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OZET

GOKKUSAGI ALABALIGI (Oncorhynchus mykiss) YUMURTALARINA FARKLI
SURELERDE UYGULANAN ISI SOKUNUN TRIiPLOID OLUSUMA VE YASAMA
ORANINA ETKISI

Osman Nezih KENANOGLU
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Sebahattin ERGUN
28/06/2012, 58

Bu c¢alismada, yeni dollenmis olan gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
yumurtalarina farkli siirelerde uygulanan 1s1 sokunun, yiizde triploidiye ve yasama
oranlarma etkisi aragtirilmigtir. Arastirmada sagim yoluyla elde edilen O. mykiss
yumurtalarina, dollendikten 10 dk. sonra, 26 °C’de 5, 10, 15 ve 20 dk. olmak {izere farkl
stirelerde 1s1 soku uygulanmis ve yumurtalar bu siirelere gore deneme gruplarina
ayrilmigtir. Kontrol ve deneme gruplarmin klasik inkiibasyon sartlarinda kulugkaya
alinmasindan itibaren 60 giin siireyle yasama oranlar tespit edilmistir. Embriyonik
donemdeki gozlii larvalardan yapilan kromozom analizleri sonucu; diploid 2n=56 ve
triploid 3x=84 adet kromozom tespit edilmistir. Ayrica deneme gruplarindaki triploid
yiizdeyi belirleyebilmek i¢in, kandan yayma yontemiyle preparatlar hazirlanmis ve eritrosit
Olclimleri yapilarak sonuglar degerlendirilmistir. 5, 10, 15 ve 20 dakikalik 1s1 soklamalar1
sonucu triploid ytizdeler sirasiyla, %10, %40, %90 ve %95 olarak tespit edilmis; 10, 15 ve
20 dk. 1s1 soku uygulanan gruplardaki triploid bireylerin eritrosit hiicre ve ¢ekirdeklerinde,
genis eksen uzunluklart kontrole gore istatistiksel agidan onemli farkliliklar gostermistir
(p<0,05). Ayrica gruplara gore yasama oranlari, kontrol grubundan itibaren artan 1s1 soku
siirelerine gore sirasiyla, %81,46, %75,55, %71,25, 9%66,01 ve %)55,76 olarak
belirlenmistir.

Arastirmamizda 26 °C’de 15 ve 20 dk. siirelerde termal sok uygulanan O. mykiss
yumurtalarinda %90 ve %95 triploid olusum belirlenmistir. Yasama oranlarini géz oniinde
bulundurdugumuzda, en iyi triploid verim %59 ile 15 dakikalik 1s1 soku sonucu elde

edilmistir. Ayrica eritrosit hiicre ve c¢ekirdek oOlgiimlerinin sonucunda, genis eksen
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Ol¢timleri triploid bireyleri aciga ¢ikartmustir.
Anahtar sozciikler: Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), Ist soku, Triploid,

Eritrosit 6l¢iimii, Kromozom analizi.
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ABSTRACT

EFFECT OF HEAT SHOCK APPLIED IN DIFFERENT PERIOD ON TRIPLOID
FORMATION AND VIABILITY RATE IN RAINBOW TROUT (Oncorhynchus
mykiss) EGGS

Osman Nezih KENANOGLU
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Sebahattin ERGUN
28/06/2012, 58

In this study, effects to triploid percentage and survival ratio of thermal shock that
applied to recently impregnated eggs of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) at different
periods have been investigated. Application process realized 10 minutes later after the
fertilization, thermal shock have been performed to O. mykiss eggs that getting by use of
stripping for different time periods at 26°C for 5, 10, 15 and 20 minutes and eggs were
separated to experimental groups with regard to these time periods. Survival ratio at the
classical incubation situations, have been established throughout 60 days in control and
experimental groups. Chromosome analysis results of eyed periods larvae of thermal
shocked eggs were detected as diploid 2n=56 and triploid 3x=84. In addition, blood
preparation were prepared with thin smear method and results of erythrocyte
measurements were determined for creation of triploid percentage. As the result of 5, 10,
15, 20 min time periods thermal shocks, triploid percentages of experimental groups were
detected as %10, %40, %90 ve %95 respectively. In the wide axis length of erythrocyte,
cell and nucleus of 10, 15, 20 min thermal shocked groups, there were no statistically
significant differences obtained according to control groups (p<0,05). In addition, survival
ratio according to groups beginning from control groups according to thermal shock
periods were appeared as %81,46, %75,55, %71,25, %66,01 and %55,76 respectively.

In our study, O. mykiss eggs that thermal shocked at 26 °C for 15 and 20 minutes
time periods were determined %90 and %95 triploid creation. When we consider survival
rates, the most fine triploid product were obtained with % 59 and 15 minutes thermal
shocked. In addition to, as the result of cell and nucleus of erythrocyte measurements,

measurements of wide axis have been exhibited to triploid individuals.



Keywords: Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), Heat shock, Triploidy,
Erythrocyte measurement, Chromosome analyses.
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BOLUM 1 — GIiRiS Osman Nezih KENANOGLU

BOLUM 1
GIRIS

1.1. Diinyada ve Ulkemizde Su Uriinleri Uretimi

Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan diinyada en hizli biiyiiyen gida sektorii
olarak belirlenen su iiriinleri yetistiriciligi, diinya balik¢ilik tiretiminin yaklasik %30 unu
kargilamakta ve yi1lda % 10’dan fazla artarak biiyiimektedir (Aydin ve ark., 2005).

Diinyada yetistiricilik yoluyla iiretimi yapilan balik miktar1 yaklasik 72 milyon ton
olup, bu iiretimin 732.432 tonunu deniz ve tath suda yetistiriciligi yapilan alabalik tiirleri
olusturmaktadir. Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhigi Balik¢ilik ve Su Uriinleri Genel
Midiirliigi’niin  verilerine gére 2001-2010 yillart arasindaki 10 yillik donemde
yetistiricilik tiretimimizin 67.244 tondan, yaklagik %149 artarak 167.141 tona ulastig1 ve
bu iiretimin, teknik gelismeler ve mevcut kapasitenin etkin bir sekilde kullanimina bagh
olarak artig gosterdigi belirtilmistir. Yine ayn1 aragtirma verilerine dayanarak Tiirkiye‘nin
25 Avrupa Birligi tilkesi arasinda yetistiricilik tiretiminde 5. siraya, alabalik {iretiminde AB
tilkeleri arasinda 1. siraya yiikseldigi belirtilmistir. Ayrica Akdeniz Genel Balik¢ilik
Konseyi ile Gida ve Tarim Orgiitii (GFCM-FAO) tarafindan yapilan bir calismada, Avrupa
cipura ve levrek pazarinda % 25°lik paya ulastig1 tespit edilmistir (TUIK, 2012).

Artan diinya niifusu ile birlikte besin ihtiyacinin karsilamasindaki sikintilar ve
baliketinin diinyaca kabul edilen besin degeri her gecen giin daha iyi anlasildigindan,
biyoteknoloji ile yapay balik iiretiminin 6nemi daha da artmaktadir (Hamalosmanoglu ve
Kuru, 2004). Yetistiricilikte hizl1 biiyiime yetenegine sahip, hastaliklara kars1 dayanikli ve
ortam sartlarina iyl uyum saglayabilen baliklarin tercih edilmesi nedeniyle, 1slah
caligmalar1 diinyada hizla devam etmekte ve dnemli gelismeler kaydedilmektedir (Ulupinar
ve Okumug, 2002). Kisa siirede verimli ve saglikli {irlin elde edebilmek icin; yem
teknolojisinden, bilyiime hormonlarindan, iireme teknolojisi ve genetik miihendislik

uygulamalar1 vb. yararlanilmaktadir (Bas¢inar ve Sonay, 2009).

1.2. Su Uriinleri Yetistiriciliginde Biyoteknolojik Uygulamalar

Su iriinleri yetistiriciliginde ilk biyoteknolojik uygulamanin, 1980’li yillarin
ortasinda, sentetik biiylime hormonlarinin kullanilmasiyla basladigt ve bu hormon
uygulanan baliklarin, normal baliklardan iki kat daha fazla agirlik artist gosterdigini
belirtilmistir (Sahin, 2003).
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Ozden ve ark. (2003)’da balik yetistiriciliginde uygulanan bazi biyoteknolojik
yontemleri; cinsiyet kontrolii, kromozom manipiilasyonu ve gen manipiilasyonu olarak ana
basliklar altinda siralamistir.

Thorgaard (1983), poliploid balik iiretmek igin kromozom manipiilasyonlarinin,
1970’lerin ortalarindan itibaren arastirilmaya baglandigini rapor etmistir.

Baliklarin ¢ogunda dis dollenme meydana geldiginden kromozom setlerinin
manipulasyonuyla kromozom sayisim1 kismen degistirilerek, ginogenetik, androgenetik,
triploid ve tetraploid baliklar iiretmek miimkiindiir. Ayni tiirden baliklarin, farkli cinsiyetli
bireylerinde goriilebilen gelisme farkliliklarinin (6rnegin; kiiltiirii yapilan tiirlerden
gokkusagi alabaliginda, disiler erkeklere gore daha hizli biiyiir) 6niine gegebilmek igin, tek
cinsiyetli stoklar {iretilmekte, fakat yine de olgunlasma evresinde veya sonrasinda
olgunlagmayla birlikte meydana gelen kayiplar devam etmektedir. Bu sorunlarin
giderilmesi igin ¢esitli kisirlastirma  yontemleri  uygulanmakta olup, bunlardan
triploidizasyonun en gecerli yontem oldugu belirtilmektedir (Sheperd ve Bromage, 1990;
Jungalwalla, 1991).

Triploid (kromozom set takimi 3X) baliklar, yasayabilir oldugu kadar gonadal
gelisimlerinin olmamasindan dolay1 kisirdirlar. Boylece gonadal gelisim igin harcamalari
gereken enerjiyi somatik gelismeye yonlendirerek diploidlere gore daha fazla biiyiime
gosterebilmektedir (Vicdanli, 2007). Ornegin; Bye ve Lincoln (1986) iki yasina ulasan
diploid Oncorhynchus mykiss‘de biiylimenin yavasladigini; triploid bireylerin ise
diploidlere nazaran daha biiyiik oldugunu belirtmislerdir. Baliklarda triploidi kolay bir
sekilde uyarilabilmekte olup, normal spermatazoa ile dollendikten hemen sonra
yumurtadan ikinci polar cisimcigin ayrilmasmin engellenmesi prensibine dayanmaktadir.
Bu uygulama i¢in yiiksek sicaklik veya diisiik sicaklikta 1s1 soku, yliksek hidrostatik basing
soku ya da kimyasal uygulamak gerekmektedir (Arai, 2000). Kimyasal soklar ¢ok sayida
mozaigin (cesitli ploidi seviyeli bireyler) olusumuna sebep oldugundan, ¢ogu arastirici ve
balik yetistiricisi 1s1 ya da basing soku kullanmakta olup, triploid iiretim i¢in en kolay, en
ucuz ve en gilivenli yol olarak 1s1 soklar1 uygulanmaktadir (Kankaya, 1998). Ayrica gesitli
soklama yontemlerinin yaninda, tetraploid ve diploid baliklarin ¢aprazlanmasiyla da
triploid balik tiretmek miimkiindiir (Aydin, 2008).
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1.3. Su Uriinlerinde Triploid Uretimin Avantajlar

Triploid fertler dogal olarak nesil veremeyen, kisir fertler oldugu i¢in; normal diploid
fertlere gore cinsel olgunluk déneminde daha hizli biiyiirler, yasama oranlar1 daha
yiiksektir, normal fertlerin lireme sonras1 maruz kaldiklar1 hastaliklara yakalanmazlar ve
metabolizma enerjisinin gonad gelisimi ig¢in harcayacaklari kismini biiylimeye sarf ederler
(Kankaya, 1998).

Triploid organizmanin kisir olmasi ve dogal popiilasyona kagmasiyla olusacak
genetik etkinin siirlanmasindan dolayr ¢esitli uluslararasi organizasyonlar (NASCO,
FAO, ICES) tarafindan yetistiricilikte ve baliklandirma ¢alismalarinda kullanilmasi tavsiye
edilmektedir (Aydin, 2008). Ayrica Avrupa Birligi mevzuatina gore (90/220/CEE 23 Nisan
1990) triploid bireylerin, genetigi degistirilmis organizma (GDO) olarak diistiniilmemesi
triploid balik iiretimini olumlu yonde etkilemektedir (Piferrer ve ark., 2006).

Su fdriinleri yetistiriciliginde triploid uygulamalar bir¢ok arastirict tarafindan
calisilmig, 6zellikle O. mykiss’de biiyiime orani ve et kalitesi agisindan olumlu sonuglara
ulasildig1 belirtilmistir. (Lincoln ve Scott, 1984; Kim ver ark., 1988; Giiner ve Ozden,
1997; Sheehan ve ark.,1999; Poontawee ve ark., 2007). Bu tiir olumlu sonuglarla birlikte,
triploid tiretimin uygulama maliyetinin diisikk olmasi, giiniimiizde ticari isletmelerin bu

konuya olan ilgisini daha da arttirmaktadir.

1.4. Triploid Olusumun Tespit Edilmesi

Baliklarda dogal yolla ya da suni yollarla meydana gelen kromozom say1 ve yap1
farkliliklarinin belirlenebilmesi igin, canlinin doku 6rnegine birtakim islemler uygulanarak
kromozomlarin mikroskopta incelenebilecek sekilde agiga ¢ikarilmasi saglanmistir.
Triploid olusum kromozom preparasyonlart ile tespit edildikten sonra, farkli siirelerde 1s1
soku uygulanan gruplarda ylizde triploidinin belirlenebilmesi i¢in, kandan simir
hazirlanmis ve eritrosit dl¢limleri yapilmistir.

