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ONSOZ

Ulkemizde kiiltiir balikgihig1 25 yil gibi oldukga kisa bir gegmise sahiptir. Once
tath su baliklariin i¢ sularimzda yetistiriciligi ile baglayan bu {iretim dali son 10 yildir
deniz baliklarimin af kafeslerde yetistirilméye baglamas1 ile biiyiikk bir geligme
gostermistir. Deniz baliklarinin kiiltiirti yaninda i¢ sularimizda yapilan yetistiricilikte
stiratle biitiin iilkeye yayilmakta ve liretim isletmelerinin sayis1 artmaktadir.

Biyoteknolojik uygulamalar arasinda yer alan genetik maniplasyon, hiicrelerin
kromozomlari ve genleri iizerindeki amaglh degisiklikleri kapsar. Birgok balik tiirtinde
doéllenme su ortaminda (dis ortamda) oldugundan, kromozom sayilariyla oynamak
nispeten kolaydur. Bahk yetistiricilifinde, iiretime alinan baligin daha izl gelismesi,
hastaliklara karg1 daha direngli olmasi, yem degerlendirme kabiliyetinin iyile$tirihhesi,'
tireme donemindeki istenmeyen morfolojik degisikliklerin ortadan kaldirilmas:
(alabaliklarda alt genenin yukariya kivrilmasi) gibi, yetistiricilik agisindan &nemli
konular iizerinde biyoteknolojik faaliyétler giiniimiizde devam etmektedir. Bununla
birlikte bu konu iilkemiz igin ele alinmasi ve gereken 6nemin verilmesi beklenen yeni
bir alandir.

Triploidi; hiicrelerde normalde 2n seklinde bulunan kromozom sayisinin 3n'e
¢ikarilmasidir. Triploid fertler dogal olarak nesil veremeyen steril fertler oldugu igin;
normal diploid fertlere gére cinsel olgunluk déneminde daha hizh biiyiirler, yagama
oranlar1 daha yiiksektir, normal fertlerin iireme sonras: maruz kaldiklan hastaliklara
yakalanmazlar. Metabolize enerjinin gonad gelisimine harcayacaklarr kismim
biiylimeye sarfederler.

Bu galigma ile kiiltiir balikgihifinda difer baz tilkelerde pratik uygulama alami
bulmus olan triploid fertler iiretiminin tilkemiz gartlarinda da baglatilmasi, istenilen
yetistirme avantajlarina sahip bireylerin elde edilmesinde kullanilacak metotlara katkida
bulunulmas: ve bu metotlarin iilkemiz sartlarina adapte edilmesi amaglanmigtir.

Bu aragtirmada ¢alismam boyunca bana yol gosteren, her konuda yardimlarim
esirgemeyen tez damgmanim Saymn Dog. Dr. Osman CETINKAYA'ya, kromozom ve
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esirgemeyen YYU Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Bolimiinden Saymn Yrd. Dog. Dr.
Giiller UNAL, Istatistik analizlerdeki katkilarindan dolayr YYU Ziraat Fakiiltesi
Zootekni Bollimiinden Saym Dog¢. Dr. Hayrettin OKUT’a, YYU Veteriner
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Bu ¢alismada, gokkusag alabalii (Oncorhynchus mykiss) yumurtalarina 1si
soku uygulamasiyla triploidi olugturulmasi incelenmigtir. Gokkusagi alabalifinin
gametleri olgun anaglardan elde edildi ve suni olarak d6llendi. Déllenen yumurtalar 3 °
gruba ayrildi. Birinci grup kontrol olarak kullamldi. Diger iki gruba 28+0.5 °C’de 10 ve
15 dk 1s1 soku uygulandi. Déllenen ve soklanan yumurtalar klasik inkiibasyon
sartlarinda kuluckalandi. Yavrular 23 hafta boyunca beslendi. Deneme gruplarinda
déllenme ve yumurtadan ¢ikig oranlari belirlendi. Uygulanan 1s1 soku metodunun
etkinligi direk kromozom sayim ve eritrosit bilyiikliik dl¢timiiyle arastirildi. Kromozom
preparasyonlar1 embriyolardan ve fingerlinglerin 6n bobrek kismn kullamlarak
hazirlandi. Deneme gruplaninda eritrositlerin kiigiik ve biiyiik eksenleri okiiler
mikrometrede 6lgiildii, hiicre hacimleri hesaplandi. Kromozom sayis1 kontrol grubunda
2n=60 ve 10 dk sok uygulanan grupta 3n=90 bulundu. Eritrosit biiyiiklikk ve hacmi sok
uygulanan grupta kontrol grubundan onemli olarak- daha biiyiik bulundu. Eritrosit
biiyiikliik ve hacimlerinin istatistik analizi diger iki gruptan ayirt edilebilen (diploid ve
triploid) ve tetraploid olarak adlandinlan diger bir poliploidi grubunun varlifim
gosterdi. Gokkusagi alabaliginda triploidi olusturmak i¢in 28 °C’de 10 dk 1s1 soku
uygulamasi bagartyla kullanilabilmektedir. Eritrosit biiyiikliigi ve hacminin incelenmesi
bu tiirde ploidy seviyelerinin ayriminda kullamlabilir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusag1 alabaligi, Oncorhynchus mykiss, Is1 soku, Ploidi,
Triploidi, Kromozom, Eritrosit blyiikliigii

ABSTRACT
A STUDY ON INDUCING OF TRIPLOIDY BY HEAT SHOCK IN
RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss W., 1792)

In this study, inducing triploidy in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) by
applying heat shock on the eggs was investigated. Gametes of rainbow trout were
stripped from ripe adults and fertilized artificially. Fertilized eggs were divided into 3
groups. The first group used as control, heat shock at 28+ 0.5 °C were applied to two
others groups for 10 and 15 minutes. Fertilized and shocked eggs were incubated until
to hatching of sac fry in ordinary incubation conditions. The hatched frys were raised
for 23 weeks. Fertilization and hatching ratios were determined for trial groups.



Effectiveness of applied heat shock method were investigated by chromosome counts
and erythrocyte size and volume measurements. Chromosome preparations were made
from whole embryos and head kidney of the raised fingerlings. Minor and major axes of
erythrocytes were measured in ocular micrometer and cell volumes were calculated.

Chromosome counts were found 2n=60 for untreated control group and 3n=90
for 10 minutes shock applied group. Erythrocyte sizes and volumes were found bigger
in shock applied groups significantly than control group. The statistical analysis of
erythrocytes size and volumes were showed that another polyploidy group, namely
tetraploid, can be distinguish other two groups (diploid and triploids).

Applying of the heat shock in 28 °C for 10 minutes for inducing triploidy in
rainbow trout can be used with succes. Erythrocyte size and volume investigations can
be used to differ ploidy levels in this species. . .

Key Words: ‘Rainbow trout, Oncorhynchus mykz'ss, Heat shock, Pleidy, Triploid,

Chromosome count, Erythrocyte size



1. GIRIS
Tiirkiye su tiriinleri {iretimi bakimindan 161 diinya tilkesi arasinda 30’uncu ve

Avrupa tlkeleri arasinda 6’nct sirada yer almaktadir (Acara, 1992).

Ulkemizdeki su tiriinleri yetistiriciligi konusundaki gelismeler, {iretim
faaliyetleri 1970°1i yillarin baginda i¢ su baliklari, 1980°li yillarda ise deniz baliklar
yetistiriciligi ile baglamigtir.

1996 yili verilerine gore Tirkiye’deki yetigtiricilik ¢aligmalari sonucu elde
edilen su iiriinleri tiretimi 33.201 tondur, ancak bu miktar toplam su {iriinleri {iretimimiz
(549.646 ton) icinde %6 ile temsil edilmektedir. Uretilen 33.201 ton bahigin baglica
balik tiirlerine gére dagilim soyledir; 17.180 tonu alabalik (tath suda yetigtirilen), 1.330
tonu alabalik (denizde yetistirilen), 780 tonu sazan, 6.320 tonu ¢ipura, 5.210 tonu
levrek, 193 tonu salmon balif1, 1.918 tonu midye ve 270 tonu da karidestir (Anonim,
1997).

Ulkemizde kiiltir balik¢ilign havuzlarda ve ag kafes sistemlerinde
stirdiiriilmektedir. Dogal goller ve barajlarimizin ag kafeslerde yetistiricilik yolu ile
alabalik veya diger baliklar igin kullamilip kullanilmayacagi konusunda bilimsel
galismalar ¢ok azdir. Su iriinleri yetistiriciliginde ele alinabilecek daha bir ¢ok gelisme
alanlarn bulunmaktadir. Dalyanlar, kiy1 havuzlar, karides yetistiriciligi kabuklu su
canlilar1 tiretimleri ve yosun kiiltiirleri konusunda ileriki yillarda yeni gelismeler olmasi
beklenmektedir (Alpbaz, 1997).

Biyoteknolojik galigmalar, yetismis teknik eleman, iyi donatilmig laboratuarlar
ve mali olanaklara bagimlidir. Geligmis tilkeler veya bu konuya 6énem ve gerekli parasal
imkanlar1  saglayabilen iilkelerde gercek anlamda biyoteknolojik ¢aligmalar
yapilabilmektedir. Bu yonden, Tiirkiye'nin durumu hi¢ de i¢ agic1 degildir. Son 10-15
y1l iginde ¢ok hizli gelisen ve gok fazla yararlar saglayan Biyoteknoloji'de boyle bir
karakter tasimaktadir. Biyoteknoloji, biyolojik teknoloji veya teknolojinin biyolojiye
uygulanmasi1 olarak tanimlanabilir. Bu yeni alan, Tip, Veteriner Hekimlik, Tarim,
Orman, Gida, Cevre, Biyokimya, Endiistri gibi bir g¢ok sahaya basarn1 ile
uygulanabilmektedir. Tiirkiye’de biyoteknolojik uygulamalar hemen hemen yok
denecek kadar azdir. Varolanlar da, bugiinkii teknikler kargisinda ¢ok yetersiz
kalmaktadir. Bilimsel aragtirmalar yéniinden, diinya iilkeleri arasinda 40. sirada bulunan
Ttirkiye, biyoteknoloji alaninda ise daha da geride yer almaktadir. Bunun baslica



nedenleri arasinda, konu iizerinde deneyimli personelin ve gelismis laboratuarlarin
bulunmamasi, bu amaca yoénelik mali destek saglanamamas: ve 6zel sektériin bu tiir
caligmalara katilmamas: sayilabilir (Arda, 1995).

Su driinleri yetistiriciliginde biyoteknolojinin kullamldigi alanlardan bazilari
Bekcan ve Atar (1996), tarafindan g6yle siralanmaktadir.

a- Gen aktarimi yoluyla transgenik su tiriinlerinin {iretilmesiyle {istiin 6zelliklerin

arttrilmasi.

b- Salmon, alabalik gibi bazi su iiriinlerinde goriilen hibrid iiretiminin esas
olarak hibridize olmasi1 imkansiz olan tiirlerin hibrid yetistiriciligi {izerinde
caligmalar.

c- Triploid fertlerin tiretimiyle steril populasyonlar olugturmak.

d- Su iiriinlerinin bakteriyel, viral, protozoan ve metazoan patojenlerine karsi
agilarin ve bagisiklik sistemlerinin gelistirilmesi gibi su iiriinleri hastaliklarina
kars1 6nlemlerin artirilmasi.

e- Kromozom maniplasyonu teknigi ile su iiriinlerinde cinsiyet kontrolil, tiirlerin
ve nesillerin korunmasi, istenen 6zelliklerin ortaya ¢ikarilip kotii olanlarin
yok edilmesi ¢aligmalari.

Giiniimiizde balik yetistiriciliginde, yumurta, sperm ve zigotlaré uygulanan
genetik maniplasyonlarla bunlarin ploidy seviyeleri degistirilebilmektedir. Yine aym
uygulamalarla, digiden veya erkekten gelen kromozomlar haploid, triploid ve tetraploid
yapilabilmektedir. Triploidi, yeni déllenmis balik yumurtalarina 1s1, basing ve kimyasal
sok uygulanarak saglanmaktadir. En yaygin kullamlam 1s1 soku metodudur (Liu ve
Quillet 1989; Quillet ve ark. 1991; Ingram, 1988; Tave, 1993).

Yetistiricilikte kullamlan populasyonun biyolojik potansiyeli optimum degilse
optimum {retim yapilamayabilir. Daha hizli biiyiime oranina, daha biiyiik fleto
ylizdesine, daha diisik yem doniigiimiine ve daha yiiksek hastalik direncine sahip
baligin yetistiricilifi daha ekonomiktir. Bu yiizden isletme idaresinin hedeflerinden biri
de baligin biyolojik potansiyelini maksimize etmek i¢in rutin isletme idaresindeki temel
genetik ve 1slah kavramlarini birlestirmek olmalidir (Tave, 1993).

DNA’nm olusturdugu kromozom adi verilen yapilar, hiicrenin niikleusunda
bulunurlar. Kromozom sayilan tiirden tiire degisir, fakat tiir iginde sabit kalir. Bu
kuralin diginda olan bazi istisnalar da vardir. Cogu balikta kromozomlar ciftler



halindedir ve boyle kromozomlara sahip fertlere diploid (2n) denir. Kromozom
ciftlerinden birisi babadan digeri anneden gelir (Tave, 1993).

Kromozom aragtirmalar1 dogal ortamda yagayan tiirlerin biyolojileri, sistematik
konumlarimin aydinlatilmasi, kirlenmenin canlinin genetik O6zelliklerine etkileri ve
populasyon genetiklerinin aydinlatilmasinda da biiyikk 6neme sahiptir (Ulupinar,
1997a).

Bu ¢alisma ile kiiltiir balik¢iliginda diger baz: tilkelerde pratik uygulama alam
bulmus olan triploid fertler iiretiminin iilkemiz gsartlarinda da baglatilmasi, istenilen
yetigtirme avantajlarina sahip bireylerin elde edilmesinde kullanilacak metotlara katkida

bulunmak ve bu metotlar: iilkemiz gartlarina adapte etmek amaglanmigtir.



