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Gökkuşagı Alabalıklarında
(Oncorhynchus mykiss, W. 1792)
Genetik tekniklerin
uygulanması
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Özet:
Günümüzde insan beslenme­

sinde su ürünlerinin payı ve öne­
mi giderek artarken, bu alandaki
biyoteknolojik çalışmalar da daha
fazla ilgi konusu olmaktadır. Kro­
mozom manipulasyonları, gen
transferi ve filogenetik çalışmala­
rı su ürünleri en çok çalışılan ko­
nular haline gelmiştir. Özellikle
yetiştiricilikte verimi artırmaya
olan katkıları bu yöntemlerin
önemini daha da artırmaktadır.
Özellikle gökkuşağı alabalıkları
tüm dünyada en çok yetiştiriciliği
yapılan balık türlerinden biridir ve
biyoteknolojik çalışmalara en faz­
la konu olan balık türlerinin ba­
şında gelmektedir.

Anahtar kelimeler: Gökkuşağı
alabalığı, polyploidy, ginogenez,
androgenez, gen transferi

Gökkuşağı alabalıklarının esas

anavatanları Kuzey Amerika'da
California'nın dağlık nehirlerin­
den olan Mc-Coud-River olup bu­
radan bütün dünyaya ve bu arada
da Türkiyeye kültür yoluyla yayıl­
mıştır (Atay, 19871. Kültür koşul­
larında gelişimi çok iyidir. Doğal
sularda besinlerini yusufcuklar
ve larvaları, su böcekleri ve çeşit­
li larvalar oluşturur (Atay, 1987].
Yem seçicilikleri yoktur ve kuru
pelet yemi kolayca alırlar.

Cinsi olgunluğa 2-3 yaşlarında
ulaşırlar. Yumurtlama zamanları
Kasım-Subat ayları arasıdır. Bir
yumurtlama döneminde dişiler
1000-5000 kadar yumurta verir­
ler, yumurtaları küre biçiminde
sarı-turuncu renklidir, çapları 3-6
mm arasında değişir [Atay, 1987].

Bugün toplam dünya su ürün­
leri üretiminin 28.27 milyon tonu
su ürünleri yetiştiriciliğinden elde
edilmektedir. Bu üretimin büyük
bir bölümünü ise (17.13 milyon
ton) icsu balıkları oluşturmakta­
dır (FAO, 1999). Gökkuşağı alaba­
lığı, dünyada ve ülkemizde en çok
yetiştirilen tür olma özelliğini ta­
şımaktadır. Ülkemizde gökkuşağı
alabalığı, 1999 yılındaki 67.000
tonluk kültür balığı üretiminin
36.870 tonluk kısmını oluştur­
maktadır [Anonim, 2001 l. Balık
yetiştiriciliğinde verimi arttırma­
ya yönelik çalışmalar son yıllarda
hızla gelişmektedir ve bu yönde
yapılan biyoteknolojik çalışmalar
çerçevesinde genetik tekniklerin
uygulanması büyük önem taşı­
maktadır.

Son yıllarda bir takım genetik
teknikler gökkuşağı alabalığına
[Oncorhynchus mykiss) etkin bi­
çimde uygulanmaktadır. Bu tek­
nikler, gökkuşağı alabalığı üreti­
mine önemli etkiler yapmakta ve
türlerin detaylı genetik analizini
kolaylaştırmaktadır.

Kromozom Seti
Manipulasyonu
Gökkuşağı alabalığı, diğer ba­

lıklar gibi, kromozom setlerinde­
ki yapay manipulasyonlara karşı,
erken gelişme dönemlerinde ol-
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dukca dayanıklıdır [Purdom,
1983; Thorgaard, 1986]. Üç ya da
dört set kromozoma sahip [triplo­
id, tetraploidl alabalıklar hayatta
kalabilirler ve temel genetik
araştırmalar açısından ilginç
özelliklere sahiptirler. Triploid
qökkusaq: alabalıklarının kısır ol­
duqu, doqada ortaya çıkan triplo­
id bireyler üzerinde yapılan çalış­
malarda keşfedilmiştir. Bunu ta­
kiben ikinci kutup hücresinin atıl­
masını engelleyerek ya da birinci
hücre bölünmesini aksatarak
triploid ve tetraploid oluşumunu
saqlarnaya yönelik sıcak şok ya da
basınç şoku teknikleri uygulan­
mıştır [Chourrout, 1980; Thorga­
ard et al., 1981; Lou and Purdom,
1984, Atay ve ark., 2000a,bl.