Bu ¢aligmada, yeni dollenmis olan O. mykiss yumurtalarina uygulanan 26 °C ’lik 1s1
sokunun farkli uygulama siirelerinin, baliklarda triploidiye ve yasama oranimna etkileri
arastirilmis ve farkli siirelerde soklanan gruplar arasindaki yasama oranlarina gore sonuglar
degerlendirilmistir. Bu amagcla kontrol ve deneme gruplarindan alt 6rneklemeler yapilarak
baliklarin yiizde triploid oranlari, eritrosit Ol¢timleri ile karsilagtirilmis ve kromozom

analizleri ile desteklenmistir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Gokkusag1 Alabah@ Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Gokkusagi alabahginin sistematikteki yeri ve morfolojik ozellikleri

Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) pasifik salmon cinsine bagli olup
Salmonidae familyasia dahildir. Atlantik salmonu (Salmo salar), alp alalar1 (Salvelinus
spp), buzul alas1 (Salvelinus alpinus), buzul tymalusu (Thymallus arcticus) ve beyaz
baliklar (Coregonus sp.) da bu familyaya dahil olan tiirlerdir (Yanik, 2009).

Alem: Animalia (Hayvanlar)

Sube: Chordata (Kordalilar)

Sinif: Actinopterygii (Isinsal yiizgegliler)
Takim: Salmoniformes

Familya: Salmonidae (Somongiller)
Cins: Oncorhynchus

Tiir: Oncorhynchus mykiss (Walbaum, 1792)

DORSAL

Yanal Gizgi Dorsal Yiizgeg

Burun Delikleri (Linea Lateralis)

Kaudal Yiizgeg
Yag yiizgeci (Adipoz)

Solungag Kapags

Pektoral Yuzgeg
Pelvik Yiizgeg

4= ANTERIOR POSTERIOR ==
VENTRAL OSTERIOR

Sekil 1. O.mykiss morfolojisi (http://aquaticpath.phhp.ufl.edu).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Animalia
http://tr.wikipedia.org/wiki/Chordata
http://tr.wikipedia.org/wiki/Actinopterygii
http://tr.wikipedia.org/wiki/Salmoniformes
http://tr.wikipedia.org/wiki/Salmonidae
http://tr.wikipedia.org/wiki/Oncorhynchus
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O. mykiss’in sirt bolgesinde ve yanlarinda yer alan ¢ok sayidaki siyah benekler en
belirgin ozelligidir (Sekil 1). Gida olarak oldukga kaliteli olan O. mykiss’in et rengi
beslenme tipine bagli olarak kirmizi (pigmentli) veya beyaz (pigmentsiz) 6zellikte olabilir
(Yanik, 2009).

O. mykiss yiizgeglerindeki sert / yumusak 1s1n sayilari sirasiyla, dorsal yiizgeg; 111/
12; anal yiizgeg; I1-111/10-11 ve pektoral yiizgeg; 1/12°dir. Ayrica yan ¢izgisindeki (Linea
lateralis) pul sayisi: 126 ile 135, pilorik uzanti sayisi: 25 ile 28, arasinda degismekte olup,

omur sayis1 61 veya 62 adettir (Kiigiik ve Ikiz, 2004).

2.1.2. Gokkusagi alabaliginin kokeni, diinyada ve iilkemizdeki iiretimi

Gokkusagr alabaligi Kuzey Pasifik okyanus civari bolgelerde, giiney Kaliforniya’dan
Alaska’ya (Aleutians bolgesi, Kamchatka’nin yarim adasinin Bati Pasifik bolgeleri ve
Okhotska denize bosalma havza akintilarinda) kadar dogal olarak bulunmaktadir (Yanik,
2009). Holcik ve Mihalik (1970)’e gore gokkusagi alabaliklarinin (Salmo gairdneri) ilk
yetistiricilik ¢aligmalar1 Kaliforniya’daki McCloud adli kii¢iik bir nehirde baslatilmis, bu
tiir daha sonra 1882°de Avrupa’ya (Almanya), 1883°de Yeni Zellanda’ya, 1889 yilinda da
Avustralya’ya getirilmistir. 1885 yilinda gokkusagi alabaliklarinin Latince adi Pasifik
orijinli olmasi (Asya kokenli) nedeniyle Oncorhynchus mykiss olarak degistirilmistir
(Bilgin, 2004). 1870’li yillarda O. mykiss ‘den alinan doéllenmis yumurtalar dnce Avrupa,
daha sonra Japonya olmak iizere tiim diinyaya yayilmaya baslamis, 1890 yilinda
Danimarka’daki alabalik yetistiriciliginde modern sistemlere gegilmistir (Aydin, 2008).
Ulkemize ise 1969 yilinda getirilmis ve ilk olarak Bilecik (Bozdyiik)’te kurulan &zel bir
alabalik isletmesinde iiretimine baslanmistir. O. mykiss yetistiriciliginin deniz baliklarinda
oldugu gibi, denize kiyist olan belirli iller ile sinirli olmayis1 ve {lilkemizin her tarafina
yayilmis olmasi bu tiirlin yetistiriciliginin sosyoekonomik dnemini daha da arttirmaktadir
(Baki, 2006). Ulkemizde O. mykiss tiiriiniin tatli sularda (Sekil 2) ve denizlerdeki (Sekil 3)
tiretimi yillara gore degismekte, 6zellikle tatli suda genel olarak artis goriilmektedir.

Dogan ve Giiven (2005)‘e gore iilkemizde O. mykiss yetistiriciligi yapan
isletmelerin, bolgeler bazinda dagilimi; Karadeniz Bolgesi’nde %38, Akdeniz Bolgesi’nde
%25, Marmara Bolgesi’nde %11, I¢ Anadolu Bolgesi'nde %11, Ege Bélgesi’nde %10,
Dogu Anadolu Bolgesi’nde %4 ve Gliney Dogu Anadolu Bolgesi’nde ise %1 oraninda yer
aldig1 belirtilmistir (Baki, 2006).
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Sekil 2. Tiirkiye i¢sularinda yetistiriciligi yapilan alabalik tiirlerinin tiimiiniin, yillara gore

tiretim miktarlar1 (FAO, 2010).
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Sekil 3. Tiirkiye denizlerinde yetistiriciligi yapilan alabalik tiirlerinin tlimiiniin, yillara gore

tiretim miktarlar1 (FAO, 2010).
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2.1.3. Gokkusag alabaliginin biyolojisi

O. mykiss 6-25 °C araliginda gelisimini siirdiirebilmekte olup, en iyi 13-18 °C
arasinda biiyiirler. Yasama alanlar1 genellikle tatli sular olan O. mykiss tiiriiniin Dogu ve
Bat1 Kuzey Pasifik anadrom stoklarinin da mevcut oldugu bilinmektedir. Anadrom tiirleri,
hayatlarmin belli bir doneminde okyanusta bulunurken, yumurtlamak icin gollere ve
derelere donerek, burada fry ve juvenil donemlerini gegirmektedirler. Uremeleri
yetistirildigi suyun sicaklhifina bagli olarak degisim gosterse de, dogal ortamlarinda
genellikle ilkbahar aylarinda, kiyr bolgelerde ise Aralik ayinin sonlarina dogru
gergeklesmektedir. 2-15 °C’de yumurtlayabilme o6zelligine sahip olan disileri kum ve
cakilli yerlere 500-2500 adet iri yumurta (50-150 mg yumurta/L) birakmakta, erkekleri ise
bunlar1 hemen doéllemektedir (Yanik, 2009).

O. mykiss ‘de yumurtalarin agilmalari, ¢evre suyu sicakligiyla dogrudan iliskili olup
bu degerler, 4,5 °C’de 80 giin, 10 °C’de 31 giin ve 15 °C’de 19 giin olarak belirtilmistir
(Yanik, 2009).

Cizelge 1. Alabalik kulugkahanesinde kullanilacak su igin Onerilen bazi degerler (Emre,
2004)

DEGISKEN DEGERLER (ppm)
(Coziinmis Oksijen 5-Doygunluk
Karbondioksit 0-10
pH 6,5-8,0
Total Sertlik (CaCOs) 10-400
Kalsiyum 4-100
Manganez 0-0,01
Demir (Toplam) 0-0.15
Fosfor 0,01-3,0
Nitrat 0-3,0
Cinko 0-0,05
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2.2. Kromozomlar

Kalitim1 saglayan genetik birimler olan “kuvvetli boyanan cisim” anlamina gelen
kromozom adin1 1888 yilinda Wilhelm Waldeyer tarafindan almis olsa da, ilk defa 1840
yilinda Hofmeister tarafindan gozlenmistir. 1944 yilina kadar kromozomlardaki hangi
kimyasal bilesenin genleri ve genetik materyali olusturdugu net olarak bilinmemekte olup,
ilk defa bakteri ve bakteriyofajlarla yapilan ¢alismalar sirasinda DNA’nin genetik materyal
oldugu yoniinde bulgular elde edilmistir (Aki, 2011).

Kromozomlar her canli tiirii i¢in belirli sekil, say1 ve yapida olup, canlilarda
karakterleri olusturan genleri, nesilden nesile tasiyan, DNA ve temel olarak bazik
proteinden (histon veya protamin) meydana gelmis bir niikleoprotein yapisina sahip
olusumlardir (Topaktas ve Renciizogullari, 2010). Demirsoy (1995), kromozomlarin
higbir zaman yeniden yapilanmadigini, ya eskiden var olan kromozomun béliinmesinden

olustugunu ya da tamamlama sentezleri ile meydana geldigini belirtmistir.

2.2.1. Kromozomlarin yapisi

2.2.1.1. Prokaryotik kromozom yapisi

Prokaryotik organizmalarda bir adet ¢ift sarmal halkasal kromozom bulunur. Bu ¢ift
sarmal yap1 kendi {izerinde kivrilip katlanarak daha az yer kaplayan siipersarmal yapiy1
meydana getirir (Sekil 4). Prokaryotik genom Escherichia coli kromozomu tarafindan
temsil edilmektedir. E. coli kromozomu niikleotid olarak adlandirilan hiicresel bolgede
bulunan kapali halkasal bir DNA olup, 4.6 milyon baz ¢ifti uzunlugundadir ve normal

cogalmada DNA siirekli olarak eslenmektedir (Turner ve ark., 2004)

Sekil 4. Prokaryotik kromozom yapisi (http:// www.genomebiology.com).
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Prokaryotik kromozomlarda DNA domeinleri, HU ve H-NS (histon benzeri
proteinler) gibi spesifik olmayan DNA baglayici proteinlerin etrafina sarilmak suretiyle

sikistirilmustir (Turner ve ark., 2004).

2.2.1.2. Okaryotik kromozom yapisi

Okaryotik hiicrelerde, gergek cekirdek ve ¢ekirdek zari ile sitoplazmadan ayrilmis
olan DNA, mitoz boliinmenin interfaz evresinde kromatin ag1 seklinde bulunurken, hiicre
boliinmesinin profaz evresinden itibaren gittik¢e kivrilarak kisalip kalinlasir ve kromozom

seklini alarak belirgin hale gelir (Sekil 5). Metafaz evresinde ait oldugu canliya 6zgii

saytya ve sekle ulasirlar.

Sekil 5. Kromozomun igerigi ve olusumu (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).


http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0nterfaz
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Viicut kromozomlar: (otozom), diploid tiirlerde ¢ift halinde bulunan ve viicut
Ozellikleriyle ilgili genleri tasiyan; esey kromozomlart (gonozom) ise cinsiyetle ilgili
bilgiyi tasiyan ve canlinin eseyine gore farkli ya da aynmi bigimlerde olan kromozomlardir.
Otozomlar sayi ile ifade edilirken, gonozomlar “X” ve “Y” harfiyle sembolize edilmektedir.

Metafazda her kromozom, tamamen birbirinin aynist olan iki ipligin sentromer
bolgelerinden birbirine baglanmasiyla meydana gelmekte olup, bu iki ipligin her birine
kromatid adi verilmektedir. Kardes kromatidlerin birbirlerinden ayrilarak zit kutuplara
¢ekildigi anafaz evresinde kromozomlar tek iplik halindedir ve bir DNA molekiilii igerirler

(Topaktas ve Renciizogullari, 2010).

Eardes Kromatitler

Eisa Kol

Uzun Kol

Sekil 6. Metafaz kromozomunun dis ve i¢ yapisi (http://www.dwb4.unl.edu).

Kromozomal DNA’nin uglart kisalma ve yikilmaya kars1 telomerler tarafindan
korunur. Normal DNA replikasyonundan bagimsiz olarak, telomerler telomeraz ad1 verilen
0zel enzimlerce kisa tekrar sekanslarin senteziyle gergeklesir. Birincil bogum bdolgesi adi
verilen, kromozom kollariin birlestigi ve bogum yaptig1 bolgeye sentromer adi verilir

(Sekil 6) ve bu bolgeye gore kromozomlar 4 gruba ayrilir (Sekil 7).
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Metasentrik Submetasentrik AKrosentrik Telosentrik

Sekil 7. Sentromer konumlarina gére kromozom sekilleri (http://www.nature.com).

e Metasentrik kromozom (Median kromozom): Sentromer kromozomun hemen hemen
ortasinda yer almaktadir.

e Submetasentrik kromozom (Submedian kromozom): Sentromer kromozomun
ortasinda yer almayip, kolun biri kisa digeri daha uzundur.

e Akrosentrik kromozom: Sentromer bir uca ¢ok yakindir.

e Telosentrik kromozom: Sentromer tam ugtadir.