2. LITERATUR BILDIRISLERI

Bir ¢ok balik tiirinde dollenme dista oldugundan, kromozom sayisinin
degistirilmesi nispi olarak kolaydir. Haploid, triploid ve tetraploid balik iiretmek ve
hatta yalmz ya anneden (gynogens) yada babadan (androgens) gelecek kromozomlara
sahip balik iiretmek igin (gynogenesis ve androgenesis) bir ¢ok teknik geligtirilmistir.
Bu alandaki ¢alismalarda en biiyiik pay: triploidlerin liretimi olusturmaktadir (Tave,
1993).

Kromozom sayisim degistirmede kullamlan teknikler benzerdir ve ii¢ kategoriye
ayrilabilir: Sicaklik, basing ve kimyasal soklar. Aragtirmacilarin ¢ogu basing yada
sicaklik kullaniyor. Bu fiziksel soklar yeni d6llenmis yumurtalara tatbik edilir. Sokun
zamanlamasi ve siiresinin dogrulugu, hem mayoz (ikinci polar cisimcigin ¢ikarilmasr)
hem de mitoz (2 hiicreli bir embriyo olusumu igin zigotun boliinmesi) ile alakalidir.
Dogru sicaklik yada basing uygulanmas: sadece bagar1 oramim belirlemez aym zamanda
kromozom maniplasyon tipini de belirler (Tave, 1993).

Basing soku tatbikinde basing odalar1 kullanilir. Bu odalarin degisik modelleri
vardir. Bir kag dakika yumurtalar1 soklamak icin uygulanan basing 50-70 kPa (kilo
paskal) arasinda degisir. Bir defada soklanabilen yumurtalarin sayis: silindir biiyikliigii
artirilarak ¢ogaltilabilir (Tave, 1993).

Ancak bir g¢ok kulugkahanede yumurtalarin goklanmasinda 1s1 banyolar1 daha
yaygin olarak kullanilir. Ploidy seviyesi degistirmede diisiik ve yiiksek sicakliklarin her
ikisi de kullanilabilir. Her ne kadar ilik ve soguk su baliklar igin sicak ve soguk
soklarin her ikisi de kullamlabilirse de; soguk su tiirleri i¢in sicak sok daha iyi sonuglar
verirken, 1lik su tiirleri i¢in soguk sokun daha iyi sonuglar verdigi goriiliir (Thorgaard ve
Allen, 1988). Genelde, en iyi sonuglar almak igin ihtiyag duyulan 1s1 derecesi, o tiir igin
lethal olan sicaklik limitine yakindir. Kromozom sayis1 degisikliginde ihtiya¢ duyulan
sicaklik derecesi oldukg¢a hassas oldugundan, yumurtalarin goklanmasi esnasinda
sicaklik dalgalanmalarim 6nlemek igin sicaklik kontrol mekanizmas: ve banyo hacmi
cok 6nemlidir (Tave, 1993).

Kromozom maniplasyonlarinin bagarisim belirlemede halen 7 metodun
kullanlabildigi bildirilmektedir. Birinci metot, kromozom saymmdir. ikinci metot,
eritrosit (kirmizi kan hiicresi) bilyiikliigiinii incelemektir (Beck ve Biggers, 1983).

Ugiincii metot, eritrosit ¢ekirdek hacmini incelemektir (Wolters ve ark. 1982); bu



cogunlukla bir Coulter sayictyla miimkiindiir (Johnson ve ark. 1984; Wattendorf, 1986).
Dordiincii metot flow sitometrisi ile eritrosit gekirdeklerindeki DNA  igerigini
belirlemektir (Johnson ve ark.1984). Besinci metot, gekirdekgiklerin boyanmasi ve
sayilmas1 (Phillips ve ark. 1986; May ve ark. 1988). Altinci metot, Coulter sayicisi
kullanarak hiicre yoZunlugunu analiz etmektir. Yedinci ise triploid hibritlerin
incelenmesinde kullanilan elektroforez metodudur (Dawley ve ark. 1985; Arai, 1988;
Seeb ve ark. 1988).

Triploidler dollenmeden hemen sonra yeni déllenmis yumurtalarin
soklanmasiyla olusturulur. Balik yumurtalar1 déllenmeden ikinci polar cisimcik ortaya
¢ikmaz. Spermin yumurtaya girip d6llenmenin ger¢eklesmesi ikinci polar cisimcigin
aynilmasi i¢in bir stimillasyon olugturmaktadir. Ancak yeni dollenmis bir yumurta
soklanacak olursa, bu sok yumurtadan 2. polar cisimcigin ayrilmasina engel olmaktadir.
Bunun sonucu olarak déllenmis yumurta, biri spermden, diger ikisi yumurtadan (birinci
- ve ikinci polar cisimcikler) olmak iizere ii¢ haploid gekirdekgik kapsayacaktir. Ug
haploid ¢ekirdek¢ik daha sonra, triploid ferdi olugturacak olan, triploid zigot niikleusu
sekillendirmek igin kaynagir (Tave, 1993; Ingram, 1988; Schreck ve Moyle, 1990)
(Sekil 1).
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2.nci kutbun ayrilmasinin Triploid
engellenmesi
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Triptoid
2.nci kutbun ayrilmasihin
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Triploid

2.nci kutbun ayritmasinin
engeilenmesi

Sekil 1. Baliklarda gok uygulamasiyla triploid bireylerin elde edilmesinin sematik
olarak gosterilmesi.



Cyprinus carpio (Wu ve ark. 1986; Cherfas ve ark. 1990), Tilapia aurea (Valenti
1975; Don ve Avtalion, 1988), Tilapia nilotica (Don ve Avtalion, 1988), Oncorhynchus
keta (Benfey ve ark. 1988), Oncorhynchus masou (Arai, 1988), Oncorhynchus mykiss
(Chourrout, 1984; Lincoln ve Scott 1983; Kim ve ark. 1986, 1988; Happe ve ark. 1988;
Ueda ve ark. 1988), Salvelinus fontinalis (Arai, 1988; Happe ve ark. 1988),
Plecoglossus altivelis (Taniguchi ve ark. 1986), baliklarini i¢ine alan bir ¢ok tiirlerde
triploid olusturulmaktadir.

Ayrica, Tave (1993)’nin bildirdigine gore; Ctenopharyngodon idella (Cassani ve
Caton, 1985, 1986; Thompson ve ark. 1987), Aristichthys nobilis (Aldridge ve ark.
1990), Labeo rohita (Reddy ve ark. 1990), Tilapia mossambica (Penman ve ark. 1987;
Pandian ve Varadaraj, 1988; Varadaraj ve Pandian, 1990), Ictalurus punctatus (Wolters
ve ark. 1981; Chrisman ve ark. 1983; Bidwell ve ark. 1985), Clarius batrachus
(Manickam, 1991), Clarias gariepinus (Richter ve ark. 1987), Silurus glanis (Krasznai
ve Marian, 1986), Salmo salar (Benfey ve Sutterlin, 1984; Johnstone, 1985, 1987;
Johnstone ve ark. 1989), Omncorhynchus tshawytscha (Utter ve ark. 1983),
Oncorhynchus kisutch (Johnson ve ark. 1986), Oncorhynchus gorbuscha (Utter ve ark.
1983), Salmo trutta (Arai ve Wilkins, 1987), Acipenser transmontanus (Kowtal, 1987),
Misgurnus anguillicaudatus (Suzuki ve ark. 1985; Chao ve ark. 1986), Pleuronectes

 platessa (Purdom, 1972), Gasterosteus aculeatus (Swarup, 1959), Morone sp. (Curtis ve
ark. 1987), Morone saxatilis (Curtis ve ark. 1987), Oryzias latipes (Naruse ve ark.
1985), ve Micropterus salmoides (Garrett ve ark. 1992) baliklarinda triploid
olusturulmaktadir. .

Triploidler, 1s1 soklar (Valenti, 1975; Lincoln ve Scott, 1984; Don ve Avtalion,
1988; Kim ve ark. 1986; Taniguchi ve ark. 1986; Wu ve ark. 1986; Happe ve ark. 1988;
Cherfas ve ark. 1990), basing soklari (Chourrout, 1984; Benfey ve ark. 1988), ve
kimyasal soklar (Ueda ve ark. 1988) kullamlarak olusturulmaktadir.

Cogu arastiric1 ve balik yetistiricisi ya 1s1 yada basing soku kullanir. Kimyasal
soklar ¢ok sayida mozaigin (gesitli ploidy seviyeli bireyler) {iretimine sebep oldugundan
(Allen ve Stanley, 1979; Smith ve Lemoine, 1979), termal soklar triploid tiretiminin en
kolay, en ucuz ve en giivenli yoludur. Bu nedenle bu metot ¢ogu ticari kulugkahane de
kullamlir. Triploid {iretimi i¢in ihtiyag duyulan dogru sicaklik derecesi ve uygulama

siiresi deneme yamlma ile belirlenir. Baglangic adimi lethal sicaklik degerinin



belirlenmesidir. Belli bir tiir i¢in muhtemelen optimal sicaklik lethal siirin bir kag
derece iizeri ile alt1 arasinda olabilir. Sokun ne zaman baglayacagi ve bitecegi
déllenmeden sonra ikinci polar cisimcigin ne kadar sonra aynlacagina baghdir. Sok
uygulamas: ikinci polar cisimcifin ayrnilmasindan 6nce baglamali ve miidahale
edilmediginde ikinci polar cisimcigin aynlmig olacagi zamana kadar devam
ettirilmelidir (Tave 1993).

Triploidler, bliyiime artiz1 ve sterilite nedenleriyle olusturulur. Teoride,
triploidler akranlar1 diploidlerden, daha biiyiik olmalldlr; Ctinkt triploidlerin hiicre
biiyiikliikleri daha fazladir. Niikleuslar1 biiytime i¢in % 33 daha fazla allel tagir ve
bilytime igin gerekli enerjiyi gamet {iretimine, iiremeye ve yavru bakimina harcamazlar.
Ancak triploidlerin daha iyi biiytdikleri nadiren gﬁrﬁlebihnektedﬁ. Daha iyi biiylime
Tilapia aurea (Valenti, 1975), Ictalurus punctatus (Wolters ve ark. 1982),
Oncorhynchus mykiss (Kim ve ark. 1988), Cyprinus carpio’da (Taniguchi ve ark. 1986)
belirlenmistir.

Ayrica yine triploidlerin daha iyi biiytidiigti Silurus glanis (Krasznai ve Marian,
1986), Misgurnus anguillicaudatus (Suzuki ve ark. 1985), Morone saxatilis ve Morone
sp. melezlerinde (Kerby ve ark. 1991) belirlenmigtir. Bununla birlikte bazi triploidler
farkli hayat dénemlerinde kisa bir siire istiin performans géstermislerdir. Benfey ve.
Sutterlin  (1984) triploid Atlantik salmonlarinin (Salmo salar) akranlan olan
diploidlerdén daha uzun, ancak agirliklarinin daha az oldugunu bulmustur. Ueno ve ark.
(1986) triploid Plecoglossus altivelis’lerin diploidlerden daha fazla et verimine sahip
oldugunu bulmustur. Diploidler cinsi olgunluga girdikten sonra triploidierde daha
yiiksek bir biiylime beklenmekte ancak triploidler bu dénemde de beklendigi kadar
biiyiime avantaji gostermemektedir. Ornegin, Lincoln (1981) yass: bahk (Pleuronectes
platessa) X pisi baligy (Platichthys flesus) triploid melezlerinin enerjiyi gamet
gelisimine ve liremeye doniigtiremedigini, 4 ay boyunca (gamet gelisimi ve iireme
d6nemi) diploidler bilyiimezken triploidlerin biiyiidiigiinii ancak diploidlerin {iremeyi
takiben iyi bir bliylime gostererek istenen biiyiikliiklerini tekrar kazandiklarin
bulmustur (Tave, 1993). '

Biiyiime avantajindan daha 6nemlisi, triploidler; gevresel yan etkilere sebep
olmayacak tiirler iftliklerde iiretilebilsin veya dogal kaynaklarin y&netiminde
kullamilabilsin diye steril balik iiretmek i¢in olugturulurlar. Triploidlerin steril olmas:



basitge, triploidlerin ti¢ kromozom setine sahip olmalar1 nedeniyle mayoz esnasinda
gametik uyusmazliklarin meydana gelmesiyle agiklanabilir (Mayoz olusumunda zorluk
¢iktig igin kromozomlar geregi gibi ¢iftlesemezler ve kendi kendilerine dizilirler, ¢linkii
kromozomlar iki esit haploid sete boltinemezler). Uretilen gametler genellikle
diizenlenmemis (ayarlanmamig) kromozom sayilar ihtiva eden aneploiddirler. Aneploid
gametler uzun siire yasayamayan anormal ve kisa 6miirlii nesiller tiretirler (Tave, 1993).

Yagayabilen triploid baliklarin gonadlarinin yapisini histolojik olarak belirlemek
icin baza gallsxilalar yapilmistir. Bu galigmalar triploidlerin genellikle anormal gonad
yapisina sahip olduklarini, bu gonadlarin ¢ok az gamet iirettigini ve iiretilen gametlerin
de genelde anormal yapida oldugunu gostermistir (Dawley ve ark. 1985; Lincoln ve
Scott, 1983, 1984; Taniguchi ve ark. 1986; Kim ve ark. 1988).

Triploid fertler yapay gametogenesis ve hormonal enjeksiyon yoluyla iiretimde
kullanildiginda bile elde edilen nesiller anormal olmakta ve embriyolojik gelisme
esnasinda Slmektedirler (Dawley ve ark. 1985).

Tave (1993)’nin bildirdigine gore; Lincoln (1981) triploid pisi baliklarinda
calismistir. Fakat yumurtalarin hi¢ birinin agilmadifimi bildirmigtir. Triploidlerin
yasayabilir ve lireyebilir doller tiretmesi ihtimali genelde olmamasina ragmen bazen
gelisme kabiliyeti olan doller elde etmek miimkiindiir. Mesela cinsiyeti degistirilmis
triploid gynogenetik glimily sazam (Hypophthalmichthys molitrix) erkekleriyle diploid
sazan (Cyprinus carpio) disileri ¢iftlestirilmis ve ilk besleme dénemi sonuna kadar
yasayan her ikisi de triploid olan iki fert iiretilmistir. Ancak her iki fert bir siire
yasayabilseler bile d6l verebilmeleri miimkiin olmamigtir (Nagy, 1987).

