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OZET

Bu calismada Hatay bolgesinde yer alan Asi ve Mersin bélgesinde Goksu Nehir’lerinde
yetistiriliciligi  yapilan Clarias gariepinus bireylerinin  genetik polimorfizmi arastirildr.
Mikrosatellit lokuslar Cga0l, Cga02, Cga05, Cga06, Cga09 ve CgalO ayri ayri PZR ile
cogaltilarak karsilastirildi. Cga0l ve Cga02 lokuslar: igin yaklasik 100 bp; Cga05 ve Cga09
lokuslart i¢in yaklasik 200bp; Cga06 ve Cgal0 lokuslart igin yaklasik 150bp uzunlugunda DNA
bantlart elde edildi. Arastirilan mikrosatellit lokuslarinin Asi ve Goksu bireyleri arasinda DNA
uzunlugu bakumindan bir farkiilk gostermedigi bulundu.

Anahtar Kelimeler: Clarias gariepinus, Mikrosattelit lokus, Asi ve Géksu Nehri, PZR.
ABSTRACT

In this present study, individuals of two different cultuvates of Clarias gariepinus species living
in the Orontes river of Hatay regoin and Géksu river of Mersin region were genetically analized.
Genomic DNA microsatellite loci Cga0l, Cga02, Cga05, Cga06, Cga09 and Cgal0 were
separately amplified and compared. Cga0Ol and Cga02 loci amplification resulted in
approximately 100 bp DNA fragment; for Cga05 and Cga09 loci app. 200bp, for Cga06 and

Cgal0 loci 150bp DNA fragment were obtained. DNA length polimorfism for all analyzed
microsatellite loci did not show any difference.
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GIRIS

Ulkemizde ekonomik dneme sahip olan ve kiiltiir balik¢ilig1 yapilan Karabalik olarak
bilinen Clarias gariepinus (Burchell, 1822)'un Tirkiye’deki dogal dagilim alaninin

Adana, Antakya ve Mersin bdlgelerindeki nehir ve gol sistemlerinde bulundugu
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bilinmektedir. Afrika kdkenli olan bu baligin Avrupa, Asya ve Tirkiye’ye gelisi
ticari yollarla olmustur (Teugels, 1996; Skelton and Teugels). Ulkemize ilk defa antik
donemde (M.O 3000-Tung Devri) ticari yollardan gelmis olan karabaligin bugiin
mevcut populasyonlarin kaynagini Cumhuriyet Donemi’nde DSI tarafindan asilandig:
bilinmektedir (Ergene et.al., 1999; Geldiay ve Balik, 1996; Kosswig, 1969). Cesitli
aragtiricilar  tarafindan yapilan ihtiyolojik ¢alismalarla Clarias gariepinus’un
Tiirkiye’deki dogal dagilim alanlar1 doguda Asi, Ceyhan, Seyhan, Berdan, Goksu
Nehirleri ve Goksu deltasinda yer alan Akgol ve batida yer alan Acisu ve Aksu
nehirlerinde goriildiigii bildirilmistir (Kosswig, 1969; Kuru, 1979; Kuru, 1980; Ergene,
1994; Kuru, 2004; Kigik, et.al., 2007).
Giliniimiizde kiltiir balikgiliginin  6nemli sorunlarindan birisi dogal tiirlerin yok
olmasiyla birlikte o tiire ait gen havuzunun daralmasidir. Yeni gen akist saglanamamasi
durumunda bir siire sonra populasyonda infertil bireylerin fazlalagmasiyla kiiltiir
balik¢iligint uzun vadede etkilemesi beklenmektedir. Mevcut gen havuzu potansiyelinin
saptanabilmesi ¢ekirdek ve mitokondriyal DNA {izerinde molekiiler genetik ¢aligmalar
ile miimkiin olmaktadir. Balik populasyonlarinin analizinde otuz yildir molekiiler
belirtegler kullanilmakta ve her gecen giin yenileri tanimlanarak artmaktadir. Balik
genetiginde bugiin mikrosatellit lokuslarin belirlenmesi ve her tiire 6zgii mikrosatellit
belirteglerin tanimlanmasi 6nem kazanmaktadir. Baliklar ig¢in belirlenmis mikrosatellit
belirtegler genom haritalama, akrabalik derecesinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.
Cyprinid’ler, Salmonid’ler ve Clarid’ler i¢in mikrosatellit belirtegler tanimlanmistir
(O'connell and Wright, 1997). Clarid’ler iginde ilk kez Clarias gariepinus tiriinde
mikrosatelit belirtecler Galbusera et.al. (1996) tarafindan izole edilerek tanimlanmustir.
C. gariepinus DNA’sinda GT tekrar igeren yedi mikrosatelit lokus (Cga01-03;
Cga05,Cga06; Cga09 ve Cgal0O) tanimlanmis ve bunlar i¢in primer setleri
tasarlanmigtir. Mikrosatelit lokus primerleri kullanilarak C. gariepinus, C. anguillaris,
C. alluardi ve Heterobranchus longifilis’in allel ¢esitligi arastirilmistir (Galbusera et.al.,