Ayrica tlire 0zgii olarak sentromeri bulunmayan kromozomlara da holosentrik
kromozom denilmekte olup, dogada ¢ok az canli sentromer icermeyen holosentrik
kromozom tasir (Yiice ve ark., 2010).

Kromozomlarin sentromer konumlar1 karyotip olusturulmasinda 6nemli bir isleve
sahiptir. Bir hiicrede bulunan kromozomlarin kol uzunluklari, sentromer konumu, sekonder
darligi, bant ve otoradyografik o6zellikleri gibi cesitli 6zelliklere gore belli bir diizen
icerisinde siralanmasina karyotip denir (Vicdanli, 2007). Karyotip kromozomlarin
morfolojik goriiniimlerini ve sayilarini, varsa tiirler arasindaki evrimsel farkliliklart makro
diizeyde gormemizi saglar (Ors, 2003). Son zamanlarda ihtiyolojide de kullanilmaya
baslanan karyotip analizleri, problem teskil eden taksonlarin aymrimi ic¢in basvurulan
yontemlerden birisidir (Saygun, 2005). Cesitli arastirmacilar tarafindan, Tiirkiye ic
sularindaki baz tiirler iizerine yapilan kromozom calismalariyla, farkl: tiirlerin esit sayida
kromozoma sahip olabildigi, fakat sentromer konumlariyla olusturulan karyotip yapilarinin
tirlere 6zgli oldugu goriilmektedir. Ayrica ayni tiirde olup farkli bolgelerde yasayan
baliklarin kromozom sayilarinda farkliliklar olabildigi gibi (Orn; Chalcalburnus
mossulensis) esit kromozom sayisina sahip olup, sentromer konumlarinda farkliliklar da
olusabilmektedir (Orn; Clarias sp.). Bu durum kromozom say1 ve yapilarinm tiirlere ve

dogal yasama alanlarma gore degisebildigini bize gostermektedir (Cizelge 2).
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Cizelge 2. Tiirkiye i¢ sularindaki ¢esitli tiirlerin karyotip yapilari

TUR BOLGE 2n M* | SM* | A* | ST* | NF KAYNAK
Gilimiis baligi1 (Chalcalburnus mossulensis) Karakaya Baraj Goli 50 6 8 6 5 88 | Gaffaroglu ve Yiiksel, 2005
Giimiis balig1 (Chalcalburnus mossulensis) Kizilirmak 48 6 10 8 - - Giil ve ark., 1998
Copeti baligi (Orthrias angorae) Kura-Aras Havzasi 50 7 7 11 - 78 | Giil, 2008
Copeii baligi (Orthrias tigris) Kura-Aras Havzasi 50 9 9 7 - 86 Gtil, 2008
Copcii balig1 (Orthrias panthera) Kura-Aras Havzasi 50 - - - - - Gtil, 2008
Aynali sazan (Cyprinus carpio) Mogan Golii 100 6 - 25 19 - Hamalosmanoglu ve Kuru, 2003
Japon balig1 (Carassius auratus) Kizilirmak 104 12 17 23 - 162 | Aydin ve Kuru, 2001
Siraz balig1 (Capoeta capoeta umbla) Dicle Nehri 150 43 236 | Kilig Demirok ve Unlii, 2000
Inci Kefali (Chalcalburnus tarichi) Van Goli 50 8 5 12 - - Gl ve ark., 2002
Doktor balig: (Garra rufa) Miiftii Deresi 44 11 10 1 - 85 Goziikara ve Cavas, 2002
Doktor baligi (Cyprinion macrostomus) Karakaya Baraj Goli 50 3 12 4 6 92 Gaffaroglu ve Yiiksel, 2004
Cizgili sazan (Pseudorashora parva) Kizilirmak 50 7 10 - 8 100 | Gaffaroglu ve ark., 2009
Kedi balig1 (Clarias lazera) Goksu Deltast 56 9 13 6 - 100 | Ergene ve ark., 1998
Kedi balig1 (Clarias gariepinus) Goksu Deltasi 56 14 3 6 5 100 | Karahan ve Ergene, 2009
Kedi balig1 (Clarias gariepinus) Asi Nehri 56 12 5 6 5 100 | Karahan ve Ergene, 2009
Inci balig1 (Alburnus filippii) Kura-Aras Havzasi 50 8 8 9 - 82 Nur, 2006
Inci balig1 (Acanthalburnus microlepis) Kura-Aras Havzasi 50 8 7 10 - 80 | Nur, 2006

2n: Diploid, M: Metasentrik, SM: Submetasentrik, A: Akrosentrik, ST: Subtelosentrik. *Kromozom ¢ifti olarak belirtilmektedir.
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Kromozom sayist ve morfolojisi, ¢evresel faktorlerin etkisiyle degisime ugrayan
diger karakterlere oranla daha iyi muhafaza edilmekte olup, &zellikle popiilasyonlarin
karakterize edilmelerinde 6nemli olarak degerlendirilmektedir (Saygun, 2005).

Saygun (2005), herhangi bir tiiriin cografik varyasyonlarinin belirlenmesinde
kromozom morfolojisinin taksonomik karakter olarak kullanilabildigini belirtmis. Vicdanh
(2007), kromozom sayisindan daha iyi muhafaza edilme 0zelligiyle, taksonomik
caligmalarda kromozom kol sayisindan (NF) faydalanildiginin {izerinde durmustur.

Balik¢ilik alanindaki giftlikler, kayit altina almadan, aralarinda yumurta, yavru ve
damizlik aligverisi yaparak, bunlari kendi stoklari ile bilingsizce g¢iftlestirmekte, sonug
olarak stoklarin genetik yapilar iyice iginden c¢ikilmaz bir hale gelmektedir. Oysaki
dogadaki ve ciftlik stoklarindaki genetik yapinin bilinmesinin, gelecekte daha iyi stoklarin
elde edilebilmesinde ve mevcut genetik kaynaklarin korunabilmesinde yarar
saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Ulupinar ve Okumus, 2002).

Bilgin (2004) yaptig1 ¢alismada Diizce ili ve ¢evresindeki O. mykiss isletmelerindeki
baliklarin diploid (2n) kromozom sayilarinin 54 ile 62 arasinda degistigini belirlemis
(Cizelge 3) ve bu gesitlilik nedeninin baliklarda goriilen polimorfizmden kaynaklandigini
ileri siirmiistiir. Bilgin (2004)’in ¢aligmasina paralel olarak, Ulupinar ve Okumus (2002),
Kuzey Dogu Karadeniz bolgesindeki O. mykiss tiirinde kromozom sayisinin 2n=58-64
arasinda degisim gosterdigini fakat NF’nin genellikle 104 oldugunu belirleyerek incelenen
orneklerde Robertsonian translokasyonun yaygin olarak goriildiigiinii tespit etmistir.

Robertsonian translokasyonunda homolog olmayan iki akrosentrik kromozom
sentromerlerine yakin bir yerden kirilir ve iki uzun kol birleserek metasentrik kromozomu,
iki kisa kol birleserek ¢ok kiiciik baska bir kromozomu meydana getirir veya kaybolur.
Bunun sonucunda kromozom sayis1 degisirken, NF sabit kalir (Al-Sabti, 1991; Ulupinar ve
Okumus, 2002).
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Cizelge 3. Bazi alabalik tiirlerinin karyotip yapilar
Tiir Istasyon 2n | M [ SM | T | ST | A NF Kaynak
Aydinpmar Koyii/ Diizce | 58 | 22 2 3 - 2 -
Aydmpinar Kdyii/ Diizce | 62 | 23 2 2 - 4 -
Gokkusag1 Alabalig Ugur Koyl/ Diizee 54 | 21 1 2 - 3 - o
) Bilgin, 2004
(Oncorhynchus mykiss) Aydinpimar Koyili/ Diizce | 56 | 22 2 2 - 2 -
Akcakoca 54 | 21 1 1 - 4 -
Yigilica 56 | 22 1 3 - 2 -
Dere Alabaligi .
] Kuzey Ispanya 80 | 11 - - - 29 102 Moran ve ark., 1989
(Salmo trutta fario)
Kaynak Alabaligi
_ o Japonya 84 | 9 - - 2 | 31 102 Ueda ve ark., 1984
(Salveinus fontinalis)
Atlantik Salmonu .
Iskogya 58 - - 21 | 101-102 | Hartley ve Horne., 1984
(Salmo salar)
Polcura/Sili 60 | 20 5 - 110
Koho Salmonu
_ Castro/Sili 60 | 20 5 - 110 Nelson, 1999
(Oncorhynchus kistuch)
Coyhaique/Sili 60 | 20 4 - 108
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2.2.2. Kromozom sayzst ile tiirler arasindaki iliski

Her canli tiiriinde, tlire 6zel sekil ve sayida kromozom bulundugu gibi (Cizelge 4),
farkli tiirlerde esit sayida kromozoma rastlanilabilir fakat bu durumda sekil ve yapilar
arasinda farkliliklar vardir. Eseyli iireyen canlilarda, gametlerin igerdigi kromozomlara bir
takim veya bir genom adi verilmekte ve sayist “n” ile ifade edilmektedir, somatik
hiicrelerde ise bu sayi iki katina ¢iktigindan “2n” ile gosterilir.

Kromozom sayisi ¢esitliligi agisindan, bir karinca tiirti olan Myrmecia pilosula 2n=2
(Imai ve Taylor, 1989) ve parazitik bir nematod tiirii olan Parascaris univalens 2n=2

kromozoma sahipken (Goday ve ark., 1985), Hindistan’da varyeteleri bulunan 2n= 480-

1140 arasinda kromozoma sahip bir gesit egrelti otu Ophyoglossum vulgatum (Love ve
Kjellgvist, 1972) 6rnek verilebilir (Sekil 8).

Sekil 8. a- Myrmecia pilosula; b- Parascaris univalens; c- Ophyoglossum vulgatum

(http://www.eol.org; http://www.quizlet.com; http://www.fotki.yandex.ru).

Cizelge 4. Bazi tirlerin somatik hicrelerindeki kromozom sayilart (Topaktas ve

Renciizogullari, 2010)

Tiir Kromozom Sayisi (2n) | Tiir Kromozom Sayisi (2n)
[nsan 46 Karasinek 12
Sempanze 48 Sogan 16
Rhesus Maymunu 42 Arpa 14
Kopek 78 Misir 20
Kedi 38 Domates 24
At 64 Fasulye 22
Fare 40 Bezelye 14
Sican 42 Bakla 12
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2.2.3. Kromozom sayisi degisimleri
Kromozom sayisinin kendiliginden yahut dis etkenlerle degismesi sonucunda,
kromozom sayis1 yoniinden normal olmayan, Oploid veya andploid bireyler meydana

gelmektedir.

2.2.3.1. Oploidi
Bir takimdaki toplam kromozom sayisinin tam katlar halinde yiikselmesi veya
organizmada sadece tek takim kromozom bulunmasina 6ploidi denir. Oploidi; monoploid

ve poliploid olmak iizere iki ¢eside ayrilmaktadir.

2.2.3.1.1. Monoploidi

Normalde “2n” olan hiicrede sadece bir takim yani “n” sayida kromozom bulunmasi
olayma “monoploidi”, boyle bireylere de “monoploid” bireyler denilmektedir

Monoploid bireyler morfolojik yonden diploitlere benzer fakat onlardan daha kiigiik
yaptya sahiptirler. Monoploid bireylerin hiicrelerinde, mayoz bdoliinme sirasinda
kromozom eslesmesi olmadigindan kromozomlarin kutuplara ¢ekilmeleri diizensizdir, bu
durum dengesiz esey hiicrelerinin meydana gelmesine sebep olur ve monoploid bireylerin

kisir olmasina yol agar (Vicdanli, 2007).

2.2.3.1.2. Poliploidi

Bir takimdaki toplam kromozom sayisinin ikiden fazla katlar halinde yiikselmesine
poliploidi denilmektedir, bu olayin sonunda kromozom sayisina gore bireyler 3x (triploid),
4x (tetraploid), 5x (pentaploid) vs. seklinde gruplara ayrilmaktadir. Poliploid hayvanlarda
eseyi belirleyen kromozomlarin sayisinin artmasi, esey tayini mekanizmalarinda
dengesizlige yol agar, bunun sonucunda da bireyde kisirlik meydana gelir (Vicdanli, 2007).
Tabiatta cok yaygin olmamasina karsin dogal olarak gdzlenen poliploid tiirler rapor
edilmistir.

Anjum ve Jankun (1994)’un yaptiklart sitogenetik incelemelerde yetistiriciligi
yapilan 2n=100 kromozomlu bir sazan baligi popiilasyonunda, 3x=150 kromozoma sahip
dogal triploid bir bireye rastlamislardir. Varkonyi ve ark. (1998), yayin baligi (Silurus
glanis) yumurtalarindan ¢ikan larvalarda goriilen 6dem ve omur egikligi gibi fenotipik
anormallikleri olan bir bireyde tetraploid (4x=120) kromozom sayisina rastlamislardir
(Vicdanli, 2007).
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Poliploidi iice ayrilir;
Otopoliploidi: Bir poliploidin igerdigi genomlarin hepsi bir tiirden geliyor ise bu
olaya otopoliploidi, boyle fertlere de otopoliploid denir. Bu durumdaki poliploidi ayni

tiirtin bireyleri arasindaki ¢aprazlamalar sirasinda meydana gelmistir.