Lincoln ve Scott (1984), triploid gokkusagi alabaliginda cinsel olgunlukta
belirlenen 6zellikler {izerinde galigmalar yapmus, diploid ve triploid erkek ve disilerin
morfolojik ve endokrinolojik karakteristiklerini kargilagtirmigtir. Triploid ve diploid
fertler arasinda gonadosomatik indeks, kondisyon, barsak ve karaciger agirliga fleto
verimi bakimindan 6nemli farkliliklar belirlemigtir.

Olumsuz cevresel etkiler en aza indirildiginden triploidlerin elde edilmesi,
balikgilik yonetimi programlarinda eksotik baliklarin kullanimi igin veya balik iiretim
endiistrisi i¢in miikemmel bir yoldur. Omegin, Birlesik Devletler Eyaletinin birgok
havuzlardan kagma, dogada iireme, ortama alisma ve &ogal tiirlerin yerini alma gibi
korkular nedeniyle ot sazamimin (Ctenopharyngodon idella) ithalati yasaklanmigtir.



Bununla birlikte bu eyaletlerin bazilarinda steril olmalar1 nedeniyle triploid ot sazaninin
ithalatina izin verilmigtir (Tave, 1993).

Allen ve ark. (1986) hormon enjeksiyonu yoluyla triploid ot sazaninda
gametogenezis ve liretimini gergeklestirmigtir ve goriiniirde biitiin spermlerin anormal
oldugunu bildirmistir. Bu aragtiricilar, triploid erkeklerin iireyebilen nesiller
olugturabilme ihtimalinin gok uzak oldugunu, dolayisiyla balikgilik yonetimi amaglar:
i¢in triploid ot sazammin steril olarak degerlendirilebilecegini gdstermislerdir (Tave,
1993). -
Quillet ve ark. (1991) yaptiklan ¢aligmalarinda, kahverengi alabalikta (Salmo
trutta) farkl sicaklik ve stire degerlerini kullanmiglardir. 28 °C de 10 ve 20 dakika
stirede triploidi bagarisim sirasiyla %94.7, %84.2 bulmugslardir.

Liu ve Quillet, (1989) ¢aligmalarinda, kahverengi alabalikta en yiiksek triploidi
oranini 28 °C'de 10 dakika siireyle %94.2 olarak belirtmislerdir. Aym sicaklik degerinde
15 dakika 'da %93.8, 20 dakika 'da %83.8 olarak triploidi basarisini vermislerdir.

Thorgaard ve Disney, (1990) kromozom préparasyonlan ve analizi
calismalaninda baliklann; g6zl yumurta dénemi, embriyo dénemi, yavru ve ergin
dénemlerinde yeni metotlar geligtirmiglerdir.

Alpagut ve Falakali (1995), amfibilerden Rana ridibunda tiiriinde karyotip
caligmas1 yapmiglardir.

Ulupinar ve Okumus (1998), Ticari bir giftlikten alinan gékkusag: alabaliginin
kromozom yapilar1 tizerine yaptiklar bir aragtirmada, 30 fertte bobrekten hazirladiklar:
kromozom preparatlarinda 120 hiicrede yaptiklan karyotip analizlérinde diploid 2n=58
ve 2n=62 sayida kromozom belirlemislerdir. Karyotip analizinde yaygin olarak
kromozom sayisin1 2n=60 belirtmisler ve bunlarin 22 ¢ifti metasentrik-submetasentrik,
1 ¢ifti subtelosentrik ve 7 ¢iftini de telosentrik wada akrosentrik olarak bildirmiglerdir.

Ergene ve ark. (1998a), Yetistiricilikte kullanilan Oreochromi.s: hiloticus’un
karyolojik analizi ¢aligmalarinda, 10 balikta, kromozom analizlerinde, modifiye edilmis,
havada kurutma teknigini kullanarak kromozom sayisim1 2n=46, 44°{i akrosentrik ve 2’si
submeta/metasentrik morfolojide oldugunu belirtmiglerdir. Kullandiklan modifiye
havada kurutma tekniginin solunga¢ epitelinden ¢ok yiiksek sayida metafaz plaél

igerdigini bildirmislerdir.
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Giiner ve Ozden (1997), Gékkusag alabalifi yumurtalarina uygulanan sicaklik
sokuyla kisir balik iretimi ¢aliymalarinda, yumurtalara sicaklik soku (26.5 °C., 20
dakika) uygulamig, yumurta-ve baliklarda yagama ve gelisme oranlarini incelemislerdir.
Triploid yumurta ve yavrulardaki yagama oranlarim sirasiyla %87.8-89.1, 81-78;
kontrol grubunda ise %87.4-92.2, 94.5-90 olarak belirtmislerdir. Kulugka ve besi
dénemindeki yagama oranlar1 bakimindan iki grup arasinda fark bulunmadig: (p> 0.05),
sicaklik sokunun yumurta ve yavrular iizerine olumsuz bir etkisinin olmadigim
bildirmislerdir. Triploid ve kontrol grubunda yavrulann gelisimi 15 ay takip edilmis ve
sirastyla ortalama canli agirhiklar ve giinlik canli agirlik artiglan triploid baliklarda
877+54.1, 1.94 g, kontrol grubunda ise 355+16.9, 0.78 g olarak bildirmislerdir.

Sar1 ve Ulakoglu (1992), Akuatik kabuklulardan olan ostrakodlar; Cyprinotus
inaequivalvis, Cyprinotus salinus, Heterocypris incongruens ve Cypridopsis vidua’nin
kromozom sayilarim tesbit etmigler ve ayrica Heterocypris incongruens’e ait degisik
lokal populasyonlarda kromozom sayilan incelenmis ve her iki drmek ¢esidinde say:
olarak pek biiyiik fark olmadigini bildirmiglerdir. |

Renciizogullan ve Topaktas (1991), Chromosome medium B igin kardes
kromatidlerin farkli boyanmasini en iyi saglayan Bromodeoxyuridine ve kan miktarlan
arasindaki iliski iizerine bir aragtirma yapmiglardir.

Ulupmar ve Okumus (1997a), Baliklarda sitojenik yoéntemler yardimiyla
sulardaki mutajenik ve kanserojenik kirleticilerin belirlenmesi iizerine bir arastirma
yapmuglar ve Kardes kromatid degistirme (SCE), Anafaz hatas1 (CA) ve Mikroniikleus
(M) testlerinin yapilmasi gerektigini bildirmiglerdir.

Colak ve ark. (1985), Sazangiller familyasina ait Beni balifinda (Cyprinion

macrostomum) kromozomal arastirmalarda, bdbrekten besi Kkiiltiiri yapmugslar ve
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20’ser dakika fiksasyon isleminden sonra pH 6.8 Sorenson fosfat tampon soliisyonunda
hazirlanmis %5’lik Giemsa ile oda sicakliginda boyandigim bildirmiglerdir.

Ergene ve ark. (1998b), Barbus plebejus lacerta’nmin Kkaryolojik analizi
galigmalarinda havada kurutma teknigini degisiklige ugratarak hazirladiklar kromozom:
preparatlarinda saymin 2n=48; 32 .metasentrik ve 16 akrosentrik morfolojisine sahip
oldugunu bildirmislerdir.

Kim ve ark. (1986), Triploid gokkusag alaballél firetimi iizerine yaptiklan
¢alismalarinda, 10 °C’de déllenen yumurtalara 10 dakika sonra 27 °C’de 10 ;/e 14
dakika 1s1 soku uygulamislardir. Sonugta 10 ve 14 dakika 1s1 §oku uygulamasiyla
triploidi bagarisimi sirasiyla %45 ve %57 olarak bulduklarimi ve uygulama zamaniyla
triploidi oraninin biraz arttifim bildirmiglerdir. Ayrica triploid ve diploidlerin ilk:
biiyiime safhalarinda biiyiime oranlar1 bakimindan fark olmadigim ve bu sonucun .bu tiir
lizerinde yapilan diger ¢aligmalarin sonuglariyla ayni-oldugunu bildirmiglerdir. Is1 spku
tekniZinin sferil triploid gékkusag alabali1 populasyonlar iiretiminde kullanulabilirligi
lizerinde 6nemli gelismeler gosterebilecegini bildirmiglerdir.

Wolters ve ark. (1982), Eritrosit Slgiimlerinin balik tiirlerinde (Swarup, 1959;
Cherfas, 1966; Purdom, 1972; Cimino, 1973; Valenti, 1975; Allen ve Stanley, 1978;
Thorgaard ve Gall, 1979; Lemoine ve Smith, 1980), ploidy seviyelerinin
belirlenmesinde yaygln~ olarak kullanildigin bildirmislerdir.

Valenti (1975), Isi soku uygulamasiyla Tilapia aurea’da poliploidy
olugturulmas: ¢aligmasinda, poliploidy basan.sml belirlemede eritrosit ¢ekirdek hacim
artiginin incelenmesinin bir bagar: kriteri olarak kullamilabilecegini bildirmigtir.

Beck ve Biggers (1983), Diploid ve. triploid Ctenopharyngodon idella X
Hypophthalmichthys nobilis - melezlerinin ploidy seviyelerini belirlemede eritrosit
biiy\‘ikliiklerinin kullanilabildigini bildirmiglerdir. Elde ettigi eritrosit biiylikliiklerinde
Duncan Coklu Kargilagtirma Testi, Kolmogorov-Smirnov Testi, “t” testi, ¢ekirdek ve
hiicre 6lgilimlerini logaritmige gevirerek ve ¢evirmeden (Nei ve ark. 1975) Discriminant
analizi yaptifim bildirmisgtir.

‘Al-Sabti (1984), Salmo gairdneri ve | Thymallus thymallus kromozom
¢aligmalarinda in vitro kolgisin kullanmas: iizerine ¢alismasinda, kromozom

preparasyonlarinda kolsisin uygulamasiyla solunga¢ filamentlerinin in vitro muamelesi
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metodunu kullandigim ve sonugta diploid kromozom sayisim Salmo gairdneri’de
2n=60, Thymallus thymallus’da 2n=98 olarak buldugunu bildirmistir.

Kligerman ve Bloom (1977), Baliklarin kati dokularindan hizli kromozom
preparasyonlar1 ¢aligmalarinda; doku par¢alama, santrifiij etme, sindirim enzim
dokularina yada doku kiiltiiriine dayali metodoloji kullanilmaksizin baliklarin kati
dokularindan metafaz sathasi iyi ortaya gikanlarinda tanimlandigini ve ¢ok sayida balik
kromozom preparasyonlar1 bu iglemi kullanarak kolayca ve hizlica yapilabildigini
bildirmiglerdir. .

Chourrout ve Happe (1986), Gokkusagi alabalifinda direkt kromozom
prgparasyonlarmda geligtirilmis metodlar c¢aligmalarinda, geng¢ baliklarin bébrek
hiicrelerini kullanmiglardir. Geleneksel KCl hipotonik kullanimi yerine oda sicakliinda
% 0.8 trisodyum sitratla 20 dakika uygulamay: denemis ve diploid kromozom sayisim
2n=59-64 olarak bulmustur. Ayrica 170 gﬁn—dereceden kiiciik yasta embriyolardan
yiiksek sayida okunabilir metafaz saglanabildigini bildirmislerdir.

Ingram (1988), Tath su tank ve havuzlarinda gokkugag: alabalif: yetistiriciligi
calismasinda, triploid gokkusagi alabaliginin olusturulmasinda 1s1 soku uygulamasim
detaylariyla vermistir.

Triploid ve diploidler arasinda biiyiime farklihgi goriilmezken triploid disi
gbkkusag: alabaliklarimin daha yiiksek kondisyon faktériine, fleto verimine ve organlar
aras1 yag kapsamina ancak daha diisiik hepatosomatik indekse sahip oldugu
bulunmustur (Lincoln ve Scott, 1984).



3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Deneme ortam

Denemeler Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Uriinleri Bolimi
Laboratuarlart ve Uygulama-Aragtirma Tesisi'nde gergeklestirilmigtir. st soku
uygulamast 60x40x30 cm ebatlarinda, 70 litre hacminde, termostath akvaryum
wsiticilariyla 1sitilan akvaryumlarda gergeklestirilmistir. Yumurtalar soklandiktan sonra
agilincaya kadar yine aymi ebatlardaki akvaryumlarda kulugkalanmustir (Sekil 2).
Kulﬁgkalamada oksijenle zenginlestirilmis sebeke suyu kullanimustir. Yumurtalar
agildiktan sonra yavrular Uygulama ve Aragtirma Tesisi'ndeki 3x0.9x0.7 m ebatlarinda,

1.89 m® hacminde fiberglas "Yavru Gelistirme Tanklari"na aktanilmustir.

Sekil 2. Kontrol ve 1s1 yoku uygulanan gruplarin kulugkalandig: ortam.

3.1.2. Balik materyali

Balik Materyalini Gokkusagt Alabaligi (Oncorhynchus mykiss, W.1792)
olusturmaktadir. Arastirmada kullanilan damizlik baliklar Van’in Giirpmar ve Catak
ilgelerinde kurulu bulunan alabalik iiretim tesislerinden temin edilmistir (Sekil 3).
Cizelge 1.’de 4 denemede kullanilan damuzlik baliklara ait agirlik, boy ve yas degerleri

goriilmektedir.
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Sekil 3. Denemede kullanilan damizlik baliklar; a) Inolu disi, b) 2 nolu disi, c) 3 nolu
erkek.
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Cizelge 1. Aragtirmada kullanilan damizlik baliklarin agirlik, boy ve yas kompozisyonu.