Triploid gökkuşagı alabalıqı
dişilerinin üreme karakteristikle­
ri bunlara olan ilgiyi geçerli kıl­
maktadır [Lincoln and Scott,
1984]. Triploid dişiler çok düşük
gonad gelişimine ve cinsiyet hor­
monlarının henüz olgunlaşmamış
seviyelerine sahiptir. Normal dip­
loidler cinsel olqurıluqa ulaşır­
ken, bunlar dış görünüşlerini ve
et kalitesini korur [Bye and Lin­
coln, 1986]. Triploid erkekler,
kayda deqer ölçüde gonad gelişi­
mi gösterir, sekonder cinsiyet
özellikleri gelişir, düzensiz, ane­
uploid kromozomlu ve sınırlı sayı­
da sperm üretirler. Sonuç olarak,
tümüyle dişi triploid populasyon­
ların üretilmesi tercih edilmekte­
dir [Lincoln and Scott, 1983]. Ge­
nel olarak triploidler fizyolojik et­
kinlik bakımından normal diploid­
lerle aynı ya da biraz daha geri
bulunmuştur. Bu gerilik, büyük ve
kısır balıkların tercih edildigi du­
rumlarda önemsiz kalmaktadır
[Bye and Lincoln, 1986].

Tetraploid qökkusaqı alabalık­
ları, kısır triploidlerin üretiminde
kullanılabilme potansiyellerinden
dolayı ilgi konusu olmuştur. An­
cak düşük yaşama oranına sahip­
lerdir. Tetraploid erkekler [Cho­
urrout et al., 1986a] ve dişiler
[Chourrout and Nakayama, 1987]

cinsel olqurıluqa ulaşır ve normal
dirloidlerle ciftlesnrildiqinde trip­
loid üretirler. Tetraploid erkekler
normal erkeklere göre daha dü­
şük dölleme kapasitesine sahip­
tir, bunun nedeni büyük ihtimalle
daha büyük olan spermlerinin
normal yumurtaların mikropilin­
den geçişinin zor olmasıdır [Cho­
urrout et al., 1986a].

Triploid interspesifik [tür içi]
hibridler salmonidlerdeki diploid
hibridlere oranla nispeten yüksek
yaşama oranı göstermiştir ve
qökkusaô: alabalıqıru içeren bir­
çok hibrid ilginç özellikler sergi­
lemektedir. Dişi qökkusaq: alaba­
lıgı ile erkek coho salman [O. ki­
sutchl arasındaki triploid hibrid­
ler, qökkusaqı alabalıqı ıçın
ölümcül olan fakat coho salmon­
larda ölüme yol açmayan iki vi­
rus: VHSV lDorson and Chevas­
sus, 1985] ve IHNV [Parsons et al.,
1986] ·e karşı dayanıklılık göster­
mektedir. Dişi qökkusaqı alabalı­
gı ile erkek dere alabahqı [Salve­
linus fontinalisl arasındaki triplo­
id hibridler oldukça yüksek yaşa­
ma oranına sahiptir [Chevassus
et al., 1983; Scheerer and Thorga­
ard, 1983]. Her iki hibrid de yetiş­
tiricilikte ve balıkçılık yönetimin­
de kullanışlı olabilir. Oiger taraf­
ta, tüm hibridler triploidliqin olu­
şumundan sonra hayatta katama­
maktadır. Örneqin, dişi qökkusaö:
alabalıq: ile erkek grayling
[Thymallus thymallusl [bir çeşit
kurşuni tatlısu balıgıl hibridleri
hayatta katamamaktadır [Chour­
rout, 1986]. Bu, yapay gynogenez
[tümüyle anneye aiti için avantajlı
bir durumdur. Grayling spermleri
ışınlanarak qökkusaqı alabalıqı
yumurtalarının gelişimini aktive
etmede kullanılabilir ve eger tüm
spermler başarıyla ışınlanama­
rnıs ise bu hibridler ölecek ve ha­
talı gynogenez önlenmiş olacak­
tır. Diger türler de gynogenezde
aynı rolü saqlayabilir.

Gynogenez'in önemli bir uygu­
laması genlerin sentromerlerine
göre haritalanmasıdır. Gökkusaq:

alabalıklarında 25'ten fazla lokus
gynogenez ile sentromerlerine
göre haritalanmıştır [Thorgaard
et al., 1983; Guyomard, 1984;
Thompson and Scott, 1984; Allen­
dorf et al., 1986]

Gynogenez, aynı zamanda
qökkusaqı alabalıklarında tümüy­
le dişi populasyonlar üretmek
açısından da önemlidir [Chourro­
ut and Quillet, 19821. Tabii olduk­
ları için düşük performans göste­
ren bu balıkların cinsiyeti hormo­
nal yollarla erkeqe dönüştürüle­
bilir ve bunların spermleri tü­
müyle dişi populasyonların üretil­
mesinde kullanılabilir [Oonaldson
and Hunter, 1982].