Allopoliploidi: Bir poliploidin igerdigi genomlarin bir kismt bir tiirden, diger kismi
baska bir tiirden geliyorsa bu olaya allopoliploidi, boyle fertlere de allopoliploid fertler
denir. Bu tiir organizmalarin meydana gelebilmesi i¢in farkli tiirlere ait bireylerin
eslesmesi gerekmektedir. Tabiatta en fazla rastlanan allopoliploid ¢esitleri; allotetraploid
(Triticum durum=makarnalik bugday) ve alloheksaploidlerdir (T. aestivum=ekmeklik

bugday).

Endopoliploidi: Farklilasmis ve boliinme yetenegini kaybetmis olan hiicrelerde
niikleus zar1 kaybolmadigi halde kromozomlar hiicre boliinme fazina girecekmis gibi iki
iplikli hale geger ve mitozun anafazindaki gibi kromatidleri birbirinden ayirirlar, ¢ekirdek
icerisinde gerceklesen ve endomitoz adi verilen bu olay sonucunda poliploid hiicrenin

meydana gelmesine endopoliploidi denir.

2.2.3.2. Anoploidi

Mayoz veya mitozdaki anormallikler sonucu ortaya ¢ikan andploidi, bir takimdaki
kromozomlardan birinin veya birden fazlasinin sayisinin degismesi sonucu meydana gelir.

Andploid bir birey ¢ogu zaman, mayoz sirasindaki bir hata sonucu haploid sayidan
eksik veya fazla sayida kromozom tasiyan esey hiicrelerinin déllenmeye katilmasiyla
meydana gelir (Vicdanli, 2007). Oploididen daha sik goriilen ve birgok sendromun sebebi
olan anoploidi; hipoploidi ve hiperploidi olacak sekilde ikiye ayrilir.

2.2.3.2.1. Hipoploidi: Kromozom sayisinin azalmasiyla olusan hipoploidi;

monosomi ve nullisomi olarak ikiye ayrilir.

Monosomi: Diploid bir bireyde tek bir kromozomun eksik olmasi durumudur. Bu
durum mayoz sirasinda kromozomlarin ayrilmamasi nedeniyle, bir kromozomu eksik olan
n-1 bir gametle, normal bir gametin birlesmesi sonucu ger¢eklesir. Monosomi meydana

gelen bireyde 2n-1 sayida kromozom goriiliir.
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Nullisomi: Bir kromozom ¢esidinin homologu ile birlikte kaybolmasi sonucu olusan
nullisomi, diploid bir bireyde tek bir kromozomun eksik olmast durumudur. 2n-2 formiilii
ile gosterilen nullisomik bireyler, aynm1 ¢esit kromozomu kaybetmis iki andploid n-1

gametin birlesmesi sonucu meydana gelir.

2.2.3.2.2. Hiperploidi: Bir takimdaki kromozomlardan birinin veya bir kaginin
sayisinin yiikselmesine hiperploidi denir, trisomi ve tetrasomi olmak iizere ikiye ayrilir.

Trisomi: Bireyde bir kromozomun fazla bulunmasi olayidir, n+1 gamet ile n
kromozom sayisindaki gametin birlesmesiyle meydana gelir.

Tetrasomi: Tesadiifen ayni kromozomu bir fazla bulunduran iki gametin birlesmesi
sonucu olusan bireyin, bir takimindaki kromozomlarinin birinden dort tane bulunmasidir.

Tetrasomik fertlere trisomiklerin neslinde rastlanilmaktadir.

2.2.4. Cesitli balik tiirlerinde kromozom sayilari
Post (1965)’e gore baliklarda diploid kromozom sayilart bir Cyprinodontid tiirii olan
Notobranchius rachovii’de 2n=16’dan, Fontana ve ark. (1996)’nin belirttigi bir

Acipenserid tiirii olan, Acipenser gueldenstaedti ‘de 2n=258+4’e kadar degismektedir.

Cizelge 5. Tirkiye’de bazi balik tiirlerinde yapilan calismalarda belirlenen kromozom

sayilar1 (Bilgin, 2004)

Latince Ad1 2n Kaynak
Cyprinion macrostomum 48 Colak ve ark. (1985)
Oreochromis niloticus 46 Ergene ve ark. (1998)
Oncorhynchus mykiss 58-62 Ulupinar ve Okumus (1998)
Barbus plejebus lacerta 48 Ergene ve ark. (1998)
Cyprinus carpio 100 Pekol (1999)
Cyprinus carpio 100 Hamalosmanoglu ve Kuru (2004)
Clarias lazera 56 Ergene ve ark. (1998)
Chalcalburnus mossulensis 48 Giil ve ark. (2000)
Capoeta cumbla 150 Demirok ve Unlii (2001)
Capoeta trutta 150 Demirok ve Unlii (2001)
Tinca tinca 48 Hamalosmanoglu ve Kuru (2004)
Alburnus heckeli 50 Giil ve ark. (2004)
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Cizelge 6. Salmonidae familyasindan Salvenius, Salmo ve Oncorhynchus cinslerine ait

tiirlerin kromozom sayilar1 (Roberts, 1968; Ulupinar ve Okumus, 2002)

Kromozom Sayisi

Tiir (2n/2n1) Kaynak
) 78 Viktorovsky, 1978
(é >. alpinus 80 Nygren ve ark., 1971
2 84 Arai, 1984
5 S.fontinalis
£ 84 Ueda ve ark., 1984
S.apache 56, 58 Miller, 1972
S.clarki bouvieri 64 Loudenslager, Thorgaard,1979
S.c.clarki 68 Gold, 1977
S.c.hepshawi 64 Gold, 1977
S.c.lewisi 64 Simon ve Dollar, 1963
S.c.lewisi 66 Loudenslager, Thorgaard,1979
o S.fario 84 Prokofieva, 1934
% S.aguabonita 58 Gold ve Gall, 1975
5 S.gilae 56 Beamish ve Miller, 1977
S.irideus 58-65 Ohno ve ark., 1965
S.marmoratus 80 Al-Sabti,1983,1985
S.salar 58 Garcia-Vazquez,1988
S.salar 56-58 Hartley ve ark., 1984
S.trutta 80 Hartley ve Horne, 1984
S.t.lacustris 80 Svardson, 1945
O.gorbuscha 52-53 Phillips ve ark.,1987,1988
O. keta 74 Sasaki ve ark.,1968
4 O.kisutch 60 Ueda, 1983
é O.masau 66 Ueda, 1983
x O.masau 66 Arai, 1984
% O.nerka 58 Muramoto ve ark., 1974
% O.mykiss 58 Flajshans ve ark.,1990
O.mykiss 59- 63 Hartley ve ark., 1984
O.tschawischa 68 Muramoto ve ark., 1974
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2.3. Baliklarda Biyoteknolojik Uygulamalar

Balik kiiltiirinde uygulanan bazi biyoteknolojik yontemler, ii¢ ana baslik altinda ele
alinmaktadir (Ozden ve ark., 2003)

- Cinsiyet kontroli

- Gen manipiilasyonu

- Kromozom manipiilasyonu

2.3.1. Cinsiyet kontrolii

Baliklarin erken cinsi olgunluga ulasmasi sonucu; biiyiime, yem degerlendirme
orani, davranig, saglik, viicut ve et renginde olumsuz degisikler meydana gelebilmekte
olup bu durumun Oniine gegebilmek icin cinsiyet kontrolii uygulamalar1 yapilmaktadir
(Basgmar ve Sonay, 2009).

Baliklarda cinsiyet kontrolii {i¢ farkli metotla yapilir.

- Digilestirme

- Erkeklestirme

- Kisirlastirma

2.3.1.1. Disilestirme

Disilestirme, yem almaya baslamis larvalara Ostrojen uygulanmasiyla
gerceklestirilmektedir. Ostradiol-17p ile Etinil-dstradiol disilestirme igin kullanilabilen ve
yaygin olarak bulunabilen, yiiksek etkilere sahip hormonlardir. Ostrojenlerin uygulanmasi
androjenlerde oldugu gibidir, fakat disilesmeye dogru doniis, erkeklesmeye gore daha az
oldugundan daha yiiksek doza ihtiya¢ duyulmaktadir, ayrica tavsiye edilen dozlarin
asilmamasma da 6zen gosterilmesi gerekmektedir (Ozden ve ark., 2003). 1 kg yem
icindeki 20 mg’lik hormon diizeyi bir¢ok salmonid yavrusunun disilestirilmesini sagladigi
gibi biitiin uygulamalarda en dikkat edilmesi gereken nokta, yavrunun yeterli diizeydeki
hormonu ilk yemlemeden baglayarak eseysel farklilasma periyodu boyunca almasinin
saglanmasidir (Bascinar ve Sonay, 2009).

Sheperd ve Bromage (1990) yiiksek seviyelerdeki Gstrojenin, Salmonidae tiirlerinde
karaciger hasarina ve O6liimlere sebep oldugunu belirterek, baliklarda Ostrojen hormonu

uygulanmasinda dozun énemini vurgulamistir.
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2.3.1.2. Erkeklestirme

Baliklarin erkeklestirilmesi i¢in genellikle, dogal testosteron hormonunun bir tlirevi
olan 17a-metiltestosteron uygulanmaktadir. Sheperd ve Bromage (1990)’a gore
erkeklestirme i¢in uygulanacak hormon Salmonidae tiirlerinde 3 mg.kg™ dozunda yeterli
goriiliirken, ¢ogu tilapya tirinde bu doz 30-60 mg.kg™’a kadar ¢ikmaktadir (Ozden ve
ark., 2003). Turan (2000)’e gore Cravedi ve ark. (1989), O. mykiss tarafindan 24 saat
icerisinde aliman  17a-metiltestosteron’un  %67’sinin  digki  ile disar1  atildigini
belirtmislerdir. Balikta androjen steroitlerin uygulanmasi genel olarak, protein sentezinde
artig, sindirim kanalinin proteolitik aktivitesinde gelisme, bagirsaktan aminoasit emilimini
ve kaslardaki proteolitik aktivitenin yiikselmesini saglayabilmektedir (Giizel ve Giilli,

2006).

2.3.1.3. Kisirlastirma

Balik {iretiminde olgunlasma sonucu meydana gelen kayiplarin  Oniine
gecilebilmesinde kisirlagtirma islemi uygulanmaktadir. Kisirlastirma metotlart kimyasal,
hormonal, triploidizasyon ve radyasyon uygulamalari seklinde olup, bunlarin igerisinden
en gegerli kisirlastirma metodu triploidizasyon uygulamasi olarak goériilmektedir (Sheperd
ve Bromage, 1990; Jungalwalla, 1991; Ozden ve ark., 2003).

2.3.2. Gen Manipulasyonu

Gen manipulasyonu yonteminde, istenilen karakteri temsil eden genin frekansinin
arttirilmasi amaciyla hedef tiiriin genomunda bir takim degisiklikler yapilmakta olup bu
degisimlerin sonucunda, tiiriin istenilen yonde genetik 6zellikler kazanmasi saglanmaktadir
(Y1lmaz ve ark., 2009).

Baliklarda gerceklestirilen gen transferi ¢alismalarinda izlenen yol sirayla; uygun
gene karar verilmesi, genin elde edilmesi, vektor (tasiyici) se¢imi, enzimlerin segimi,
yabanci genin vektore aktarilmasi, oOlusturulan rekombinant vektoriin konaga aktarilmasi
seklindedir. Bu yapilarin istenen tiire aktarilabilmesi i¢in su {Uriinleri sektoriinde
kullanilabilecek gen transferi yontemlerini asagidaki gibi siralamistir.

* Mikroenjeksiyon (Houdebine, 2002; Sarmasik, 2003)

* Elektroporasyon (Kamdar ve ark., 1992)

* Retroviriisler araciligiyla (Houdebine, 2002)
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* Lipofeksiyon (Sarmasik, 2003)

* Spermatozoa tasiimiyla (Houdebine, 2002; Sarmasik, 2003; Sato, 2005)

* Testis araciligiyla (Shamila ve Mathavan 1999)

* Partikiil (Biyolistik) bombardimani (Rocha ve ark., 2004)

Gen manipiilasyonunun salmonid baliklarda uygulanmasina 6rnek olarak; elde edilen
genle hazirlanan sokeye salmon (Oncorhynchus nerka) metallotionin promotoru + sokeye
salmon GH geni vektorii, salmonlara aktarilmis ve biiyiimede artig gériilmesini saglamistir

(Yilmaz ve ark., 2009).

2.3.3. Kromozom Manipulasyonu

Baliklarin ¢ogunda dis déllenme meydana geldiginden gesitli yontemlerle kromozom
setlerinin manipiilasyonu saglanarak, kromozom sayisi kismen degistirilebilmekte ve
boylelikle ginogenetik, androgenetik, triploid ve tetraploid baliklarin iiretimi miimkiin
olabilmektedir. Johnstone (1992) balik hiicrelerinin ¢ogunun ebeveynlerden gelen 2
kromozom setine sahip oldugunu ve bu setlerden sadece birinin déllere gegerek kromozom
saymin yartya distiginii belirtmis ve bu indirgeme isleminin kromozom
manipulasyonlarinin anlagilmasinda temel nokta oldugunu vurgulamstir.

Baliklarda kromozom sayilarini1 degistirebilmek igin; 1s1, hidrostatik basing ve gesitli
kimyasallar (kolsisin, sitokalasin B, N,O) ile farkli soklama yontemleri kullanilmakta olup,
ekipmanlarinin agir ve pahali olmasina karsin en verimli yontem basing soku olarak
goriilmektedir (Jungalwalla, 1991; Manickman, 1991; Diter ve ark., 1993; Purdom, 1993;
Teskeredzic ve ark., 1993; Malison ve ark., 1993).

Aydin (2008)’a gore Thorgaard (1983), poliploid balik iiretmek i¢in kromozom
maniplasyonlarinin 1970’lerin ortalarindan itibaren arastirilmaya baslandigimi ve ilk

yillarda yapilan ¢aligmalarin salmonlar tizerine yogunlastigini belirtmistir.