Apirlik (g) TB (cm) CB (cm) SB (cm) Yas
Erkek 1220 45 | 442 38
Erkek 182 25 243 182
Erkek 960 43.7 43.7 36.7 4+
Erkek 960 43.7 42.9 36.7 4+
Disi 782.8 38.5 38 32
Disi 638 37.5 36.8 3i
Disi 1000 42 413 36.5
Disi 1700 50.5 49.5 43 4+

Aragtirmada kullamlan gokkusagi alabaliginin biiytkligi ve dig goriinisi
yagadif1 habitata ve beslenme durumuna gére degisir. 70 cm boy ve 7 kg agirhiga kadar
ulasabilirler. Gokkusagi alabalifi viicudun daha tiknaz (tombul), bag viicut, sirt ve
kuyruk yiizgegleri iizerinde koyu nokta sekilli benekler tasimasi, yanal ¢izgi tizerinde
gdkkusagim andiran kirmizimtirak bir bant tagimasi ile karakteristiktir (Atay, 1980;
Aras, 1988).

Gokkusag alabaligt dogal ortamda genellikle kis aylarinda yumurtlar. Disiler 3-
5 mm capinda, 4-7 hafta kulugka devresinden sonra agilan 1500-2000 (adet’kg balik)
yumurta iiretirler. Yumurtalar dogal ortamda 0.3 °C ile 12.8 °C arasinda geligebilirler.
Kiiltir ortaminda ise ideal treme sicakliklari 7-13 °C arasindadir. Biiylime igin
optimum sicakliklar 12-20 °C arasinda (Laird ve Needham, 1988) olmasina ragmen,
sicakliklar tedrici olarak arttirilirsa 22-23 °C civarina kadar yetistirilebilir (Celikkale
1988).

Nispeten yiiksek su sicakliklarina ve diisiik oksijen diizeylerine toleranslarindan
dolay1 ve hizli biiyiime orani nedeniyle, sofralik tath su baligi yetistiricilifinde

gokkusagi alabalig1 en gok tercih edilen tiirdiir (Laird ve Needham, 1988).
3.1.3. Kolsisin (Colchicine)

Kromozom preparatt hazirlamak i¢in baliklara enjekte edilen Kolsisin (C22 Has
NOg), ticari bir firma araciligiyla, 1 gramlik ambalaj i¢inde SIGMA CHEMICAL CO
firmasindan temin edilmistir. Beyaz renkte, toz halinde ve kokusuzdur. Prospektiisiinde;
%95 saflikta (HPLC), %5 Etil asetat ve %0.4 Aseton igerdigi bildirilmistir. Kromozom
preparasyonunun ilk asamalarindan biri, kullamlan doku ve yonteme gore kolsisin
uygulamasidir. Kolsisin uygulama, mitotik veya mayotik kromozomlarin izlenebilmesi

i¢in, ayn1 zamanda en 6nemli agsamasidir (Alpagut, 1992).
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Embriyolardan kromozom preparasyonu igin bir ilag firmasindan temin edilen
saglhig1 ve spesifikasyonu belirtilmeyen kolsisin kullanilmigtir.

3.2. Metot

Aragtirmada, farkli zamanlarda 4 ayri deneme kurulmustur. Denemelere ait 1s1
soku siireleri, gruplardaki yumurta sayilari, deneme siiresi, deneme boyu sicaklik ve

¢6ziinmiis oksijen ortalamalari Cizelge 2.’de yer almaktadir.

Cizelge 2 Denemelere ait 1s1 soku siireleri, gruplardaki yumurta sayilari, deneme siresi,

deneme boyu sicaklik ve ¢oziinmiis oksijen ortalamalar.

Deneme Tarihleri
17.03.1997 31.03.197 19.01.1998 24.02.1998

Is1 soku siireleri (dakika) 10-15 10-15 10-15 10-15
Kontrol grubu yumurta sayilar 973 392 435 310
(adet)

10 dakika siireli grubun yumurta 340 687 477 660
sayilan (adet) .

15 dakika siireli grubun yumurta 412 882 519 475
sayilar1 (adet) )

Deneme siiresi (giin) 43 36 33 182
Deneme boyu sicaklik 10.4 LiES 9.8 13.1
ortalamalari (°C)

Deneme boyu ¢6ziinmiis oksijen 6.8 72 8.2 8
ortalamalar (mg/l)

3.2.1. Yumurta sagimi, dolleme, 151 yoku uygulamasi ve yumurtalarin

kulugkalanmasi

Olgunluk kontrolii yapilarak yumurta vermeye hazir damizhik disi balifin
yumurtasi temiz bir plastik kaba sagilmig ve iizerine erkek baligin spermi sagilarak,
kuru dolleme ile déllenme saglanmigtir. Yumurtalar ve spermler iyice karigtinilip 5
dakika beklemeye birakilmigtir (Tp) (Sekil 4). Yumurtalarin iizerine yavasga su ilave
edilmis ve su ilavesinin yapildig1 zaman (To) not edilmigtir. Bu zaman “Sifir zamani1’
olarak adlandirilarak daha sonraki islemlerin planlanmasi igin baglangi¢ zamani olarak
kullamlmustir. I¢inde dollenmis yumurtalarin bulundugu kaplar 1s1 soku uygulanacak
ortama taginmiglardir. Bu ortamin tiim sistemlerinin caligir olmasi, gegici de olsa
herhangi problemin ortaya g¢ikmamasi saglanmistir. Biitiin kaplar (yumurta kaplari)
belirgin, goriilebilir gekilde rakamla ve harfle isaretlenmistir. Boylelikle 1s1

uygulanmasinin atlanmadan yapilmasi ve 1s1 uygulanan kaplarin listede kontrolii
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saglanmistir. Her bir kap icin asagidaki bilgilerin kaydedildigi birer kart hazirlanmigtir
(Ingram, 1988).

1. Grup ve kap numarasi

2. Dollenme zamani, Ty

3. Dollenmis yumurtalara su ilave edildigi zaman, T,

4. Ist uygulamasinin baglangig zamani, T,

5. Is1 uygulamasinin bitis zaman, T,

Sekil 4. Deneme baliklarinda sagim ve délleme

Su ilave edildikten (Ty) yaklagik- 10 dakika sonra yumurtalar kulugkaliklara
verilen suyla aymi sicaklikta olan (10 °C civarinda) suyla yikanmigtir. Yumurtalar
1sitilmig akvaryuma daldirilmadan énce, tizerlerinde dnceden kalmis su damlaciklarinin
lyice siiziilmesi saglanmustir. T, ve T, arasinda gegen siire 15 dakika olarak
uygulanmustir (Ingram, 1988; Liu ve Quillet, 1989;). Is1 soku uygulamasi 28+0.5 °C de
yapilmistir (Ingram, 1988; Liu ve Quillet, 1989; Quillet ve ark. 1991; Lincoln ve Bye,
1984; Lincoln ve Scott, 1983). Isi sokunun uygulanacagi akvaryum termostath
1siticilarla kontrol edilmis ve sicaklik 28+0.5 °C de sabit tutulmugtur. Uzerindeki sular
stiziilmiig yumurtalar 151 sokunun uygulandig1 akvaryuma yavasca yerlestirilmis ve
yumurtalarin tek bir sira halinde bulunmalar: saglanmugtir. Is1 uygulamasi esnasinda

akvaryumun biitiin kisimlarinda sicaklik 0.1 °C hassasiyetle 6lgiim yapan pH metre
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sicaklik sensériiyle test edilmigtir. Sistem galigir durumda iken siirekli olarak sicaklik ve
diger bilgiler kaydedilmistir. T zamanindan itibaren 10 ve 15 dakika siireli 1s1 goku
uygulamasi yapilmigtir (Ingram, 1988; Liu ve Quillet, 1989; Quillet ve ark. 1991;
Lincoln ve Bye, 1984; Lincoln ve Scott, 1983). Uygulama zamam dolduktan sonra
yumurta kasetleri dikkatlice sudan g¢ikartilmigtir. Suyun sizmasi1 beklenmis ve 10 °C
sicakliga sahip akvaryuma konulmustur. Bu noktadan itibaren, 1s1 soku uygulanan ve
kontrol grubu yumurtalar, iki tekerriirli olarak standart teknik uygulanilarak
kulugkalanmistir (Ingram, 1988). Denemelerde uygulanan islemlere ait akis diyagrami
Sekil 5’te verilmigtir.

Deneme gruplarinda; déllenme oranlarn déllenmeden 2 giin sonra 6lii bulunan
yumurtalar ayiklanip sayilarak, kasetlere konulan yumurta sayisindan ¢ikartilip bu deger
kasete konulan yumurta sayisina béliinerek belirlenmistir. Cikis oranlari, ¢ikan prelarva
sayilar1 kasetlere konulan yumurta sayisina boliinerek belirlenmistir (Happe ve ark.

1988). Yumurtalarda goz lekesi olusumu ve gikis siireleri de kaydedilmistir.

™ Yumurta sagimi ve délleme |
{
| Déllenme zamani, T I
¥
| Dollenmis yumurtalara su ilavesi, Yumurtalarin yikanmasi T, |
{
[ Déllenmis yumurtalar 2°ser tekerriirlii 3 gruba ayrildi. |
! {
Kontrol grubu 1. Grup II. Grup
10 °C’lik suda kulugkalanmaya 28+0.5°C lik akvaryuma 28+0.5°C lik akvaryuma
baslandi. konuldu, T;. konuldu, T;.
{ 1
Uygulama tamamlandi, | Uygulama tamamland,
T,, 10 dk. sok uyg. T, 15 dk. sok uyg.
{ { !
10 °C’lik kulugkalama ortamina konulup kulugkalama
baslatildi.
{

[ Kontrol, I. ve II. grup embriyolarin bir kisminda kromozom preparasyonlari yapildi. |

[ Prelarvalar giktiktan sonra gikis basarilari belirlendi. ]
{

Yavrular, 158 giin boyunca beslendi. Bsbrekten kromozom preparasyonu ve kandan siirtme
froti yapildi.

Sekil 5. Deneme islemleri akis diyagrami



3.2.2. Embriyodan kromozom preparasyonu

Deneme yumurtalarinda, goz lekesi olugmadan onceki embriyo agamasinda
Chourrout ve Happe 1986, tarafindan detaylar1 verilen metotla kromozom preparasyonu
hazirlanmugtir.

Heniiz goz lekesi olugsmamis 12-15 giinlik déllenmis yumurtalar 10 °C’de
%0.02’lik kolsisin solusyonunda gece boyunca tutulmus ve daha sonra embriyolar %
0.8’lik NaCl ortaminda disekte edilip ayrilmigtir. Bu embriyolar oda sicakliginda 30 dk
% 0.8’lik trisodyum sitrat’a maruz birakilmis ve 4 °C’de 2 saat siireyle etanol:asetik asit
(3:1)’de fikse edilmistir. Fiksatif periyodik olarak degistirilmigtir. Her bir embriyodan
epithelyal hiicreler 50pl %50°lik asetik asit kullamlarak almnmigtir. Bu siispansiyonun
50pl’si 50 °C’de onceden 1sitilmig 50 °C’de bir lam iizerine bitisik ti¢ hiicre halkas:
olugacak sekilde damlatilmig ve hemen pipetlenmistir (Kligerman ve Bloom, 1977).
Lamlar kodlanip numaralandirilmig ve bir hafta sonra kromozom preparasyonlari

incelenmistir (Chourrout ve Happe, 1986).

3.2.3. Baliklarin biiyiitiilmesi, kan alim ve kandan siirtme froti

preparasyonu

Baliklar, yumurtalar agildiktan sonra 23 hafta biiyiitiilmiistiir. Baliklar postlarva
ve yavru doneminde %50 ham proteinli graniile ticari alabalik yemiyle; fingerling
déneminde I nolu %45 ham proteinli pelet yemle beslenmis, yemleme doyuncaya kadar
(ad-libitum) yapilmugtir. Tanklara verilen su havalandirilmis, diizenli olarak temizlik ve
kontroller yapilmugtir.

Is1 soku uygulanan gruplarda ve kontrol grubunda islemin basarisini belirlemek
i¢in baliklardan, kuyruk kesilerek EDTA’l tiipler igine kan almmus, buzdolabinda
muhafaza edilmistir. Eritrosit hiicre biiyiikliiklerini tesbit etmek amaciyla siirtme froti
hazirlamada kullanilmistir (Beck ve Biggers, 1983).

EDTA’l1 tiipte tutulan kandan bir damla lam iizerine damlatilmis; lamel, lamla
45° ag1 yapacak sekilde froti gekilmis ve kanin kurumasi beklenmistir. Kuruyan froti
tizerine 5 ml metanol yayilmig, 7 dakika beklenmis ve dokiilerek, havada kurutulmugtur.
5 ml saf suya 5 damla giemsa damlatilarak, karistirilmig ve froti iizerine giemsa boya
yayilmig ve 30 dakika boyanmugtir. Boyama siiresi dolunca, boya dékiilmiis, preparat

saf suyla yikanmugtir. Preparatin arka yiiziindeki boya kalintisi alkollii pamukla silinmig
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ve preparatin kurumasi beklenmistir. Incelemede, Nikon mikroskopta, okiiler
mikrometre ile her bir preparat igin 100 eritrositin eni ve boyu olgiilmistiir. Eritrositin
en ve boyu toplanarak ikiye boliinmis ve objektif mikrometreyle belirlenen katsayiyla
carpilarak  biiyiikliikleri belirlenmistir. ~ Fotograflamas1 ~ Olimpus  aragtirma
mikroskobunda 200 biiyiitmeyle yapilmistir (Yaman, 1993).

3.2.4. Kolsisin (Colchicine) uygulamasi

Baliklar, stresi ve yaralanmay: onlemek, enjeksiyonu kolaylastirmak amaciyla,
kolsisin enjeksiyonundan once 0.05 ml/l Kinaldin banyosunda anestezi edilmigtir
(Stickney, 1989). % 0.5’lik kolsisin solusyonu, % 0.8 NaCl ortaminda hazirlanmis,
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Uygulama, oda sicakliginda yapilmigtir. Enjeksiyon;
2mP’lik enjektdr kullanilarak, 3 ml/kg balik dozunda dorsal kas (intramiiskiiler) ve karin
igine (intraperitonal) yaklagik 3mm girilerek yapilmigtir. Kolsisin enjekte edildikten
sonra 4 saat boyunca baliklar 15 °C’de tath suda tutulmustur (Chourrout ve Happe,
1986).