1996).
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Ekonomik 6neme sahip olan ve kiiltiir balik¢ilig1 yapilan karabaligin iilkemizde

populasyon analizi ¢ekirdek, mitokondriyal ve allozim seviyesinde heniiz
yapilmamistir. Bu ¢aligmada Goksu ve Asi nehirlerinde yasayan C. gariepinus‘un iki
farkli populasyonun cekirdek DNA'sinda polimorfik lokuslar aragtirilmistir. Goksu
nehri ve deltasinin sulak alanlarinda yasayan C. gariepinus‘un meristik, morfometrik
analizlerinden baska karyolojisinin de belirlenmesiyle ilk genetik ¢aligma yapilmistir
(Ergene ve ark., 1998; 1999). Ancak bugiin populasyon genetigi alaninda gen
seviyesinde aragtirmalara da gerek duyulmaktadir. Bugiin bir¢ok tiir i¢in saptanan
genetik belirtegler araciligiyla tiir ve populasyon hakkinda onemli bilgiler elde
edilmektedir. Genetik belirteglerin kullanimi 6zellikle balik¢ilikta dogal stok analizi,

kiiltiir balik¢iligi, taksonomi veya sistematik ¢alismalarda etkin olarak kullanilmaktadir.

Yetistiriciligi yapilan C. gariepinus‘un molekiiler diizeydeki genetik analizi sonucu elde
edilecek bilgilerin lilkemiz kiiltiir balik¢iligina katki saglamasi amacglanmaktadir.
Populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik benzerlik ve farkliliklarin saptanmasi

biyolojik kaynaklarimizin yonetiminin etkin yapilabilmesi i¢in sart olmaktadir.
YONTEM

Asi’den 3 ve Goksu’dan 4 olmak iizere yakalanan 7 canli karabalik 6rnegi laboratuara
getirildikten sonra uygun akvaryumlara konarak doku 6rnegi alincaya kadar bekletildi.
Hayvanlar sersemletildikten sonra servikal dislokasyon uyguland: ve ¢ikartilan dalaktan
parga alinarak bekletilmeden DNA izolasyonu gergeklestirildi. Organin kalan kisimlari

steril 10 mI’lik polikarbonat tiiplere konuldu ve — 80°C hizla donduruldu ve saklandi.
Total DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu i¢in hayvan dokusuna 6zellesmis total DNA izolasyon kiti
(DNA purification from tissues QlAamp DNA mini kit, Qiagen Firmasi) kullanildi.
Her bir balik 6rneginin dalak dokusundan izolasyonu sonucu elde edilen total DNA

ornekleri 1,5 mI’lik mikrofiij tiipleri igerisinde +4°C’de saklandi.
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Mikrosatellit Lokuslarin PZR Yontemi fle Cogaltilmasi