2.3.3.1. Ginogenez

Ginogenezdeki amag, baliklarin  kromozomlarim1 sadece anneden almasinin
saglanmast ve bdylece akraba hatlarinin korunarak, tek cinsiyetli populasyonlarin
tretilmesidir. Bu islem i¢in yumurtalarin dollenmesi, genetik materyali yok edilmis
spermatozoitler tarafindan saglanir. Boylece hicbir sekilde sperm kalitim materyalinin

katkis1 olmadan yumurtanin embriyonik gelisimi devam eder.
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Spermatozoitlerin genetik materyalinin nétralize edilmesinde, y-isinlari, X-1sinlari,
UV kullanilmakta olup, bunlardan en ¢ok, ucuz ve kullanisli olmasi nedeniyle ultraviyole
kullanilmaktadir (Refstie, 1983; Cherfas ve ark., 1990; Goryczko ve ark., 1991; George ve
ark., 1994; Malison ve ark., 1993; Rothbard, 1994; Ozden ve ark., 2003). Purdom
(1993)’a gore spermlerin kalittm materyalinin yok edilmesi sayesinde, yumurtalarin

dollenmesi i¢in farkli balik tiirlerinden alinan spermler kullanilabilmektedir.

2.3.3.2. Androgenez

Androgenezde amag; genetik materyali yok edilmis yumurtanin, normal spermatozoa
ile dollendikten sonra, embriyonik gelisimini spermatozoanin kromozom setinden devam
ettirmesidir (Ozden ve ark., 2003).

Androgenez i¢in yaygin olarak kullanilan yontem; y (gama) veya x isinlari ile
genetik materyali yok edilmis yumurtalarin normal spermatozoa ile ddllenerek haploid
zigot olusturulmast ve bu zigotun ilk boliinmeyi gecirecegi zaman soklanarak hiicre
bolinmesinin engellenmesi prensibine dayanir. Boylece iki haploid ¢ekirdek, diploid
cekirdegi meydana getirmek i¢in birlesir ve dollere tiim kromozomlarin babadan gelmesi
saglanmig olur (Turan, 2000). Androgenetik uygulamalar O. mykiss, ot sazam
(Ctenopharyngodon idellus), adi sazan (Cyprinus carpio), kaynak alabalig1 (Salvelinus
fontinalis) ve beyaz mersin (Acipenser transmontanus) tiirlerinde basariyla uygulanmistir
(Rothbard ve ark., 1999; Turan, 2000).

2.3.3.3. Triploidizasyon

Triploidi; yumurtanin déllenmesinin hemen ardindan ¢esitli yontemler ile soklanarak
sadece dollenme esnasinda ortaya ¢ikan 2. polar cisimcigin yumurta igerisinde
hapsolmasinin saglanmasi ile gerceklesir (Sekil 9). Triploidi isleminin ger¢eklestirildigi
dollenmis yumurtada biri spermden, diger ikisi yumurtadan olmak iizere ii¢ haploid
cekirdeke¢ik bulunmaktadir, daha sonra bu cekirdekcikler kaynasarak triploid zigot
niikleusunu meydana getirirler (Ingram, 1988; Schreck ve Moyle, 1990; Tave, 1993;
Kankaya,1998).
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Sekil 9. Triploid olusumu (Lutz, 2001).

Malison ve ark. (1993) triploid birey elde etmek igin, 1s1 (sicak veya soguk),
hidrostatik basing ve ¢esitli kimyasallar (kolsisin, sitokalasin B, N,O) ile soklama yontemi
uygulanabildigi gibi, tetraploid ve diploid bireylerin c¢iftlestirilmesiyle de triploid
bireylerin {iretiminin miimkin oldugunu belirtmislerdir. Johnstone (1992), S. salar
yumurtalarinda triploidiyi tesvik etmek i¢in 1s1 soku, kimyasal sok ve basing sokunu
denemis, triploid iriin olusumunda; 1s1 sokunun en az, kimyasal sokun orta, basing
sokunun ise en iyi sonu¢ verdigini belirtmistir. Kalbassi ve ark. (2009), Salmo trutta
caspius yumurtalaria yaptiklari 1s1 soku denemesinde soklama sicakliginin ve baslatma
stirelerinin; yasama oranina, triploid orana ve triploid verime dnemli derecede etki ettigini
vurgulamiglardir.

Kimyasal soklar ¢ok sayida mozaigin (gesitli ploidi seviyeli bireyler) olusumuna
sebep oldugundan, ¢cogu arastirict ve balik yetistiricisi ya 1s1 ya da basing soku kullanmakta
olup, triploid {iiretimi i¢in en kolay, en ucuz ve giivenli yol olarak termal soklar
goriilmektedir (Kankaya, 1998). Ozellikle ucuz ve kullanilan materyal agisindan tehlikesi
olmayan 1s1 soku yonteminde, yiiksek sicaklik genellikle soguk su tiirlerine uygulanirken,
soguk sok ise 1lik su tiirlerine uygulanmaktadir (Beaumont ve Hoare, 2003; Gjedrem,
2005; Aydm, 2008). Piferrer ve ark. (2006) soguk sok ve basing uygulamasinin kiigiik
yumurtali baliklar (sazanlar, deniz levregi, kalkan, c¢ipura) icin uygun oldugunu
belirtmistir. Cesitli yontemler ile baliklarda triplod olusumun saglanabildigi gibi dogada da
bu tip bireylere rastlamak miimkiindiir. Dogal olarak triploid olusumu ilk kez Cuellar ve

Uyeno (1972) tarafindan O. mykiss’de tespit edilmistir (Dillon, 1988).
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2.3.3.4. Tetraploidizasyon

Tetraploidizasyon; normal bir yumurtanin, aktif bir spermatozoa ile déllenmesinin
ardindan, ilk mitotik bolinmeyi gegirdigi esnada, sok uygulanarak 4n kromozomlu hale
getirilmesi islemidir (Sekil 10). Tetraploid balik {iretimindeki amag, bunlarin diploid
baliklarla ¢aprazlandiginda triploid bireylerin elde edilebilmesidir (Ozden ve ark., 2003).

Johnstone (1991) tetraploid iretiminin Kkolay olmadigmni, fakat O. mykiss’de
tetraploid tiretiminin gergeklestirilebildigini belirtmistir.

Kromozom sayisi
2n

Primer oosit

}
4n

Mayoz- |

@_’ ’

|. Kutup htcresi

Sekonder oosit
Normal haploid
sperm ile délleme l
Sok 2. Kutup :
hucresinin tutulmasi

Mayoz- || .
| 2. Kutup hiicresinin EmbrloneneZ
uzaklasmasi
S
Tnplo:d 2|got (3n) @

Diploid (2n)
Mltoz

Triploid birey (3n) Normal diploid birey (2n) Tetraploid birey (4n)

Sekil 10. Baliklarda poliploid (triploid ve tetraploid) olusumu icin ortak sema (Reddy ve
ark., 1990; Aydin, 2008).
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2.4. Sitogenetik Arastirmalarin Su Uriinleri Calismalarina Kattigi Degerler

Yetistiricilikte hizli biiylime yetenegine sahip, hastaliklara kars1 dayanikli ve ortam
sartlarina iyi uyum saglayabilen baliklarin tercih edildigini belirten Ulupinar ve Okumus
(2002), bu amacla yapilan 1slah ¢alismalarinin diinyada hizla devam ettigini ve 6nemli
gelismeler kaydettigini belirtmistir. Ulupinar ve Okumus (2002)’a gére Thorgaard (1992)
dogadaki ve ¢iftlik stoklarindaki genetik yapinin bilinmesinin, gelecekte daha iyi stoklarin
elde edilebilmesi ve mevcut genetik kaynaklarin korunmasi g¢alismalarinda ¢ok yararh
olacagini belirtmistir.

Sistematik c¢alismalarda birbirine yakin ve morfolojik olarak ayirt edilemeyen
tirlerin, alttiirlerin ve izole olmus gruplarin smiflandirilmasinda metrik ve meristik
karakterler yetersiz kalmakta olup, bu yetersizliklerin giderilebilmesi igin sitogenetik,
molekiiler ve biyokimyasal ¢aligmalar da yapilmaktadir (Gaffaroglu ve Yiiksel, 2004).
Tiirlin genetik potansiyellerinin belirlenmesi, melezleme ¢aligsmalarinda kullanilabilecek
alt yapinin meydana getirilmesinde yardimci olur (Saygun, 2005).

Balik kromozomlari iizerine yapilmis ve yapilacak ¢alismalar, ¢evresel kirlenmenin
insan saglig1 iizerine etkilerinin fark edilmesi bakimindan bir tiir erken uyari sistemi
olabilmektedir (Giil, 2008). Buna paralel olarak Al-Sabti (1991)’ye gore saglikli olan
tirlerin Gretiminin yonlendirilmesinde, ¢evresel kanserojenlerin belirlenmesinde ve
sitotoksik kimyasallarin izlenebilmesinde karyotip calismalarinin  6nemi giderek
artmaktadir (Giil ve ark., 1998).

Genel olarak kromozom c¢alismalari, tir tayininde, kromozom sayisi ve
morfolojisindeki benzerlik durumundan tiirler arasi yakinlik derecesini belirlemede;
poliploidligi tesvik etmek suretiyle veya jinogenezis yardimiyla kisirlastirmada, yiiksek
populasyonu dnleme ve cinsi olgunluk yasindan sonra baliklarda biiyiime ve hayatta kalma
sliresini arttirma amaciyla balikgilik yonetimi ve yetistiricilikte; baliklarda kromozomal
hatalara sebep olan, su yoluyla tasinan kirleticileri metabolize edebilen, toplayabilen ve
depolayabilen organizmalar olmast nedeniyle su kirliligi goOstergesi olarak

kullanilabilmektedir (Ulupinar, 1998).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1.Materyal

3.1.1. Balik materyali

Denemelerde kullanilan O. mykiss yumurtalar1 Canakkale’nin Bayramig ilgesindeki
Evciler Tarimsal Kalkinma Kooperatifinden (E.T.K.K.) (Sekil 11) alinan anaglardan elde

edilmistir.
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Sekll 11. E.-T.K.K.’nin Tiirkiye topograﬁk harltasmdakl yeri (http://maps.google.com) ve

anac¢ havuzu.

Uretim tesisine gelen kaynak suyunun sicaklik degeri 8-10 °C arasinda olup iiretim
icin kig yumurtast alinmaktadir. Bu sebeple anaglarin sagimi  Aralik ayinda
gerceklestirilmistir (Sekil 12). Gelismesi normal ve saglikli olan O. mykiss disi ve erkek

anaglar arasindan, sagim igin 2 adet disi, 2 adet erkek secilmistir.

Sekil 12. a) Damizlik disi O. mykiss’den yumurta sagimi, b) Damizlik erkek O. mykiss’den

sperm sagimi (Orjinal).

27



BOLUM 3—- MATERYAL VE YONTEM Osman Nezih KENANOGLU

3.1.2. Is1 soku ekipmam
Yumurtalara 1s1 soku wuygulamasi sirasinda sicakligin  degismemesi Onemli
oldugundan, 1s1 soku islemi sicaklig1 ayarlanabilir, termostatli su kazan1 (Heidolph marka)

kullanilarak yapilmaistir.

3.1.3. Kulugka ve biiyiitme tanklari

Kulugkalama i¢in taze su girisi olan 20’ser litrelik kaplar kullanilmistir (Sekil 13).
Olast ani su sicakligi degisiminin engellenebilmesi amaciyla, bu kaplar 500’er litrelik
tanklara yerlestirilmis ve kaplardan tasan suyun tanktaki suyu yenilemesi saglanmistir.

Kulugka evresinden sonra, baliklar biiyiitme tanklarina alinmistir (Sekil 14).

Sekil 14. Biiyiitme tanklar1 (Orjinal).
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3.1.4. Kromozom Calismasinda Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.4.1. Kolsisin (C22H25NOg)

Calismada kullanilan kolsisin (Sigma, EC Number 200-598-5), beyaz renkte toz
seklindedir. Kolsisin boliinmekte olan somatik doku hiicrelerinin ig ipliklerinin uyusmasini
saglayarak, metafaz kromozomlarinin kutuplara g¢ekilmesini engeller, boylece metafaz

kromozomlarmnin rahatlikla incelenebilmesini saglar.

3.1.4.2. Potasyum Kloriir (KCI)
Suda yiiksek ¢Oziiniirlige sahip bir tuz olan potasyum kloriir (KCI), beyaz
kristallerden olusur ve saf hali kokusuzdur. Hipotonik soliisyon olarak kullanilan KCI

hiicre ¢ekirdeginin s1v1 alip sismesini ve kromozomlarin biiyiiyerek daha net goriinmelerini

saglar (Ors, 2003).

3.1.4.3. Carnoy fiksatifi

3 kisim metanol, 1 kisim glasiyal asetik asitten meydana gelen Carnoy fiksatifi her
tirlii dokunun tespitinde kullanilan ve hizli penetrasyon gosteren bir kimyasaldir. Glikojen
ve plazma hiicreleri i¢in iyi bir fiksatiftir. Tespit islemi i¢in, dokuyu hiicresel enzimlerin
neden oldugu otolizden korur ve c¢iirime gibi degisiklikleri Onler, bdylece doku

bilesenlerini sabitlestirir.