3.2.5. Bobrekten kromozom preparasyonu

Ist soku isleminin bagaris1 ayrica; Chourrout ve Happe 1986; Thorgaard ve
Disney 1990; Ulupinar ve Okumus, 1997b tarafindan agiklanan metotlarla hazirlanan
kromozom preparatlarindan yararlanarak belirlenmistir.

Kolsisin uygulamasindan 4 saat sonra baliklar kesilmistir. On bébrek (yaklasik
100g’lik bir baligin, bobrek uzunlugunun dortte biri) 2 ml hipotonik ortam igine (%0.8
trisodyum sitrat) alind1 ve siiratle, kirlmug bir pastor pipetiyle tekrar tekrar pipetlenerek,
2ml’lik plastik bir enjektorden birkag defa gegirilerek aynstinlmasi saglanmustir. 5
ml’lik tiip agzina kadar dolduruldu, kapatildi ve 20 °C’de, siirekli periyodik olarak
calkaland1. 67 devir/dakika’da 7 dakika santrifiijlenmigtir. Bu asamaya kadar gegen siire
toplam 20 dakikay1 gegmemistir. Sonra stipernatan uzaklastirildi. 4 °C’de taze olarak
hazirlanan ethanol:asetik asit (3:1) ile ortam degistirildi, ilk fiksasyon 30 dakika siirdii.
Son islem iki kere tekrarlandi ve tiiplerde 2ml fikasif birakilarak gece boyunca 4 °C’de
muhafaza edildi. Lam operasyonundan once, hiicreleri tekrar siispanse etmek igin 4
oC’de 10 dakika tutularak fiksatif 3 kez degistirildi. Lamlar 20 dakika deterjan iginde
kaynatilip, musluk suyu ile tamamen durulandi, % 95°lik ethanole 2 kez daldinld,

silinerek kurutuldu, deiyonize suya daldirildi ve buzdolabinin buzluguna konuldu. ince
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bir tabaka deiyonize su ile kaplanmis lam iizerine {i¢ damla hiicre siispansiyonu 15 cm
yiikseklikten lam iizerine 45°’lik a¢1 ile damlatildi, havada kurutuldu ve 30 dakika
boyunca Sorenson fosfat tampon solusyonunda (pH=6.8) hazirlanmis %5’lik Giemsa ile
boyand:. Saf suyla yikandi, preparatin arka kisminda kalan boya kalintist % 95°lik
alkolle silinerek temizlendi. Preparatlar kuruduktan sonra entellanla kapatilarak kalict
hale getirildi (Chourrout ve Happe 1986; Ulupinar ve Okumus 1997b). Hazirlanan
kromozom preparatlari Nikon ve Olimpus aragtirma mikroskoplarinda 1000 biiyiitmeyle
incelendi. Preparatlarin fotograflar ise 500 biiyiitmeyle, 50 ASA Ilfort siyah-beyaz
fotograf filmi kullanilarak ¢ekildi. Kromozom sayilari, fotograf baskisindan sonra

kromozomlar sayilarak belirlenmisgtir.
3.2.6. Deneme bulgularmin istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Deneme gruplarinda belirlenen eritrosit biiyiikliikleri i¢in, Kolmogorov-Smirnov
normallik testi yapilmistir (Sokal ve Rolf, 1980). Tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
Minitab paket programi kullanilarak (Ryan ve ark., 1985); Gruplarin karsilagtirmas ise
SAS paket programi kullanilarak “Duncan Coklu Kargilagtirma Testi” ile yapilmigtir
(SAS, 1985). Deneme gruplarinda fingerlinglerin boy ve agirlik degerleri arasindaki
farklilik “t” testiyle Minitab kullanilarak test edilmistir.



4. BULGULAR

4.1. Deneme Gruplarinda Belirlenen Diéllenme Oranlan

Farkli zamanlarda kurulan denemelerde déllenme oranlar §6yle belirlenmigtir.

I. 17.03.1997 tarihinde; kontrol, 10 ve 15 dakika 1s1 soku uygulanan deneme
gruplarina gore sirastyla; %99.1, 93.9 ve 94.1 ; '

II. 31.03.1997 tarihinde; kontrol, 10 ve 15 dakika 1s1 soku uygulanan deneme
gruplarina gére sirasiyla; %99.7, 100 ve 97.6 ;

III. 19.01.1998 tarihinde; kontrol, 10 ve 15 dakika 1s1 soku uygulanan deneme
gruplarinin her {igiinde de %100 ;

IV. 24.02.1998 tarihinde; kontrol, 10 ve 15 dakika 1s1 soku uygulanan deneme
gruplarinin her iigtinde de %100 ;

Yapilan 1s1 goku uygulamalarinin déllenme {izerinde olumsuz bir etkisinin
olmadig1 goriilmektedir.

4.2. Deneme Gruplarinda Belirlenen Cikis Oranlar

Kontrol ve 1s1 sok uygulanan gruplardaki yumurtalar doéllenmeden ortalama
24+] giin sonra agilmigtir. Deneme gruplarinda agilma siireleri birbirine ¢ok yakindir.
Kontrol ve sok uygulanan yumurtalardan ¢ikan prelarvalarda biiyiiklik farki 6nemsiz
bulunmustur (p>0.05). IV. denemede yumurtadan ¢ikan prelarva drnekleri Sekil 6’da
goriilmektedir.

17.03.1997 tarihinde yapilan denemede, kulugkalamada kullanilan sudan
kaynaklanan klor probleminden dolay: kontrol, 10 ve 15 dakika 1s1 soku uygulanan
deneme gruplarn ag:ﬂmadan toplu halde 6ldiikleri i¢in ¢ikis oranlar: belirlenememisgtir.

31.03.1997 tarihli denemede; kontrol, 10 ve 15 dakika 1s1 soku uygulanan
deneme gruplarina gore ¢ikis oranlan sirasiyla; %5.9, 4.5 ve 1.7 olarak belirlenmigtir.

19.01.1998 tarihinde; kontrol, 10 ve 15 dakika 1s1 soku uygulanan deneme
gruplarina gore ¢ikis oranlan sirastyla; %98.9, 93.9 ve 91.7 olarak belirlenmigtir.

24.02.1998 tarihinde; kontrol, 10 ve 15 dakika 1s1 soku uygulanan deneme
gruplarina gore ¢ikig oranlar sirastyla; %21.6, 17.0 ve 4.0 olarak belirlenmistir.

II. ve IV. denemede tiim gruplarda ¢ikis oranlarinin diigiik; gruplarda elde edilen
¢ikig oranlarinin da bir birinden 6nemli diizeyde farkli oldugu goriilmektedir. III.
denemede ise ¢ikig oranlan yiiksek ve gruplar arasi fark 6nemsiz bulunmugtur (p>0.05).



Sekil 6. IV. deneme gruplarinda yumurtadan ¢ikan prelarva 6rnekleri; a) Kontrol grubu,
b) 10 dakika grubu, c) 15 dakika grubu
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4.3. Deneme Gruplarmda Gizlenen Morfolojik Farkhliklar

Birinci deneme, yumurtalarda agilma olmadan; ikinci deneme ise agilmadan 7
giin sonra larvalarin &lmesiyle sona erdirildiginde yavrularda morfolojik gozlemler
yapilamamustir.

Ugiincii ve dordiincii denemelerde kontrol, 10 ve 15 dakikalik 1s1 soku
uygulanan deneme gruplarinda yapilan morfolojik gézlemler (gruplardaki bireylerde
renk, sekil, viicut oranlari, yiizgegler, bag bolgesi) sonucunda herhangi bir farkliliga
rastlanmamuigtir.

4.4 Embriyo Kromozom Preparasyonlari ve Kromozom Sayilariin

Belirlenmesi

Kontrol ve diger gruplardan alinan embriyolardan hazirlanan kromozom
preparasyonu incelenmis ancak her hangi bir kromozom dagilimi ve metafaz plag elde
edilememistir. Bu nedenle embriyonik dénemde kromozom sayilar1 ve ploidy durumu
belirlenememistir.

4.5 Deneme Gruplarinda Beslenme Doneminde Goriilen Morfolojik

Farklhiliklar, Boy ve Agirlik Ortalamalar:

Deneme gruplarinda, beslenme doneminde morfolojik gozlemler son denemede
(IV.) yapilmig ve her hangi bir fark goriilmemistir. Dordiincii denemede, kan ve
bobrekten preparat hazirlanan, kontrol ve 1s1 goku uygulanan gruplardaki bazi baliklarda
gonad gelisiminin oldugu goriilmiigtiir.

Catal boy ve agirlik degerleri kontrol ve 10 dakika 1s1 soku uygulanan gruplarda,
yumurtalar agildiktan 4 ay sonra belirlenmis, ortalama degerler gatal boy i¢in; 8.69+0.28
cm, 9.2840.55 cm, agirlik igin; 7.79+0.88 g; 7.56+0.72 g olarak bulunmustur. 15 dakika
1s1 soku uygulanan grup beyaz benek hastaligina bagl olarak tamamen 6ldiigii igin boy
ve agirlik degerleri alinamamugtir. Kontrol ve 10 dakika 1s1 soku uygulanan grubun boy
ve agirhk degerleri arasindaki fark “t” testiyle incelenmis, farklihk Onemsiz
bulunmustur (p>0.05).

4.6. Deneme Gruplarinda Bobrekten Yapilan Kromozom Preparasyonlar:

ve Belirlenen Kromozom Sayilari

Bébrek kromozom preparasyonunda ve eritrosit incelemesinde kullanilan 10
dakikalik gruptan balik érnekleri Sekil 7°da goriilmektedir. Sekil 7.c de goriilen ferdin
kromozom fotografi da gekilmis, triploid (3n) oldugu goriilmiistiir.
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Bébrekten kromozom preparasyonu hazirlamak amaciyla kontrol grubundan 5;
10 dakika 1s1 soku uygulanan gruptan 29 balik kullanildi. Baliklar, 0.05 ml/l kinaldin
kullanilarak hazirlanan anestezik banyosunda bayiltilip, kolsisin enjeksiyonu yapildi.
Enjeksiyondan hemen sonra baliklarda sliimler oldugundan kontrol grubunda 1 balikta
ve 10 dakika 1s1 soku uygulanan grupta ancak 13 baliktan kromozom preparasyonu
yapilabilmistir. Kontrol grubundan hazirlanan preparasyonlardan sayilabilir metafaz
plaklart sayilarak belirlenen kromozom sayisi 2n=60 olarak bulunmustur (Sekil 8). 10
dakikalik 1s1 soku uygulanan gurupta ise yalmz bir baliktan hazirlanan preparasyonda
sayilabilir metafaz dagilimi goriilmiis ve metafaz plaklar1 sayilarak, kromozom sayis

3n=90 olarak belirlenmistir (Sekil 9).
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Sekil 7. 10 dakika 1s1 soku uygulanan gruptan, bébrek kromozom preparasyonunda ve
eritrosit incelemesinde kullanilan balik 6rnekleri; a, b, ¢ (kromozom fotografi

gekilen fert, 3n(triploid)).
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Sekil 8. Kontrol grubunda bobrekten hazirlanan kromozom preparasyonu, (Giemsa

x500), 2n=60 olarak belirlenmistir.

FL

s gruptan bir fertte bobrekten
olarak

| et ki . =
Sekil 9. 28 °C de 10 dakika 1s1 sokuna maruz birakilmu
hazirlanan  kromozom  preparasyonu, (Giemsa x500),3n=90

belirlenmistir.



7. Deneme Gruplarmda Eritrosit Biiyukliikleri

4.
ndan birer ferde ait eritrosit prep

Kontrol ve deneme gruplari arasyonlar1 Sekil 10

ve 11°de gorulmektedir.
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Sekil 10 Kontrol grubunda bir ferde ait eritrositler, (Giemsa x200)
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Sekil 11. Ist soku uygulanan (10 dakikalik) triploidi olusturulmug gruptan bir ferde ait

eritrositler, (Giemsa x200)
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On dakika 1s1 soku uygulanan gruptan 25, kontrol grubundan 5 fertte yapilan

eritrosit bityiikliigii 6lgiimlerinin sonuglart Cizelge 3’de verilmistir.

Cizelge 3. Is1 goku uygulanan (TRP) ve kontrol (KONT) gruplarinda, olgiilen eritrosit

sayis, ortalamalar, minimum-maksimum degerler ile %95°lik giiven smirlar1.