Galbusera ve ark. (1996) tarafindan Cga01, Cga02, Cga05, Cga06, Cga09, Cgal0 olarak
tanimlanmis olan mikrosatellit lokuslarina uygun primer setleri (Tablo 1) kullanilarak
karabalik DNA 0&rnekleri PZR yontemiyle ayri ayri cogaltildi. Her lokusa ozgi
“reverse” (R) ve “forward” (F) primerlerinden olusan primer seti, yapisma sicakligi ve
MgCl, konsantrasyonu Tablo 1°de verilmistir. PZR tepkime karisimi total hacim 25 pl
icerisinde Taq buffer (1X), dNTP 0,2 mM, primerler 1 pmol, MgCl, konsantrasyonu
Tablo 1.de belirtildigi gibi, Taq DNA polimeraz 0,5 U, kalip DNA 100-200ng (2ul)
olacak sekilde hazirlanmistir. PZR dongii kosullar1 baslangi¢ denatiirasyonu 94°C’ de
240 sn, denatiirasyon 94°C’ de 45 sn, Cizelge 1. deki yapisma sicakligi 30 sn, ve 72
°C, 30 sn uzatmadan olusan 30 dongiilikk ¢cogaltma ve son uzatma 72 °C, 600 sn olan

program Techne TC-512 cihazinda uygulandi.

Tablo 1. Primerlerin baz dizisi, yapisma sicakligi ve MgCl, konsantrasyonu

Yapisma | PZR-DNA |MgCl,
Primer |BAZ DiZiSi (5-3’) Sicakligi | uzunlugu Derigimi

°C (bg) (mM)
F:GGCTAAAAGAACCCTGTCTG
Cgall | o TACAGCGTCGATAAGCCAG  |°° 92-104 !

F:TACAGCGTCGATAAGCCAGG
Cgal2 | o ACCTCTGAGATAAAACACAGC | %° 102-110 !

F:TCCACATTAAGGACAACCACC

Cga05

R: TTTGCAGTTCACGACTGCCG |62 204-212 1.5

Coats |F: CAGCTCGTGTTTAATTTGGC

ga R:TTGTACGAGAACCGTGCCAGG |56 134-142 1.5

Ceapy | F: CGTCCACTTCCCCTAGAGCG

8 R:CCAGCTGCATTACCATACATG |59 180-196 1
F:GCTGTAGCAAAAATGCAGATG

Cgal0

R:TCTCCAGAGATCTAGGCTGTC |59-60 102-138 1
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Calismada elde edilen DNA’larin (genomik DNA ve PZR ile ¢ogaltilan DNA)
miktar1, kalitesi ve uzunluklarini belirlemek i¢in agaroz jel elekroforezi yontemi
kullanildi. DNA 6&rnekleri igin agaroz konsantrasyonu %?2 olarak kullanildi. Ayrica her

jele orneklerle birlikte 300 ile 25 bp arasinda uzunluklarda DNA merdiveni uygulandi.

BULGULAR ve TARTISMA

Asi Nehri’nden 3 ve Goksu Nehri’'nden 4 karabalik bireyinin Cga0l mikrosatellit
lokusu PZR sonucu sekil 1de, Cga02 sekil 2 de, Cga05 ve Cga 06 sekil 3, Cga09 ve
CgalO sekil 3°de gosterilmistir. Cga0l lokusu icin Asi ve Goksu’dan alinan Clarias
gariepinus 6rneklerinin hepsinde ayni uzunlukta DNA (100 bg) elde edildi. Cga02 igin
hem Asi hem de Gdksu’dan alinan Clarias gariepinus ornekleriyle yaklasik 100 bg
uzunlugunda PZR bandi elde edildi.

DNA Al A2 A3 Gl G2 G3 G4

Merdiveni

300 bg
200bg.