3.1.5. Diseksiyonda kullanilan alet ve malzemeler
Embriyo ve larva donemdeki baliklarda yapilan kromozom analizinin ilk asamasi
icin baliklarin diseksiyonu ve dokularinin homojenizasyonu ¢esitli alet ve ekipmanlar ile

yapilmaktadir. Bu cam malzeme ve aletler (Sekil 15);

1) Vorteks 7) Bistiiri sap1 ve nester
2) Beherler 8) Pens

3) Falkon tiipleri ve tiip sporlari 9) Makaslar

4) Saat camlari 10) Mikropipet

5) Plastik pastor pipetleri 11) Mikropipet uglari

6) Cam pastor pipetleri
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Sekil 15. Baliklarin diseksiyonu ve dokularin homojenizasyonu i¢in ekipmanlar (Orjinal).

3.1.6. Mikroskop
Kromozom goriintiilerinin fotograflanmasi ve eritrosit l¢iimlerinin yapabilmesi igin
bilgisayara baglanabilen Novel marka, Scoplmage 9.0 ® yazilim ile desteklenmis, 2 mp.

kamerali mikroskop kullanilmistir (Sekil 16).

Sekil 16. Kamerali mikroskop (Orjinal).
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3.2. Yontem

3.2.1. Yumurtalarin déllenmesi

Bu islem i¢in 2 adet disi ve 2 adet erkek damizlik O. mykiss kullanilmistir. Kuru
yontem ile gercgeklestirilen dollenme isleminde, temiz plastik bir kap igerisine Once
disilerin yumurtalari, ardindan erkeklerin spermleri sagilmis ve yavasga karigtirilmistir
(Sekil 13). Dollenmesi igin 5 dk. bekletilen yumurtalar siire sonunda temiz su ile
yikanarak; fazla spermden, doéllenmemis yumurtalardan ve yumurta kalintilarindan

arindirilmig, 10 °C’lik suda 10 dk. bekletilerek su alip sismesi saglanmustir.

3.2.2. Is1 soku ile triploidizasyon uygulamasi

Yumurtalara uygulanan 1s1 soku yontemi, Ingram (1988); Kalbassi ve ark. (2009)’nin
kullandiklar1 metotlardan modifiye edilmistir. Bu yontemde yumurtalara su alip sismesinin
hemen ardindan, termostatli 1sitma sistemine sahip su kazaninda 26 °C’de 5, 10, 15 ve 20

dk. siireyle 1s1 soku uygulanmistir (Sekil 17).

Sekil 17. 26 °C’ye ayarlanmis termostathi su kazaninda yumurtalara 1s1 soku uygulamasi
(Orjinal).

Is1 soku uygulamasi sonunda yumurtalar, soklanma siirelerine gore gruplara ayrilarak

(Cizelge 7), kontrol dahil 5 grubu olan 2 tekrarli bir deneme modeli olusturulmustur.
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Cizelge 7. Gruplara gore birey sayilari ve 1s1 soku siireleri

Baslangi¢c Yumurta Sayis1 | Is1 soku siiresi (dk.)
Kontrol 1068 -
1.Grup 945 5
2. Grup 981 10
3. Grup 968 15
4. Grup 902 20

3.2.3. Yumurtalarin adaptasyonu ve kulugkalanmasi
Soklanma siirelerine gore gruplara ayrilan yumurtalarin  kulucka ortamina
adaptasyonlar1 saglanmis (Sekil 18) ve 6len yumurtalarin sayist kayit altina alinmustir.

Yumurtalarin kulugkalandigi ortamda su sicakligt degeri 11,4 °C olarak 6l¢iilmiistiir.

Sekil 18. Yumurtalarin adaptasyonu, kulugkalanmasi ve biiylitme tanklarina dagitimi (Orjinal).

1. gliniinden itibaren incelemeye aliman O. mykiss’in 6nce mikroskop altinda
embriyo donemi (Sekil 19), daha sonra makro ¢ekim ile larva donemleri (Sekil 20) zaman

zaman fotograflanmistir.
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Notokord

Kilcal damarlar

Sekil 19. a) Dollenmis O. mykiss yumurtasi, b) Embriyonik donemin 14. giiniinde
O. mykiss’de notokord ¢) Embriyonik donemin 20. giiniinde O. mykiss’de kalp, damar
sistemi ve besin kordonu (Orjinal).

L Y LLEEEEEEEEREET
— 5 - Py

Sekil 20. O. mykiss gelisim evreleri, a) 22. giinde gozlenen embriyo, b) 27. giinde larva
¢ikisi, c¢) 31. giinde keseli larva, d) 33. giinde keseli pre-larva, e) 47. giinde post-larva,
) 60. giinde juvenil birey (Orjinal).
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3.2.4. Kromozom analizi

Is1 sokunun, O.mykiss kromozomlarindaki poliploidi seviyesine etkisini gorebilmek
icin, baliklarin embriyo doneminden geliskin donemine kadar dogrudan preparasyon
yontemi ile kromozom analizi yapilmistir. Bu yontem icin gozlenmis olan embriyo ve
larva dokularindan orneklemeler yapilmis, havada kurutma teknigi ile preparatlar

hazirlanmstir.

3.2.4.1. Kolsisin uygulamasi
Bu amagla O. mykiss embriyo ya da larvalarina ylizdiirme metodu ile %0.02’lik
kolsisin uygulanmigtir (Shao ve ark., 2010). Bu uygulama ig¢in hazirlanan kolsisin

¢ozeltisine 2-3 adet gbzlenmis embriyo ya da larva aktarilip, 2 saat yasatilmalar1 saglanmig

ve hazirlanan diizenegin 1yi havalandirilmasina dikkat edilmistir (Sekil 21).

Sekil 21. Yumurta ve larvalara ylizdiirme metodu ile %0.02°lik kolsisin uygulanan sistem
(Orjinal).
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3.2.4.2. Embriyo ve larvalarin diseksiyonu

Kolsisinde iki saatlik bekleme siiresinden sonra, diseksiyona alinan gozlenmis
O. mykiss embriyolarinin dnce yumurta zarlar1 nester ile agilmis ve igerisinden larvalar
cikartilmistir, ardindan %0.9’luk soguk NaCl ¢ozeltisinden gecirilerek hem anestezi

edilmis hem de kan ve yagdan arinmasi saglanmistir (Sekil 22).

Sekil 22. a) Larvaya zarar vermeden nesterle yumurta zarmnin delinmesi, b) Yumurta
zarinin agilmasi ¢) Larvanin ¢ikartilmasi, d) Soguk NaCl ile anestezi edilerek yagdan

arindirilan larvaya hipotonik islem i¢in KCl ilave edilmesi (Orjinal).
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3.2.4.3. Hipotonik islem

Bunun i¢in baslangi¢ olarak larva iizerine bir miktar KCl (0.075 M) ilave edilmis
(Sekil 23/d) ve nesterle saat camu igerisinde kiigiik parcalara ayrilmistir. Pargalanan doku
15 ml‘lik falkon tiiplerine aktarilarak yine KCI ile 5 ml’ye tamamlanmaistir.

Falkon tiiplerinde siispanse edilen doku etiive alinmis ve 24 °C’de 40 dk. bekletilerek
hipotonik inkiibasyonu saglanmistir. Siire sonunda 1-2 damla taze hazirlanmis soguk
Carnoy fiksatifi (3:1, metanol: asetik asit) damlatilarak prefiks islemi gerceklestirilmis ve

tiipler 2000 rpm ‘de 10 dk santrifiij edilmistir.

3.2.4.4. Hiicrenin fiksasyonu

Santrifiij sonrasi, dibe c¢oken pelet kisim hareket etmeyecek sekilde hiicre
slispansiyonunun siipernatant1 uzaklastirilmis ve hiicrelerin fiksasyonu icin tiipler soguk
Carnoy fiksatifi ile 5 ml ‘ye tamamlanmistir. Fikse edilen dokular +4 °C’de 15 dk
beklemeye birakilmis, siire sonunda tekrar 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek fiksasyon
islemi bir kez daha tekrarlanmistir. Son santrifiijden sonra tiiplerdeki doku ¢ozeltisi 2 ml

kalacak sekilde siispanse edilmis ve atis islemine gegilmistir.

3.2.4.5. Atislar
Hiicre silispansiyonunun lamlara damlatilmasiyla gergeklestirilen atis islemi
calismanin en énemli kisimlarindan biri olup, net bir metafaz goriiniimii elde edilmesinde
onemli rol oynamaktadir. Bu da kromozom kollarinin {ist {iste binmesinin engellenmesiyle
miimkiindiir.
Bu amagcla atis mesafesinin 1yi ayarlanmasina ve atis yapilacak ortamdaki havanin
nemsiz olmasina dikkat edilmistir. Atis isleminden 6nce falkon tiiplinde siispanse edilen
dokudan cam pastor pipeti yardimiyla pipetaj yapilarak bir miktar alinmis ve 6nceden

temizlenen soguk lamlarin tizerine 2-3 damla kadar hiicre siispansiyonu damlatilmistir.

3.2.4.6. Preparatlarin boyanmasi

Preparatlarin boyanmasinda %5°lik Giemsa kullanilmistir. Kromozomlarin boyay1
daha iyi kabul etmesi i¢in kullanilacak olan Giemsa, Sorenson Fosfat Tampon Cozeltisi
(PBS) ile pH’s1 6,8 olacak sekilde hazirlanmistir. Arastirmamizda boyama islemi igin
optimum deger 24°C de 20 dk olarak belirlenmis bu siire asildiginda kromozomlarin fazla

boyandigi ve ayirt edilmesinin zorlastig1 gézlenmistir.
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Boyama isleminin ardindan 3 er kez saf sudan gegirilerek fazla boyadan arindirilan
lamlar 45 derece agiyla kurumaya birakilmis, sonrasinda entellan ya da D.P.X yapistirici

ile lamellerle kapatilmistir.

3.2.5. Eritrosit analizi

Eritrosit analizleri 1,87+0,35 g agirligindaki 4 aylik juvenil alabaliklarda yapilmistir.
Bu amagla ilk olarak tiim baliklarin eritrositlerinin biiyiikliikleri karsilastirilmigtir. Ayrica
denemedeki kiiciik (1,10+0,14) ve biiyiik (1,93+0,22) baliklarin eritrosit biiyiikliikleri
arasindaki farka bakilmistir. Eritrosit analizi kromozom analizine nispeten daha az
zahmetli ve kisa siireli bir metottur. Bu analiz i¢in baliklar karanfil yag ile bayiltildiktan
sonra kuyruk kismi alkolle temizlenmis ve nester yardimiyla kuyruk sapi kesilmistir.
Kaudal venadan almman kan direk olarak lam {iizerine damlatilarak yayma preparat
hazirlanmigtir (Sekil 23). Metilen mavisi ve Giemsa kullanilarak gergeklestirilen boyama
isleminin ardindan boyanan eritrositler 100x’de incelemeye alinmis ve fotograflar ¢ekilen

eritrositlerin Scoplmage 9.0® programiyla boyutlari 6l¢iilmiistiir.

- ﬂ,/’”]

Vel =

—
Sekil 23. Yayma preparat yontemi (http://irvingcrowley.com).

3.2.6. Eritrosit ol¢ciimleri ile triploid tespiti

Triploid oranin tespiti i¢in; 2 tekerriirlii olan her gruptan toplam 40’ar adet bireyden
kan 6rnegi alinmis ve her o6rnekten rastgele 30’ar adet eritrosit segilerek HGE, CGE, HDE,
CDE o6lg¢iimleri yapilmistir. Deneme gruplarindan elde edilen sonuglarin kontrol grubuna

gore karsilastirilmasi, Dunnett t-testi ile %5 onem diizeyinde gerceklestirilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Deneme Ortaminda Su Kalitesi Fiziksel Degerleri
Denemenin basladigr Aralik ayindan itibaren su sicakligi 10-15 °C arasinda olup,

oksijeni 7,8 mg/lt, iletkenligi 302+10 mS ve pH 7.4 olarak tespit edilmistir.

4.2. Kontrol ve Deneme Gruplarinda Yasama Oranlari

26 °C’de 5, 10, 15 ve 20 dk. olmak ftizere farkli siirelerde 1s1 soku uygulanarak
gruplara ayrilan yumurtalarin yasama oranlarinin belirlenebilmesi i¢in, denemenin
baslangicindan itibaren 60 giin siireyle 6len bireylerin sayilar1 kayit altina alinmistir.
Baslangictaki ile 60. gilindeki canli birey sayisi degerlendirmeye alinarak baliklarin
gruplara gore yasama oranlart tespit edilmis, en yiiksek yasama orant kontrol

grubundayken en diisiik yasama oran1 15 dk. 1s1 soku uygulanan 4. grupta tespit edilmistir

(Cizelge 8).

Cizelge 8. Denemenin 60. giiniinde gruplara gore yagama oranlari

Grup Is1 Soku Baslangictaki | 60. giindeki Yasama Oram
Siiresi (dk) | Yumurta Sayis1 | Balik Sayisi (%)

Kontrol - 1068 866 81,46

1 5 945 604 75,55

2 10 981 510 71,25

3 15 968 361 66,01

4 20 902 491 55,76

Piferrer ve ark. (2006) yetistiriciligi yapilan tiirlerin ¢ogunun triploid uygulamasina
uygun oldugu ve Ozellikle biiyiikk yumurtaya sahip baliklarda, sicaklik sokuyla yapilan
uygulamalarin sonucglarinda farkliliklar goriildiigiini belirtmislerdir. Bu durum bizim
calismamizla da parelellik gostermekte olup 1s1 sokunun, yumurtalara farkli siirelerde

uygulanmasiyla yasama ve triploid oranlarinda farkli sonuglar elde edilmistir.