Androgenez, gökkuşagı alaba­
lıklarında başarıyla uygulanmış
üçüncü kromozom takımı mani­
pulasyonu' dur. Androgenez, yu­
murtanın döllenmeden önce ga­
ma ışınları ile muamele edilmesi,
normal spermle döllenmesi ve bi­
rinci hücre bölünmesini önleme­
ye yönelik tekniklerin uygulan­
ması ile saqlamr [Onozato, 1982;
Parsons and Thorgaard, 19851.
Bu teknik, klonal hatların gelişi­
mi, soquk saklanmış [cryopreser­
vedl spermlerden ırk özellikleri­
nin geri alınması, aynı çekirdek
genotipine ve farklı mitokondrial
genotipe sahip bireylerin üretil­
mesi, ve YY erkek generasyonla­
rını içeren birçok potansiyel uy­
gulamayı içerir [Scheerer et al.,
1986; Thorgaard et al., 1990]. An­
drogenezdeki temel sınırlama ise
homozigot androgenetik diploid­
lerin düşük yaşama oranıdır.

ONA Marker'lar
Gökkusaq: alabalıklarında

ONA marker analizi son zaman­
larda uygulanmaya başlamıştır.
Populasyon düzeyinde çalışılan
ilk ONA marker tipi mitokondrial
ONA olmuştur. Birçok çalışmada,
qökkusaqı alabalıqı populasyon­
larında mitokondrial [mtl DNA'da
polimophism araştırılmıştır [Wil­
son et al., 1985; Gyllensten and
Wilson, 1987; Palva and Palva,
19871. Mitokondrial genomların
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segmentleri de klonlanmış ve sı­
ralanmıştır (Davidson et al., 1988;
Thomas and Beckenbach, 1989;
Beckenbach et al., 1990).

Gökkuşağı alabalığında bir
miktar gen klonlanmıştır. Bu ça­
lışmalar, öncelikle evrimsel kar­
şılaştırmalar için temel biyokim­
yasal araştırmalar dahilinde ya­
pılmıştır fakat klonlanan genler
birçok araştırıcı için kullanışlı
olabilir.

Gökkuşağı alabalığına ait
klonlanmış ve bazı durumlarda
sıralanmış gen örnekleri; iki fark­
lı büyüme hormonu (Agellon and
Chen, 1986; Agellon et al., 1988a;
Rentier-Delrue et al., 1989), pro­
lactin (Mercier et al., 1989). akta­
rılabilmesi mümkün bir element
(Moir and Dixon, 1988a), protami­
ne (Moir and Dixon, 1988b; Nickel
and Davie, 1989). iki histone
(Winkfein et al., 1985). bir yüksek
değişken grup (HMG) protein
(Pentecost et al., 1985). iki metal­
lothionein (Zafarullah et al.,
1988). cytochrome P450s (Haasch
et al., 1989; Heilmann et al.,
1988). ve iki apopolysialoglycop­
rotein (Sorimachi et al., 1990)
içermektedir. Gökkuşağı alaba­
lıklarında farklı ONA markerlar
üzerinde çalışmalar yapılmıştır.
Gökkuşağı alabalığı ve akraba
salmonidlerde Ribosomal
DNA"nın seri değişimleri araştı­
rılmıştır (Popodi et al., 1985).
ONA parmakizi polymorfizmi iki
farklı ONA probu kullanılarak in­
celenmiştir (Fields et al., 1989;
Lloyd et al., 1989). Bu gibi marker­
lar, yüksek çeşitlilik düzeylerin­
den dolayı genetik araştırmalarda
çok çeşitli uygulamalara sahip
olabilir (Georges et al., 1988).

Gen Transferi
Transgenik organizmalar, he­

terologous (farklı türden elde
edilmiş) DNA'nın (transgen) ya­
pay olarak yerleştirilip genomla­
rına katıldığı canlılardır. Transge­
nik balıkların üretimi 1990'lı yıl­
larda ortaya çıkmıştır. Gen trans­
ferinde temel prensip heterolo-

gous DNA'nın h·edef hücrenin çe­
kirdeğinde yer alan genomlara
aktarılmasıdır. Bu işlem bir kaç
farklı teknik ile gerçekleştirilebi­
lir. Bunlar: Transgenin doğrudan
çekirdeğe iletilmesini sağlayan
mikroenjeksiyon yöntemi, hedef
hücrenin yüzeyinde transgenin si­
toplazmaya geçebileceği geçici
parlar (gözenekler) açmayı sağla­
yan electroporation yöntemi,
sperm ile taşıma yöntemi, lipo­
fection yöntemi ve retroviral in­
feksiyon yöntemidir.