100 bg

Sekil 1. Asi (Al-3) ve Goksu (Gl-4) Clarias gariepinus Orneklerinin Cga0l
mikrosatellit lokusu PZR-DNA bantlar1 (%2’lik agaroz jel)
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DNA
Merdiveni Al A2 Gl G2

300 b
200b

100 bg

Sekil 2. Asi (Al-2) ve Goksu (Gl-2) Clarias gariepinus Orneklerinin Cga(02
mikrosatellit lokusu PZR-DNA bantlar1 (%2’lik agaroz jel)

Incelenen Asi ve Géksu’ya ait tiim karabalik 6rneklerinin Cga05 mikrosatellit lokusu
icin yaklasik 200 bp’lik; Cga06 icin yaklasik 150 bg¢’lik; Cga09 lokusu igin yaklasik 200
bp’lik; CgalO lokusu i¢in yaklasik 150 b¢’lik DNA bantlari elde edildi.

DNA Cga05 Cga06
Merdiveni Al A2 Gl A3 A4 G3 G4

Sekil 3. Asi (A1-2) ve Goksu (G1) C. gariepinus drneklerinin Cga05 mikrosatellit ve
Asi (A3-4) ve Goksu (G3-4) 6rneklerinin Cga06 lokusu PZR-DNA bantlari (%2°1ik

agaroz jel)
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Cga09 Cgal0

DNA Merdiveni

Al A2 A3 Gl G2 G3 G4 | Al A2 A3 Gl G2 G3 G4

Sekil 4. Asi (A1-3) ve Goksu (G1-4) C. gariepinus drneklerinin Cga09 mikrosatellit
PZR -DNA bantlar1 (200 bg) ve Asi (A3-4) ve Goksu (G3-4) drneklerinin CgalO
lokusu PZR-DNA bantlar1 (150 bg). (%2’lik agaroz jel)

Bu ¢alismada Asi ve Goksu nehrinde yetistiriciligi yapilan C. gariepinus bireylerinin
alt1 mikrosatelit lokus molekiiler belirte¢ olarak kullanarak iki populasyon arasindaki
genetik cesitlilik arastirilmistir. Daha 6nce Ergene (1994) ve Ergene ve ark. (1998)
Goksu Deltas1 Akgol-Paradeniz ve Asi Nehri C. gariepinus  (Clarias lazera)
bireylerinin morfometrik analizleri sonucu Teugels’in (1996) yaptig1 calismayla
karsilastirmis ve Goksu’daki C. gariepinus bireylerinin Afrika’daki bireylerden farklilik
gosterdigini bulmugtur. Daha sonra Ergene ve ark. (1999) Goksu deltas1 populasyonun
kromozom analizini yapmis ve C. gariepinus i¢in kromozom yapisini 18 M, 26 SM, 12
A (2n=56) bulmuslardir. Ozouf-Costaz ve ark. (1990) C. gariepinus ig¢in bulduklar
kromozom sayisi Goksu bireyleriyle ayni ancak kromozom yapisinda farkliliklar
bulunmaktadir. Bu nedenle genetik farkliligin daha net belirlenebilmesi i¢in molekiiler

genetik yontemler kullanilmasi 6nerilmistir.

Bu calismada Asi ve Goksu Nehir’lerinde ait Clarias gariepinus bireylerinin genetik
polimorfizmi ¢ekirdek DNA’sindaki alti farkli mikrosatellit lokus PZR yontemiyle
arastirildi. Arastirilan mikrosatellit lokuslarinin Asi ve Goksu bireyleri arasinda DNA
uzunlugu bakimindan bir farklilk gostermedigi bulundu. Mikrosatellit lokuslarin

