizenlenmesinde farklilik
yaratmadigini diisiindiirmektedir.

Bu calismada Antalya ili’inde yetistirilen gokkusag
alabalig1 popiilasyonundan biiyiime hormonu I geni izole ve
karakterize edilmistir. Genin intron bdlgelerinde referans diziye
kiyasla varyasyonlarin oldugu, bu varyasyonlarin genin ekzon
bolgesinde olmamasindan dolayr kodlanan aminoasit dizisi
iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Ayrica,
intronlarin baslangi¢ ve bitis diniikleotidleri klasik korunmus
ucbirlesme bolgeleri ile uyum igerisindedir. Bunun yaninda yine

referans diziyle kiyaslandiginda incelenen hormon yanit
elementlerinin  de varyasyonlardan etkilenmedigi tespit
edilmigtir.
4. Sonuc¢

Antalya ilinde iretilen gokkusagi alabahigr giftlik

popiilasyonundan izole ve karakterize edilen rtghl geninin daha
once rapor edilen referans dizi ile olan benzerlik ve farkliliklari
ortaya konmustur. Tespit edilen varyasyonlar intron bdlgelerinde
yer aldigindan genin kodladigi amino asit dizisinde farklilik
yaratmamaktadir. Benzer sekilde intron bolgesinde yer alan
degerlendirilen putatif HRE’ler de tespit edilen varyasyonlardan
etkilenmemektedir. Bu calismada elde edilmis olan veriler
filogenetik ve gen aktarim c¢aligmalarinda kullanilabilecek
niteliktedir. Ayrica, biiyiime hormonu geninin iilkemizde kiiltiirti
yapilan tiim soylardaki benzerlik ve farkliliklar1 arastirilarak su
urlinleri genetik 1slah programlarin1 destekleyecek verilerin
olusturulabilecegi caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ vardir. Bu
calismalarin 1s1g1nda biiyiime ve gelisme ile genetik varyasyon
arasindaki iligkiler arastirilabilir. Bu yolla verimli soylar tespit
edilebilirse katma degeri daha yiiksek iiretim yapma olanagi
dogacaktir.
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