Deneme Olgiilen  Ortalama eritrosit Minimum ve % 95 Gliven
gruplari eritrosit biiyiikliigii Maksimum sturlart (p)
sayisi (n) =+ Standart hata (1) degerler (1)

TRP1 100 14.53+0.16 10.00-17.50  14.21-14.85
TRP2 100 13.28+0.11 11.25-17.50  13.06-13.50
TRP3 100 13.48+0.15 8.75-17.50  13.17-13.78
- TRP4 100 12.70£0.13 9.60-15.60  12.44-12.95
TRP5 100 13.31+0.16 9.60-18.00  12.99-13.63
TRP6 100 12.65£0.14 9.60-15.60 12.37-12.93
TRP7 100 12.84+0.13 9.60-15.60  12.58-13.10
TRP8 100 13.34£0.13 10.80-16.80  13.08-13.61
TRP9 100 12.3740.11 9.60-14.40  12.16-12.59
TRP10 100 13.25+0.16 8.40-16.80  12.92-13.57
TRP11 100 13.45£0.12 9.60-15.60  13.22-13.68
TRP12 100 14.83+0.09 12.00-16.80  14.65-15.01
TRP13 100 13.2840.11 10.80-15.60  13.01-13.50
TRP14 100 14.20+0.08 12.00-15.60  14.05-14.34
TRP15 100 12.65+0.11 0.60-14.40  12.44-12.86
TRP16 100 12.91+0.09 10.80-14.40  12.73-13.09
TRP17 100 14.30+0.09 12.00-15.60  14.12-14.49
TRP18 100 14.59+0.07 13.20-15.60  14.45-14.74
TRP19 100 12.3740.11 8.40-14.40  12.16-12.59
TRP20 100 12.74+0.10 10.80-14.40  12.55-12.93
TRP21 100 13.75£0.13 10.80-15.60  13.50-14.01
TRP22 100 13.26+0.08 10.80-15.60  13.09-13.43
TRP23 100 13.00+0.09 10.80-15.60  12.81-13.18
TRP24 100 12.9610.11 8.40-15.60  12.74-13.19
TRP25 100 13.4310.11 10.80-15.60  13.20-13.65
KONT1 100 10.81+0.10 8.40-12.00  10.62-11.00
KONT2 100 11.33£0.11 8.40-13.20  11.11-11.54
KONT3 100 11.3840.13 8.40-1440  11.12-11.63
KONT4 100 10.88+0.12 8.40-13.20  10.64-11.12
KONTS5 100 11.4440.11 7.50-12.50  11.23-11.65

Deneme gruplarinda belirlenen eritrosit bilyiikliiklerine ait tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) sonuglari Cizelge 4’te verilmistir. Gruplar arasindaki farkliligin cok
dnemli (p<0.0001) oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4. Deneme gruplarinda belirlenen eritrosit biiyiikliklerine ait tek yonlii varyans

analizi (ANOVA) sonuglari
Varyasyon kaynaklari Serbestlik Kareler Kareler F degeri P degeri
derecesi toplami _ ortalamasi
Muameleler arasi 29 3138.44 108.22 79.15 0.000
Muameleler igi (hata) 2970 4060.80 1.37
Genel 2999 7199.25

F hesap (79.15) > F cetvel (2.13) p=0.001

Ist soku uygulanan (TRP) ve kontrol (KONT) gruplarinda, 6lgiilen eritrosit
sayisi, ortalamalar ve ortak varyansa gore %95°lik giiven smrlari Cizelge 5’te
verilmistir.

Cizelge 5. Ist soku uygulanan (TRP) ve kontrol (KONT) gruplarinda, dlgiilen eritrosit

- sayis1, ortalamalar ve %95’lik giiven sinirlart
Olgiilen Ortalama eritrosit

Gruplar eritrosit biiytiklugi Ortalamalarin % 95 lik giiven sinirlart
sayisi (n)  + Standard hata (1) (Ortak varyansa gore)
7 i
TRP1 100 14.5340.16 (6]
TRP2 . 100 13.2840.11 (*3)
TRP3 100 13.4840.15 *)
TRP4 100 12.7040.13 *
TRP5 100 13.3110.16 (%)
TRP6 100 12.65+0.14 (%)
TRP7 100 12.8440.13 =Y
TRP8 100 13.3440.13 N
TRP9 100 12.3740.11 (*-)
TRP10 100 13.2540.16 )
TRP11 100 13.4540.12 &)
TRP12 100 14.8340.09 “*
TRP13 100 13.28+0.11 ")
TRP14 100 14.20+0.08 )
TRP15 1 100 12.6540.11 9
TRP16 100 12.91+0.09 @)
TRP17 100 14.3040.09 #)
TRP18 100 14.59+0.07 (*)
TRP19 100 12.3740.11 *9)
TRP20 100 12.7440.10 9
TRP21 100 13.75£0.13 (6
TRP22 100, 13.26+0.08 -
TRP23 100 13.0040.09 -
TRP24 100 12.9610.11 =
TRP25 100 13.4310.11 )
KONTI 100 10.81+0.10 *9
KONT2 100 11.330.11 %)
KONT3 100 11.3840.13 -*)
KONT4 100 10.88+0.12 "
KONTS 100 11.4440.11 (62))
12.0 13.5 15.0 (1)
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Deneme gruplarinda ortalama eritrosit biiyiikliikleri i¢in yapilan “Duncan Coklu
Kargilagtirma Testi” sonuglann (Duncan gruplandirmalar) Cizelge 6’da verilmistir.
Duncan g¢oklu karsilagtirma testi sonuglarina gore iizerinde durulan 25 1s1 soku
uygulanmig ferdin 20 sinin triploid (%80) ve 5’inin tetraploid (%20) fertler oldugu

sonucuna varilmgtir.

Cizelge 6. Deneme gruplarinda ortalama eritrosit biiyiikliikleri i¢in yapilan “Duncan
Coklu Karsilagtirma Testi” sonuglar1 (Duncan gruplandirmalari)

Deneme Olgiilen eritrosit Ortalamalar = Duncan Gruplamalar Ploidy Grubu
gruplar sayisi (n)

TRP12 100 14.832 A

TRP18 100 14.592 A B

TRP1 100 14.527 B Tetraploidler

TRP17 100 14.304 C B

TRP14 100 14.196 C

TRP21 100 13.752 D

TRP3 100 13.475 D E

TRP11 100 13.452 E

TRP25 100 13.428 E

TRPS8 100 13.344 E

TRPS 100 13.308 E

TRP13 100 13.284 F E

TRP2 100 13.275 F E

TRP22 100 13.260 F E

TRP10 100 13.248 F E G

TRP23 100 12.996 F H G Triploidler

TRP24 100 12.960 I H G

TRP16 100 12.912 I H J

TRP7 100 12.840 I H J

TRP20 100 12.744 I H J

TRP4 100 12.696 I J

TRP15 100 12.648 K J

TRP6 100 12.648 K J

TRP19 100 12.372 K

TRP9 100 12.372 K

KONT30 100 11.437 L

KONT28 100 11.376 L

KONT27 100 11.328 L Diploidler

KONT29 100 10.884 M

KONT26 100 10.812 M

Ayn harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark Snemsizdir (p>0.05)

Triploid fertlerin ortalama eritrosit biiyiikliigli (uzun eksen (boy)+kisa eksen
(en)/2) diploid (kontrol grubu) fertlerinkine gére 1.1686 kat (%16.86) daha biiyiiktiir.
Tetraploid olduklar kabul edilen fertlerde eritrosit biiyiikliikleri diploidlerden 1.2975kat
(%29.75); triploidlerden ise 1.1103 kat (%11.03) biiyiik oldugu belirlenmistir. Yapilan
“t” testinde tetraploidlerin triploidler ve diploidlerden ¢ok 6nemli (p<0.0001);
triploidlerin diploidlerden aym sekilde ¢ok 6nemli diizeyde (p<0.0001) daha biiyikk
olduklar: belirlenmistir.
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Deneme gruplarinda eritrositlerin uzun eksenleri (a), kisa eksenleri (b) ve bu
eksenler kullamlarak (4/3)x 7 x a x b” esitligi ile bulunan hacim degerlerine ait varyans
analizleri, ortalamalar ve gematik gliven sinirlar1 Cizelge 7 de verilmigtir. Kisa eksen ve
hacim degerlerinin dagilim eritrosit biiyiikliigii dagilimi ile benzer bir Cizelge
olusturmaktadir.

Cizelge 7. Is1 soku uygulanan (TRP) ve kontrol (KONT) gruplarinda, &lgiilen eritrosit

sayis1, hesaplanan eritrosit hacim ortalamalar1 ve %95°lik giiven sinirlan

Olgtilen  Ortalama eritrosit
Gruplar eritrosit hacmi Ortalamalarin % 95 lik giiven sinirlan
sayis: (n)  + Standart hata (u®) (Ortak varyansa gbre)
+ + + +
TRP1HAC 100 1080843838 *2)
TRP2HAC 100 760542516 *)
TRP3HAC 100 8260+3340 -*)
TRP4HAC 100 643622053 "
TRP5SHAC 100 798114079 (-*)
TRP6HAC 100 64761980 -*)
TRPTHAC 100 705612105 *)
TRPSHAC 100 749142894 +*)
TRPYHAC 100 5838+1312 *-)
TRP10HAC 100 768542915 =)
TRP11HAC 100 8105+2052 *2)
TRP12HAC 100 1049041415 (-*)
TRP13HAC 100 6606+855 =)
TRP14HAC 100 9731+1284 (-*9)
TRP15HAC 100 6110836 (*)
TRP16HAC 100 63451946 *)
TRP17HAC 100 9934+1349 -*
TRP18HAC 100 10365890 (*-)
TRP19HAC 100 6062£1440 (*-)
TRP20HAC 100 65041511 -*)
TRP21HAC 100 821242209 -
TRP22HAC 100 704411604 *)
TRP23HAC 100 655211436 *-)
TRP24HAC 100 6790£1743 (*-)
TRP25HAC 100 76772134 "
KONTIHAC 100 4616+1232 (*-)
KONT2HAC 100 4975+1586 o]
KONT3HAC 100 505041728 *)
KONT4HAC 100 4030£1337 (*-)
KONTSHAC 100 53561160 (*-)
+ - + +. +
5000 7500 10000 12500 (1)
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Duncan testine gore tetraploid olarak kabul edilen fertlerde ortalama eritrosit
hacmi 10265.5+193.7p; triploidlerde 7041.8+173.5u° ve diploidlerde 4805.4+226.84°
olarak belirlenmigtir. Cesitli ploidy seviyelerine ait hacim degerlerinin bir birlerine
oranlar1 ise; Tetraploid/Triploid i¢in 1.45779, Triploid/Diploid igin 1.46539 ve
Tetraploid/Diploid i¢in 2.1362 olarak hesaplanmustir.



Is1 soku uygulanan (TRP) ve kontrol (KONT) gruplarinda, 6lgiilen eritrosit
sayis1, kiiciik eksen (en) ortalamalan ve %95°lik giiven simirlan (ortak varyansa gore)

Cizelge 8°de goriilmektedir.

Cizelge 8. Is1 soku uygulanan (TRP) ve kontrol (KONT) gruplarinda, dlgiilen eritrosit
sayist, kiigiik eksen (en) ortalamalar1 ve %95’lik giiven sinirlari

Olgtilen Eritrosit kilglik
Gruplar eritrosit eksen (en) Ortalamalarin % 95 lik gliven sinsrlar
sayisi (n) ortalama (Ortak varyansa gore)
+ Standart hata (i)
ot + + S
TRP1EN 100 12.125+2.143 (-*9)
TRP2EN 100 10.550£1.403 -*)
TRP3EN 100 10.875+1.754 -*)
TRP4EN 100 9.816+1.369 -*)
TRPSEN 100 10.608+2.215 (-*-)
TRP6EN 100 9.912+1.165 -*)
TRP7EN 100 10.368+1.316 (-*)
TRPSEN 100 10.272+1.639 -*)
TRP9EN 100 9.50420.830 -*)
TRP10EN 100 10.512+1.555 -*)
TRP11EN 100 10.920+1.248 -*)
TRPI2EN 100 11.832+0.615 (-*)
TRP13EN 100 9.672+0.411 -*)
TRP14EN 100 11.832+0.615 -*)
TRP1SEN 100 9.672+0.411 -*)
TRP16EN 100 9.672+0.411 -*)
TRP17EN 100 11.880+0.526 -*)
TRP18EN 100 12.000+0.000 -*)
TRP19EN 100 9.768+0.980 -*)
TRP20EN 100 9.936+0.837 -*)
TRP21EN 100 10.728+1.204 -*)
TRP22EN 100 10.056+0.946 -*)
TRP23EN 100 9.792+0.945 -*)
TRP24EN 100 10.032+1.045 -*)
TRP25EN 100 10.46411.158 (-*)
KONTIEN 100 9.408+1.166 -*)
KONT2EN 100 9.312+1.289 -*)
KONT3EN 100 9.408+1.513 (-*9)
KONT4EN 100 8.376£1.206 (-*-)
KONTSEN 100 9.850+0.857 (-*)
-t + + tammme
8.4 9.6 10.8 120 (w)
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Is1 soku uygulanan (TRP) ve kontrol (KONT) gruplarinda, 6lglilen eritrosit
sayisi, biiyiik eksen (boy) ortalamalar1 ve %95°lik giiven sinurlar1 (ortak varyansa gére)
Cizelge 9°da goriilmektedir.

Cizelge 9. Ist soku uygulanan (TRP) ve kontrol (KONT) gruplarinda, 6lgiilen eritrosit
sayisi, biiylik eksen (boy) ortalamalar: ve %95°1ik giiven smnurlar

Olgilen  Eritrosit bliylik

Gruplar eritrosit eksen (boy) Ortalamalarin % 95 lik giiven sinirlari
sayisi (n) ortalama (Ortak varyansa gore)
+ Standart hata (u) — - " —
TRP1BOY 100 16.900+1.884 (*2)
TRP2BOY 100 16.000+1.628 -*)
TRP3BOY 100 16.075+2.049 (*-)
TRP4BOY 100 15.480+2.057 (*-)
TRP5BOY 100 16.032+1.865 -*)
TRP6BOY 100 15.384+2.291 -*)
TRP7BOY 100 15.312+1.983 -*
TRP8BOY 100 16.416£1.730 (-*)
TRP9BOY 100 15.240+1.817 (-*)
TRP10BOY 100 15.960+2.247 -*)
TRP11BOY 100 15.984+1.812 (-*)
TRP12BOY 100 17.832+1.645 (-*)
TRP13BOY 100 16.896+2.261 *9)
TRP14BOY 100 16.512+1.243 -
TRP15BOY 100 15.624+2.197 -*)
TRP16BOY 100 16.152+1.735 -*9)
TRP17BOY 100 16.728+1.580 -
TRP18BOY 100 17.184+1.476 -*)
TRP19BOY 100 14.976+1.776 -*9)
TRP20BOY 100 15.552+1.544 (+*)
TRP21BOY 100 16.77612.197 (-*)
TRP22BOY 100 16.464+1.322 (*-)
TRP23BOY 100 16.176+1.658 *)
TRP24BOY 100 15.864+1.769 *-)
TRP25BOY 100 16.416+1.696 -*)
KONTIBOY 100 12.216+1.325 (-*)
KONT2BOY 100 13.34411.460 -*)
KONT3BOY 100 13.29612.114 *-)
KONT4BOY 100 13.368+1.967 (-*)
KONT5BOY 100 13.025+1.751 (-*)
+ + + o

12.0 14.0 16.0 18.0 ()




S. TARTISMA ve SONUC

Poliploidi olusturulmas: ekstra kromozom setine sahip fertlerin tiretimi anlamina
gelmektedir. Bu islem déllenmis yumurtalara; 1s1 soku, hidrostatik basing veya kimyasal
islemler uygulanarak saglanabilmektedir (Valenti, 1975; Lincoln ve Scott, 1983; Don ve
Avtalion, 1988; Kim ve ark. 1986; Taniguchi ve ark. 1986; Wu ve ark. 1986; Goudie ve
ark. 1995; Myers ve ark. 1995; Happe ve ark. 1988; Cherfas ve ark. 1990; Chourrout,
1984; Benfey ve ark. 1988; Ueda ve ark. 1988; Thorgaard, 1986).