icerdigi tekrar dizisi bakimindan farkliligin belirlenmesi igin elde edilen DNA
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bantlarmin dizi analizinin yapilmasi ve mitokondriyel DNA belirteglere bakilmasi
gerekmektedir. Benzer ¢aligmalarda tek bir belirtecin 6zellikle populasyonlar arasi
calismalarda yetersiz olabilecegi gosterilmistir. Ornegin Afrika’daki Senegal Irmaginda
yasayan C. gariepinus ve C.anguillaris ‘in genetik analizlerinde mitokondriyel DNA-
RFLP, allozim ve mikrosatellit c¢alismalart morfometrik verilerle birlikte
degerlendirilmesi sonucu her iki tiiriin de birbirine ¢ok yakin oldugu

bulunmustur.(Galbusera et.al., 1996; Agnese et.al. 1997; Agnese and Teugels, 2005).
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SUMMARY

Clarias gariepinus (Burchell, 1822) known as “karabalik” cultuvated in Turkey is an
economically important fish species. Several ichtiyological studies revealed that natural
distribution of Clarias gariepinus species in Turkey are river and fresh water systems
of Adana, Antakya and Mersin region namely Orontes, Ceyhan, Seyhan, Berdan, Géksu
rivers, Akgol lake in Goksu Delta in the east and in the west Acisu and Aksu river
(Kosswig, 1969; Kuru, 1979; Kuru, 1980; Ergene, 1994; Kuru, 2004, Kiiciik, et.al.,
2007). The African orginated catfish Clarias gariepinus (Skelton and Teugels, 1992;
Teugels, 1996) introduced to Asia, Anatolia and Europa by trading. Archeozoological

evidences date the trading activities in Anatolia in antic age. The resent C. gariepinus
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population living in Turkey were cultuvated for 80 years (Kosswig, 1969, Geldiay
ve Balik, 1996, Ergene et.al., 1998).
Since natural fish populations disappearing, a bottleneck expected in cultuvated fish
populations and the genetic variability of fish cultuvates became an important aspect.
To discriminate among fish species and populations various molecular markers were
developed and applied in last 30 years. In the last ten years from various fish species
such as Cyprinid’s, Salmonid’s and Clarid’s microsatellite loci markers were isolated
and applied for population genetic studies, parentage analysis and genome mapping
(O'connell and Wright, 1997). Among Clarid’s firstly in Clarias gariepinus species
microsatellite markers were isolated and used (Galbusera et.al., 1996). In C. gariepinus
genomic DNA seven GT reach microsatellit loci were identified (Cga0l-03;
Cga05,Cga06; Cga09 and Cgal0) and appropiate primer sets designed for PCR
amplification. These microsatellite loci primers were used to identify and analyse alel
variability of C. gariepinus, C. anguillaris, C. alluardi and Heterobranchus longifilis
(Galbusera et.al., 1996).
Meristic and morphometric analysis of C. gariepinus (Clarias lazera) species living in
the Orontes river of Hatay regoin and Géksu river of Mersin region were compared.
Also caryotype of both populations were determined and caryotype found as 18 M, 26
SM, 12 A (2n=56). (Ergene et.al, 1998; 1999). Chromosome number of African C.
gariepinus population (Ozouf-Costaz et.al.,1990) were same with Goksu population but
chromosome structure and patttern differ from each other (Ergene et.al.,1999). Further
moleculer genetic analysis were needed to resolve differences between African and
Anatolian populations. There were several tools developed for genetic characterization
such as allozyme variation, mitochondrial DNA-RFLP, mitchondrial markers (Cytc;
ND1-5) and microsatellit loci polymophizm (Agnese et.al. 1997).
In this study, cultuvates of C. gariepinus species of Orontes river in Hatay region and of
Géksu river in Mersin region were compared for microsatellite loci alel variability.
DNA isolated from spleen tissue of C. gariepinus individuals of Géoksu and Orontes
river and subjected to PCR amplification and microsatellite loci. PCR-DNA of Cga0l,
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Cga02, Cga05, Cga06, Cga09, Cgal0 amplified by PCR for both cultivates and

were compared.