Diğer hayvanlar üzerinde yapı­
lan gen transferi araştırmalarının
ilgi çekici potansiyeli, araştırıcıla­
rı gökkuşağı alabalığında gen
transferi çalışmalarına yönlen­
dirmiştir. Diğer balık türleri gibi,
gökkuşağı alabalığı da bu tür ça­
lışmalar için çok sayıda avantaja
sahiptir: döllenme ve mikroen­
jeksiyon oldukça kolaydır ve çok
miktarda yetiştirilebilirler (Mac­
lean et al., 1987; Maclean and
Penman, 1990). Üç ekip, gökku­
şağı alabalığında mikroenjeksi­
yon yöntemiyle gen transferine
ilişkin sonuçlar yayınlamıştır.
Transgenik gökkuşağı alabalıkla­
rında başarılı mikroenjeksiyon ve
DNA'nın ortaya koyulması, Fran­
sada bir ekip tarafından gerçek­
leştirilmiştir (Chourrout et al.,
1986b). ayrıca bu araştırıcılar, söz
konusu genlerin transgenik bi­
reyler tarafından döllere aktarıla­
bildiğini ortaya koymuştur (Guyo­
mard et al., 1989). İngiltere'deki
araştırıcılar transgenik alabalık­
larda yabancı DNA'nın varlığını ve
genlerin ev sahibi kromozomlarla
açık bütünlüğünü ispatlamış, ve
başarılı bir gen transferinde yer
alan parametreleri araştırmıştır
(Maclean and Penman, 1990;
Penman et al., 1990). Bu güne ka­
dar yapılan tüm çalışmalar gen
transferinde makul bir oran ve
yabancı ONA ile ev sahibi kromo­
zomlar arasında açık bütünlüğü
ortaya koymuştur. Bir çok genin
gökkuşağı alabalığına transferi il­
ginç sonuçlar verebilir (Maclean

and Penmann, 1990). Bunlar: bü­
yümeyi ilerleticiler (büyüme hor­
monu genleri ve diğerleri), hasta­
lıklara karşı dayanıklılık genleri
(Chevassus and Dorson, 1990).
anti-his gen yapıları (çevresel et­
kilere karşı duyarlılık çalışmaları
için) ve yeni metabolik özellikler
veren genlerdir (örneğin karbon­
hidratları çok daha etkin değer­
lendirme kabiliyeti).

Genlerin transferinde başarı­
nın ilk belirtileri embriyonun hızlı
hücre bölünmesi aşamasında yer
alan ONA replikasyonu periyo­
dunda ortaya çıkmaktadır. Yer­
leştirilen DNA'nın ortak replikas­
yonu, çıkarılan DNA'dan bir probe
yani işaretlenmiş bir molekülün
yerleştirilen DNA'nın belirleyici
bölümünde yer almasıyla belirle­
nebilir ya da otoradyografi örnek­
lemesi veya çıkarılan DNA'nın sı­
nırlayıcı enzimlerle elektroforetik
ayrımı ile değerlendirilebilir. Eğer
probe seviyesi, yüksek moleküler
ONA ağırlığı ile uyumlu olarak ar­
tıyorsa bu genomik ONA ve yer­
leştirilen molekül arasında bir
ilişkinin kanıtıdır (Purdom, 1993).

Balıklarda çok çeşitli kromo­
zom takımı manipulasyon teknik­
lerinin uygulanabilirliği, bu tek­
niklerin diğer genetik tekniklerle
birleştirilmesi olanağını gündeme
getirmektedir. Buna iki örnek; re­
kombinant klonal hatların daha
etkin gen haritalaması için kulla­
nılması ve transgenik balıklarda
kısırlığın garanti altına alınması
için yapay triploidliğin kullanıl­
masıdır.

Gökkuşağı alabalıklarının an­
drogenez veya gynogenez ile elde
edilmiş iki farklı klonal hattı seçi­
lip çaprazlanabilir. İdeal olarak,
bu hatlar genetik olarak farklıdır
ve genetik belirleyicilerin hemen
hepsinden ayrılmaktadır. Bu klo­
nal hatlar arasındaki hibridler,
çeşitli laboatuarlarda yapılan gen
haritalama çalışmalarında kulla­
nılmak üzere çiftleştirilip dağıtı­
labilecek çok sayıda homozigot
diploidler yaratmada kullanılabi-
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lir. Daha sonra genler klonal hat­
ların standart panellerine [ana
babaya ait ve rekombinant l karşı
haritalanarak farklı laboratuar­
lardaki sonuçlar karşılaştırılabi­
lir. Bu "rekornbinant klonal hat"
yaklaşımı [Thorgaard and Allen­
dorf, 1988] farelerde başarıyla uy­
gulanan "rekornbinant doğal hat­
lar" [Jeffreys et al., 1987] yaklaşı­
mı ile oldukça benzerdir.
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