38



BOLUM 4— ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA __ Osman Nezih KENANOGLU

4.3. Kulucka Déneminin Sonuna Kadar Gruplardaki Oliim Miktarlari

Kulugka donemi, baliklarin fiziksel ve kimyasal su parametreleri degisimlerine
ayrica bakteriyel, fungal (mantar) ve viral (viriis) enfeksiyonlara kars1 hassas oldugu bir
evredir. Bu nedenle baliklarda embriyo doneminin baglangicindan itibaren, larvalarin besin
kesesini tiikettigi 51. giine kadar &len bireylerin sayis1 (OBS) tespit edilmis ve giinlere gore
dagilim1 belirlenmistir (Sekil 24). Bu dagilim sonucunda deneme grubundaki yumurtalarin
dollendigi giin igerisinde, kontrol grubuna gore fazla miktarda fire verdigi, diger giinlerde

ise oliim miktarlarinin zaman zaman ani artis gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 24. Denemenin baglangicindan itibaren 50 giin boyunca olen birey sayilarinin

gruplara ve giinlere gére dagilimu.
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4.4. Kromozom Sayst ile Eritrosit Biiyiikliigii liskisi

Eritrosit hiicre biiytikliiklerinin karsilagtirilabilmesi i¢in, 40’ar adet diploid ve
triploid baliklarin her birinden 6rneklenen 30’ar adet eritrositin hiicre genis eksen (HGE),
hiicre dar eksen (HDE), ¢ekirdek genis eksen (CGE) ve ¢ekirdek dar eksen (CDE)
Olctimleri yapilmis ve ortalamalar karsilastirilmistir. Diploid eritrositlerin ortalama eksen
genislikleri; 5,15 um (HGE), 3,08 um (HDE) ve 2,46 um (CGE), 1,34 um (CDE) iken,
triploid eritrositlerde bu degerler; 6,81 um (HGE), 3,49 um (HDE) ve 3,32 um (CGE),
1,45 pm (CDE) olarak belirlenmistir. Eritrosit hiicre ve ¢ekirdeklerinde yapilan dlgiimler
sonucu kromozom sayisindaki artigin eritrosit hiicre ve cekirdek biyiikligiinii arttirdigi
tespit edilmistir (Sekil 25 ve Sekil 26). Diploitlere gore triploidlerin eritrositlerinde goriilen
bu farklilik HDE ve CDE genisliklerinde 1,1 kat iken, HGE ve CGE genisliklerinde ise 1,3

kat olarak belirlenmistir.
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Sekil 25. a-b) Kontrol grubu diploid O. mykiss metafaz kromozomlar1 2n=56, c-d) Kontrol

grubu diploid O. mykiss eritrositleri (Orjinal).
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Sekil 26. a-b) Ist soku uygulanmis triploid O. mykiss metafaz plagi 3x=84, c-d) Is1 soku

uygulanmis O. mykiss eritrositleri (Orjinal).

Benfey (1999) S. fontinalis tiiriinde triploid baliklarin eritrosit hiicre ve g¢ekirdek
boyutlarinda, diploid baliklara gore artis meydana geldigini ve bu artisin eritrosit hiicre ve
cekirdeklerin enine gore boylarinda daha fazla oldugunu belirtmistir. Cogu arastirmact
baliklarda poliploidinin tespiti igin, eritrosit boyut farkliligindan yararlanmiglardir (Benfey
ve Sutterlin, 1984; Benfey ve ark., 1984; Chourrout ve ark., 1986; Boron, 1994; Felip ve
ark., 1996; Kankaya, 1998; Woznicki ve Kuzminski, 2002; Jankun ve ark., 2007; Aydin,
2008; Kalbassi ve ark., 2009).
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4.5. Triploid, Kromozom ve Eritrosit Cekirdeklerinde Farkli Olusumlar
10 dk. 1s1 soku uygulanan grupta bir adet fragmente rastlanilmistir (Sekil 27).
Ustiiner (2011), bu gesit bir fragmentin kromozom tipi kirik sonucu olusabilecegini ve

tekrar birlesmeyen kirigin delesyonlu bir kromozom ile birlikte asentrik bir fragment

meydana getirdigini belirtmistir.

Sekil 27. Kromozom tipi kirilma sonucu fragment olugsumu (Orjinal).

Triploid baliklarin eritrositlerinde ¢ok sayida boliinmiis cekirdek yapilari tespit
edilmigtir (Sekil 28). Jankun ve ark. (2007) ve Benfey (1999), S. fontinalis tiiriinde
yaptiklari benzer calismalarda diploid eritrositte de bdliinmiis c¢ekirdek yapisina
rastlamistir. Wlasow ve ark. (2004) aym tlirde yaptiklari ¢alismada, diploid eritrosit
cekirdeklerinde boliinmiis yapiyr %0,3 oraninda ve triploidlerde % 19,1 oraninda tespit
ederek, triploidlerdeki bu oran farkliliginin diploidlere gore istatistiksel a¢idan Gnemli

oldugu (p<0,05) sonucuna varmislardir.

Sekil 28. Segment olusturmus (boliinmiis) triploid eritrosit ¢cekirdekleri (Orjinal).
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4.6. Deneme Gruplarinda Triploid Oranlar

Eritrosit Olglimleri sonucunda 10, 15 ve 20 dakika 1s1 soku uygulanan gruplarda,
eritrosit hiicre ve c¢ekirdegi genis eksen uzunluklari, kontrole gore istatistiksel agidan
onemli farklilik gostermistir (p<0,05). Ayrica 15 ve 20 dk. sok uygulanan gruplarda
hiicrenin, 20 dk. sok uygulanan grupta da ¢ekirdegin dar eksen uzunlugu kontrole gore

farklilik gostermektedir (p<0,05) (Cizelge 9).

Cizelge 9. Gruplara gore baliklarin eritrosit biiytikliikleri

Hiicre Olciimleri (um)
Deneme Gruplan HGE HDE CGE CDE
Kontrol 5,15%0,06 3,08+0,03 2,460,03 1,34+0,02
5 dk. 5,33+0,09 3,1340,03 2,54+0,05 1,32+0,02
10 dk. 5,89+0,17*% | 3,22+0,06 2,83+0,09* 1,37+0,02
15 dk. 6,45+0,13% | 3,42+0,04* | 3,17+0,08* 1,37+0,02
20 dk. 6,65+0,12% | 3.43£0,03* | 3,260,06* 1,440,02*

*Aynt siitunda yildiz simgesiyle gosterilen gruplar kontrol grubuna gore istatistiksel

acindan onemli derecede farklidir (p<0,05).

Hiicre ve c¢ekirdeklerin genis eksen boyutlarindaki farkliliklara gore deneme
gruplarinda ylizde triploid oran (TO) belirlenmis ve bu oran ile 60 giinlik deneme
stiresindeki yagama orani (YO) birlikte degerlendirilerek triploid verim (TV) (Brydges ve
Benfey (1991)’in TV=YO (%) x TO (%) / 100 formiiliine gore) hesaplanmistir.

Cizelge 10. Gruplara gore baliklarin ylizde triploid oranlari, yiizde yasama oranlari ve

triploid verimleri

Gruplar TO (%) YO (%) TV
Kontrol 0 81,46 0
5dk 10 75,55 8
10dk 40 71,25 29
15dk 90 66,01 59
20dk 95 55,76 53
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15 dk. ve 20 dk. 1s1 soku uygulanan gruplarda en yiiksek triploid oran ve triploid
verim gozlenirken, 5 dk. stireyle 1s1 soku uygulamasinin triploid olusumunu tetiklemede
yetersiz kaldig1 goriilmektedir (Cizelge 10).

Ayrica ayni deneme grubundaki baliklarda eritrosit biiylikliigiliniin, balik boyuna
bagl olarak degisip degismediginin belirlenebilmesi i¢in Student's t-testi ile istatistiksel
degerlendirme yapilmis ve sadece 10 dk. 1s1 soku uygulanan grupta bu degisimin dnemli

oldugu sonucuna varilmistir (p<0,05) (Cizelge 11).

Cizelge 11. Baliklarin biiyiikliiklerine gore hiicre 6l¢timlerinin karsilastirilmasi

Hiicre Olciimleri (um)

Gruplar Gram HGE HDE CGE CDE
Kontrol K | 0,92+0,16% | 5,25+0,20 3,08+0,05 2,510,009 | 1,34+0,02
Kontrol B | 1,62+0,16" | 5,21+0,11 3,04+0,06 2,46+0,03 | 1,33+0,02

5dk K 1,29+0,18* | 5,33+0,08 3,04+0,04 2,50+0,04 | 1,27+0,02
5dk B 2,19+0,28"° | 5,60+0,14 3,15+0,04 2,58+0,09 | 1,31+0,02
10dk K 1,07+0,08* | 5,35+0,19" 3,12+0,06 | 2,48+0,10° | 1,26+0,02
10dk B 1,94+027° | 6,2120,31% | 3,22+0,07 | 2,94+0,14% | 1,35+0,02
15dk K 1,1740,08% | 6,4240,20" | 3,46+0,07* | 3,1320,11* | 1,40+0,04*
15dk B 1,93+£0,20° | 6,89+0,14* | 3,32+0,08* | 3,24+0,04* | 1,40£0,02*
20dk K 1,030,197 | 6,84+0,07° | 3,52+0,04* | 3,33+0,03* | 1,45+0,04*
20dk B 1,99+0,17° | 6,84+0,14* | 3,54+0,04* | 3,29+0,06% | 1,48+0,03*

* Ayni siitunda olup ayni balik biiyiikligiinde yildiz simgesiyle gosterilen gruplar, kontrol grubuna

gore istatistiksel agindan dnemli derecede farklidir (p<0,05).

Ayni siitunda ayn1 deneme grubu igerisinde farkli kiigiik tistel harflerle gosterilen gruplar arasinda

istatistiksel agindan 6nemli derecede fark vardir (p<0,05).
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Galbreath ve Samples (2000), S. fontinalis tiirinde dollenme sonrasi (DS) ve
uygulama siiresi (US) olarak 7-22 dk. arasinda belirledikleri 1s1 sokunu 26-29 °C
arasindaki farkli degerlerde deneyerek triploid orana, yasama oranina ve triploid verime
etkilerini karsilastirmislardir. Sonug olarak en iyi triploid yiizdeye ve yasama oranina,
yumurtlar déllendikten 10-16 dk. sonra 10 dk. siireyle uyguladiklar1 28 °C’lik 1s1 soku
sonucu ulastiklarini belirtmislerdir. Solar ve ark. (1984) O. mykiss ‘de triploid olusumunu
saglayabilmek i¢in DS 1-40 dk. arasinda farkli siirelerde beklettikleri yumurtalara 24-30
°C arasinda farkli sicakliklarda, 10 dk siireyle 1s1l islem uygulamislar ve en iyi sonuca
yumurtalar déllendikten 1 dk. sonra 26 °C’lik 1s1 soku uygulayarak ulasmislardir. Benfey
ve Sutterlin (1984), 10 °C’de 20 dk. dollenmeye birakilan S. salar yumurtalarina, 32 °C’de
5 dk. 1s1 soku uygulanmasinin %100 triploid oran sagladigini, bunun yaninda yumurtalar
dollendikten sonra 25 ile 45 dk. arasinda gegen siirenin 1s1 soku uygulamasi i¢in geg
oldugunu ve triploid orani ¢ok fazla diigiirdiigiinii belirtmiglerdir. Teskeredzic ve ark.
(1993) Oncorhynchus kisutch yumurtalarina 10 ile 20 dk. siireyle uyguladiklar1 24 ve 28
°C’lik 1s1 soku igin 20, 40, 60 ve 80 dk. olmak iizere farkli DS siirelerini denemisler,
yumurtalar dollendikten 20 dk. sonra, 20 dk. siireyle uyguladiklar1 28°C’lik 1s1 sokunun
%100 triploidiyi tesvik ettigini ve en iyi triploid verimin yumurtalar dollendikten 20 dk.
sonra 26°C’de 20dk. US ile olustugunu belirtmislerdir. Dube ve ark. (1991), S. fontinalis
tiriinde DS 5-25 dk. arasinda farkli siirelerde beklettikleri yumurtalara, 20-33 °C arasinda
degisik sicaklik ve 5-20 dk. arasinda US ile soklama yaparak sonuglari degerlendirmisler,
en 1yi triploid orana ve en yiiksek triploid verime yumurtalar dollendikten 15 dk. sonra 10
dk US ile 28 °C’lik 1s1 soku sonucunda ulagmislardir.

Arai ve Wilkins (1987), S. trutta yumurtalarina 29°C sicaklikta 5-15 dk. U.S, 10 dk.
D.S seklinde uyguladiklari 1s1 sokunun %50-63 oraninda triploid olusumu sagladigini;
32°C’de 6 dk. uygulanan sokun ise %100 oranda triploid basar1 sagladigin1 belirtmislerdir.
Ayrica, 26 °C’de 30 dakikalik 1s1 soku uyguladiklar1 baliklarda %57 oraninda triploid
tespit ettiklerini belirtmislerdir. Crozier ve Moffett (1989), S. trutta yumurtalarina 5-15 dk.
DS, 10dk. US ile 28 °C’lik 1s1 sokunun %100-88 triploidiyi tesvik ettigini eritrosit
niikleusu 6l¢iimleri sonucunda belirlemisler, ayrica yumurtalar dollendikten sonra gecgen
stirenin 20-25 dakikaya ¢ikarilmasi durumunda bu degerin %60 ve altina diistiigii sonucuna

varmiglardir. Ayrica Crozier ve Moffett (1989), S. trutta yumurtalarinda denedikleri 1s1

45



BOLUM 4— ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA __ Osman Nezih KENANOGLU

soku yontemiyle en yiiksek triploid verime; 10 ya da 20 dk DS, 28°C’de 10 dk. US sonucu
ulagsmiglardir. Johnstone (1992), S. salar yumurtalarina 30 °C’lik 1s1 sokunu, 20 dk. D.S,
10 dk. US seklinde uygulayarak; %46.8+ 29,9 yasama orani, %97,7+£2,9 triploid oran;
%351,0+26,4 triploid verim elde etmistir.