Eger bu islemler dollenmeden hemen sonra uygulanirsa yumurtadaki ikinci polar
cisimcigin ayrilmadan kalmasi nedeniyle triploidler iiretilebilir. Bu iglemler ilk zigbt
b6liinmesinden hemen Once uygulanirsa tetraploidler tiretilebilmektedir (Thorgaard,
1986; Tave, 1993; Myers ve Hershberger, 1991; Guo ve ark 1996; Myers ve ark. 1995;
Ueda ve ark. 1988).

Is1 soku uygulamasi, ¢ok sayida yumurtaya uygulama yapilma zoruniulufunda
ozellikle avantajli -olmaktadir. Is1 soku uygulamas: sonunda yliksek yasama oranina
sahip triploid gbkkusag: alabaliklar yiiksek oranlarda iiretilebilmektedir (Thorgaard,
1986, Tave, 1993; Diaz ve ark. 1993; Kim ve ark. 1986; Lincoln ve Bye, 1984; Linhart
ve Flajshans, 1995; Liu ve Quillet, 1989)

Triploid baliklar elde etmenin temel amaci onlarin steril olmalart ve olgun
balikta daha iyi bir biiyiime ve daha yiiksek yasama oram beklentisidir. Steril
triploidlerin performanslan1 iizerinde bilgiler giin gegtikge artmaktadir. Gokkusagn
alabali1 ile ilgili elde edilen sonuglar olgun triploidlerin diploidlere gére daha iyi
biiylime saglamalarnidir. Sterilite, {iremenin istenmedigi kontrol edilmesi gerektigi
durumlarda da avantajlara sahiptir (Thorgaard, 1986; Tave, 1993).

Triploid ot sazanlar1 veya ot sazam hibritleri su kaynaklarindaki agin bitki
tiremesini kontrol programlarinda kullanilmaktadir (Beck ve Biggers, 1983).

Triploid fertler aynm1 zamanda agir1 populasyonun ve buna bagl olarak siddetli
acligin oldugu tiirler igin uygundur. Triploidi olusturmanin diger bir amaci ise triploid
hibritlerin tipik olarak diploid hibritlerden daha yiiksek yasam oranina sahip olmalaridir
(Thorgaard, 1986).

Bu ¢aligmada eritrosit biiyiikliigli ve hacmi kriter alindiginda, 28+0.5 °C’de 10
dk stireyle 1s1 soku uygulanmis olan grupta %100’lik bir poliploidi ger¢eklesmis

goriilmektedir (Cizelge 5 ve 7). Deneme gruplarinda elde edilen déllenme oranlan
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olduk¢a yiiksektir ve kontrol grubuyla 1s1 soku uygulanan gruplar arasinda fark
bulunmamagtir.

Cikis oram bakimindan HI. deneme sonuglarina goére ¢ikis oranlarmn yiiksek;
kontrol ve sok uygulanan gruplarin $nemli 6lglide benzer oldugu goériilmektedir.

II. ve IV. denemelerde ¢ikig oranlarinin diigiik olmas1 ve oranlar arasindaki
farkliliklarin deneme ortaminda kullanilan suyun kalitesi ve bu kalitenin kontroliimiiz
disinda sapmalar géstermesinden kaynaklandig: sanilmaktadu. Ayrica, IV. denemede,
yumurtalarinin  bir kismim birakmis damizhk bir bahktan alman yumurtalan
kullanilmigtir. Deneme zorunlu olarak iireme sezonunun sonunda yapilmigtir. Bu fertten
elde edilen yumurtalarin olgunluk bakimindan homojen olmayisinin bu farklihga yol
agtin samlmaktadir. 10 dakika 1s1 soku . uygulanan grupta incelenen ve ploidi
gergeklestigi belirlenen 25 fertten 5’inin (%20) tetraploid fertler oldugu belirlenmistir
(Cizelge 6). Bu durum muhtemelen 1s1 soku uygulama zamaninin biraz geciktirilmis
olmasindan kaynaklanmaktadir. Uygulanan sok sicakligi bir ¢ok ¢aligmada salmonidler
icin tavsiye edilen ve yiiksek oranda triploidi sagladig: ifade edilen 28-29 °C araliginda
ve siiresi ise genelde tavsiye edilen 10 dk ‘da tutulmustur (Lincoln ve Scott 1984;
Ingram, 1988; Thorgaard, 1986). Bununla birlikte ok uygulamasimn mozaik ploidi
olusturdugu bilinmektedir (Tave, 1993).

.Uygulanan 1s1 sokunun ploidi iizerindeki etkisinin belirlenmesinde hazirlanan
kromozom preparatlarindan, yeterli sayida elde edilemedigi igin etkin olarak
yararlamlamamigtir. Kontrol grubundan hazirlanan bir kromozom preparatinda 2n=60
adet kromozom belirlenirken; 1s1 goku uygulanan gruptan hazirlanan bir preparatta
kromozom sayist 3n=90 olarak sayilmistir (Sekil 8 ve 9) Goékkugsag: alabaliklarinda
diploid fertler igin kromozom sayilarimin 58 ila 62 arasinda defisim gosterdigi
goriilmektedir (Horstgen-Schwark, 1993; Chourrout ve Happe 1986; Ulupmar ve
Okumus 1997b; Tave, 1993; Al-Sabti, 1984). Bu ¢aliymada bulunan deger genellikle
bildirilen araliga diismektedir.

Tetraploid kromozom sayisina sahip fertlerden kullamilabilir kromozom
preparat1 elde edilememistir. Kromozom preparatlarin hazirlanmasinda genel kabul
gormiig (Chourrout ve Happe, 1986; Kligerman ve Bloom, 1977) metotlar verilen kural
ve siirelere uygun uygulandi: halde elverisli preparatlarin elde edilemeyisinin nedeni

bilinmemektedir. Ote yandan kromozom preparasyonlarinda yaygin metotlarda bile sik
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sik kisisel modifikasyonlara gidildigi kaydedilmektedir (Ulupinar ve Okumus, 1997b;
Ergene ve ark. 1998a; Ergene ve ark. 1998b).

Embriyodan kromozom preparatinda ise ne kontrol ne de dier gruplarda
herhangi bir sonug alinamamigtir, Embriyodan kromozom preparasyonlarinda kolsisin
olarak, ilag sanayiinde kullanilan ve safli1 tam bilinmeyen bir preparat kullamlmasi
uygulanan metodun bagarisimi olumsuz y6nde etkiledigi sanilmaktadir.

Baliklarda eritrosit ve niikleus hacimleri ploidi seviyesinin belirlenmesinde
yaygin olarak kullamlmaktadir. Kromozom setlerinin artisi eritrosit hiicresinin ve hiicre
¢ekirdeginin de biiyiiklik ve hacmini teorik artirmaktadir. Teorik olarak ploidi
seviyesinin diploid durumdan triploid duruma degismesi, biiyiikliikte %50 artiga tekabiil
etmektedir (Wolters ve ark. 1982; Beck ve Biggers 1983; Valenti, 1975).

Bu ¢alismada triploid olarak nitelenen 20 fertte ortalama eritrosit hacminin
(7041.8£173.51%) diploid kontrol grubundaki 5 ferdin ortalama hacmi olan
(4805.44226.81*) oram 1.46539 olarak belirlenmistir. Bu deger triploid fertlerde
hacmin diploidlere gére yaklagik %50 arttigim géstermektedir. Deneme gruplarinda yer
alan ve tetraploid oldugu kabul edilen 5 ferde ait ortalama eritrosit hacmi
10265.5£193.7y® diir. Bu degerin triploid fertlerin degerine oram 1.45779 ve
diploidlerinkine orami 2.1362 olarak belirlenmistir (Cizelge 7). Caligmada bulunan
hacim degerlerinin birbirlerine oran1 ploidi seviyelerinde beklenen hacim degisimleriyle
uyum i¢indedir (Valenti, 1975; Beck ve Biggers 1983).

Kanal yaymni’nda, triploid fertlerin ortalama niikleus hacimlerinin diploidlerden
yaklagik 1.5 kat daha biiyiik oldugu ve bu kriterin ploidi siniflandirmasinda muhtemel
girisimlere ragmen %86.21 dogrulukta bir simflama sagladig: bildirilmigtir (Wolters ve
ark. 1982).

Wolters ve ark. (1982), yaptiklan1 ¢aligmada eritrosit uzun ekseninin ploidi
ayriminda en pratik uygulama oldugunu belirtmislerdir.

Bu c¢aligmayla elde edilen bilgilere gore, eritrosit eninin ploidi seviyesini
belirlemede daha etkin oldufu, boy degerlerinin ise diploid fertler disindaki ploidi
seviyelerinde muhtemelen daha fazla girisim nedeniyle maskeleme etkisi yaptigi
goriilmektedir (Cizelge 8 ve 9).
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Bu caliymada iki eksen degerinin toplanarak ikiye boliinmesi sonucunda
belirlenen eritrosit biiyiikligti kriteri her iki unsuru i¢ine almakta ve ploidi seviyesinin
ortaya konmasinda yeterli bir etkinlik saglamaktadir (Cizelge 5 ve 6).

Bir ¢ok aragtinnci balik tiirlerinde kromozom sayimina basvurmaksizin ploidi
seviyesini, eritrosit hacmi veya bityiikliigii ile ¢ekirdek hacmi ve biiyiikliigiiniin yeterli
dogrulukta ortaya koydugunu ileri stirmektedirler (Beck ve Biggers, 1983; Valenti,
1975; Wolters ve ark. 1982; Lincoln ve Scott, 1984).

Bu ¢alismada diploid fertlere ait eritrositlerin triploidlerin eritrositlerinden gok
onemli dl¢iide kiiglik olmalar1 yaninda; sekillerinin de daha yuvarlak-ovalimsi oldugu,
kisa eksenin oransal olarak daha uzun oldugu gériilmiistiir (Cizelge 4, 5, 6; Sekil 10 ve
11). Benzer sekil degisimi bagka aragtiricilar tarafindan da bildirilmistir (Kim ve ark.
1986; Wolters ve ark. 1982; Valenti, 1975).

Baliklarda ploidi olusturma hiicre gekirdegindeki kromozom sayisim artirmakta,
bu artis herhangi bir organdaki hiicrelerin biiyiikliigiinii de arttirmaktadir. Ancak yapilan
caligmalar, triploid veya tetraploid fertlerin diploidlerden biiytiklik ve morfoldji
bakimindan farksiz oldugunu géstermistir. Bu sonug, dokulardaki hiicreler biiytimekle
birlikte sayilarinin azalmasiyla organlarin normal biiyiikliiklerini korumasindan
kaynaklanmaktadir (Valenti, 1975).

Yapilan denemede kontrol ve 1s1 soku uygulanan fertlerde prelarva, postlarva ve
fingerlinglerde herhangi bir morfolojik farklilik belirlenmemistir. 10 dakika 1s1 goku
uygulanan gruptaki baliklardan birinde (Sekil 7b) bag bolgesinde bir anomali
gozlenmekle birlikte bunun poliploidiyle bagli olup olmadig: bilinmemektedir.
Muhtemelen bunun sansa bagh bir anomali oldugu sanilmaktadir.

Alabalik ve diger bir ¢ok balik tiiriinde yapilan ¢aligmalarda triploidi olusturma
isleminin erken dénemlerde morfolojik bir farkliliga yol agmadif: bildirilmektedir
(Lincoln ve Scott, 1984; Valenti, 1975; Thorgaard, 1986; Wolters ve ark. 1982; Beck ve
Biggers, 1983).

23 hafta siiren biiyiitme dénemi sonunda diploid, triploid ve tetraploid fertlerde
agirhk ve boy bakimindan istatistik olarak ¢nemli bir fark belirlenmemistir (p>0.05).
Bliytimedeki farkliliklarin bir ¢ok balik tiirlinde balifin olgunlastifn donemde
gozlemlendigi, daha erken d6nemlerde agirlik ve boy biiylimesinin farksiz oldugu
kaydedilmektedir (Valenti, 1975; Tave, 1993; Lincoln ve Scott, 1984).
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Diploid ve triploid gokkugag alabaliklar arasinda agirlik artig: olarak, birinci yil
triploidlerde 1.4 kat daha fazla, ikinci yil ise 2.5 kat daha fazla oldugu bulunmugtur
(Giiner ve Ozden 1997). Ancak bu galigmada fertlerin cinsiyet durumlari hakkinda bilgi
mevcut degildir.

Aragtirmada ilk 3 deneme, kullanilan sudaki kontroliimiiz diginda ortaya ¢ikan
kalite bozulmalarn (klor) ve kismi su kesilmeleri nedeniyle, farkli deneme agamalarinda
gruplardaki yumurta ve larvalarda 6liime yol agmistir. Denemede kullanilan suyun
zaman zaman kesilmesi, kalitesinin bozulmasi saglikli deneme yapmay: giiglestirmistir.
IV. denemede de deneme sonlarina dogru ortaya ¢ikan ve etkili bir ektoparazit olan
Ichthyophtirius multifiliis’in yol agtifi beyaz benek hastalifi, kontrol ve deneme
gruplarinda yasama oranlarinin belirlenmesini imkansiz kimistir. Aym hastalik
nedeniyle denemenin sondan 4. haftasinda 15 dk lik sok uygulanan grupta tiim baliklar
Olmiis oldu.gundan 15 dk lk sok uygulamasimn ploidy {lizerindeki etkisi
incelenememistir.