Kalbassi ve ark. (2009), S. trutta caspius yumurtalarinda farkli 1s1 soku degerlerini,
farkli baglatma ve uygulama siireleri ile deneyerek ¢esitli kombinasyonlar yapmis ve en iyi
triploid verime ulasmaya c¢alismislardir. Bu kombinasyonlar neticesinde yumurtalara
dollendikten 40 dk. sonra 10 dk. siireyle uygulanan 26 °C’lik 1s1 sokunun triploid verim
elde etmek i¢in optimum deger oldugunu, fakat bu uygulamanin diger salmonid tiirlerinde
farkli etkiler gosterdigini belirtmis ve c¢esitli arastirmacilarin yaptiklari calismalardan
orneklerler vermislerdir. Buna gére Scheerer ve Thorgaard (1983) O. mykiss tiiriinde 28-29
°C ‘de 10 dk. US, (10 dk. DS); Dube ve ark. (1991) S. fontinalis tiiriinde 28 °C’de 10 dk.
US, (15 dk. DS); Scheerer ve Thorgaard (1983) S. trutta tiiriinde 28 °C’de 10 dk. US, (10
dk. DS); Arai ve Wilkins (1987) ise yine S. trutta tiiriinde 29 °C’de 10 dk. US, (5 ya da 45
dk. DS) 1s1 soklarinin triploid olusumu i¢in optimum degerler oldugunu belirtilmislerdir.
Kalbassi ve ark. (2009) S. trutta caspius yumurtalarinda dollenme sonrasi 1s1 soku
baslatma siirelerinden 5 ile 40 dakikanin, 10 ile 20 dakikaya gore daha iyi triploid yiizde ve
verim sagladigini; 26 °C’de 5 dk. US, (20 dk. DS) seklinde yapilan uygulamanin negatif
kontrol (%68) ve pozitif kontrole gore (%66) daha yliksek yasama orani sagladigim
belirtmis, ayrica 30 °C’de 5 dakikadan fazla yapilan 1s1 soku uygulamasinin yumurtalar
i¢in lethal doz oldugunu belirtmislerdir (Cizelge 12).

Galbreath ve Samples (2000), S. fontinalis yumurtalarina, doéllendikten 10-16 dk.
sonra 28 °C’de 10 dk. siireyle uyguladiklar: 1s1 soku neticesinde yumurtalarin yasama
oranlarinin % 68-71 arasinda degisim gosterdigini belirtmislerdir (Cizelge 12). Kalbassi ve
ark. (2009) farkli 1s1 soku uyguladiklar: S. trutta caspius yumurtalarinda % 0-10 arasinda
degisen en diisiik yasama oranini, 30 °C’de soklanan grupta tespit etmislerdir ve soklama
i¢cin denedikleri tiim sicakliklarin 20 dk. siireyle uygulanmis gruplarinda, en diisiik yasama
oranlarma rastladiklarin1 belirtmislerdir. Benfey ve Sutterlin (1984), 10 °C’de 20 dk.
stireyle dollenen S. salar yumurtalaria, 32 °C’de 5 dk. siireyle 1s1 soku uygulayarak %100
triploid elde ettiklerini ve bu bireylerde %70-90 arasinda yasama orani tespit ettiklerini
belirtmislerdir. Dube ve ark. (1991) S. fontinalis, Quillet ve ark. (1991), S. truttta tiirtinde
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ozellikle yiiksek sicaklikta uzun siire uygulanan soklamanin yasama oranini olumsuz
yonde etkiledigini belirtmislerdir. Dube ve ark. (1991); Quillet ve ark. (1991); Teskeredzic
ve ark. (1993) ve Kalbassi ve ark. (2009)’nin, 1s1 soku uygulama siiresindeki artigin
yasama oranlarini diisiirdiigi yoniindeki bulgulari, bizim c¢alismamizla da paralellik
gostermektedir. Johnstone (1992), S. salar yumurtalarinda 20 dk. D.S, 10 dk. US ile
denedikleri 30 °C’lik 1s1 soku sonucunda %46.8+ 29,9 yasama orani elde etmistir. Benfey
ve Sutterlin (1984) 10 °C’de 20 dk. dollenmeye birakilan S. salar yumurtalarina 3 veya 6
dk. siireyle 7.0 x 104 kPa (10 150 p.s.i.) basing uygulamasimin %100 triploid ve %70-90
yagsama orant sagladigini belirtmislerdir. Johnstone (1992), S. salar yumurtalarinda 3 farkli
soklama yontemi deneyerek, bu yontemlerin triploid verime etkisini; 1s1 sokuyla
%60+12,4, kimyasal sokla (N,O) %80+2,1 ve basing sokuyla elde ettikleri %99+0,3
triploid verimle géstermislerdir. Peruzzi ve Chatain (2000), mayotik ginogenez yontemi ile
dollenmesini sagladiklar1 Dicentrarchus labrax yumurtalarinin bir kismina, déllendikten 6
dk. sonra, 13 °C’de 8000, 8500, 9000 ve 9500 psi’de 2 dk. siireyle basing soku
uygulamislar, diger kismina da déllendikten 5 dk. sonra, 1 °C’de 10, 15, 20, 25 dk. siireyle
soguk soka maruz birakmislardir. Deneme sonunda gruplari karsilastiran Peruzzi ve
Chatain (2000) 2 dk. siireyle 8500 psi basing uyguladiklar1 grup ile, 15 dk. siireyle 1 °C
soguk sok uygulanan gruplarin %100 triploid olusum gosterdigini belirtmislerdir.
Woznicki ve Kuzminski (2002), S. fontinalis yumurtalarinin 10 °C’de déllenmesinden 20
dk. sonra 5 dk. siireyle, 9500 psi (65.5 x 10° kPa) basing soku uygulayarak, 2n=84 olan

kromozom sayisin1 3X=126"ya ¢ikarmislardir.
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Cizelge 12. Salmonidae familyasina dahil baz tiirlerin 1s1 soku yontemiyle triploidlestirilmesi ve elde edilen sonuglar

Dollenme Soklama Tos. Tus. Triploid Yasama Triploid Kaynak
Tiir
Sicakhigi (°C) Sicakhigi (°C) (dk.) | (dk.) | oram (%) orani (%) verim
Salvelinus fontinalis 11.6 28 10-16 10 79-99 68-71 54-70 Galbreath ve Samples, 2000
9-10 26 20 5 42 70 29
9-10 26 40 10 84 68 57
) Kalbassi ve ark (2009)
Salmo trutta caspius 9-10 26 40 20 97 52 50
9-10 28 20 20 13 2 1
9-10 30 5-20 20 0 0-10 0
Salmo salar - 30 20 10 96,7+£2.9 46,8+29.9 51,0+£26,4 Johnstone,1992
Salmo salar 10 32 20 5 100 70-90 - Benfey ve Sutterlin (1983)
10 26 10 5 10 75,55 8
10 26 10 10 40 71,25 29
Oncorhynchus mykiss Bu ¢alisma
10 26 10 15 90 66,01 59
10 26 10 20 95 55,76 53

*Kalbassi ve ark. (2009) nin ¢aligmalar1 sonucunda vurguladigi noktalar koyu renkle belirtilmistir.


http://en.wikipedia.org/wiki/Salmo_salar
http://en.wikipedia.org/wiki/Salmo_salar
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Triploitlerin tanimlanmasi i¢in arastirmacilar ¢esitli metotlardan yararlanmislardir.
Kromozom sayisinin belirlenmesi, eritrosit hiicre ve g¢ekirdek boyutlarin incelenmesi
(Beck ve Biggers, 1983), eritrosit ¢ekirdek hacminin incelenmesi (Wolters ve ark. 1982),
hiicre yogunlugunun analizi i¢in Coulter sayaci kullanilmas1 (Wattendorf, 1986), eritrosit
¢ekirdegindeki DNA igeriginin flow sitometri yoluyla belirlenmesi (Johnson ve ark.,
1984), hibritlerin incelenmesinde kullanilan elektroforez metodu (Dawley ve ark., 1985) ve
gonad dokusunun histolojik olarak analizi gibi yontemler triploid tespitinde yardimci
olmaktadir (Purdom, 1993).

Dube ve ark., (1991); Galbreath ve Samples (2000) S. fontinalis tiirinde triploid
orani belirleyebilmek icin, yavru baliklardan aldiklari kan orneklerini flow sitometri ile
analiz ederek sonuglarini degerlendirmislerdir. Espinosa ve ark. (2005), O. mykiss’de
triploid bireylerin tanimlanmasi icin gelistirdikleri bilgisayar destekli program ile eritrosit
hiicrelerinin ve cekirdeklerinin 6l¢iimlerini yapmis ve bu metodun baliklarda triploidin
belirlenmesinde  flow sitometri yOntemine alternatif olarak kullanilabilecegini
belirtmislerdir. Espinosa ve ark. (2005), O. mykiss eritrositlerinde yaptiklari 6lgiimler
neticesinde diploidlerde 12,87+1,26 um (HGE) ve 6,18+0,61 (CGE) um; triploidlerde ise
15,59£1,23 um (HGE) ve 7,97+0,77 pum (CGE) olarak eksen biiyiikliiklerini
belirtmiglerdir. Arastirmamiz ile aym tiir ¢alisilmis olmasma ragmen Espinosa ve ark.
(2005)’nin 2 yasinda olan diploid ve triploid baliklardan elde ettikleri, eritrosit hiicre ve
cekirdek genis eksen biiyiikliikleri arastirmamiz sonucunda bulunan degerlerin iki katindan
fazla sonuc¢ gostermekte olup bu farkliligin baliklarin yaslarindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Woznicki ve Kuzminski (2002), S. fontinalis’in diploid ve triploid geng
bireylerinde yaptiklar: eritrosit c¢ekirdegi genis eksen (CGE) ol¢iimlerinde dipoidlerde
ortalama 7,0-7,1 um (CGE), triploidlerde ise ortalama 9,4-9,9 um (CGE) olarak
belirlemislerdir. Woznicki ve Kuzminski (2002)’nin ¢alismasindaki eritrosit ¢ekirdek
Olgtimlerinin, O. mykiss’de yaptigimiz Slgiimlerden farkli olmasi, baliklarin tiiriine gore

eritrosit biiylikliigliniin degisebildigini géstermektedir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Bir¢ok calismada baliklarda ¢esitli triploidizasyon yontemleri ve uygulama siireleri
denenmis ve uygulamalarin baliklarda yasama oranlarina ve triploidlesme oranlarina
etkileri aragtirilmistir. Triploidizasyon yontemlerinden 6zellikle 1s1 soku teknigi; diislik

maliyeti ve uygulama kolaylig1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmistir.

Bu calismada; 10°C’de yasayan bireylerinden elde edilen ve ayni sicaklikta
dollenmesi gergeklestirilen O.mykiss yumurtalarina 26 °C’de 5, 10, 15 ve 20 dk. uygulanan
151 soku siirelerinin baliklarda yasama oranina, triploid oranina ve triploid verime etkileri
arastirilmistir.  Boylece; sicaklik sabit tutularak Orneklere farkli siirelerde 1s1 soku

uygulamasinin etkisi arastirilmis ve literatiire destek saglanmaya ¢aligilmistir.

Ayni deneme grubundaki baliklarda eritrosit biiytlikliigiiniin balik boyuna bagl
olarak degisip degismediginin belirlenebilmesi igin yapilan istatistiksel degerlendirmede
sadece 10 dk. 1s1 soku uygulanan grupta degisimin 6nemli oldugu (p<0,05) sonucuna
varilmigtir. Bunun nedeni bu grupta triploid birey sayisinin %40 olmasiyla agiklanabilir.
Cunki triploid birey sayis1 5 dk. grupta %10, 15 dk. grupta %90 ve 20 dk. grupta ise %95
olarak bulunmustur. Boylece balik biiyiikliigl ile eritrosit biiyiikliigliniin sadece 10 dk.
grupta farkli ¢ikmasi triploid birey sayisinin 15 ve 20 dk. gruplardan diisiik olmasiyla, yani
daha fazla diploid balik sayis1 icermesiyle aciklanabilir.

Is1 soku ile triploidizasyon yontemi tiirlere ve yasadigi sicakliklara gore degismekte
ve farkli sonuglar vermektedir. Bu c¢alismada alinan sonuglar neticesinde; 10°C’de
déllenen O. mykiss yumurtalarina, dollendikten 10 dk. sonra, 26°C’de, 20 dk. 1s1 soku
uygulamasi ile %95 lik triploid oran saglanmistir. Ancak bu grupta verimin diger gruplara
gore daha disiik oldugu goriilmektedir. 15 dk. 1s1 soku uygulamasinin daha fazla verim
sagladig tespit edilmis ve bu siire optimum olarak degerlendirilmistir. Alinan bu sonucun
ve diger bulgularin, gerek yapilacak bilimsel aragtirmalara katki saglayacagi, gerekse ticari

alanlarin pratik uygulamalarinda faydali olacag: diisiincesindeyiz.

Balik tiirli ve yasadig1 ¢evre kosullartyla birlikte triploidinin tesviki i¢in uygulanan
1s1 soku derecesi, uygulama siiresi ve uygulanma seklinin degismesi, bu alanda halen

bir¢ok arastirma yapilmasini gerekli kilmaktadir.
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