Sonug olarak dogal ortamlarin baliklandirilmasinda ve ikinci derecede balik
yetistiriciliginde giin gectikge daha yaygin olarak kullamma giren triploid fertler
tiretiminde, gokkusag alabahg i¢in 28 °C de 10 dk lik 1s1 soku uygulamasinin bagaril
oldugu goriilmiistiir.

Gergeklesen ploidy seviyelerinin degerlendirilmesinde bir ¢ok arastiricr
tarafindan da Onerilmis olan eritrosit biiyiikliigii, eritrosit hacmi kullanilabilir.

Is1 soku uygulamasimn zamanlamasi daha dogru yapilirsa (Thorgaard, 1986)
tetraploid fertlerin ortaya ¢ikma ihtimali azaltilabilir. Kromozom sayilarinin
belirlenmesine yonelik preparasyon ¢aligmalar1 {izerinde daha fazla yogunlagilmas: ve
dikkat gosterilmesi gerekmektedir.



6. OZET

Triploid fertler, yetistiricilikte ve dogal ortamdaki populasyonlarin yonetiminde
baz1 avantajlar saglamaktadir. Bu nedenle, kiiltiir balikgilifinda yumurtalara 1s1 soku
uygulamasiyla triploid fertler iiretimi diger bazi iilkelerde pratik bir iglem haline
gelmigtir. Bu ¢aligmada, triploid fertler iiretiminin tilkemiz gartlarinda da baglatilmas,
triploid bireylerin elde edilerek, islemin basarisinin  belirlenmesi  ve
degerlendirilmesinde kullanilan metodlarin uygﬁlanmas_l amaglanmgtir.

Arastirma Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su Urlinleri Boliimiin’de
gerceklestirilmigtir. Aragtirmada iilkemizde yaygin olarak kiiltiirii yapilan gékkusag
alabalifis (Oncorhynchus mykiss) kullamlmigtir. Dogal iireme sezonunda olgun
anaglardan elde edilen yumurta ve spermler kuru metotla yapay dollemeyle
dollenmigtir. Déllenen yumurtalar 3 gruba ayrilarak, I. ci grup kontrol olarak kullamldi.
Diger iki grupta, déllenmig ﬁmurtalara su ilavesinden 15 dk sonra, 28+0.5 °C’de 10 ve
15 dk stireli 1s1 soku uygulamasi yapildi. Dollenen ve soklanan yumurtalar klasik
inkiibasyon sartlarinda kuluckaland. Is1 soku, termostath 1siticilarla kontrol edilen 70
litrelik cam akvaryumlarda, kulugkalama yine ayni ebatlardaki akvaryumlarda, biiyiitme
ise 1.83 m® hacminde dikdtgen fiberglas yavru gelistirme tanklarinda gergeklestirildi.

Deneme gruplarinda; déllenme oranlar1 déllenmeden 2 giin sonra 6lii bulunan
yumurtalar ayiklanip sayilarak, kasetlere konulan yumurta sayisindan gikartilip bu deger
kasete konulan yumurta sayisina boliinerek belirlenmigtir. Cikis oranlari, ¢ikan prelarva
sayilar1 kasetlere konulan yumurta sayisina boliinerek belirlenmigtir. Baliklar,
yumurtalar agildiktan sonra 23 hafta biiyiitiilmiistiir. Baliklar graniile ve pelet formdaki
ticari alabalik yemleriyle giinlitk doyuncaya kadar yemlenmisgtir.

Uygulanan 1s1 soku metodunun etkinligi direk kromozom sayimi, eritrosit
biiylikliigli ve hacmi 6lglimiiyle arastirildi. Kromozom preparasyonlari, embriyolardan
ve fingerlinglerin &n bébrek kismn kullamlarak yapilmigtir.  Preparatlarin
hazirlanmasinda modifiye havada kurutma teknigi kullanitmigtir. Kandan, eritrositlerin
biiytikliiklerini belirlemek amaciyla siirtme froti hazirlanmigtir. Deneme gruplarinda
eritrositlerin kiigtik ve biiyiik eksenleri okiiler mikrometrede &l¢iildii, hiicre hacimleri
(4/3) x T x ab’ formiilityle hesaplandi. Bulgularn istatistiksel olarak degerlendirmesi,

Minitab ve SAS paket programlari kullanilarak yapilmagtir.
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Deneme gruplarinda belirlenen déllenme oranlari, kontrol ve 1s1 soku uygulanan
gruplarda %100 olarak belirlendi. Cikis oranlan ise kontrol, 10 ve 15 dk 1s1 soku
uygulanan gruplarda sirasiyla % 21.6, 17.0 ve 4.0 olarak belirlendi. Denemede; kontrol,
10 ve 15 dk 1s1 soku uygulanan gruplarda prelarva ve fingerlinglerde yapilan morfolojik
gozlemler sonucunda herhangi bir fark goriilmemistir. Kontrol ve is1 soku uygulanan
gruplardaki bazi fingerlinglerde gonad gelisiminin bagsladig: gﬁrﬁlmﬁsﬁir. Yumurtalar
agildiktan 4 ay sonra, kontrol ve 10 dk 1s1 soku uygulanan gruplarda, sirasiyla gatal boy;
8.69+0.28 cm, 9.2840.55 cm ve agirhik; 7.79+0.88 g, 7.56+0.72g olarak bulunmusgtur.
Gruplar arasinda farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).

Deneme baliklarinda, bobrekten yapilan kromozom preparasyonlarinda, kontrol
grubunda bir baliktan hazirlanan preparatta kromozom sayist 2n=60 ve yine 1s1 soku
uygulanan grupta bir baliktan hazirlanan preparatta kromozom sayist 3n=90 olarak
bulunmustur.

Kontrol grubundan 5 fertte, 10 dk 1s1 goku uygulanan grupta 25 fertte 100’er tane
eritrositen belirlenen eritrosit biiyiikliiklerinin (uzun eksentkisa eksen/2), tek yonli
varyans analizi (ANOVA) sonuglarina gére gruplar arasindaki farkliligin ¢ok 6nemli
(p<0.0001) oldugu belirlenmistir. Is1 soku uygulananlarda eritrositler kontrol grubundan
daha biiyiiktiir. Yapilan Duncan ¢oklu karsilagtirma testi sonuglarina gére, 1s1 soku
uygulanmis 25 ferdin 20’sinin triploid (%80) ve 5’inin tetraploid (%20) fertler oldugu
sonucuna varilmstir.

Triploid fertlerin ortalama eritrosit biiyiikliigii diploid fertlerinkine gore 1.1686
kat (%16.86) daha biiyiik; tetraploid olduklar1 kabul edilen fertlerde eritrosit
biyiikliikleri diploidlerden 1.2975 kat (%29.75), triploidlerden ise 1.1103 kat (%11.03)
biiyilk oldugu belirlenmigtir. Yapilan “t” testinde tetraploidlerin triploidler ve
diploidlerden ¢ok &6nemli (p<0.0001); triploidlerin diploidlerden aym sekilde g¢ok
Onemli diizeyde (p<0.0001) daha biiyiik olduklar belirlenmigtir.

Eritrosit hacimleri tetraploidlerde 10265.5+193.7y; triploidlerde 7041.8+£173.5u
ve diploidlerde 4805.4+226.8p1 olarak belirlenmistir. Cesitli ploidy seviyelerine ait
hacim degerlerinin bir birlerine oranlann ise; Tetraploid/Triploid igin 1.45779
(Tetraploid hacmi triploidlerden % 47.79 daha fazla), Triploid/Diploid i¢in 1.46539
(Triploidlerin hacmi diploidlerden %45.78 daha fazla) ve Tetraploid/Diploid igin 2.1362
(Tetraploidlerin hacmi diploidlerden %113.62 daha fazla) olarak hesaplanmgtir.
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Bu ¢alismada eritrosit biiylikliigii ve hacmi kriter alindifinda, 28+0.5 °C’de 10
dk stireyle 1s1 soku uygulanmis olan grupta %80 triploidi ve %20 tetraploidi
gergeklestigi goriilmektedir. Deneme gruplarinda elde edilen déllenme oranlan oldukga
yiksektir ve kontrol grubuyla 1s1 soku uygulanan gruplar arasinda fark bulunmamugtir.
Cikis oram1 bakimindan da kontrol ve sok uygulanan gruplarin énemli 6lgiide benzer
oldugu goriilmektedir. Deneme gruplarinda kaydedilen oransal olarak diisiik ¢ikis
oraninin, kotli ve ani degisen su kalitesine, denemelerde kullamilan yumurtalarin
kalitesinin heterojen olmasina baglh oldugu samlmaktadir. Tetraploid oraninin
yiksekligi (%20) 1s1 soku uygulama zamammin biraz geciktirilmis olmasindan
kaynaklanmaktadir. Uygﬁlanan sok sicakligs bir ¢ok ¢aligmada salmonidler igin tavsiye
edilen ve yiiksek oranda triploidi sagladig: ifade edilen 28-29 °C araliginda ve siiresi ise
genelde tavsiye edilen 10 dk’da tutulmustur.

Sonu¢ olarak; gokkusagi alabaligi igin 28 °C de 10 dk Ik 1s1 soku
uygulamasinin, balik yetistiricilifinde giin gectik¢e daha yaygin olarak kullanima giren
triploid fertler tretiminde basarili olabilecegi goriilmiistir. Gergeklesen ploidy
seviyelerinin degerlendirilmesinde bir ¢ok aragtirici tarafindan da 6nerilmis olan
eritrosit biiytikliigii ve eritrosit hacmi degerlerinin kullanilabilecegi gériilmiistiir.

Tetraploid fertlerin ortaya ¢ikma ihtimali, 1s1 soku uygulamasimin
zamanlamasinin daha dogru yapilmasiyla azaltilabilir. Kromozom sayilarinin
belirlenmesine yonelik preparasyon galigmalar: iizerinde daha fazla yogunlasilmas: ve

dikkat gosterilmesi gerekmektedir.



triploids, to evaluation of the success of process and ... = 1 of the , >
were aimed.

The study was carried out in the Fisheries Department of Agricultural Faculty,
The Yiiziincii Yil University Van-Turkey. In the study rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) which is most commonly cultured fish species in the country was used.
Gametes of rainbow trout were stripped from ripe adults in natural spawning season and
was fertilised by dry method artificially. The fertilised eggs were divided into 3 groups,
the first was used as control, heat shock 2820.5 °C were applied to the two other groups
for 10 and 15 minutes after the adding of water to mixed gametes. The fertilized and
shocked eggs were incubated until the hatching of sac frys in ordinary salmonid
incubation conditions. Heat shock was applied in 70 1 glass aquarium which equipped
with thermostat combined heater. Incubation was made in glass aquarium and frys were
raised in 1.83 m’ rectangular fibreglass growing tanks. In the trial groups fertilization
ratios were determined two days after the fertilization. The hatching ratios were
determined by dividing the number of hatched frys to fertilised eggs number. After
hatching, frys were grown for 23 weeks. The fish were feed daily with crumble and
pellet from of commercial trout feed as ad libitum.

The effectiveness of applied heat shock were investigated by chromosome
counts, erythrocyte size and volume measurements. Chromosome preparations were
made from whole embryos and head kidney of fingerlings by modified air dry method.
Blood smears were prepared, minor and major axes of erythrocytes measured in ocular
micrometer and volumes calculated by the formula (4/3) x 7 x ab’. The obtained dates
of the trials were analysed by using MINITAB and SAS statistical computer packages.

Fertilization ratios were found as 100% in trial groups. Hatching ratios for

control, 10 minutes and 15 minutes shock applied group were determined as 21.6%,
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17.0% and 4.0% respectively. Between the trial groups, both in sac frys and fingerling
stage, no morphologic difference were observed. Some developing gonads were
identified in control and heat shocked groups fingerlings. After 4 mounths of hatching
mean fork lengths and body weights were found as 8.69+0.28 cm and 7.79+0.88 g for
control; 9.28+0.55 cm and 7.56+0.72 g for 10 minutes heat shock applied group. The
differences were not significant between the two groups (p>0.05).

Chromosome counts were found as 2n=60 for control group and as 3n=90 in 10
minutes shock applied group by preparations of head kidney of fingerlings.

According to ANOVA analysis difference between the erythrocyte sizes in trial
groups were found extremely significant (p<0.0001). Heat shc;cked group’s erythrocytes
were bigger than control’s. By performing Duncan Multiple Range Test, 20 of heat
shock applied 25 individuals were concerned to be triploid (80%) and 5 as tetraploid
(20%).

Mean erythrocyte size of triploids 1.1686 times (16.86%) bigger than of the
diploid’s; and tetraploid’s 1.2975 times (29.75%) bigger than diploid’s and 1.1103
times (11.03%) than triploids were found. According to “t” test the erythrocyte size
differences were found extremely significant in every cases (p<0.0001).

Erythrocyte volumes in different ploidy groups were found as 10265.5+193.7 p
for tetraploids; 7041.8+173.5 p for triploids and 4805.4+£226.8 p for diploids. Volume
proportions of the ploidy groups were calculated for Tetraploid/Triploid as 1.4779
(Tetraploid’s volume larger 47.79% than Triploid’s); for Triploid/Diploid 1.45779
(Triploid’s larger 45.78% than diploid’s) and for Tetraploid/Diploid 2.1362
(Tetraploid’s larger 113.62% than diploid’s).

In the study, when erythrocyte size and volume count account as the criteria,
applying a heat shock at 28+0.5 °C for 10 minutes could be induced 80% triploidy and
20% tetraploidy. Fertilization ratios in trial groups were found high and differences
between values not significant. Hatching ratios of trial groups were similar in some
extent. Relatively low hatching ratios may be explained by poor and sharply changed
water quality and heterogenous quality of the eggs which used in the trials.

Appearing of tetraploids some 20% might be caused by delaying of heat shock
time. Applied heat shock temperature and duration were chosen as 28-29 °C and 10-15



timing of heat shock. It must be intensified and care given on chromosome preparation

techniques which can use direct chromosome counts to evaluate ploidy levels.
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